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DESCRIPCION

ANTICUERPO MONOCLONAL Y POLICLONAL Y PROCEDIMIENTO PARA
CUANTIFICAR OXITOCINA BASADO EN LOS MISMOS

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencién se refiere a ensayos inmunoldgicos para la deteccidén de hormonas en
material biolégico. En particular, la presente invencion se refiere a ensayos inmunolégicos
en los que intervienen anticuerpos monoclonales y/o policlonales y en los que se detecta

oxitocina en material biologico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La oxitocina es una hormona que se produce en los nucleos supradpticos y
paraventriculares del hipotalamo y se libera en el sistema circulatorio. La oxitocina es una
hormona asociada a la regulacion de eventos de la fisiologia reproductiva, tales como el
parto y la lactancia, pero en los ultimos afos se le esta dando una especial importancia a su
relacion con otros campos diferentes como son la psicologia y el comportamiento tanto en
hembras como en machos. La oxitocina induce una disminucion en los niveles de cortisol, lo
que reduce el estrés tanto en humanos como en animales. En general, los niveles de
oxitocina se miden en animales y en humanos para detectar aumentos de su concentracion
en plasma indicativos de una situacién de bienestar y reduccién de estrés. Resulta
importante medir los niveles de oxitocina para detectar estados de estrés, que son
perjudiciales para la salud. Los estados de estrés provocan, entre otros efectos, una
reduccion en la funcion del sistema inmune y predisposicién a enfermedades. Este deterioro
de la salud y del bienestar animal, es importante cuando se trata de animales de cria o de
granja, de los que se va a aprovechar su carne o productos derivados de los mismos, como
la leche. La salud y el bienestar animal de estas cabafias ganaderas, en particular de las
cabanas porcinas, adquieren especial relevancia durante los embarazos de las hembras y

tras el parto, afectando, por ejemplo, al cuidado y supervivencia de las propias proles.

Generalmente, la concentracion de oxitocina se ha medido mediante procedimientos que
incluyen una extraccion o una concentracion de la muestra por liofilizacion. Los valores de
oxitocina en las muestras bioldégicas son, generalmente, muy bajos. Tanto la extraccion
como la concentracion de la muestra tienen como objetivo conseguir valores suficientemente

altos de oxitocina para que puedan ser medidos.
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Los métodos descritos en el estado de la técnica no permiten medir toda la oxitocina unida a
proteinas y por ello resulta necesario en dichos métodos romper las uniones entre la
oxitocina y las proteinas. Se emplean para ello, generalmente, tratamientos de

reduccién/alquilacién (R/A).

La aplicacion de tratamientos de R/A a muestras de plasma da lugar a valores de oxitocina
varios 6rdenes superiores en comparacion con los valores en muestras a las no se han

aplicado dichos tratamientos (Brandtzaeg et al., 2016).

Los procedimientos de extraccién, concentracidn de la muestra por liofilizacidon y
tratamientos de reduccién/alquilacién son técnicamente complejos y necesitan varias horas
para su realizacion, no siendo utilizados de forma rutinaria en los analisis realizados en
animales de granja debido al largo tiempo que necesitan. Ademas, en dichos procesos se
utilizan reactivos y material de laboratorio costosos, o que conlleva unos precios elevados

de los analisis.

MaclLean et al. midieron oxitocina en saliva de perros por distintas técnicas, como
cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS) y
ensayos comerciales de Cayman Chemical y Arbor Assays de inmunoabsorcion ligada a
enzimas (ELISA), que no utilizan tratamientos de reduccion y alquilacion (MacLean et al.,
2018). Este documento, sin embargo, no describe ningun ensayo en el que se pueda
cuantificar especificamente oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas, ni describe la
utilizacién de anticuerpos con dicha especificidad frente a oxitocina libre y oxitocina unida a

proteinas.

Recientemente, se describié un procedimiento para medir oxitocina en muestras de saliva
de cerdas, en distintos momentos después del parto, en el que se midié la concentracién de
oxitocina, con un ensayo AlphalISA® utilizando esferas recubiertas de anticuerpos
monoclonales (Loépez-Arjona et al., 2020). Este documento no describe ningun ensayo en el
que se pueda cuantificar especificamente oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.
Tampoco describe la utilizacién de anticuerpos con especificidad frente a oxitocina libre y

oxitocina unida a proteinas.

Existe la necesidad en el estado de la técnica de desarrollar un procedimiento que permita

medir tanto la oxitocina libre como la oxitocina unida a proteinas.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente memoria, la oxitocina es de mamiferos. Preferentemente, dichos mamiferos
estan seleccionados del grupo que consiste en cerdos, perros, equinos (comprendiendo
caballo, mulas y burros) y humanos. Mas preferentemente, la oxitocina consiste en la
secuencia SEQ ID NO: 1.

En la presente memoria, el término “muestra” se refiere a una muestra de un fluido corporal;
a una muestra de células; a una muestra de un tejido, o de un 6rgano; o a una muestra de
fluido de lavado/enjuague obtenida de una superficie corporal externa o interna. Las
muestras pueden obtenerse mediante técnicas bien conocidas. Mas preferentemente, las
muestras son muestras de fluidos corporales, por ejemplo, preferiblemente, sangre, plasma,
suero, orina, saliva, liquido lagrimal y fluidos obtenibles de las glandulas mamarias, por
ejemplo, la leche. Mas preferentemente, las muestras de fluidos corporales estan libres de
células del animal o sujeto. Las muestras de tejidos u o6rganos pueden obtenerse de
cualquier tejido u 6rgano mediante, por ejemplo, una biopsia. Se pueden obtener o separar
células de los fluidos corporales o de los tejidos u 6rganos mediante técnicas tales como la
filtracidén, la centrifugacion o la clasificacién celular. Preferentemente, las muestras de
células, tejidos u 6rganos se obtienen de los fluidos corporales, células, tejidos u érganos
que se sabe o se sospecha que contienen oxitocina. Mas preferentemente, las muestras son

muestras de suero, plasma, saliva, orina y liquido cefalorraquideo.

La saliva presenta ventajas en comparacién con otros tipos de muestra, ya que puede
obtenerse de manera simple, sin producir estrés o dolor. Por esta razén, las muestras de
saliva se utilizan cada vez mas para la determinacién de biomarcadores de estrés o

bienestar en animales, preferentemente en los cerdos.

En la presente patente, “oxitocina libre” se refiere a 10 que un experto en la materia
entenderia por dicho término, que consiste en oxitocina que se encuentra en forma libre, es

decir, no unida a proteinas, en condiciones fisiolégicas.

Un anticuerpo de ejemplo se compone de dos pares de cadenas polipeptidicas. Cada par de
cadenas polipeptidicas tiene una cadena ligera (aproximadamente 25 kD) y una cadena
pesada (aproximadamente 50-70 kD). ElI dominio N-terminal de cada cadena define una
region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables del

reconocimiento de antigeno. El dominio variable de la cadena ligera también se denomina
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“cadena ligera variable” o “VL” y el dominio variable de la cadena pesada también se

denomina “cadena pesada variable” o “VH”.

