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DESCRIPCION

ANTICUERPO MONOCLONAL Y POLICLONAL Y PROCEDIMIENTO PARA

CUANTIFICAR OXITOCINA BASADO EN LOS MISMOS

5 SECTOR DE LA TECNICA

10

La presente invencion se refiere a ensayos inmunologicos para la deteccion de hormonas en

material biologico. En particular, la presente invencion se refiere a ensayos inmunologicos

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 hormone que se produce en los nucleos supraopticos 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 corno el

15 parto y la lactancia, pero en los ultimos anos se le esta dando una especial importancia a su

relacion con otros campos diferentes corno son la psicologia y el comportamiento tanto en

hembras corno en machos. La oxitocina induce una disminucion en los niveles de cortisol, lo

que reduce el estres tanto en humanos corno en animales. En general, los niveles de

oxitocina se miden en animales y en humanos para detectar aumentos de su concentracion

20 en plasma indicativos de una situacion de bienestar y reduccion de estres. Resulta

importante medir los niveles de oxitocina para detectar estados de estres, que son

perjudiciales para la salud. Los estados de estres provocan, entre otros efectos, una

reduccion en la funcion del sistema inmune y predisposicion a enfermedades. Este deterioro

de la salud y del bienestar animal, es importante cuando se trata de animales de erie o de

25 granla, de los que se va a aprovechar su carne o productos derivados de los mismos, corno

la leche La salud y el bienestar animal de estas cabanas 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.

30 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 biologicas son, generalmente, muy bajos. Tanto la extraccion

corno la concentracion de la muestra tienen corno objetivo conseguir valores suficientemente

altos de oxitocina para que puedan ser medidos.

35
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Los metodos descritos en el estado de la tecnica no permiten medir toda la oxitocina unida a

proteinas y por ello resulta necesario en dichos metodos romper las uniones entre la

oxitocina y las proteinas. Se emplean para ello, generalmente, tratamientos de

reduccion/alquilacion (R/A)

La aplicacion de tratamientos de R/A a muestras de plasma da lugar a valores de oxitocina

varios ordenes superiores en comparacion con los valores en muestras a las no se han

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

10 Los procedimientos de extraccion, concentracion de la muestra por liofilizacion y

tratamientos de reduccion/alquilacion son tecnicamente complejos y necesitan varies horas

para su realizaaon, 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, lo que conlleva unos precios elevados

15 de los analysis.

MacLean et al. midieron oxitocina en saliva de perros por distintas tecnicas, corno

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

20 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

utilizacion de anticuerpos con dicha especificidad frente a oxitocina libre y oxitocina unida a

proteinas.

25

Recientemente, se describio un procedimiento para medir oxitocina en muestras de saliva

de cerdas, en distintos momentos despues del parto, en el que se midio la concentracion de

oxitocina, con un ensayo AlphaLISA utilizando esferas recubiertas de anticuerpos

monoclonales (Lopez-Arjona et al., 2020). Este documento no describe ningun ensayo en el

30 que se pueda cuantificar especificamente oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.

Tampoco describe la utilizacion de anticuerpos con especificidad frente a oxitocina libre y

oxitocina unida a proteinas

Existe la necesidad en el estado de la tecnica de desarrollar un procedimiento que permute

35 medir tanto la oxitocina libre corno 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

5 secuencia SEQ ID NO: 1.

En la presente memoria, el termino "muestra" se refiere a una muestra de un fluido corporal,

a una muestra de celulas; a una muestra de un tejido, o de un organo; o a una muestra de

fluido de lavado/enjuague obtenida de una superficie corporal externa o interna. Las

10 muestras pueden obtenerse mediante tecnicas 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

celulas del animal o sujeto Las muestras de tejidos u organos pueden obtenerse de

15 cualquier tejido u organo mediante, por ejemplo, una biopsia. Se pueden obtener o separar

celulas de los fluidos corporales o de los tejidos u organos mediante tecnicas tales corno la

filtracion, la centrifugacion o la clasificacion celular. Preferentemente, las muestras de

celulas, tejidos u organos se obtienen de los fluidos corporales, celulas, tejidos u organos

que se sabe o se sospecha que contienen oxitocina. Mas preferentemente, las muestras son

20 muestras de suero, plasma, saliva, onna y liquido cefalorraquideo.

La saliva presenta ventajas en comparacion con otros tipos de muestra, ya que puede

obtenerse de manera simple, sin producir estres o dolor. Por esta razon, las muestras de

saliva se utilizan cada vez mas para la determinacion de biomarcadores de estres o

25 bienestar en animales, preferentemente en los cerdos.

30

En la presente patente, "oxitocina libre" se refiere a lo que un expeito en la materia

entenderia por dicho termino, que consiste en oxitocina que se encuentra en forma libre, es

decir, no unida a proteinas, en condiciones fisiologicas.

