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@ Resumen:

La presente invencién se refiere a un procedimiento
para la seleccién de células neuronales en cultivo en
funcién de su diferenciacién, a través del
establecimiento de una relacién dosis-respuesta
mediante la adicion de distintas concentraciones de
flubendiamida a varios grupos de células neuronales.
De aplicacion en aquellos sectores que precisen de la
deteccion, identificacion y cuantificacion de la
poblacion de células neuronales en diferenciacion
para fines investigadores y/o terapéuticos, como por
ejemplo en la investigacion sobre el efecto de factores
o sustancias del ambito medioambiental,
agroalimentario, quimico, farmacéutico, etc, y en
terapias antitumorales o neuro-regenerativas.
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DESCRIPCION

METODO PARA LA SELECCION DE CELULAS NEURONALES EN
FUNCION DE SU DIFERENCIACION MEDIANTE EXPOSICION A
FLUBENDIAMIDA

La presente invencion se refiere a un método para la seleccion de células

neuronales en funcion de su nivel de diferenciacion.

La invencién resulta de aplicacion en aquellos sectores que precisen de la
deteccién, identificacion y cuantificacién de la poblacion de células neuronales en
diferenciacion para fines investigadores y/o terapéuticos, como por ejemplo en la
investigacion sobre el efecto de factores o sustancias del dmbito medioambiental,
agroalimentario, quimico, farmacéutico, etc., y en terapias antitumorales o neuro-

regenerativas.

ESTADO DE LA TECNICA

Las células neuronales adultas representan el grado méaximo de diferenciacion
celular. Durante el proceso de diferenciacion, adquieren todas las propiedades que,
oportunamente integradas, permiten el funcionamiento del sistema nervioso. El
proceso de diferenciacion neuronal es consecuentemente un momento critico para el
correcto funcionamiento del sistema nervioso y, particularmente en el ser humano,
para el desarrollo de sus facultades mentales. Fallos en la diferenciacion neuronal
durante el desarrollo embrionario humano conllevan importantes deficits cognitivos
en la vida posnatal cuando ésta es posible, y fallos en la diferenciacion neuronal de
células madres del sistema nervioso central adulto pueden dar lugar a la formacion de

tumores particularmente agresivos e incapacitantes.

Existen multiples técnicas para la seleccion de células en funcion de su grado
de diferenciacion. Cada técnica aprovecha metodologias diferentes (fisicas, biofisicas,
quimicas, farmacoldgicas, inmunologicas, etc.) asociadas con peculiares
caracteristicas génicas, bioquimicas, fisiolégicas, que pueden satisfacer muchas
necesidades experimentales. Sin embargo es laborioso y complejo aislar poblaciones

de células neuronales durante su desarrollo in vitro ya que se necesitan aparatos
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especificos, tales como un “cell-sorter”, que no estdn siempre al alcance de todos los
laboratorios, y esto obliga los investigadores de varios grupos a compartir los aparatos
disponibles aumentando los problemas técnicos inherentes (limpieza, esterilidad,
calibracién, etc) y el tiempo necesario para conseguir la poblacién neuronal deseada.
Ademas, esto se obtiene so6lo en células neuronales que todavia no se hayan adherido a
una superficie de cultivo y no hayan iniciado su desarrollo morfoldégico, bioquimico y
fisioldgico, de tal manera que no es posible aprovechar estos factores en la seleccion

de las células neuronales .

DESCRIPCION DE LA INVENCION

A los efectos de la presente invencion y su descripcidn, la flubendiamida es 3-
iodo-N'-(2-mesil-1,1-dimetiletil)-N- {4-[1,2,2,2-tetrafluoro-1-(trifluorometil)etil]-o-
tolil} ftalimida.

El método objeto de la presente invencion se basa en que la exposicion a la
flubendiamida de una poblacién de células nerviosas con distinto grado de
diferenciacion, induce la muerte de las células neuronales menos diferenciadas. Con
este método es posible: 1) determinar el nimero de células nerviosas que consigue una
diferenciacion mas rapida en respuesta a distintos tratamientos fisicos, quimicos y
farmacoldgicos; 2) obtener cultivos neuronales méds homogéneos en sus propiedades
fisiologicas; 3) reducir la variabilidad de la respuesta celular a la exposiciéon a
sustancias de interés farmaco-toxicolégico; 4) seleccionar poblaciones neuronales
resistentes a la flubendiamida para el estudio de los mecanismos de resistencia con el

fin de aprovecharlos terapéuticamente.