En la presente memoria, “CDR” (del inglés “complementarity determining region”) o “region
determinante de la complementariedad” hace referencia a una secuencia de aminoacidos
gue se encuentra en los dominios variables de los anticuerpos que da a los anticuerpos su

especificidad para el antigeno.

En la presente memoria, “ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)” hace
referencia a una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta
mediante un anticuerpo unido a una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, etc.) capaz de
generar un producto detectable a partir de un sustrato, por medio de un cambio de color o
algun ofro tipo de cambio, provocado por la accion enzimatica sobre dicho sustrato. En dicha
técnica puede existir un anticuerpo primario que reconoce al antigeno y que a su vez es
reconocido por un anticuerpo secundario unido a dicha enzima. El antigeno se puede
detectar indirectamente en la muestra mediante los cambios de color medidos por

espectrofotometria.

La presente invencién proporciona un procedimiento in vitro para la cuantificacion de
oxitocina libre, oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de
reduccidn/alquilacién y oxitocina unida a proteinas, en una muestra, sin la realizacién de un
tratamiento de reduccién/alquilacion, en el que dicho procedimiento comprende:
€)) llevar a cabo un primer ensayo que comprende:
- afadir a dicha muestra un anticuerpo monoclonal que se une especificamente
a la oxitocina libre y a la oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccién/alquilacion, en el que dicho anticuerpo monoclonal
comprende:
- una region CDR1 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6;
- una region CDR2 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 8;
- una region CDR3 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 10;
- una region CDR1 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 16;
- una region CDR2 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 18; y
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- una region CDR3 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 20;

- determinar la cantidad o concentracién de anticuerpo monoclonal unido a la
oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccién/alquilacion; y

- determinar la cantidad o concentracion de oxitocina libre y oxitocina unida a
proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacién a
partir de la cantidad o concentracion de anticuerpo monoclonal unido a
oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccién/alquilacién;

(b) llevar a cabo un segundo ensayo, de forma simultanea o secuencial, en cualquier
orden, que comprende:

- afadir a dicha muestra un anticuerpo policlonal que se une especificamente a
la oxitocina unida a proteinas;

- determinar la cantidad o concentracién de anticuerpo policlonal unido a la
oxitocina unida a proteinas; y

- determinar la cantidad o concentracién de oxitocina unida a proteinas a partir
de la cantidad o concentraciéon de anticuerpo policlonal unido a oxitocina

unida a proteinas.

En una realizacién preferente del procedimiento de la invencién, dicha oxitocina unida a

proteina es oxitocina unida a albumina.

En una realizacién preferente, el procedimiento de la invenciéon comprende ademas:
(© sumar el valor de cantidad o concentracion de oxitocina de oxitocina libre, obtenido
en la etapa (a), y el valor de cantidad o concentracion de oxitocina unida a proteinas,

obtenido en la etapa (b).

En otra realizacion preferente, el procedimiento de la invenciéon comprende ademas:

(© realizar una operacién matematica entre el valor de cantidad o concentracién de
oxitocina de oxitocina libre, obtenido en la etapa (a), y el valor de cantidad o
concentracién de oxitocina unida a proteinas, obtenido en la etapa (b), tal como

division o multiplicacion.

El procedimiento de la invencidon evita tener que realizar un procedimiento de

reduccidn/alquilacion (R/A) para determinar la oxitocina libre, siendo esta una de las
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principales diferencias técnicas respecto al estado de la técnica, lo que posibilita que la
cuantificacién de oxitocina en el procedimiento de la invencion sea mas econdémica y rapida
respecto a otros procedimientos. Consecuentemente, el procedimiento de la invencién se
diferencia de los métodos hasta ahora descritos en el estado de la técnica al poder hacerse
en menos tiempo y con menos medios materiales. El procedimiento de la invenciéon ademas
de poder ser implantando en cualquier laboratorio esta especialmente indicado para ser

llevado a cabo en modo ambulatorio, in situ, en las propias granjas de cria de animales.

El anticuerpo monoclonal y el anticuerpo policlonal tienen diferentes especificidades. Dichas
diferencias en especificidad se derivan del diferente procedimiento de produccién de dichos
anticuerpos. Se ha utilizado oxitocina-KLH para las inmunizaciones y oxitocina-BSA para
purificar el anticuerpo monoclonal y el policlonal. Sin embargo, en el procedimiento de
produccion del anticuerpo monoclonal se utiliza una fusién celular, un hibridoma, mientras
que en el procedimiento de produccién del anticuerpo policlonal se utiliza una inoculacion
directa de oxitocina-KLH en un conejo, provocando asi que el conejo produzca anticuerpos.
Debido, por tanto, a las diferencias en el procedimiento de produccion, ambos anticuerpos

tienen especificidades diferentes.

En una realizacién del procedimiento de la invencion, el dominio variable de la cadena
pesada VH tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad respecto a la
secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO: 13.

En una realizacién del procedimiento de la invencion, el dominio variable de la cadena
pesada VH consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de la cadena ligera
VL consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13.

En una realizacion del procedimiento de la invencién, no resulta necesario someter a las

muestras a ningun procesado previo.

Si las muestras estan congeladas, se descongelan a temperatura ambiente dichas muestras

previamente a la aplicacion del método de la invencioén.

En una realizaciéon preferente del procedimiento de la invencién, el anticuerpo monoclonal

y/o el anticuerpo policlonal se afaden a una concentracion en el rango 10-20 nM.
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En otra realizacién preferente del procedimiento de la invencion, el tiempo de incubacién del

anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal con la muestra es de entre 1 y 2 horas.

En una realizacién del procedimiento de la invencion, se detecta la sefal que emite la
oxitocina de la muestra al unirse al anticuerpo monoclonal y/o al anticuerpo policlonal. Dicha
sefnal puede ser una sefial de absorbancia o fluorescencia y se puede detectar con los
métodos conocidos en el estado de la técnica, por ejemplo, en lectores de absorbancia o
fluorescencia. La sefial emitida por cada anticuerpo puede ser igual o diferente. La cantidad
0 concentracion de oxitocina se determina, por métodos conocidos en el estado de la

técnica, a partir del valor de dicha sefal.

El procedimiento de la invencion ofrece las siguientes ventajas:

€)) Permite determinar tipos diferentes de oxitocina (oxitocina libre, oxitocina unida a
proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilaciéon y oxitocina
unida a proteinas), sin someter a la muestra a ningun tratamiento R/A previo a la
medicion, mientras que en los métodos tradicionales es preciso someter la muestra a

un tratamiento R/A previo a la medicion.