Lln 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). El dominio N-terminal de cada cadena define una

region venable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables del

35 reconocimiento de antigeno. El dominio variable de la cadena ligera tambien se denomina
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"cadena ligera variable" o "VL" y el dominio variable de la cadena pesada tambien se

denomina "cadena pesada variable" o "VH".

En la presente memoria, "CDR" (del ingles "complementarity determining region") o "region

determinante de la complementariedad" hace referencia a una secuenaa de aminoacidos

5 que 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 tecnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta

mediante un anticuerpo unido a una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, etc ) capaz de

10 generar un producto detectable a partir de un sustrato, por medio de un cambio de color o

algun otro tipo de cambric, provocado por la accion enzimatica sobre dicho sustrato. En dacha

tecnica 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

15 espectrofotometria

La presente invencion proporciona un procedimiento in vitro para la cuantificacion de

oxitocina libre, oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

reduccion/alquilacion y oxitocina unida a proteinas, en una muestra, sin la realizacion de un

tratamiento de reduccion/alquilacion, en el que dicho procedimiento comprende.

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

anadir 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 reduccion/alquilacion, en el que dicho anticuerpo monoclonal

25

30

comprende:

una region CDR1 de la cadena pesada que consiste en la secuenaa

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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10

15

20

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 reduccion/alquilacion 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 reduccion/alquilacion;

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

orden, que comprende:

anadir a dicha muestra un anticuerpo policlonal que se une especificamente a

la oxitocina unida a proteinas;

determinar la cantidad o concentracion de anticuerpo policlonal unido a la

oxitocina unida a proteinas; y

determiner la cantidad o concentracion de oxitocina unida a proteinas a partir

de la cantidad o concentracion de anticuerpo policlonal unido a oxitocina

unida a proteinas.

En una realizacion preferente del procedimiento de la invencion, dicha oxitocina unida a

proteina es oxitocina unida a albumina.

En una realizacion preferente, el procedimiento de la invencion comprende ademas:

25 (c) 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 invencion comprende ademas

30 (c) realizar una operacion matematica entre 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), tal corno

division o multiplicacion.

35 El procedimiento de la invencion evita tener que realizar un procedimiento de

reduccion/alquilacion (R/A) para determinar la oxitocina libre, siendo esta una de las
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principales diferencias tecnicas respecto al estado de la tecnica, lo que posibilita que la

cuantificacion de oxitocina en el procedimiento de la invencion sea mas economica y rapida

respecto a otros procedimientos. Consecuentemente, el procedimiento de la invencion se

diferencia de los metodos hasta ahora descritos en el estado de la tecnica al poder hacerse

5 en menos tiempo y con menos medios materiales. El procedimiento de la invencion 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

10 diferencias en especificidad se derivan del diferente procedimiento de produccion 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 fusion celular, un hibridoma, mientras

que en el procedimiento de produccion del anticuerpo policlonal se utiliza una inoculacion

15 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 realizacion del procedimiento de la invencion, el dominio variable de la cadena

20 pesada VH tiene al menos un 95'/o, 96'/o, 97'/o, 98'/o o 99'/o de identidad respecto a la

secuencia SEQ ID NO: 3 y el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un

95/o, 96/o, 97/o, 98/o 0 99/o de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO: 13.

En una realizacion del procedimiento de la invencion, el dominio variable de la cadena

25 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.

30

En una realizacion del procedimiento de la invencion, no resulta necesano someter a las

muestras a ningun procesado previo.

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

previamente a la aplicacion del metodo de la invencion.

En una realizacion preferente del procedimiento de la invencion, el anticuerpo monoclonal

35 y/o el anticuerpo policlonal se anaden a una concentracion en el rango 10-20 nM.
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En otra realizacion preferente del procedimiento de la invencion, el tiempo de incubacion del

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

En una realizacion del procedimiento de la invencion, se detecta la senal que emite la

5 oxitocina de la muestra al unirse al anticuerpo monoclonal y/o al anticuerpo policlonal. Dicha

senal puede ser una senal de absorbancia o fluorescencia y se puede detectar con los

metodos conocidos en el estado de la tecnica, por ejemplo, en lectores de absorbancia o

fluorescencia. La senal emitida por cada anticuerpo puede ser igual o diferente. La cantidad

o concentracion de oxitocina se determina, por metodos conocidos en el estado de la

10 tecnica, a partir del valor de dicha senal.

El procedimiento de la invencion ofrece las siguientes ventajas:

15

(a) Permite determinar tipos diferentes de oxitocina (oxitocina libre, oxitocina unida a

proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion y oxitocina

unida a proteinas), sin someter a la muestra a ningun tratamiento R/A previo a la

medicion, mientras que en los metodos tradicionales es preciso someter la muestra a

un tratamiento R/A previo a la medicion.