La presente invencion se refiere a un método para seleccionar células
neuronales en funcién de su grado de diferenciacién que comprende los siguientes

paréametros y etapas:
e Parimetros:
1) numero de dias del cultivo primario.
2) tiempo de exposicion a flubendiamida.

3) concentraciones de flubendiamida.
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Etapas:

a) Establecimiento de 5 grupos (A, B, C, D, E) de células neuronales,
en su primer, 2°, 4°, 6° y 8° dia en cultivo respectivamente, donde cada
grupo debe constar de no menos de 2 placas del mismo cultivo (A’, A”;
B’,B”, C’,C”; D’,D”;, E’, E”).

b) Establecimiento de una cinética toxicolégica por exposicion de
grupos de células de la misma edad en cultivo a la misma
concentracion micromolar de flubendiamida que debe variar entre 0, 1,
2, 5,10 y 20 uM, durante 12h, 24h, 48h, 72h y 96h desde €l momento
de la adicion de flubendiamida, de tal forma que, siguiendo el esquema
indicado en la Tabla I como ejemplo para el grupo A, se obtienen los
grupos: A,[0],12, A,[0],24, A,[0],48, A,[0],72, A,[0],96; A,[1],12,
A,[1]1,24, A,[1],48, A,[1],72, A,[1],96... etc. hasta E,[20],96, donde el

numero entre corchetes indica la concentracion de flubendiamida.

¢) Deteccion de los efectos citotdxicos inducidos por la flubendiamida
en cada grupo de células y cuantificacion de los niveles de viabilidad
celular mediante el uso de protocolos o métodos efectivos para estos

propositos.

d) Identificacion de la concentracion de flubendiamida que produce el
maximo efecto toxico en relacion a la edad de las células y al tiempo de
exposicién en cultivo, para su posterior utilizaciéon en la seleccion de
poblaciones de células neuronales en cultivos destinados a la

investigacion.

e) Interrupcion del tratamiento con flubendiamida en cultivos
destinados a la investigacion mediante lavado de las células

previamente tratadas utilizando una solucion fisiologica.
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de exposicion a la flubendiamida y la concentracion de la misma.

Grupo A Tiempo de exposicion a la flubendiamida (h)
Concentracién
de flubendiamida 12 24 48 72 96
(uM)
0 A[0]12 A[0]24 A[0]48 A[0]72 AJ0]96
1 A1]12 A[1]24 Af1]48 Af1]72 A[1196
2 A[2]12 A[2]24 A[2]48 A[2]72 A[2]96
5 A[5]12 A[5]24 A[5]48 A[5]72 A[5]96
10 A[10]12 | A[10]24 | A[10]48 | A[10]72 | A[10]96
20 AJ20]12 | A[20]24 | A[20]48 | A[20]72 | A[20]96

En una realizacién preferida, las cé€lulas neuronales son neuronas del sistema
nervioso central en cultivo primario. En una realizacién mas preferida, las neuronas
del sistema nervioso central en cultivo primario son neuronas granulares de cerebelo

de rata.

En una realizaciéon especifica, la deteccion de los efectos citotoxicos y
cuantificaciéon de la viabilidad celular se realizan mediante la observacion de los
cultivos celulares con microscopia en contraste de fase. En una realizacion mas
especifica. En una realizacion més especifica, la deteccion de los efectos citotdxicos y
cuantificacion de la viabilidad celular se realizan utilizando colorantes vitales y
microscopia de epifluorescencia. En una realizacién ain mas especifica, la deteccion
de los efectos citotéxicos y la cuantificacion de los niveles de viabilidad celular se

realizan transcurridas 12h, 24h, 48h, 72h y 96h desde la adicién de flubendiamida.

En otra realizacion especifica, la progresién de los efectos del tratamiento con
flubendiamida se interrumpe mediante lavado de las células con medio de cultivo. En
una realizacion mas especifica, el lavado de las células se realiza utilizando medio de

cultivo procedente de células no tratadas de la misma edad.

La aplicacion del presente método para la seleccion de neuronas en funcién de

su diferenciacion requiere una inversiéon minima ya que la mayor parte de los
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laboratorios en la actualidad dispone de instalaciones para cultivos celulares dotadas
de:

- Una campana de flujo laminar.
- Un incubador de CO,.
- Un microscopio de contraste de fases con epifluorescencia.