(b) Consigue medir, usando el mismo sistema analitico, tipos diferentes de oxitocina de
forma simultanea, o seriada y en cualquier orden (primero la oxitocina libre y la
oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un ftratamiento de
reduccidn/alquilacién y, luego, la oxitocina unida a proteinas, o viceversa, en el orden
contrario, primero la oxitocina unida a proteinas y, luego, la oxitocina libre y la
oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un ftratamiento de
reduccidn/alquilacién), lo que posibilita importantes ahorros de tiempo y también de
materiales, siendo por tanto desde el punto de vista comercial mas econdémico. La
medicion de forma simultdnea se puede realizar uniendo cada anticuerpo a un

marcador diferente y usando las mismas etapas descritas anteriormente.

El procedimiento de la invencion ha sido contrastado funcionalmente mediante la realizacion
de pruebas de validacion analitica. El procedimiento de la invenciéon presenta una
imprecisién, intra-ensayo e inter-ensayo, menor del 15%, es lineal, presenta porcentajes de
recuperacion de oxitocina entre el 80 y 120% y el limite de deteccion y cuantificacién permite
medir las concentraciones de oxitocina libre y unida a proteinas que normalmente estan

presentes en muestras biolégicas. La correlacidén de los valores de oxitocina cuantificados
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con el ensayo con el anticuerpo monoclonal de la invencion respecto a los cuantificados con
el kit comercial ELISA de Cayman Chemical, que se emplea para medir oxitocina libre con
un procesado previo por R/A, fue mayor de 0.9, valor indicativo de que los valores de los dos

procedimientos tienen una elevada correlacion.

En el procedimiento de la invencion, el primer y segundo ensayos (con el anticuerpo
monoclonal y el anticuerpo policlonal, o viceversa) se seleccionan del grupo que consiste en
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, inmunocromatografia, luminiscencia, ensayo
homogéneo de proximidad luminiscente amplificada, inmunoelectrotransferencia, ELISA,

western blot, nefelometria, inmunoturbidimetria, cromatografia lateral y micromatrices.

En el procedimiento de la invencion, el primer y segundo ensayo (con el anticuerpo
monoclonal y el anticuerpo policlonal, o viceversa) se llevan a cabo simultdneamente o

secuencialmente.

En el procedimiento de la invencién, el primer y segundo ensayo (con el anticuerpo

monoclonal y el anticuerpo policlonal, o viceversa) se llevan a cabo en cualquier orden.

En el procedimiento de la invencién, dicho anticuerpo monoclonal y/o dicho anticuerpo
policlonal estan unidos a una sonda de marcaje 0 a una esfera unida a una sonda de
marcaje. Dichas sondas de marcaje pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo,

monoclonal o policlonal.

En el procedimiento de la invencion, dicha sonda de marcaje se selecciona del grupo que
consiste en un fluoréforo, un cromoforo, una sonda bioluminiscente, una sonda radiactiva,

una enzima y oro coloidal.

En el procedimiento de la invencién, la muestra empleada para medir en ella su contenido
en oxitocina total se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, saliva, orina y

liquido cefalorraquideo.

La presente invencién también proporciona un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a la oxitocina libre y a la oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en
un tratamiento de reduccién/alquilacién, en el que dicho anticuerpo monoclonal comprende:
- una region CDR1 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6;

- una region CDR2 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: §;
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- una region CDR3 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 10;
- una region CDR1 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 16;
- una region CDR2 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 18; y

- una region CDR3 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 20.

En una realizacion del anticuerpo monoclonal de la invencion, el dominio variable de la
cadena pesada VH tiene al menos un 95% de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO:
3 y el dominio variable de |la cadena ligera VL tiene al menos un 95% de identidad respecto
a la secuencia SEQ ID NO: 13.

En una realizacion del anticuerpo monoclonal de la invencién, el dominio variable de la
cadena pesada VH consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de la

cadena ligera VL consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13.

La presente invencién también proporciona un polinucleétido que codifica para al anticuerpo
monoclonal de la invencién, que comprende la secuencia SEQ ID NO: 22, que codifica para
el dominio variable de la cadena pesada y la secuencia SEQ ID NO: 23, que codifica para el

dominio variable de la cadena ligera.

La presente invencidon también proporciona el uso del polinucleétido que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 22, que codifica para el dominio variable de la cadena pesada y la
secuencia SEQ ID NO: 23, que codifica para el dominio variable de la cadena ligera, en la

produccion del anticuerpo monoclonal de la invencién.

La presente invencion también proporciona un anticuerpo policlonal que se une

especificamente a la oxitocina unida a proteinas.

El anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal de la invencién estan unidos a una

sonda de marcaje 0 a una esfera unida a una sonda de marcaje.

Dicha sonda de marcaje unida al anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal de la
invencién se selecciona del grupo que consiste en un fluoréforo, un croméforo, una sonda
bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal. Dichas sondas de marcaje

pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo, monoclonal o policlonal.
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La presente invencién también proporciona una composicion que comprende el anticuerpo

monoclonal y/o el anticuerpo policlonal de la invencién.

La presente invencion también proporciona el uso de dicha composicién que comprende el
anticuerpo monoclonal de la invencion y/o el anticuerpo policlonal de la invencién, en la
deteccién in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccién/alquilacién y/o de oxitocina unida a proteinas en una muestra.

La presente invencién también proporciona un kit para detectar oxitocina libre y oxitocina
unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilacién y/o oxitocina
unida a proteinas en una muestra, en el que dicho kit comprende:

0] el anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal o la composicidén de la invencion
que comprende cada uno de los anticuerpos, monoclonal y policlonal, o la
combinacioén de ambos; y

(i) disoluciones tampén para llevar a cabo una reaccién para formar un complejo entre
el anticuerpo monoclonal y la oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de
liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion y/o entre el anticuerpo policlonal

y la oxitocina unida a proteinas.

En el kit de la invencién, dicho anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal estan

unidos a una sonda de marcaje 0 a una esfera unida a una sonda de marcaje.

En el kit de la invencién, dicha sonda de marcaje se selecciona del grupo que consiste en un
fluoréforo, un cromoéforo, una sonda bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro
coloidal. Dichas sondas de marcaje pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo,

monoclonal o policlonal.

El kit de la invencidn ademas comprende reactivos para llevar a cabo la reaccidn para
formar dichos complejos entre el anticuerpo monoclonal y la oxitocina libre y/o el anticuerpo
policlonal y la oxitocina unida a proteinas y para llevar a cabo la deteccion de dichos

complejos.

El kit puede integrar en un unico dispositivo ambos anticuerpos, monoclonal y policlonal, o
las composiciones que contienen cada anticuerpo, monoclonal y policlonal, o comprender
dispositivos separados para cada anticuerpo o para cada composicion que contiene cada

anticuerpo, para llevar a cabo cada ensayo (a) o (b) del procedimiento de la invencion y
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ambos dispositivos separados presentarse conjuntamente en un Uunico envase o

presentacion, o presentarse por separado, cada uno en su propio envase o presentacion.

El kit de la invencién se utiliza sobre una muestra que se selecciona del grupo que consiste

en suero, plasma, saliva, orina y liquido cefalorraquideo.

El kit de la invencidén puede utilizarse en cualquier muestra bioldgica que pueda tener

oxitocina.