20 (b) Consigue medir, usando el mismo sistema analitico, tipos diferentes de oxitocina de

25

30

forma simultanea, o seriada y en cualquier orden (primero la oxitocina libre y la

oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

reduccion/alquilacion 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 tratamiento de

reduccion/alquilacion), lo que posibilita importantes ahorros de tiempo y tambien de

materiales, siendo por tanto desde el punto de vista comercial mas economico. La

medicion de forma simultanea se puede realizer uniendo cada anticuerpo a un

marcador diferente y usando las mismas etapas descritas anteriormente.

El procedimiento de la invencion ha sado contrastado funcionalmente mediante la realizacion

de pruebas de validacion analitica. El procedimiento de la invencion presenta una

imprecision, intra-ensayo e inter-ensayo, menor del 15'/o, es lineal, presenta porcentajes de

recuperacion de oxitocina entre el 80 y 120'/o y el i(mite de deteccion y cuantificacion permute

35 medir las concentraciones de oxitocina libre y unida a proteinas que normalmente estan

presentes en muestras biologicas. La correlacion 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

homogeneo de proximidad luminiscente amplificada, inmunoelectrotransferencia, ELISA,

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

15

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 simultaneamente o

secuencialmente.

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 en cualquier orden.

En el procedimiento de la invencion, dicho anticuerpo monoclonal y/o dicho anticuerpo

20 policlonal estan unidos a una sonda de marcaje o 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

25 consiste en un fluoroforo, un cromoforo, una sonda bioluminiscente, una sonda radiactiva,

una enzima y oro coloidal.

En el procedimiento de la invencion, la muestra empleada para medir en ella su contenido

en oxitocina total se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, saliva, orina y

30 liquido cefalorraquideo.

35

La presente invencion tambien 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 reduccion/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;



WO 2021/1911540 PCT/ES2021/070221

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

10

En una realizacion del anticuerpo monoclonal de la invencion, el dominio variable de la

cadena pesada VH tiene al menos un 95/o de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO

3 y el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un 95'/o de identidad respecto

a la secuencia SEQ ID NO: 13.

En una realizacion del anticuerpo monoclonal 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.

15 La presente invencion tambien proporciona un polinucleotido que codifica para al anticuerpo

monoclonal de la invencion, 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.

20 La presente invencion tambien proporciona el uso del polinucleotido 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 invencion

25 La presente invencion tambien proporciona un anticuerpo policlonal que se une

especificamente a la oxitocina unida a proteinas.

30

35

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

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

Dicha sonda de marcaje unida al anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal de la

invencion se selecciona del grupo que consiste en un fluoroforo, un cromoforo, una sonda

bioluminiscente, una sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal. Dichas sondas de marcaje

pueden ser iguales o diferentes, para cade anticuerpo, monoclonal o policlonal.



WO 2021/198548

10

PCT/ES2021/070221

La presente invencion tambien proporciona una composicion que comprende el anticuerpo

monoclonal y/o el anticuerpo policlonal de la invencion.

La presente invencion tambien proporciona el uso de dicha composicion que comprende el

5 anticuerpo monoclonal de la invencion y/o el anticuerpo policlonal de la invencion, en la

deteccion in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccion/alquilacion y/o de oxitocina unida a proteinas en una muestra.

La presente invencion tambien proporciona un kit para detectar oxitocina libre y oxitocina

10 unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion y/o oxitocina

unida a proteinas en una muestra, en el que dicho kit comprende:

(i) el anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo policlonal o la composicion de la invencion

que comprende cada uno de los anticuerpos, monoclonal y policlonal, o la

combinacion de ambos; y

15 (ii) disoluciones tampon para llevar a cabo una reaccion 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.

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

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

En el kit de la invencion, 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

25 coloidal. Dichas sondas de marcaje pueden ser iguales o diferentes, para cada anticuerpo,

monoclonal o policlonal.

El kit de la invencion ademas comprende reactivos para llevar a cabo la reaccion para

formar dichos complejos entre el anticuerpo monoclonal y la oxitocina libre y/o el anticuerpo

30 policlonal y la oxitocina unida a proteinas y para llevar a cabo la deteccion de dichos

corn plejos.

El kit puede integrar en un unico dispositivo ambos anticuerpos, monoclonal y policlonal, o

las composiciones que contienen cade anticuerpo, monoclonal y policlonal, o comprender

35 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 unico envase o

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

El kit de la invencion se utilize sobre una muestra que se selecciona del grupo que consiste

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

El kit de la invencion puede utilizarse en cualquier muestra biologica que pueda tener

oxitocina.

10 Adicionalmente, la presente invencion proporciona el uso del anticuerpo monoclonal de la

invencion en la deteccion in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de

liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion, en una muestra.

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

15 contiene oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.

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

de la invencion en la deteccion in vitro de oxitocina unida a proteinas en una muestra.

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

contiene oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas.

25

30

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

cromoforo, 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 realizacion de la invencion se refiere al uso del kit de la invencion en la deteccion in

vitro, en una muestra, de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en

un tratamiento de reduccion/alquilacion y/o oxitocina unida a proteinas.

