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@Resumen:

Dispositivo para la evaluaciéon multiple y simultanea
de la actividad contractil de sustancias farmacoldgicas
mediante métodos 6pticos caracterizados por el uso
de placas multi-pocillo o equivalentes, un médulo de
adquisicion digital de imagenes para la monitorizacién
y cuantificacion de la actividad farmacolégica. Las
preparaciones estan termostatizadas y el sistema
incorpora el procesado mediante algoritmos que
permiten la cuantificacion de la actividad contréactil de
forma simultanea.

A diferencia de los métodos al uso, no requiere de
transductores de fuerza o de desplazamiento para la
cuantificacion de la actividad contractil. Su aplicacion
reduce de forma drastica el tiempo requerido para la
obtencion de resultados.
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DESCRIPCION

Dispositivo y procedimiento para la evaluacion multiple y simultinea de la actividad

contractil de sustancias farmacologicas mediante métodos 6pticos

SECTOR DE LA TECNICA

Biotecnologia, investigacion farmacéutica

ESTADO DE LA TECNICA

La evaluacion de la actividad farmacologica de las sustancias quimicas emanadas de los
laboratorios de sintesis o de aislamiento requiere de un sustrato bioldgico sobre el cual hacer
las pruebas. Tradicionalmente se han utilizado las técnicas en tejidos y en animales enteros.
Para evaluar la actividad contractil de un tejido (un vaso sanguineo, una porcion de intestino,
un anillo traqueal o bronquial, etc...) se requiere de transductores que miden la fuerza
contractil o el desplazamiento de la preparacion. Cada porcién de tejido se coloca en una
copa de bafio termostatizada y el tejido, inmerso en una solucion tampodn fisiologica
oxigenada, se somete a una tension basal. Se estudia la accion del farmaco midiendo las
contracciones o relajaciones del tejido.

Con la llegada de los sistemas de produccion masiva de sustancias esas técnicas resultaban
muy lentas y costosas por lo que se relegaron a las ultimas etapas del cribado farmacolégico.
Paralelamente se han ido desarrollando nuevos abordajes para el cribado masivo de
sustancias (high throughput screening) que permitieron la robotizacion de los analisis de
actividad farmacolégica. Las dianas ahora ya no son los tejidos sino las células cultivadas o
las enzimas, receptores, ADN inmovilizados sobre un sustrato que generalmente cambia de
color cuando una sustancia quimica se liga a ellos. La base ya no es la copa del bafio de
drganos, ni el tejido perfundido sino la placa multipocillo. Las placas se han desarrollado con
las mismas dimensiones independientemente de la casa que las fabrique o del numero de
pocillos (desde 6 hasta 1536). Existen diversas modificaciones en el mercado que permiten
extender sus aplicaciones como los colores (transparentes, blancas, negras), el material del
fondo, pléstico, vidrio, polimeros, materiales de filtracidn, etc. Con todo, el desarrollo de los
sistemas de manejo de liquidos se ha optimizado para el trabajo con multipipetas, lavadores
de placas y todo tipo de robots. Simultineamente se han desarrollado los sistemas de
deteccion (colorimétricos, fluorescentes, fosforescencia, impedancia, etc.). El resultado ha
sido que un macro robot puede evaluar diariamente librerias de cientos de miles sustancias.

El principal inconveniente radica en que ya no se trabaja con tejidos -la auténtica diana de
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los farmacos- y que la informacién proporcionada no siempre es util. Como ejemplo
podriamos decir que si un compuesto X actla sobre células cancerosas de varios tipos
podemos estar ante un eficiente antitumoral o simplemente lejia. Los resultados del cribado

masivo hasta la fecha han sido cuando menos decepcionantes.

El uso de transductores mecanicos (por ejemplo, galgas extensiométricas) introduce
alteraciones reoldgicas en el tejido y con frecuencia lo dafia. Ademas, el tiempo requerido

para el montaje de la preparacion es muy largo.

Para el caso de la invencién que nos ocupa, el principio de medida prescinde de sistemas
mecanicos, evitando muchas manipulaciones sobre el tejido. El transductor es sustituido por
un sistema de adquisicion digital de imagenes, como puede ser una simple caimara de fotos.
Se emula asi el registro continuo de imagenes, permitiendo observar los cambios
(contracciones, dilataciones o variaciones de relacion de aspecto entre ejes bidimensionales)

que experimenta el tejido ante un farmaco.