Adicionalmente, la presente invencidén proporciona el uso del anticuerpo monoclonal de la
invencién en la deteccidn in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de

liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilacién, en una muestra.

Preferentemente, dicha muestra en la que se usa el anticuerpo monoclonal de la invencién

contiene oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.

Adicionalmente, la presente invencion también proporciona el uso del anticuerpo policlonal

de la invencién en la deteccidn in vitro de oxitocina unida a proteinas en una muestra.

Preferentemente, dicha muestra en la que se usa el anticuerpo policlonal de la invencién

contiene oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.

En una realizacion preferente, dicho anticuerpo monoclonal y/o dicho anticuerpo policlonal

se usan unidos a una sonda de marcaje.

Dicha sonda de marcaje se selecciona del grupo que consiste en un fluoroforo, un
croméforo, una sonda bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal. Las
sondas de marcaje pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo, monoclonal o

policlonal.

Una realizacién de la invencién se refiere al uso del kit de la invencién en la deteccién in
vitro, en una muestra, de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en

un tratamiento de reduccién/alquilacidén y/o oxitocina unida a proteinas.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Resultados de las concentraciones de oxitocina en la saliva de los cerdos antes
(No R/A) y después (R/A) del tratamiento R/A a las muestras de saliva con el ensayo
AlphalISA® que utiliza el anticuerpo monoclonal de la invencién “P26C” (A), el ensayo
AlphaLISA® que utiliza el anticuerpo policlonal de la invencién “PO-10” (B) y el ensayo con
el kit ELISA de Cayman Chemical (C). Los asteriscos indican diferencias significativas (****
P < 0.0001).

Figura 2. Cambios en las concentraciones de oxitocina en diferentes dias antes y después
del parto, en cerdas: dia 58 de gestacion (Dia +58), dia 7 después del parto (Dia +7) y dia
45 después del parto (Dia +45) con el ensayo AlphalLISA® que utiliza el anticuerpo
monoclonal de la invencién antes (A) y después del tratamiento R/A (B), el ensayo
AlphaLISA® que utiliza el anticuerpo policlonal de la invencion antes (C) y después del
tratamiento R/A (D) y el ensayo ELISA con el kit de Cayman Chemical después del
tratamiento R/A (E). Los asteriscos indican diferencias significativas (*** P < 0.001 ** P <
0.01;* P <0.05).

DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION

Materiales y métodos

Animales y muestras

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron de 10 cerdos hembra (Sus scrofa
domesticus), Blanco Grande. Los cerdos tuvieron acceso ad /ibitum a una dieta equilibrada y
agua, con una temperatura entre 19-23°C y se tomaron muestras entre las 8:30 y las 10:00
h. Se tomé una muestra de cada cerdo 3 veces durante el estudio: el dia 58 de gestacién, el
dia 7 después del parto (durante la lactancia) y el dia 45 después del parto. Los animales se
alojaron en la granja experimental de la Universidad de Murcia (Murcia, Espafa), en grupos
con un espacio minimo de 1,64 m? por animal en el dia 58 de gestacién e individualmente en
los dias 7 y 45 después del parto (recomendaciones descritas en la Directiva 2001/88/CE,
2001 y Directiva 2001/93/CE, 2001).

Se recogieron muestras de saliva usando tubos de Salivette (Sarstedt, Aktiengesellschaft &
Co.) que contenian una esponja. Se permitié a los cerdos masticar la esponja, que se sujetod
a una varilla de metal delgada y flexible, hasta que estuvo completamente humeda (o al

menos 1 minuto). Luego, las esponjas se colocaron en los tubos de Salivette que se
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centrifugaron inmediatamente a 3000 g durante 10 minutos a 4 °C. Seguidamente, se
transfiri6 la saliva a tubos de 1,5 mL y se almacenéd a -80 ° C hasta el analisis. En todos los

casos se obtuvieron al menos 500 microlitros de saliva.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de

Murcia.

Procedimiento de reduccién/alquilacion (R/A)

El procedimiento R/A se realizé siguiendo el protocolo descrito en Brandtzaeg et al. (2016).
Se trataron 30 muestras de saliva de cerdos. Se diluyeron 100 ul de cada muestra en 200 pl
de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8.0). Después, se anadieron 5 pl de ditiotreitol (DTT) 0,5 M
(GE Healthcare Life Sciences) a 100 pl de la muestra de saliva diluida, se mezclé durante 30
segundos y se incubd a 37°C durante 45 minutos, seguido de enfriamiento a temperatura
ambiente (22°C). Seguidamente, se afiadieron 15 pyL de 0.5 M yodoacetamida (IAM) (GE
Healthcare Life Sciences) a cada solucién, se mezclé durante 30 segundos y se incubd a
22°C en oscuridad durante 20 minutos. Luego, se afadié a la solucion acetonitrilo (ACN) al
80% (Scharlab, SL), en agua ultrapura (Millipore) (v/v), mantenido previamente en hielo, se
mezclé durante 30 segundos y se centrifugd durante 15 minutos a 14,000 rpm en una
centrifuga Eppendorf Sorvall ST 8R (Thermo Fisher Scientific). Después de la
centrifugacién, el sobrenadante se pipeted en un nuevo Eppendorf y se evapord a sequedad
en un concentrador Speed Vac (Eppendorf Concentrator 5301) seguido de reconstitucion en
100 pL de tampédn fosfato salino (PBS). Las muestras tratadas se diluyeron 1:2 con cada

tampén correspondiente a cada ensayo.

Para evaluar si el procedimiento R/A podria afectar los ensayos utilizados en nuestro estudio
independientemente del efecto que tiene sobre la oxitocina unida, el tampén de ensayo
utilizado para cada ensayo se procesé utilizando el protocolo R/A y se analiz6 como una

muestra desconocida en cada uno de los tres ensayos de nuestro estudio.

Ejemplo 1. Produccién del anticuerpo monoclonal de la invencién “P26C” que

reconoce especificamente oxitocina libre

Generacion del hibridoma

Se inmunizaron 3 ratones (BALB/c) con dos inyecciones intraperitoneales separadas por un

intervalo de 15 dias con 50 ug de Oxitocina-KLH (Cusabio) como antigeno, siendo KLH la
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hemocianina de lapa californiana (Megathura crenulata), del inglés Keyhole Limpet
haemocyanin. El antigeno se emulsioné con adyuvante completo de Freund (CCF, Sigma F-
5881) en la primera inyeccion, y con adyuvante incompleto de Freund (CIF. Sigma F-5506)
para la segunda inyeccién intraperitoneales. La inmunizacién final consistié en una inyeccién

intravenosa o intraesplénica de 50 ug de antigeno sin el adyuvante.