35
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figure 1. Resultados de las concentraciones de oxitocina en la saliva de los cerdos antes

(No R/A) y despues (R/A) del tratamiento R/A a las muestras de saliva con el ensayo

AlphaLISAS que utiliza el anticuerpo monoclonal de la invencion "P26C" (A), el ensayo

5 AlphaLISA que utiliza el anticuerpo policlonal de la invencion "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 despues

10 del parto, en cerdas: dia 58 de gestacion (Dia +58), dia 7 despues del parto (Dia +7) y dia

45 despues del parto (Dia +45) con el ensayo AlphaLISA que utiliza el anticuerpo

monoclonal de la invencion antes (A) y despues del tratamiento R/A (B), el ensayo

AlphaLISA que utilize el anticuerpo policlonal de la invencion antes (C) y despues del

tratamiento R/A (D) y el ensayo ELISA con el kit de Cayman Chemical despues del

15 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 metodos

20 Animales muestras

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron de 10 cerdos hembra (Sus scrofa

domesficus), Blanco Grande. Los cerdos tuvieron acceso ad libitum a una dicta equilibrada y

agua, con una temperatura entre 19-23'C y se tomaron muestras entre las 8 30 y las 10:00

h. Se tomo una muestra de cada cerdo 3 veces durante el estudio: el dia 58 de gestacion, el

25 dia 7 despues del parto (durante la lactancia) y el dia 45 despues del parto. Los animales se

alojaron en la granja experimental de la Universidad de Murcia (Murcia, Espana), en grupos

con un espacio minimo de 1,64 m'or animal en el dia 58 de gestacion e individualmente en

los dias 7 y 45 despues del parto (recomendaaones descritas en la Directiva 2001/88/CE,

2001 y Directiva 2001/93/CE, 2001).

30

Se recogieron muestras de saliva usando tubos de Salivette (Sarstedt, Aktiengesellschaft 8

Co ) que contenian una esponja. Se permitio a los cerdos masticar la esponja, que se sujeto

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

transfirio la saliva a tubos de 1,5 mL y se almaceno a -80 ' hasta el analisis. En todos los

casos se obtuweron al menos 500 microlitros de saliva.

5 Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comite de Etica de la Universidad de

Murcia.

Procedimiento de reduccion/al uilacion R/A

El procedimiento R/A se realizo siguiendo el protocolo descrito en Brandtzaeg et al. (2016).

10 Se trataron 30 muestras de saliva de cerdos. Se diluyeron 100 pl de cada muestra en 200 pl

de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8.0). Despues, se anadieron 5 pl de ditiotreitol (DTT) 0,5 M

(GE Healthcare Life Sciences) a 100 pl de la muestra de saliva diluida, se mezclo durante 30

segundos y se incubo a 37'C durante 45 minutos, seguido de enfriamiento a temperatura

ambiente (22'C). Seguidamente, se anadieron 15 pL de 0.5 M yodoacetamida (IAM) (GE

15 Healthcare Life Sciences) a cada solucion, se mezclo durante 30 segundos y se incubo a

22'C en oscuridad durante 20 minutos. Luego, se anadio a la solucion acetonitrilo (ACN) al

80% (Scharlab, SL), en agua ultrapura (Millipore) (v/v), mantenido previamente en hielo, se

mezclo durante 30 segundos y se centrifugo durante 15 minutos a 14,000 rpm en una

centrifuge Eppendorf Sorvall ST 8R (Thermo Fisher Scientific). Despues de la

20 centrifugacion, el sobrenadante se pipeteo en un nuevo Eppendorf y se evaporo a sequedad

en un concentrador Speed Vac (Eppendorf Concentrator 5301) seguido de reconstitucion en

100 PL de tampon fosfato salerno (PBS). Las muestras tratadas se diluyeron 1:2 con cade

tampon correspondiente a cada ensayo.

25 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 tampon de ensayo

utilizado para cada ensayo se proceso utilizando el protocolo R/A y se analizo corno una

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

30 Ejemplo 1. Produccion del anticuerpo monoclonal de la invencion "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 pg de Oxitocina-KLH (Cusabio) corno antigeno, siendo KLH la
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hemocianina de lapa californiana (Megathura crenu/ate), del ingles Keyhole Limpet

haemocyanin. El antigeno se emulsiono 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 inyeccion intraperitoneales La inmunizacion final consistio en una inyeccion

intravenosa o intraesplenica de 50 pg de antigeno sin el adyuvante.

10

15

Tres dias despues, se extrajo el bazo de los ratones y las celulas se fusionaron con la linea

celular de mieloma murino Sp2/O-Ag14, desarrollada a partir de ratones BALB/c no

secretores de inmunoglobulinas utilizando polietilenglicol en solucion al 50% (Sigma). Los

hibridomas fueron seleccionados mediante su crecimiento en medio RPMI 1640

(Biowhitaker) que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), que se complemento

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, solo crecen las

celulas hibridas, formadas por linfocitos B y celulas de mieloma, gracias a que los linfocitos

B poseen todo el panel de enzimas de las vias de rescate de sintesis del DNA y, por lo

tanto, pueden utilizar la hipoxantina y timidina del medio.