El procedimiento de la presente invencién se situa entre las técnicas que se
aprovechan del uso de compuestos quimicos. Utiliza el compuesto flubendiamida que
nunca ha sido utilizado para el fin que aqui se propone, y permite seleccionar
poblaciones de células neuronales que hayan ya iniciado su desarrollo morfologico,
bioquimico y fisioldgico en un “network” in vitro, tras adherirse a la superficie de la
placa de cultivo; de suerte que el proceso de seleccion no altera el patron de

crecimiento y diferenciacion general de las neuronas en cultivo.

Las ventajas de este método se encuentran en: 1) la obtencioén de una poblacion
neuronal seleccionada organizada en cultivo en un “network™; 2) la especificidad
celular de los efectos, que se detectan en células neuronales; 3) la especificidad
cronolégica de sus efectos, que se manifiestan particularmente durante el desarrollo
neuronal; 4) la progresividad de sus efectos que pueden ser controlados suspendiendo
el tratamiento, lo cual permite realizar la seleccién de una poblacién de células que en

su mayoria seran viables.

La invencidn resulta de aplicacion en aquellos sectores vinculados a:
1) Tecnologia bio-sanitaria que precise de la utilizaciéon de una poblacion celular
en la que se haya eliminado la presencia de células neuronales con un grado de

diferenciacion inferior.

2) Tecnologia bio-sanitaria que precise de la utilizacién de una poblacién celular
en la que se haya eliminado la presencia de células neuronales en las que se

asocie la toxicidad de flubendiamida con un grado de diferenciacion inferior.

3) Control de calidad de la produccién industrial de moléculas cuyos efectos
farmaco-toxicologicos puedan determinarse en poblaciones celulares

seleccionadas por grado de diferenciacion.

4) Control de la presencia de contaminantes en alimentos y otros productos
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relacionados con la salud humana y animal en cuya determinacion se utilicen

poblaciones celulares seleccionadas por su grado de diferenciacion.

EXPLICACION DE UNA FORMA DE REALIZACION PREFERENTE

Para una mejor comprension de la presente invencidn, se expone el siguiente
ejemplo de realizacion preferente, descrito en detalle, que debe entenderse sin caracter

limitativo del alcance de la invencion.

La preparacion de los cultivos de neuronas granulares de cerebelo de rata en
cultivo primario se llevé a cabo mediante el procedimiento previamente establecido

que se describe a continuacion:
Se prepararon las siguientes soluciones:
Solucion 1

NaCl 124 mM, KCl 5,37 mM, NaH,PO4 1 mM, D-glucosa 14,5 mM, Hepes 25 mM,
rojo fenol 27 uM, MgSO4 1,2 mM, seroalbiimina bovina (BSA) 3 mg/mL. La solucién
se equilibré a pH 7,4 con NaOH.

Solucion 11
Solucion I suplementada con 0,25 mg/mL de tripsina.
Solucion IT1

Solucién I suplementada con 80 ug/mL de Desoxirribonucleasa I (DNAsa I), 0,52
mg/mL de inhibidor de tripsina y MgSOy4 elevado a 2,8 mM.

Solucion IV

Solucion I suplementada con 25,6 pg/mL de DNAsa I, 166,4 ug/mL de inhibidor de
tripsina y MgSO4 elevado a 1,7 mM.

Solucion V
Solucidn I suplementada con 0,1 mM de CaCl, y elevada a 2,5 mM de MgSO,.

A continuacion se extrajeron por diseccion 8-13 cerebelos procedentes de crias
de rata de 8 dias de edad y se depositaron en 2 mL de solucion I. Con ayuda de unas

pinzas, se eliminé la meninge que individualiza el cerebelo de otras partes del cerebro
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y lo separa del hueso del craneo. Los cerebelos se desmenuzaron mediante cortes
ortogonales con una cuchilla, y los pequefios fragmentos de tejido se resuspendieron
en 30 mL de solucién I; Tras una centrifugaciéon a baja velocidad, el tejido se
resuspendié en 30 mL de solucidn II y se incubd a 37 °C durante 10 min con agitacion
con el fin de producir la tripsinizacion del mismo. La reaccion se detuvo afiadiendo 15
mL de la solucion IV. La suspension se agité ligeramente durante 1 minuto y después

se centrifugd. El precipitado obtenido se resuspendio en 2 mL de solucion III.