Tres dias después, se extrajo el bazo de los ratones y las células se fusionaron con la linea
celular de mieloma murino Sp2/0-Ag14, desarrollada a partir de ratones BALB/c no
secretores de inmunoglobulinas utilizando polietilenglicol en solucién al 50% (Sigma). Los
hibridomas fueron seleccionados mediante su crecimiento en medio RPMI 1640
(Biowhitaker) que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), que se complementd
con suero fetal bovino al 10% (Gibco), glutamina 2 mM (Gibco), piruvato 1 mM (Sigma), y
penicilina/streptomicina 1% (Gibco). En el medio HAT con aminopterina, sélo crecen las
células hibridas, formadas por linfocitos B y células de mieloma, gracias a que los linfocitos
B poseen todo el panel de enzimas de las vias de rescate de sintesis del DNA vy, por lo

tanto, pueden utilizar la hipoxantina y timidina del medio.

Finalmente, los sobrenadantes de los hibridomas se analizaron mediante ensayo ELISA
para comprobar la presencia de hibridomas secretores de inmunoglobulinas anti-oxitocina.
Los hibridomas positivos se clonaron mediante dilucion limite y fueron expandidos y

congelados en nitrégeno liquido.

Identificacion del anticuerpo monoclonal

Se realiz6 un analisis de los sobrenadantes de los hibridomas generados mediante ensayo
ELISA indirecto empleando Oxitocina-BSA. Para ello, en microplacas de 96 pocillos de
fondo plano Nunc (Maxisorp), se incubaron con 50 ul de Oxitocina-BSA (250 ng antigeno por
pocillo) en tampon carbonato-bicarbonato pH 9.8 durante toda la noche, a 4°C, para permitir
la correcta adhesién de las proteinas a la placa. Posteriormente las placas fueron lavadas
con 100 ul de PBS/Tween 20 al 0.05% y bloqueadas durante 30 minutos a 37°C con 100 pl
de tampdn de bloqueo fosfato salino (PBS) con 5% leche en polvo. A continuacion, las
placas se incubaron 1 hora a 37°C, con 100 pl por pocillo de cada sobrenadante procedente
de los hibridomas. Seguidamente, se realizaron tres lavados con tampén PBS/Tween 20 al
0.1%. Entonces, se anadié 100 pl por pocillo de un anticuerpo anti-lgG de ratdbn conjugado
con peroxidasa de rabano a una dilucion 1:2500 y se incub6 durante 1 hora a temperatura

ambiente. Después de 5 lavados con tampon PBS/Tween 20 al 0.1%, para eliminar todas
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las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se afnadié el sustrato
enzimatico en soluciéon (citrato sédico 0,1M, Aacido citrico 0,1 M, 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) y H20,). Posteriormente se midi6 la absorbancia
(OD) en un espectrofotébmetro (BioTek) a una longitud de onda de 405 nm cada 5 minutos

hasta un total de 25 minutos.

Se identifico el anticuerpo especifico anti-oxitocina en el sobrenadante del hibridoma P26C
en dicho ensayo ELISA indirecto empleando oxitocina-BSA. Se selecciond el clon P26C
porque se obtuvo la mayor sefial de absorbancia con dicho clon en dicho ensayo ELISA, lo
gue indicaba una mayor afinidad por la oxitocina que el resto de clones.

Se realizd un ensayo dot-blot con el clon P26C, con el que se determindé que tenia
reactividad frente a oxitocina de alto numero de especies como de cerdo, perro y caballo y

oxitocina humana.

Purificacién del anticuerpo monoclonal P26C

Para la purificacién del anticuerpo monoclonal P26C a partir del sobrenadante obtenido del
hibridoma seleccionado, se usdé una columna de afinidad HiTrap™ Protein G HP (GE
Healthcare Life Sciences) usando un sistema de cromatografia AKTA pure (GE Healthcare

Life Sciences).

Caracterizacién estructural del anticuerpo monoclonal P26C

El ARN total se extrajo de las células de hibridoma y el ADNc se sintetizé posteriormente.
Después, se amplificaron los dominios variables del anticuerpo monoclonal por PCR
especifica de isotipo, se subclonaron en un vector de clonacién estandar por separado y se
secuenciaron. Se determin6 que el isotipo del anticuerpo monoclonal era IgGk. Se
secuenciaron los dominios variables de 5 clones y se encontré que la secuencia era idéntica
en los 5 clones. La Tabla 1 muestra los detalles de la secuencia del anticuerpo monoclonal
P26C.
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Tabla 1

Fragmento/Region/Secuencia SEQ ID NO
Dominio variable de la cadena pesada i
VH incluyendo péptido senal SEQID NO:2
Dominio variable de la cadena pesada .
VH SEQ ID NO: 3
Péptido sefal de la cadena pesada _
VH SEQ ID NO: 4
Regién marco FR1 de la cadena .
pesada VH SEQ ID NO: 5
Region CDR1 de la cadena pesada _
VH SEQ ID NO: 6
Regién marco FR2 de la cadena ]
pesada VH SEQ ID NO: 7
Regién CDR2 de la cadena pesada _
VH SEQ ID NO: 8
Regién marco FR3 de la cadena ]
pesada VH SEQ ID NO: 9
\R;ﬁglon CDR3 de la cadena pesada SEQ ID NO: 10
Regién marco FR4 de la cadena ]
pesada VH SEQ ID NO: 11
Dominio variable de la cadena ligera ]
VL incluyendo péptido senal SEQIDNO:12
\[;Emlnlo variable de la cadena ligera SEQ ID NO: 13
Péptido sefal de la cadena ligera VL SEQ ID NO: 14
Reglon marco FR1 de la cadena SEQ ID NO: 15
ligera VL
Regién CDR1 de la cadena ligera VL SEQ ID NO: 16
Reglon marco FR2 de la cadena SEQ ID NO: 17
ligera VL
Regién CDR2 de la cadena ligera VL SEQ ID NO: 18
Regién marco FR3 de la cadena i
ligera VL SEQ ID NO: 19
Regién CDR3 de la cadena ligera VL SEQ ID NO: 20
Regién marco FR4 de la cadena ]
ligera VL SEQ ID NO: 21
Secuencia nucleotidica que codifica
para el fragmento variable de la .
cadena pesada VH incluyendo SEQID NO: 22
péptido senal
Secuencia nucleotidica que codifica
para el fragmento variable de la .
cadena ligera VL incluyendo péptido SEQID NO: 23
senal
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Ejemplo 2. Determinaciéon de las concentraciones de oxitocina libre en muestras de

saliva

Se descongelaron a temperatura ambiente las muestras de saliva descritas en el apartado
Materiales y Métodos y se diluyeron 10 pL de muestra 1:2 en tampén de ensayo
(AlphaLISA® Universal buffer, Perkin elmer, Inc.). Se realiz6é un ensayo AlphalLISA® (Perkin
Elmer, Inc.), en placas de 96 pocillos, con un volumen de reaccién de 50 pL por pocillo,
utilizando esferas recubiertas con el anticuerpo monoclonal P26C y se determinaron las

concentraciones de oxitocina en las muestras.