Por ejemplo, en el ejemplo descrito, se utilizan placas de 96 pocillos. A diferencia de los
métodos al uso, no requiere de transductores de fuerza o de desplazamiento para la
cuantificacion de la actividad contractil. También reduce drasticamente el tiempo requerido
para la obtencion de resultados. La estructura matricial de las placas permite el manipulado
en paralelo con pipetas multicanal o, en su caso, la automatizaciéon robética del manejo de
liquidos. Igualmente, se reduce la cantidad de tejido (y animales) necesarios para completar
un estudio farmacolégico. Al prescindir de transductores, copas de bafio, equipos de
amplificacion, termostatizacién, etc. se abarata significativamente el coste inicial de
implementacion de la técnica. Ademas, el pequefio volumen de los pocillos reduce, al menos,
en dos ordenes de magnitud la cantidad de producto necesario para conducir un analisis

farmacologico.

Sin embargo, estos documentos, a pesar de hacer uso de procesado de imagen para realizar
medidas y analisis, estan lejos de la propuesta presentada a continuacidn, ya que en este caso
particular se determina el area encerrada en los tejidos asi como su evolucién como respuesta
a los farmacos. La presente invencién permite ademas solucionar los problemas descritos y

proporciona un procedimiento y un dispositivo para el estudio de la actividad farmacolégica
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de sustancias quimicas en tejidos. Este sistema permite el anélisis simultaneo de un niimero

elevado de muestras.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Diagrama de bloques del sistema estd formado por: A) Placa de pocillos con las
muestras a analizar. B) Mddulo de Adquisicion de Imagen, compuesto por una o6ptica
correctora (B.1) y una camara digital (B.2). C) Mddulo de Procesado, integrado por un
procesador (C.1), un bloque de memoria (C.2) y una interfaz de usuario (C.3). D) Usuario.
En este diagrama se muestra el flujo general de informacién entre los distintos elementos

expresando el orden mediante la secuencia de niimeros.

Figura 2. Descripcion montaje del sistema. En el ejemplo que se muestra, el principio
consiste en cortar secciones de tejido, en este caso anillos de la arteria aorta de rata de 500-
700 pm de grosor y colocarlos en una placa de cultivos de 96 pocillos en los que hemos
puesto solucion tampodn fisioldgica (100 pL de Krebs-HEPES). En la parte A se muestra un
esquema de la vista lateral donde una camara digital (a) enfoca la placa de 96 pocillos (b).
Esta se encuentra situada sobre una placa calefactora, en nuestras condiciones a 37°C. La
placa calefactora puede utilizar agua en recirculacion o un sistema peltier. Ambas placas se
sitian dentro de una cdmara de metacrilato para mantener un mejor contro! de la temperatura
(c). En el panel B se muestra una vista aérea de una placa de 96 pocillos (b). En C vemos una

representacion de cuatro anillos de aorta (e).

Figura 3. Algoritmo de cuantificacion. A, imagen original de un sélo pocillo. B, imagen
acondicionada (reduccion de brillos y reflejos). C, imagen intermedia invertida, aqui se
localiza y se identifica el tejido (objeto de interés). D, area resultante a medir obtenida

combinando la imagen A y los pardmetros extraidos de la imagen C.

Figura 4. Experimento llevado a cabo en una multiplaca de 96 pocillos (sélo se muestran 25)
para la evaluacion de la actividad contractil de la aorta toracica de rata por métodos pticos.
A, anillos aérticos antes de administrar el agonista alfa-adrenérgico fenilefrina. B, los
mismos anillos tras cinco minutos de estimulacién. C, representacion del experimento. Curva

concentracion respuesta obtenida de la placa (en eje Y reduccion de drea, en eje X —Log[M]).
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La curva superior representa la evolucion de las muestras de control, mientras que la curva
inferior representa la respuesta de los anillos al farmaco. Cada punto corresponde a la media
+ error estandar de 8 anillos. La contraccion fue normalizada al valor inicial (entendido

como 100%) del area de la luz arterial de cada anillo.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencién permite evaluar la actividad contractil de sustancias farmacolégicas (Figura 1)

determinando c6mo responden los tejidos al aplicar dichas sustancias. Se caracteriza por:

1.-Unas placas multipocillo (en esta memoria las hemos usado de 96 pocillos) en sustitucion
de las copas de bafio tradicionales. Con estas placas se permite el analisis simultaneo de
muchas sustancias en decenas de preparaciones.

2.- Una camara fotografica para adquirir iméagenes a distintos intervalos de tiempo y de esa
forma conocer como responden los tejidos ante el farmaco administrado.