20

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 nitrogeno liquido.

Identificacion del anticuer o monoclonal

25

30

35

Se realizo 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 piano Nunc (Maxisorp), se incubaron con 50 pl 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 adhesion de las proteinas a la placa. Posteriormente las places fueron lavadas

con 100 pl de PBS/Tween 20 al 0.05% y bloqueadas durante 30 minutos a 37'C con 100 pl

de tampon 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 tampon PBS/Tween 20 al

0.1%. Entonces, se anadio 100 pl por pocillo de un anticuerpo anti-IgG de raton conjugado

con peroxidasa de rabano a una dilucion 1:2500 y se incubo durante 1 hora a temperatura

ambiente. Despues de 5 lavados con tampon PBS/Tween 20 al 0.1%, para eliminar todas
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las moleculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se anadio el sustrato

enzimatico en solucion (citrato sodico 0,1M, acido citrico 0,1 M, 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-aado sulfonico) (ABTS) y HzOz). Postenormente se medio la absorbancia

(OD) en un espectrofotometro (BioTek) a una longitud de onda de 405 nm cada 5 minutos

5 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 selecciono el cion P26C

porque se obtuvo la mayor senal de absorbancia con dicho cion en dicho ensayo ELISA, lo

10 que indicaba una mayor afinidad por la oxitocina que el resto de clones.

Se realizo un ensayo dot-blot con el cion P26C, con el que se determino que tenia

reactividad frente a oxitocina de alto numero de cspecies corno de cerdo, perro y caballo y

oxitocina humana.

15 Punficacion del anticuer o monoclonal P26C

20

Para la purificacion del anticuerpo monoclonal P26C a partir del sobrenadante obtenido del

hibridoma seleccionado, se uso una columna de afinidad HiTrap™ Protein G HP (GE

Healthcare Life Sciences) usando un sistema de cromatografia AKTA pure (GE Healthcare

Life Sciences).

Caracterizacion estructural del anticuer o monoclonal P26C

El ARN total se extrajo de las celulas de hibridoma y el ADNc se sintetizo posteriormente.

Despues, se amplificaron los dominios variables del anticuerpo monoclonal por PCR

especifica de isotipo, se subclonaron en un vector de clonacion estandar por separado y se

25 secuenciaron. Se determino que el isotipo del anticuerpo monoclonal era IgGx. Se

secuenciaron los dominios variables de 5 clones y se encontro que la secuencia era identica

en los 5 clones. La Tabla 1 muestra los detalles de la secuencia del anticuerpo monoclonal

P26C.
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Fra mento/Re ion/Secuencia

Tabla 1

SEQ ID NO
Dominio variable de la cadena pesada
VH inclu endo e tido senal
Dominio variable de la cadena pesada
VH
Peptido senal de la cadena pesada
VH
Region marco FR1 de la cadena
pesada VH
Region CDR1 de la cadena pesada
VH
Region marco FR2 de la cadena
esada VH

Region CDR2 de la cadena pesada
VH
Region marco FR3 de la cadena
esada VH

Region CDR3 de la cadena pesada
VH
Region marco FR4 de la cadena
pesada VH
Dominio variable de la cadena ligera
VL incluyendo peptido senal
Dominio variable de la cadena ligera
VL
Peptido senal de la cadena ligera VL

Region marco FR1 de la cadena
ligera VL
Region CDR1 de la cadena ligera VL
Region marco FR2 de la cadena
ligera VL
Re ion CDR2de la cadena li era VL
Region marco FR3 de la cadena
ligera VL
Re ion CDR3 de la cadena li era VL
Region marco FR4 de la cadena
ligera VL
Secuencia nucleotidica que codifica
para el fragmento variable de la
cadena pesada VH incluyendo
peptido senal
Secuencia nucleotidica que codifica
para el fragmento variable de la
cadena ligera VL incluyendo peptido
senal

SEQ ID NO: 2

SEQ ID NO: 3

SEQ ID NO: 4

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 6

SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 8

SEQ ID NO: 9

SEQ ID NO: 10

SEQ ID NO: 11

SEQ ID NO'2

SEQ ID NO: 13

SEQ ID NO: 14

SEQ ID NO: 15

SEQ ID NO: 16

SEQ ID NO: 17

SEQ ID NO. 18

SEQ ID NO. 19

SEQ ID NO: 20

SEQ ID NO: 21

SEQ ID NO: 22

SEQ ID NO: 23
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Ejemplo 2. Determinacion 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 Metodos y se diluyeron 10 pL de muestra 1 2 en tampon de ensayo

5 (AlphaLISA Universal buffer, Perkin elmer, Inc.). Se realizo un ensayo AlphaLISA (Perkin

Elmer, Inc.), en placas de 96 pocillos, con un volumen de reaccion de 50 pL por pocillo,

utilizando esferas recubiertas con el anticuerpo monoclonal P26C y se determinaron las

concentraciones de oxitocina en las muestras.