Ejemplo 3. Produccién del anticuerpo policlonal de la invencién “PO-10” que

reconoce especificamente oxitocina unida a proteinas

Se inmunizé un conejo de Nueva Zelanda (hembra, 2,5 kg, 3 meses de edad) con un
conjugado oxitocina-KLH (Cusabio) como antigeno, usando 150 ug mezclados en adyuvante
completo de Freund para la primera inyeccién y adyuvante incompleto de Freund para la
segunda y sucesivas inyecciones. Una semana después de cada inmunizacién, se
recogieron varias muestras de sangre y se realizé6 un analisis por ensayo ELISA para
evaluar el titulo de anticuerpos empleando placas recubiertas con oxitocina-BSA y un

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa de rabano.

Purificacién del anticuerpo policlonal

Se us6 una columna de afinidad HiTrap™ HP (GE Healthcare Life Sciences) activada por N-
hidroxisuccinimida (NHS) a la que se acopl6 oxitocina-BSA (Cusabio) y se pasaron lotes de
1 mL de antisuero de oxitocina de conejo a través de la columna usando un sistema de

cromatografia AKTA pure (GE Healthcare Life Sciences).

Ejemplo 4. Determinaciéon de las concentraciones de oxitocina unida a proteinas en

muestras de saliva

Se descongelaron a temperatura ambiente las muestras de saliva descritas en el apartado
Materiales y Métodos y se diluyeron 10 yL de muestra en tampén de ensayo (AlphalLISA®
immunoassay buffer, Perkin Elmer Inc.). Se realizé6 un ensayo de competencia indirecta
AlphaLISA® (Perkin Elmer, Inc.) en placas de 96 pocillos, con un volumen final de reaccion
de 50 uL por pocillo, utilizando perlas recubiertas con proteina G (Perkin Elmer Inc.) y se
determinaron las concentraciones de oxitocina en las muestras. Se ensayaron diferentes

concentraciones de oxitocina biotinilada (0-6 nM) y del anticuerpo policlonal de la invencidn
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PO-10 (10-20 nM). Se utilizaron diferentes concentraciones de perlas de donante (Perkin
Elmer Inc.) y perlas de aceptador recubiertos con proteina G a concentraciones entre 20-40

pMg/mL.

Ejemplo 5. Mediciéon de oxitocina con el procedimiento de la invencién. Ensayo

comparativo con el kit ELISA de Cayman Chemical

La imprecisién se calculd como variaciones entre ensayos e intra-ensayos y se expresoé
como coeficientes de variacion (CV). Se analizaron cinco réplicas de cada muestra
(muestras de saliva baja, media y alta) al mismo tiempo, para determinar la precisién intra-
ensayo del método. Cinco alicuotas de cada muestra de saliva se almacenaron en viales de
plastico a -80°C hasta el analisis. El dia del analisis, las muestras se llevaron a temperatura
ambiente antes de la medicién de oxitocina. Estas muestras se midieron por duplicado cinco
veces durante cinco dias diferentes para determinar la precision entre ensayos usando

curvas de calibracién recién preparadas.

La precision se evaludé mediante la evaluacion de la linealidad después de los experimentos
de dilucion y recuperacién. Para la evaluacion de linealidad se diluyeron en serie dos
muestras con valores altos y medios de oxitocina. Las diluciones fueron de 1:4 hasta 1:128 y
de 1:2 hasta 1:64 con tampdn de ensayo (AlphalLISA® immunoassay buffer, Perkin Elmer
Inc.) para la muestra de valor alto y medio, respectivamente. Para la prueba de
recuperaciéon, se diluyé (1:2) una muestra de saliva de cerdo con una concentracién
conocida de oxitocina con diferentes cantidades de estandar de oxitocina (120, 80, 40, 20 y
10 ng/L). Luego se calcularon los porcentajes de las concentraciones de oxitocina medidas a

las concentraciones de oxitocina esperadas.

El limite de deteccién (LD) se calculé a partir de 12 determinaciones de oxitocina replicadas
de tampo6n de ensayo (AlphaLISA® immunoassay buffer, Perkin Elmer Inc.) como valor
medio mas 3 desviacion estandar (DE). El limite bajo de cuantificacion (LLOQ) se calculd en
funcién de la concentracion de oxitocina mas baja que se pudo medir con una precision del
20%. Para esto, una muestra de saliva se diluyé en serie con tampén de ensayo y se analizo

cinco veces al mismo tiempo para cada dilucién.

Se utilizé un kit ELISA disponible comercialmente de Cayman Chemical para la medicion de

oxitocina con fines comparativos dentro de la validacion.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos de diferentes dias de gestacidon y lactancia se evaluaron para
determinar la normalidad de la distribucidn, utilizando la prueba de Shapiro-Wilk, lo que
proporciona una distribucion no paramétrica. Los resultados por debajo del limite de
deteccién se establecieron en el limite de deteccibn de cada método. Los valores se
transformaron logaritmicamente y se usd la prueba t pareada para las diferencias entre
antes y después del procedimiento R/A dentro de cada método. A los valores transformados
logaritmicamente, se les aplic6 un ANOVA de medidas repetidas unidireccionales, seguido
de LSD de Fisher sin corregir para comparar los valores de oxitocina obtenidos en diferentes
momentos en el dia 58 antes del parto y los dias 7 y 45 después del parto. Los coeficientes
de correlacion de Spearman se calcularon para evaluar la correlacion entre los tres métodos

antes y después del procedimiento R/A (GraphPad Prism 5.00 para Windows).

En el inmunoensayo con el anticuerpo policlonal, los coeficientes de variacion (CV) intra-
ensayo estaban en el rango 4.36-11.37% y los coeficientes de variacion inter-ensayo
estaban en el rango 8.52-13.38%. La diluciéon de las muestras de saliva dio como resultado
ecuaciones de regresion lineal con un coeficiente de correlacién que oscilaba entre 0,98 y
0,99. Los coeficientes beta fueron significativamente distintos de cero y la prueba de
ejecucion no mostré desviacion de la linealidad. Los resultados de recuperacion obtenidos

fueron entre 80% y 116% y el limite de deteccion del ensayo fue 58,4 pg/mL.

En el ensayo con el kit comercial de Cayman Chemical, los coeficientes de variacion intra-
ensayo estaban en el rango 11,34-15,72% vy los coeficientes de variacién inter-ensayo
estaban en el rango 18,56-21,04%. La dilucién de las muestras de saliva dio como resultado
ecuaciones de regresién lineal con un coeficiente de correlacién de 0,99. Los coeficientes
beta fueron significativamente distintos de cero y la prueba de ejecucidn no mostré

desviacion de la linealidad y el limite de deteccidn del ensayo fue de 4,66 pg/mL.