3.- Un procedimiento para el cribado farmacologico que permite cuantificar la actividad
contractil. Este procedimiento se realiza mediante la aplicacion de algoritmos que se basan

en la gjecucion de una serie de fases:
Fase 1. Configuracion del experimento

Primeramente, se coloca la placa de pocillos sobre el soporte de fijacion, de forma que quede
perfectamente alineada con el sensor de la cdmara. En el caso de no disponer en la base de
datos un registro de los parametros fisicos de la placa (dimensiones, nimero de pocillos y
didmetro de los mismos) tenemos que generarlo como sigue. Capturamos una imagen y
calculamos el radio y las coordenadas del centro de cada pocillo y lo guardamos en la base
de datos. Para ello, es necesario establecer un punto de referencia, en el centro de un pozo
(pozo de referencia). A continuacién, se determina la posicién del centro de dos pocillos
vecinos ortogonales y sus distancias. Con estas medidas, y aprovechando la geometria

regular de la placa, se determinan los parametros fisicos.

En caso afirmativo, cargamos de la base de datos la informacién correspondiente a la placa

que vaya a ser utilizada. Seguidamente, se especifican los parametros que establecen las
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condiciones del experimento (por ejemplo, duracion, nimero de imagenes por concentracion

de farmaco, pocillos de control,...).
Fase 2. Extraccion de medidas. Algoritmo de procesado

1. En primer lugar se debe capturar una imagen del conjunto de tejidos al que se ha aplicado
el firmaco, convertirla a escala de grises y dividirla en tantas sub-imagenes como pocillos se
dispongan en la placa. Estas nuevas sub-imagenes, se construyen de forma concéntrica al
pocillo y con unas dimensiones de 2Rx2R pixeles, siendo R el radio de los pocillos, también
en pixeles. Con esto, sOlo se analiza el 4rea circundante al anillo arterial (suponiendo que sea
una arteria el tejido colocado), eliminando del computo los pixeles que se hallen fuera de la
zona de interés. Por ejemplo, si se dispone de una placa de 96 pocillos, el algoritmo
analizara 96 sub-imagenes por cada imagen capturada, si es una placa de 12 pocillos,
corresponderan 12 y asi sucesivamente.

2. En una segunda etapa se eliminan rasgos y objetos indeseados (tales como reflejos,
brillos intensos, burbujas...) que dificultarian la detecciéon del tejido (por ejemplo,
empleando técnicas de mejora de contraste, manipulando las componentes del espacio de
color HSV, reduciendo el gradiente de grises, etc...).

3. Mediante el método de umbralizacién 6ptimo (por ejemplo, mediante el método de Otsu)
cada sub-imagen es segmentada en tantos objetos como dispongan. El resultado de salida de
esta etapa es una imagen binaria.

4. En esta fase se etiquetan los objetos de cada sub-imagen binaria (areas blancas encerradas
por pixeles negros) entre los cuales se encuentra el area circunscrita por el tejido. Este
proceso sigue las mismas directrices que los algoritmos de conexion de componentes por
etiquetado, donde a todos los pixeles de un mismo objeto se les asigna un mismo nimero
(etiqueta), dando como resultado una matriz de salida de las mismas dimensiones que la
imagen de entrada y donde cada elemento tiene asignado un valor de acuerdo al objeto al que
pertenezca. En particular, las bases de nuestro proceso de identificacion se ajustan al método
“Run-lenght enconding”, equiparando como objetos aquellos pixeles de color blanco que,
seglin el criterio de la técnica, hayan sido determinados como conexos. Esto permite
identificar objetos como el fondo de la imagen, el interior del tejido y alguna que otra
seccion en blanco de menor tamafio resultado de los brillos y reflejos que no se consiguieron

eliminar con el contraste y la binarizacion.
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5. Luego, se identifica el tejido (en este caso, el anillo arterial) mediante la aplicacién de
descriptores que recogen los parametros que lo diferencian del resto de objetos (por ejemplo,
tamafio de area, didmetro, perimetro, excentricidad, color, etc.). Se reconocera como objeto
de interés aquel cuyas caracteristicas tengan mayor afinidad con los parametros establecidos.
Una vez identificado, se determina su posicion dentro del plano de la imagen (por ejemplo,
calculando las coordenadas de su centro de masas).

6. Dado que ahora las coordenadas que determinan la localizacién del tejido son conocidas,
podemos seleccionar el area inscrita en el anillo arterial de entre todos los objetos que
aparecen en escena, entendiendo por objetos, los pocillos, los bordes de la bandeja, etc. De
tal forma que aislemos la imagen (por ejemplo, construyendo una imagen binaria en la que
solo aparezca el tejido), extraer los datos deseados y almacenar estos ultimos para su

posterior presentacion.