10 Ejemplo 3. Produccion del anticuerpo policlonal de la invencion "PO-10" que

reconoce especificamente oxitocina unida a proteinas

Se inmunizo un conejo de Nueva Zelanda (hembra, 2,5 kg, 3 meses de edad) con un

conjugado oxitocina-KLH (Cusabio) corno antigeno, usando 150 pg mezclados en adyuvante

completo de Freund para la primera inyeccion y adyuvante incompleto de Freund para la

15 segunda y sucesivas inyecciones. Una semana despues de cada inmunizacion, se

recogieron varias muestras de sangre y se realizo 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.

20 Purificacion del anticuer o oliclonal

25

Se uso una columna de afinidad HiTrap™ HP (GE Healthcare Life Sciences) activada por N-

hidroxisuccinimida (NHS) a la que se acoplo oxitocina-BSA (Cusabio) y se pasaron lotes de

1 mL de antisuero de oxitocina de conejo a traves de la columna usando un sistema de

cromatografia AKTA pure (GE Healthcare Life Sciences).

Ejemplo 4. Determinacion 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 Metodos y se diluyeron 10 pL de muestra en tampon de ensayo (AlphaLISA 

30 immunoassay buffer, Perkin Elmer Inc.). Se realizo un ensayo de competencia indirecta

AlphaLISA&$ (Perkin Elmer, Inc.) en placas de 96 pocillos, con un volumen final de reaccion

de 50 pL 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 invencion
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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

pg/mL.

5 Ejemplo 5. Medicion de oxitocina con el procedimiento de la invencion. Ensayo

comparativo con el kit ELISA de Cayman Chemical

La imprecision se calculo corno variaciones entre ensayos e intra-ensayos y se expreso

corno coeficientes de variacion (CV). Se analizaron cinco replicas de cade muestra

(muestras de saliva baja, media y alta) al mismo tiempo, para determinar la precision intra-

10 ensayo del metodo. 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 medicion de oxitocina. Estas muestras se midieron por duplicado cinco

veces durante cinco dias diferentes para determinar la precision entre ensayos usando

curvas de calibracion recien preparadas.

15

La precision se evaluo mediante la evaluacion de la linealidad despues de los experimentos

de dilucion y recuperacion. 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 tampon de ensayo (AlphaLISA immunoassay buffer, Perkin Elmer

20 Inc.) para la muestra de valor alto y medio, respectivamente. Para la prueba de

recuperacion, se diluyo (1:2) una muestra de saliva de cerdo con una concentracion

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.

25

El limite de deteccion (LD) se calculo a partir de 12 determinaciones de oxitocina replicadas

de tampon de ensayo (AlphaLISA immunoassay buffer, Perkin Elmer Inc.) corno valor

medio mas 3 desviacion estandar (DE). El limite bajo de cuantificacion (LLOQ) se calculo en

funcion de la concentracion de oxitocina mas baja que se pudo medir con una precision del

30 20'/o. Para esto, una muestra de saliva se diluyo en serie con tampon de ensayo y se analizo

cinco veces al mismo tiempo para cada dilucion

35

Se utilizo 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 gestacion y lactancia se evaluaron para

determinar la normalidad de la distribucion, utilizando la prueba de Shapiro-Wilk, lo que

proporciona una distribucion no parametrica. Los resultados por debajo del limite de

5 deteccion se establecieron en el limite de deteccion de cada metodo. Los valores se

transformaron logaritmicamente y se uso la prueba t pareada para las diferencias entre

antes y despues del procedimiento R/A dentro de cada metodo. A los valores transformados

logaritmicamente, se les aplico un ANOVA de medidas repetidas unidireccionales, seguido

de LSD de Fisher sin corregir para comparar los valores de oxitocina obtenidos en diferentes

10 momentos en el dia 58 antes del parto y los dias 7 y 45 despues del pa/to. Los coeficientes

de correlacion de Spearman se calcularon para evaluar la correlacion entre los tres metodos

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

En el inmunoensayo con el anticuerpo policlonal, los coeficientes de variacion (CV) intra-

15 ensayo estaban en el rango 4.36-1137'lo y los coeficientes de variacion inter-ensayo

estaban en el rango 8.52-13.38'/o. La dilucion de las muestras de saliva dio corno resultado

ecuaciones de regresion lineal con un coeficiente de correlacion que oscilaba entre 0,98 y

0,99. Los coeficientes beta fueron significativamente distintos de cero y la prueba de

ejecucion no mostro desviacion de la linealidad. Los resultados de recuperacion obtenidos

20 fueron entre 80'lo y 116'/o 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'/o y los coeficientes de variacion inter-ensayo

estaban en el rango 18,56-21,04'lo. La dilucion de las muestras de saliva dio corno resultado

25 ecuaciones de regresion lineal con un coeficiente de correlacion de 0,99. Los coeficientes

beta fueron significativamente distintos de cero y la prueba de ejecucion no mostro

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

Efectos del tratamiento R/A

30 Los resultados obtenidos en las muestras aparecen en la Figure 1. En el ensayo

AlphaLISAS 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 AlphaLISAS con el anticuerpo policlonal, las concentraciones de oxitocina de las

35 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 comparacion con aquellas sin

5 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 deteccion de este metodo y en

las muestras por debajo del limite de deteccion se utilizo el valor del limite de deteccion del

ensayo para el estudio estadistico.