Efectos del tratamiento R/A

Los resultados obtenidos en las muestras aparecen en la Figura 1. En el ensayo
AlphaLISA® con el anticuerpo monoclonal, las concentraciones de oxitocina de las muestras
no mostraron diferencias significativas (P=0,0634) entre muestras con procedimiento R/A
(valor medio de 702,9 pg/mL) y sin procedimiento R/A (valor medio de 882,1 pg/mL). En el
ensayo AlphalLISA® con el anticuerpo policlonal, las concentraciones de oxitocina de las

muestras con el procedimiento R/A (valor medio de 1308 pg/mL) fueron significativamente
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mas bajas (P<0,0001) que las obtenidas sin el procedimiento R/A (valor medio de 13492
pg/mL). Finalmente, en el ensayo con el kit comercial de Cayman Chemical, las
concentraciones de oxitocina (P<0,0001) fueron significativamente mayores en muestras
con procedimiento R/A (valor medio de 320,4 pg/mL) en comparaciéon con aquellas sin
procedimiento R/A (valor medio de 11,8 pg/mL). Solo 6 de un total de 30 muestras sin
procedimiento R/A dan resultados por encima del limite de deteccidén de este método y en
las muestras por debajo del limite de deteccion se utilizé el valor del limite de deteccidn del

ensayo para el estudio estadistico.

Cuando se analizaron los tampones, las muestras dieron un resultado bajo el limite de

deteccién antes y después del procedimiento R/A en los tres ensayos.

Respuesta bioldgica de cada ensayo

La respuesta biologica de las concentraciones de oxitocina con cada ensayo se muestra en

la Figura 2.

En el ensayo AlphalLISA® con el anticuerpo monoclonal sin procedimiento R/A, las
concentraciones de oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 después del
parto, con un valor medio de 1153 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacion (valor
medio de 862 pg/mL) (1,34 veces; P=0,038) y el dia 45 después del parto (valor medio de
763 pg/mL) (1,51 veces; P=0,0038). Cuando este método se aplicd con el procedimiento
R/A, la concentracién de oxitocina salival aumento significativamente en el dia 7 después del
parto, con un valor medio de 701,4 pg/mL, en comparacién con el dia 58 de gestacién (valor
medio de 524,1 pg/mL) (1,34 veces; P=0,0159) y el dia 45 después del parto (valor medio de
552,1 pg/mL) (1,27 veces; P=0,0138).

En el ensayo AlphalISA® con el anticuerpo policlonal sin procedimiento R/A, las
concentraciones de oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 después del
parto, con un valor medio de 25695 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacién (valor
medio de 6896 pg/mL) (3,72 veces; P=0,0007) y el dia 45 después del parto (valor medio de
5939 pg/mL) (4,33 veces; P=0,0001). Cuando se aplicd el procedimiento R/A a este ensayo,
las concentraciones de oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 después
del parto, con un valor medio de 1677 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacion
(valor medio de 534,8 pg/mL) (3,14 veces; P=0,0003) y el dia 45 después del parto (valor
medio de 906,5 pg/mL) (1,85 veces, P=0,0157).
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Finalmente, cuando el kit ELISA de Cayman Chemical se usé sin el procedimiento R/A, solo
6 de las muestras analizadas estaban por encima del limite de deteccion, por lo que no fue
posible aplicar estas condiciones para evaluar posibles cambios biolégicos. En el ensayo
ELISA con el kit de Cayman Chemical con procedimiento R/A, las concentraciones de
oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 después del parto, con un valor
medio de 448,6 pg/mL, en comparacion con el dia 45 después del parto (valor medio de
208,8 pg/mL) (2,15 veces; P=0,039) pero no hubo diferencias significativas con el dia 58 de
gestacion (valor medio de 275,5 pg/mL) (1,63 veces; P=0,1999).

El resumen de correlaciones entre los procedimientos se muestra en la Tabla 2. Los

asteriscos indican la significancia estadistica (***P < 0.001; *P < 0.01; * P < 0.05).

Tabla 2

AlphaLISA
monoclonal
no R/A

AlphaLISA
monoclonal
R/A

AlphaLISA
policlonal
no R/A

AlphaLISA
policlonal
R/A

Kit
Cayman
no R/A

Kit
Cayman
R/A

AlphaLISA
monoclonal

0.65***

0.63***

0.39*

0.51***

0.67***

no R/A
AlphaLISA
monoclonal
R/A
AlphaLISA
policlonal
no R/A
AlphaLISA
policlonal
R/A

Kit
Cayman
no R/A

0.68*** 0.58*** 0.47** | 0.53***

0.48** 0.25 0.44**

0.28 0.34

0.36*

Cuando no se realizd el procedimiento R/A a las muestras, el ensayo AlphalLISA® con el
anticuerpo monoclonal mostré una correlacion moderada significativa tanto con el ensayo
AlphaLISA® con el anticuerpo policlonal (P <0.001; r = 0.63) como con el ensayo con el kit
ELISA de Cayman Chemical (P <0.001; r = 0.51). No se encontr6 una correlacion
significativa entre el ensayo AlphalLISA® con el anticuerpo policlonal y con el ensayo con el
kit ELISA de Cayman Chemical. Cuando se realiz6 el procedimiento R/A, el ensayo
AlphaLISA® con el anticuerpo monoclonal mostré una correlacidn moderada significativa
tanto con el ensayo AlphaLISA® con al anticuerpo policlonal (P <0.001; r = 0.58) como con
el ensayo con el kit ELISA de Cayman Chemical (P <0.001; r = 0.53). No se encontrd una
correlacion significativa entre el ensayo AlphalLISA® con el anticuerpo policlonal y el ensayo

con el kit ELISA de Cayman Chemical.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento in vitro para la cuantificacion de oxitocina libre, oxitocina unida a
proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilacion y oxitocina unida
a proteinas, en una muestra, sin la realizacibn de un ftratamiento de
reduccién/alquilacién, en el que dicho procedimiento comprende:

(a) llevar a cabo un primer ensayo que comprende:

- afadir a dicha muestra un anticuerpo monoclonal que se une especificamente
a la oxitocina libre y a la oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccién/alquilacion, en el que dicho anticuerpo monoclonal
comprende:

- una region CDR1 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 6;

- una region CDR2 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 8;

- una region CDR3 de la cadena pesada que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 10;

- una region CDR1 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 16;

- una region CDR2 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 18; y

- una region CDR3 de la cadena ligera que consiste en la secuencia
SEQ ID NO: 20;

- determinar la cantidad o concentracion de anticuerpo monoclonal unido a la
oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccion/alquilacion; y

- determinar la cantidad o concentracion de oxitocina libre y oxitocina unida a
proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilacién a
partir de la cantidad o concentracién de anticuerpo monoclonal unido a dicha
oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccién/alquilacion;

(b) llevar a cabo un segundo ensayo que comprende:
- afadir a dicha muestra un anticuerpo policlonal que se une especificamente a

la oxitocina unida a proteinas;



10

15

20

25

30

35

WO 2021/198548 PCT/ES2021/070221
24

- determinar la cantidad o concentracién de anticuerpo policlonal unido a la
oxitocina unida a proteinas; y

- determinar la cantidad o concentracion de oxitocina unida a proteinas a partir
de la cantidad o concentracion de anticuerpo policlonal unido a dicha

oxitocina unida a proteinas.

El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el dominio variable de la cadena
pesada VH tiene al menos un 95% de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO: 3y
el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un 95% de identidad respecto
a la secuencia SEQ ID NO: 13.