El tejido se sometid entonces a una disgregacion mecénica, disociando por
aspiracidon-expulsion con una pipeta Pasteur, y se afiadieron 5 mL de solucion V. La
suspension se agité y se dejo reposar verticalmente durante 5-10 min con el fin de
permitir la sedimentacion de posibles grumos de células no disociadas. Las células en
suspensioén se recogieron por centrifugacion a baja velocidad durante 5 min y el
precipitado obtenido se resuspendié en medio de cultivo Basal Eagle’s Medium
suplementado con 10 % de suero fetal de ternera (inactivado por calor a 56 °C durante

30 min), 100 pg/mL de gentamicina, 2 mM de glutamina y 25 mM de KCI.

Los grumos de células no disociadas se sometieron a un nuevo tratamiento de
trituracion con una pipeta Pasteur, y las células disociadas asi obtenidas se afiadieron a
las anteriores. Las células se sembraron a una densidad de 2,5 x 10° células/cm? sobre
placas Petri de plastico pretratadas con poli-L-lisina (5 pg/mL). Los cultivos se
incubaron a 37 °C, en una atmosfera de CO; al 5 % y una humedad del 95 %.Tras este
proceso se obtuvieron 10-12 placas de cultivo de 35 mm de diametro por cerebelo, y
la preparacion se llevé a cabo en aproximadamente 3 h. La utilizacién de placas de
menor diametro permitié aumentar considerablemente el rendimiento sin perjudicar la

sensibilidad del método.

Con objeto de impedir la replicacion de las células no neuronales se afiadio, al
cabo de 20-24 h, un agente citostatico (arabinofurandsido de citosina, 10 pM). Las
células pudieron mantenerse varias semanas en cultivo afladiendo periédicamente
glucosa (5,6 mM) al medio de cultivo y reponiendo la pérdida de agua debida a la
evaporacion. Después de ocho dias en cultivo, mas del 95 % de la poblaciéon neuronal
pudo ser identificada morfolégicamente como perteneciente al tipo de neurona
granular, siendo el 5 % restante neuronas GABAérgicas fundamentalmente. La

proporcién de astrocitos no supero el 3 %.
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Se establece una cinética toxicoldgica por exposicion de grupos de células de
la misma edad en cultivo a la misma concentracion micromolar de flubendiamida que
debe variar entre 0, 1, 2, 5, 10 y 20 uM, durante 12h, 24h, 48h, 72h y 96h desde el
momento de la adicién de flubendiamida, de tal forma que indicando con las letras A,
B, C, D, E los grupos de células de distinta edad en cultivo y siguiendo el esquema
indicado en la Tabla I, se obtienen los grupos: A,[0],12, A,[0],24, A,[0],48, A,[0],72,
A[01,96; A,[1],12, A,[1],24, A,[1],48, A,[1],72, A,[1],96... etc. hasta E,[20],96,
donde el nimero entre corchetes indica la concentraciéon de flubendiamida. Los
tratamientos fueron afiadidos al medio de cultivo y las neuronas fueron mantenidas en

el incubador en las condiciones ya descritas.

La cuantificacién de la supervivencia neuronal se llevé a cabo usando el

siguiente protocolo:
- Se aspir6 el medio de cultivo.

- Se adicion6 1 mL de la solucion de Locke modificada (NaCl 130 mM, CaCl2
2.3 mM, KCl 5.6 mM, MgCI2 1 mM, Hepes 8.4 mM, glucosa 5.6 mM, pH 7.4.

- Se aspiro y adicion6 nuevamente 1 mL de la misma solucion.

- Se aspird y adicioné nuevamente 1 mL de solucion Locke modificada que

contiene 150 ug/mL de diacetato de fluoresceina.
- Se incub6 4 min a 37°C.
- Se visualiz6 en un microscopio de epifluorescencia.

Mediante esta técnica, las células vivas aparecieron perfectamente teflidas con
el colorante fluorescente, y morfolégicamente identificables, mientras que los nucleos
de las células muertas se visualizaron como puntos rojos. Se fotografiaron al azar
varios campos representativos del cultivo y se procedio al recuento tanto de las células
vivas (de color verde), como de las muertas (de color rojo), calculando finalmente el
porcentaje de supervivencia neuronal al dividir el nimero de neuronas vivas entre el
nimero total de neuronas (vivas y muertas) en cada fotografia. Se evidencio la
disminucion de la mortalidad neuronal tras tratamiento con flubendiamida al aumentar