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

deteccion antes y despues del procedimiento R/A en los tres ensayos.

Res uesta biolo ica de cade ensa o

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

15 la Figura 2.

En el ensayo AlphaLISA con el anticuerpo monoclonal sin procedimiento R/A, las

concentraciones de oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 despues del

parto, con un valor medio de 1153 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacion (valor

20 medio de 862 pg/mL) (1,34 veces; P=0,038) y el dia 45 despues del parto (valor medio de

763 pg/mL) (1,51 veces; P=0,0038). Cuando este metodo se aplico con el procedimiento

R/A, la concentracion de oxitocina salival aumento significativamente en el dia 7 despues del

parto, con un valor medio de 701,4 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacion (valor

medio de 524,1 pg/mL) (1,34 veces; P=0,0159) y el dia 45 despues del parto (valor medio de

25 552,1 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 significatwamente en el dia 7 despues del

parto, con un valor medio de 25695 pg/mL, en comparacion con el dia 58 de gestacion (valor

30 medio de 6896 pg/mL) (3,72 veces; P=0,0007) y el dia 45 despues del parto (valor medio de

5939 pg/mL) (4,33 veces; P=0,0001). Cuando se aplico el procedimiento R/A a este ensayo,

las concentraciones de oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 despues

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 despues del parto (valor

35 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 uso 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 biologicos. En el ensayo

ELISA con el kit de Cayman Chemical con procedimiento R/A, las concentraciones de

5 oxitocina salival aumentaron significativamente en el dia 7 despues del parto, con un valor

medio de 448,6 pg/mL, en comparacion con el dia 45 despues 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).

10 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
no R/A
AlphaLISA
monoclonal
R/A

0.65*** 0 63***

0.68***

0.39*

0.58***

0.51*** 0.67***

0.47** 0.53***

AlphaLISA
policlonal
no R/A

0.48** 025 0.44**

AlphaLISA
policlonal
R/A
Kit
Cayman
no R/A

0.28 0.34

0. 36*

Cuando no se realizo el procedimiento R/A a las muestras, el ensayo AlphaLISA con el

15 anticuerpo monoclonal mostro una correlacion moderada significative tanto con el ensayo

AlphaLISAS con el anticuerpo policlonal (P &0 001; r = 0.63) corno con el ensayo con el kit

ELISA de Cayman Chemical (P &0.001; r = 0.51). No se encontro una correlacion

significatwa entre el ensayo AlphaLISA con el anticuerpo policlonal y con el ensayo con el

kit ELISA de Cayman Chemical. Cuando se realizo el procedimiento R/A, el ensayo

20 AlphaLISA&$ con el anticuerpo monoclonal mostro una correlacion moderada significative

tanto con el ensayo AlphaLISA con al anticuerpo policlonal (P &0.001; r = 0.58) corno con

el ensayo con el kit ELISA de Cayman Chemical (P &0.001; r = 0.53). No se encontro una

correlacion significativa entre el ensayo AlphaLISA con el anticuerpo policlonal y el ensayo

con el kit ELISA de Cayman Chemical.
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REIVINDICACIONES

10

15

20

25

30

1. Un procedimiento in vitro para la cuantificacion de oxitocina libre, oxitocina unida a

proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de reduccion/alquilacion y oxitocina unida

a proteinas, en una muestra, sin la realizacion de un tratamiento de

reduccion/alquilacion, en el que dicho procedimiento comprende:

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

anadir 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 reduccion/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 reduccion/alquilacion a

partir de la cantidad o concentracion de anticuerpo monoclonal unido a dicha

oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccion/alquilacion;

35

(b) llevar a cabo un segundo ensayo que comprende:

anadir a dicha muestra un anticuerpo policlonal que se une especificamente a

la oxitocina unida a proteinas;
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determinar la cantidad o concentracion 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.

2 El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de la cadena

pesada VH tiene al menos un 95'/o de identidad respecto a la secuencia SEQ ID NO: 3 y

el dominio vanable de la cadena ligera VL tiene al menos un 95'/o de identidad respecto

10 a la secuencia SEQ ID NO: 13

15

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o 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.