Habiendo acabado con el andlisis de los anillos contenidos en todos y cada uno de los
pocillos, el algoritmo toma otra imagen y repite, en el tiempo, el mismo proceso tantas veces

como el usuario haya considerado oportuno.

Fase 3. Presentacion de resultados (figura 4)

Terminado el experimento, los resultados correspondientes a la medicién del area de cada

tejido son almacenados de forma dinamica y en formato estandar.

Utilizando una iluminaciéon monocromatica adecuada, filtros de corte y cAmaras sensibles el
sistema puede complementarse ficilmente con la monitorizacion simultinea de otros

parametros como el calcio intracelular mediante el uso de sondas fluorescentes.

Modos de realizacion de la invencion

Un ejemplo de realizacion del experimento se muestra en la Figura 2, donde se procede a
estudiar anillos de arteria aorta de rata (rebanadas de 500 pm). Se utilizé una camara réflex
de 14 Mpixels/pulgada, la cual se conectd, via USB, a un ordenador desde el que es posible
manejar el disparador y los pardmetros de control de la misma. El objetivo de la camara ha

de permitir obtener imagenes de toda la placa sin distorsionar la perspectiva y aprovechando
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al maximo el nimero de pixeles del chip-sensor. En el ejemplo descrito se utilizo un objetivo

tipo Macro ED 50 mm 1:2.0.

El proceso de deteccién y medida de la actividad contractil pasa por una serie de etapas. La
placa de pocillos, conteniendo los anillos de arteria aorta de rata, se coloca sobre una placa
termostatizada a 37 °C situado bajo la cdmara y se calibra y alinea con el sistema de
adquisicion. Terminada la etapa de calibrado, se realiza de forma continua un de registro
secuencial de iméagenes del proceso (medicion en situacién basal, tras la administracion de
farmacos) y medida de la respuesta contractil. Esta tarea puede ser programada facilmente en

virtud de los tiempos de incubacidn, la respuesta del tejido, etc.

En el ejemplo de la figura 4 hemos construido una curva concentracion-respuesta a la
fenilefrina en el rango 100 nM a 30 pM. Los anillos de arteria aorta estaban bafiados en 90
pL de una solucion salina (Krebs-HEPES) a 37 °C. En multipipetas de 8 canales afiadimos
10 pL de fenilefrina diez veces mas concentrada que la concentracion requerida. Cada tejido
recibi6é una unica adiciéon de farmaco. Monitorizamos la respuesta contractil hasta que el
tejido alcanza su estado estacionario. Como puede verse el grado de respuesta es idéntico al
observado con un sistema de bafio de Organos tradicional. Noétese que la curva
concentracion-respuesta tiene una morfologia tipica en sigmoide aunque sea especular de las
habituales obtenidas en bafio de dérganos cldsico. De la misma manera, pueden utilizarse

dosis acumulativas y cualquier protocolo estandar del laboratorio de farmacologia.

El sistema muestrea cada fotografia del sistema y extrae los valores numéricos para su
posterior andlisis. Debido a que cada pocillo representa un experimento independiente, la
fotografia es dividida en tantas sub-imagenes como pocillos se dispongan en la placa. Sobre
cada una de estas se ejecutan una serie de etapas de procesado que permiten determinar la
actividad contractil del tejido. En la figura 3 se muestra la estrategia seguida para la
cuantificacién del proceso, tras el procesado previo que se realiza sobre cada fotografia. Es
importante resaltar que el programa localiza la posicion de la preparacion

independientemente de que ésta se desplace o gire dentro del pocillo.

Con todo, el area interior de las arterias ronda, en nuestras condiciones, tiene un valor en
torno a los 400 pixeles. Aunque la reduccion de los didmetros de los anillos es apreciable a

simple vista la cuantificacién otorga valores objetivos. Dado que nunca se va a obliterar la
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luz de la arteria, la reduccién del calibre ante un agente vasoconstrictor (e.i. fenilefrina)
nunca rebasara el =70%. Los datos normalizados al calibre inicial se muestran en la figura

4C.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento que permite evaluar la actividad contractii de sustancias
farmacolo6gicas analizando el cambio que experimentan los tejidos a los que son
aplicadas, caracterizado por ejecutar las siguientes fases:

-Fase 1 de configuracion, donde una placa multipocillos o equivalente se situa de
manera alineada con una cémara fotografica o un sistema de adquisicién de
imagenes y se genera una base de datos de los pardmetros fisicos de la placa:
didmetro, nimero de pocillo y profundidad.