la edad en cultivo.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la seleccion de células neuronales en cultivo en funcion de

su diferenciacion, que comprende las siguientes etapas:

a) establecimiento de 5 grupos (A, B, C, D, E) de células neuronales, en su 1%,
2°, 4°, 6°, 8° dia en cultivo respectivamente, donde cada grupo debe constar de
no menos de 2 placas del mismo cultivo (A’, A”; B’, B”; C°, C”; D’, D”; E’,
E”);

b) establecimiento de una cinética toxicolégica por exposicion de grupos de
células de la misma edad en cultivo a la misma concentracién micromolar de
flubendiamida que debe variar entre 0, 1, 2, 5, 10 y 20 uM, durante 12h, 24h,
48h, 72h y 96h desde el momento de la adicion de flubendiamida, de tal forma
que se obtienen los grupos: A,[0],12, A,[0],24, A,[0],48, A,[0],72, A,[0],96;
A,[11,12, A,[1],24, A,[1],48, A,[1],72, A,[1],96... etc. hasta E,[20],96, donde

el namero entre corchetes indica la concentracion de flubendiamida.

¢) deteccion de los efectos citotoxicos inducidos por flubendiamida en cada
grupo de células y cuantificacion de los niveles de viabilidad celular mediante

el uso de protocolos 0 métodos efectivos para estos propositos;

d) identificacion de la concentracion de flubendiamida que produce el méximo
efecto toxico en relacion a la edad de las células en cultivo y al tiempo de
exposicion para su posterior utilizacion en la selecciéon de poblaciones de

células neuronales en cultivos destinados a la investigacion;

e) interrupcion del tratamiento con flubendiamida en cultivos destinados a la
investigacion mediante lavado de las células previamente tratadas utilizando

una solucion fisiolégica.

Procedimiento, segun reivindicacion 1, caracterizado por que las células

neuronales son neuronas del sistema nervioso central en cultivo primario.

Procedimiento, segun reivindicacion 2, caracterizado por que las neuronas del
sistema nervioso central en cultivo primario son neuronas granulares de

cerebelo de rata.

10
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Procedimiento, seguin reivindicacion 1, caracterizado por que la deteccion de
los efectos citotdxicos y cuantificacion de la viabilidad celular se realizan
mediante la observacidn de los cultivos celulares con microscopia en contraste

de fase.

Procedimiento, segun reivindicacioén 4, caracterizado por que la deteccion de
los efectos citotoxicos y cuantificacion de la viabilidad celular se realizan

utilizando colorantes vitales y microscopia de epifluorescencia.

Procedimiento, segiin reivindicacion 1, caracterizado por que el lavado de las
células se realiza utilizando medio de cultivo procedente de células no tratadas

de la misma edad.

11
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201100471

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 13.12.2011

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones

Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-6

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.

Consideraciones:
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201100471

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 EBBINGHAUS-KINTSCHER, U. et al. Pflanzenschutz- 2007
Nachrichten Bayer. 2007, Vol. 60, N° 2, paginas 117-140.

D02 KATO, K. et al. Biochemistry. Noviembre 2009, Vol. 48, N° 43, 03.11.2009
paginas 10342-10352.

D03 LAHM, G. P. et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry. Junio 2009, 15.06.2009
Vol. 17, N° 12, paginas 4127-4133.

D04 EBBINGHAUS-KINTSCHER, U. et al. Cell Calcium. Enero 2006, 01.2006
Vol. 39, N° 1, paginas 21-33.

D05 MASAKI, T. Journal of Pesticide Science. 2008, Vol. 33, N° 3, 2008
paginas 271-272.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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

El objeto de la presente solicitud, es un procedimiento para la seleccion de células neuronales en cultivo en funcién de su
diferenciacion, que comprende: a) establecimiento de cinco grupos de células neuronales que se encuentran en su 1%, 2°,
4°, 6° y 8° dia de cultivo; b) establecimiento de una cinética toxicoldgica por exposicién de distintos cultivos de cada uno de
los grupos anteriores, a una concentracion de flubendiamida de 0, 1, 2, 5, 10 y 20 uM durante 12, 24, 48, 72 6 96 horas para
cada una de las concentraciones indicadas; c) deteccion de los efectos citotdxicos inducidos por la flubendiamida en cada
grupo de células y cuantificacion de los niveles de viabilidad celular mediante la utilizacion de colorantes vitales y
microscopia de epifluorescencia; d) identificacion de la concentracion de flubendiamida que produce el maximo efecto toxico
en relacion a la edad de las células en cultivo, y al tiempo de exposicién; e) interrupcion del tratamiento con flubendiamida,
mediante el lavado de las células con medios de cultivo procedentes de células no tratadas de la misma edad
(reivindicaciones 1 y de la 4 a la 6). Estas células pueden ser neuronas granulares de cerebelo de rata en cultivo primario
(reivindicaciones 2 y 3).