El procedimiento segun la reivindicacién 1 é 2, en el que el dominio variable de la
cadena pesada VH consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de la

cadena ligera VL consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el primer y
segundo ensayos se seleccionan del grupo que consiste en inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica, inmunocromatografia, luminiscencia, ensayo homogéneo de
proximidad luminiscente amplificada, inmunoelectrotransferencia, ELISA, western blot,

nefelometria, inmunoturbidimetria, cromatografia lateral y micromatrices.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el primer y

segundo ensayos se llevan a cabo simultaneamente o secuencialmente.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el primer y

segundo ensayo se llevan a cabo en cualquier orden.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que dicho
anticuerpo monoclonal y/o dicho anticuerpo policlonal estan unidos a una sonda de

marcaje o a una esfera unida a una sonda de marcaje.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicha sonda de
marcaje se selecciona del grupo que consiste en un fluoréforo, un cromoforo, una sonda

bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal.
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El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que las sondas de

marcaje pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo, monoclonal o policlonal.

El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha muestra
se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, saliva, orina y liquido

cefalorraquideo.

Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la oxitocina libre y a la oxitocina
unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacién, en el
gue dicho anticuerpo monoclonal comprende:

- unaregion CDR1 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6;

- unaregion CDR2 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: §;

- unaregion CDR3 de la cadena pesada que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 10;
- unaregion CDR1 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 16;

- unaregion CDR2 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 18; y

- unaregion CDR3 de la cadena ligera que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 20.

El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 11, en el que el dominio variable de la
cadena pesada VH tiene al menos un 95% de identidad respecto a la secuencia SEQ ID
NO: 3 y el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un 95% de identidad

respecto a la secuencia SEQ ID NO: 13.

El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 11 o 12, en el que el dominio variable
de la cadena pesada VH consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de

la cadena ligera VL consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13.

Un polinucleétido que codifica para al anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las
reivindicaciones 11-13, en el que dicho polinucledtido comprende la secuencia SEQ ID
NO: 22, que codifica para el dominio variable de la cadena pesada y la secuencia SEQ

ID NO: 23, que codifica para el dominio variable de la cadena ligera.

Uso de un polinucleétido segun la reivindicacién 14, en la produccion de un anticuerpo

monoclonal segun las reivindicaciones 11-13.
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Uso del anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la
deteccién in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccién/alquilacién, en una muestra.

Un anticuerpo policlonal que se une especificamente a la oxitocina unida a proteinas.

Uso del anticuerpo policlonal segun la reivindicacién 17, en la deteccién in vitro de

oxitocina unida a proteinas en una muestra.

Uso del anticuerpo monoclonal y/o del anticuerpo policlonal segun las reivindicaciones
16 o0 18, en el que dicho anticuerpo monoclonal y/o dicho anticuerpo policlonal estan
unidos a una sonda de marcaje; y dicha sonda de marcaje es igual o diferente para cada

uno de los anticuerpos, monoclonal y policlonal.

Uso del anticuerpo monoclonal y/o del anticuerpo policlonal, segun la reivindicaciéon 19,
en el que dicha sonda de marcaje se selecciona del grupo que consiste en un fluoréforo,
un cromoéforo, una sonda bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro

coloidal.

Una composicién que comprende el anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones

11-13 y/o el anticuerpo policlonal segun la reivindicacién 17.

Uso de una composicién segun la reivindicacion 21, en la deteccion in vitro de oxitocina
libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

reduccidn/alquilacion y/o de oxitocina unida a proteinas, en una muestra.

Un kit para detectar oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un
tratamiento de reduccién/alquilaciéon y/o oxitocina unida a proteinas, en una muestra, en
el que dicho kit comprende:

(i) el anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 11-13 y/o el
anticuerpo policlonal segun la reivindicacidn 17 o la composicion segun la
reivindicacién 21, que comprende uno u otro anticuerpo, monoclonal o policlonal, o
ambos en combinacion; y

(i) disoluciones tampdn para llevar a cabo las reacciones para formar un complejo entre

el anticuerpo monoclonal y la oxitocina libre y la oxitocina unida a proteinas capaz de
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liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion y/o entre el anticuerpo policlonal

y la oxitocina unida a proteinas.

El kit segun la reivindicacién 23, en el que dicho anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo
policlonal estan unidos a una sonda de marcaje 0 a una esfera unida a una sonda de

marcaje.

El kit segun la reivindicacién 24, en el que dicha sonda de marcaje se selecciona del
grupo que consiste en un fluoroforo, un cromoforo, una sonda bioluminiscente, una
sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal; y dicha sonda de marcaje es igual o

diferente para cada uno de los anticuerpos, monoclonal y policlonal.

El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23-25, que ademas comprende reactivos
para llevar a cabo la reaccién para formar dichos complejos entre el anticuerpo
monoclonal y la oxitocina libre y/o el anticuerpo policlonal y la oxitocina unida a proteinas

y para llevar a cabo la deteccion de dichos complejos.

El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23-26, que puede integrar en un unico
dispositivo ambos anticuerpos, monoclonal y policlonal, o las composiciones que
contienen cada anticuerpo, monoclonal y policlonal, o comprender dispositivos
separados para cada anticuerpo o para cada composicion que contiene cada anticuerpo
y ambos dispositivos separados presentarse conjuntamente en un unico envase o
presentacion, o presentarse por separado, cada uno en su propio envase o

presentacién.

Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23-27, en la deteccién in vitro de
oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

reduccidn/alquilacion y/o de oxitocina unida a proteinas, en una muestra.

Uso del kit segun la reivindicacion 28, en el que dicha muestra se selecciona del grupo

que consiste en suero, plasma, saliva, orina y liquido cefalorraquideo.
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de blisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n*: 22, 23 y 28 (todas parcialmente)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones 22, 23 y 28 no son claras (art. 6 PCT).

(ver hoja adicional)

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. O Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafi a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O & pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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Continuacion del Recuadro I1

Las reivindicaciones 22, 23 y 28 no son claras (art. 6 PCT):

e Reivindicacién 22. El alcance de esta reivindicacién comprende el uso de dos productos distintos,
cada uno en una aplicacion diferente. Eso conlleva cierta confusion en el alcance de la misma. Se
ha entendido que el uso de la composicion es el mismo que el del anticuerpo que comprende.

e Reivindicaciéon 23 y 28. Faltan caracteristicas esenciales de la invencién. Para resolver el
problema técnico de la invencién mediante el procedimiento objeto de la reivindicacién 1, el kit
ha de incluir ambos anticuerpos, y utilizarse para medir ambas fracciones de oxitocina. En
consecuencia, no se han tenido en cuenta las alegaciones presentadas por el solicitante y a efectos
de la bisqueda, se ha considerado que el kit comprende tanto el anticuerpo monoclonal como el
policlonal de la invencién, y que se utiliza para medir tanto la fraccién de oxitocina libre y
oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccién/alquilacién, como la
fraccion de oxitocina unida a proteinas.
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