-Fase 2 de extracciéon de medida, que consiste en aplicar un algoritmo donde se
captura una imagen, se convierte a escala de grises y se divide en tantas sub-
imégenes como pocillos se dispongan en la placa. En una segunda etapa se eliminan
rasgos indeseados que dificultarian la deteccion del tejido. A continuacion, cada sub-
imagen se segmenta. Seguidamente, se identifica la region del tejido que interese
estudiar mediante la aplicacién de descriptores y se determina su posicion.
Finalmente, se selecciona el area inscrita por esa regién del tejido que interese
estudiar y se extraen los datos deseados, en particular un cambio de area.

Fase 3 de presentacion de resultados, donde los resultados correspondientes a la
medicion del area de cada tejido son almacenados de forma dindmica y en formato
estandar, y se analiza la variacion del area de tal forma que si disminuye se
considera que la sustancia analizada presenta actividad contractil. Un aumento del

area implica que la sustancia analizada presenta actividad dilatadora.

10
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D03 IVANOV V. et al. J Cardiovasc Pharmacol. Vol. 46, paginas 570-576 2005
D04 Investigadores de la ULL patentan un procedimiento 6ptico para evaluar el efectos de los | 25.05.2010
farmacos en los tejidos 25.05.2010 todo el documento [en linea]
[recuperado el 09.08.2012] Recuperado de Internet:
http://wayback.archive.org/web/20100525030102*/http:/www.ull.es/viewullnew/institucional/prensa/Noticias_ULL/es/276387

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tiene por objeto un procedimiento para evaluar la actividad contractil de sustancias farmacoldgicas
analizando el cambio que experimentan los tejidos a los que son aplicadas.

D01 examina el efecto del flujo de fluido en la contracciéon de células de la musculatura lisa de la aorta de ratas.

D02 estudia el efecto de la contraccién y relajacion de la musculatura lisa del tracto respiratorio sobre el area de la pared
bronquial.

D03 comprueba el efecto de los flavonoides sobre la actividad contractil de células de la musculatura lisa de aortas humanas.

D04 habla de un procedimiento 6ptico para evaluar el efecto de farmacos vasoconstrictores o vasodilatadores sobre los tejidos
que permite el analisis multiple y simultaneo de la actividad contractil de sustancias farmacolégicas sin dafar los tejidos. A
diferencia de los métodos mecanicos, el transductor es sustituido por un sistema de adquisicién digital de imagenes que
registra los cambios que experimenta el tejido ante la administracion de un determinado farmaco pudiendo observan si
experimenta contracciones o dilataciones. Este sistema permite, ademas, el analisis simultaneo de un nimero elevado de
muestras.

NOVEDAD

En la documentacién y bases de datos que han sido consultadas no se ha encontrado un procedimiento que comprenda las
mismas etapas que el procedimiento objeto de la presente invencién y, por tanto, la reivindicacién 1 se puede considerar
nueva a la vista del estado de la técnica.

ACTIVIDAD INVENTIVA

D01 examina el efecto del flujo de fluido en la contraccion de células de la musculatura lisa de la aorta de ratas. Las células
son cultivadas en placas Petri y mediante una camara, conectada a un video y a una television, se graban todos los
experimentos. Para ello se mide el area de cada célula y se establece la reduccién en el area como contraccion.

D02 estudia el efecto de la contraccion y relajacion de la musculatura lisa del tracto respiratorio sobre el area de la pared
bronquial determinando el perimetro interno o area luminal (Aj) y el area transversal total (Ag) de muestras de bronquios
humanos. La medida se lleva a cabo utilizando videomicrometria computerizada que captura las imagenes y marca las areas
de anillos bronquiales de 1.0 a 1.5 mm de grosor situados en microplacas antes y después de afiadir carbacol o isoproterenol.

D03 comprueba el efecto de los flavonoides sobre la actividad contractil de células de la musculatura lisa de aortas humanas
inmersas en una matriz de colageno tridimensional y situadas en placas de 24 pocillos. Para ello, se toman fotografias
digitales de los geles y se mide el cambio en el area de los mismos.

Asi pues, son sobradamente conocidos en el estado de la técnica los procedimientos para evaluar la actividad contractil de
sustancias farmacoldgicas basados en el analisis del cambio que experimentan los tejidos a los que son aplicadas, en
concreto del area, y, por tanto, la reivindicacion 1 no presenta actividad inventiva.
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