En DO1 se anticipa que la flubendiamida actla sobre los receptores de rianodina (RyR) presentes en musculo y neuronas de
distintos lepidépteros, provocando su apertura, o que produce el incremento de la concentracion de ca®" citosolico. El
efecto insecticida primario parece ser la disrupcién de la funcién muscular, aunque no se puede descartar que la accién de
la flubendiamida sobre los RyR neuronales pueda contribuir a su toxicidad. En los estudios realizados sobre la actividad de
la flubendiamida sobre los tres receptores de rianodina presentes en mamiferos (RyR1, RyR2 o RyR3), no se encontrd
ningun efecto del compuesto ni en lineas celulares que expresaban alguna de las tres isoformas, ni sobre el RyR3 de raton
expresado de manera recombinante en células CHO.

D02 investiga el mecanismo de accién de la flubendiamida. Este compuesto es especifico del RyR de insectos, no afectando
a la actividad de RyR1, RyR2 o RyR3 de mamiferos.

En D03 se divulga una revision de diferentes moduladores del receptor de la rianodina (RyR). En él se afirma que la
flubendiamida es un insecticida que afecta a los lepiddpteros impidiendo su funcion muscular, mediante la alteracién de la
actividad del RyR. La flubendiamida es especifica del RyR de insectos, no pareciendo actuar sobre ninguna de las isoformas
del receptor presentes en mamiferos.

D04 estudia el efecto de la flubendiamida y compuestos relacionados, en neuronas de Heliothis virescens, asi como en
células CHO que expresan el RyR de Drosohila melanogaster, demostrando que se produce el incremento de la
concentracién de Ca®" citosélica. Sin embargo, la flubendiamida no afecta a las células de ratén C2C12, cuyo principal
receptor es el RyR1.

En DO5 se afirma que la actividad insecticida de la flubendiamida es debida a la alteracion de la homeostasis del Ca2+, a
través de su interaccion con el receptor RyR. Este compuesto no muestra toxicidad en ratas.
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NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 Y 8.1 L.P. 11/1986)

La reivindicacion 1 tiene por objeto, un procedimiento para la selecciéon de células neuronales en cultivo en funcién de su
diferenciacion, que comprende: a) establecimiento de cinco grupos de células neuronales que se encuentran en su 1%, 29, 4°,
6° y 8° dia de cultivo; b) establecimiento de una cinética toxicoldgica por exposicion de distintos cultivos de cada uno de los
grupos anteriores, a una concentracion de flubendiamida de 0, 1, 2, 5, 10 y 20 uM durante 12, 24, 48, 72 6 96 horas para
cada una de las concentraciones indicadas; c) deteccién de los efectos citotéxicos inducidos por la flubendiamida en cada
grupo de células y cuantificacion de los niveles de viabilidad celular; d) identificacion de la concentracién de flubendiamida
que produce el maximo efecto téxico en relacion a la edad de las células en cultivo, y al tiempo de exposicion; e) interrupcién
del tratamiento con flubendiamida mediante el lavado de las células.

Los documentos D01, D02, D03, D04 y D05, divulgan la actividad de la flubendiamida como insecticida, al provocar la
apertura de los canales de ca®* de los receptores de rianodina. Ademas, en todos se afirma que este compuesto es muy
especifico y que no afecta ni a células ni a los RyR1, 2, 6 3 de mamifero.

En consecuencia, ninguno de estos documentos, tomados solos o en combinacién, llevan al experto en la materia a la
utilizacion de la flubenfiamida en el cultivo selectivo de células neuronales.

Por lo tanto, la reivindicacion 1 cumple los requisitos de novedad (art. 6.1 L.P. 11/1986) y actividad inventiva (art. 8.1 L.P.
11/1986).

Las reivindicaciones de la 2 a la 8 son dependientes de la 1, y como ésta, también presentan novedad (art. 6.1 L.P. 11/1986)
y actividad inventiva (art. 8.1 L.P. 11/1986).
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