4. 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 homogeneo de

proximidad luminiscente amplificada, inmunoelectrotransferencia, ELISA, western blot,

20 nefelometria, inmunoturbidimetria, cromatografia lateral y micromatrices.

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

segundo ensayos se llevan a cabo simultaneamente o secuencialmente

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

segundo ensayo se llevan a cabo en cualquier orden.

7. 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

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

35

8 El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, 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.
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9 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.

10. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha muestra

5 se selecciona del grupo que consiste en suero, plasma, saliva, orina y liquido

cefalorraquideo.

10

15

11. 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/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

12. El anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 11, en el que el dominio variable de la

cadena pesada VH tiene al menos un 95'/o de identidad respecto a la secuencia SEQ ID

20 NO: 3 y el dominio variable de la cadena ligera VL tiene al menos un 95'/o de identidad

respecto a la secuencia SEQ ID NO: 13.

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

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

14. Un polinucleotido que codifica para al anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las

reivindicaciones 11-13, en el que dicho polinucleotido comprende la secuencia SEQ ID

NO: 22, que codifica para el dominio variable de la cadena pesada y la secuencia SEQ

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

15. Uso de un polinucleotido segun la reivindicacion 14, en la produccion de un anticuerpo

monoclonal segun las reivindicaciones 11-13.
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16. Uso del anticuerpo monoclonal segun cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la

deteccion in vitro de oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccion/alquilacion, en una muestra.

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

18. Uso del anticuerpo policlonal segun la reivindicacion 17, en la deteccion in vitro de

oxitocina unida a proteinas en una muestra.

10 19. Uso del anticuerpo monoclonal y/o del anticuerpo policlonal segun las reivindicaciones

16 o 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.

15 20. Uso del anticuerpo monoclonal y/o del anticuerpo policlonal, segun la reivindicacion 19,

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

colo id al.

20 21. Una composicion que comprende el anticuerpo monoclonal segun las reivindicaciones

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

22. Uso de una composicion segun la reivindicacion 21, en la deteccion in vitro de oxitocina

libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

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

30

23. Un kit para detectar oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un

tratamiento de reduccion/alquilacion 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 reivindicacion 17 o la composicion segun la

reivindicacion 21, que comprende uno u otro anticuerpo, monoclonal o policlonal, o

ambos en combinacion; y

(ii) disoluciones tampon 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.

24. El kit segun la reivindicacion 23, en el que dicho anticuerpo monoclonal y/o el anticuerpo

5 policlonal estan unidos a una sonda de marcaje o a una esfera unida a una sonda de

marcaje.

25. El kit segun la reivindicacion 24, en el que dicha sonda de marcaje se selecciona del

grupo que consiste en un fluoroforo, un cromoforo, una sonda bioluminiscente, una

10 sonda radiactiva, una enzima y oro coloidal; y dicha sonda de marcaje es igual o

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

26. El kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23-25, que ademas comprende reactivos

para llevar a cabo la reaccion para formar dichos complejos entre el anticuerpo

15 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.

27. 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

20 contienen cada anticuerpo, monoclonal y policlonal, o comprender dispositivos

separados para cada anticuerpo o para cada composicion que contiene cade anticuerpo

y ambos dispositivos separados presentarse conjuntamente en un unico envase o

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

presentacion.

25

28. Uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 23-27, en la deteccion in vitro de

oxitocina libre y oxitocina unida a proteinas capaz de liberarse en un tratamiento de

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

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

que consiste en suero, plasma, saliva, onna y liquido cefalorraquideo.
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FIGURA 2
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Vol. 54, N I, pages 101 — 106. ISSN 1758-1001 (electronich
&DOI: 10. 1177/0004563216645122&. Especially:
page 102, right column; page 105.

1-4, 7, 8, I 0-1 5, 17,
19-21, 23-27, 29

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)
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C (continuation]. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category 'itauon ol'ocuments. with inilication. v here apptopuate. of the relevant passiiaes Relevant to claim No.

A LURZEL. S. et al. Salivary oxytocin in pigs. cattle, and goats
eduring positive human-animal intm actions.
Psychoneuroendocrinology. May 2020, Vol. 115.
Article N'04636. ISSN 1873-3360 (clcctronich
&Doi:10.1016/j.psyneuen.2020.104636)
Published online in March 2020. Especially paragraph 3.1.

1-4. 7. 8, 10-15. 17,
19-21, 23-27, 29

MACLEAN, E. L. et al. Challenges for measuring oxytocin:
The blind men and the elephant'? Psychoneuroendocrinology.
Scptcmbcr 2019, Vol. 107, pages 225 — 231.
ISSN 0306-4530, &DOI:10.1016/j.psyneuen.2019.05.018&.
Thc whole document.

1-4, 7, 8, I 0-1 5, 17,
19-21, 23-27. 29

LENG, G. et al. Measuring oxytocin and vasopressin:
bioassays. i!rununoassays and random numbers.
Journal of Neuroendoconology. October 2016, Vol. 28, N'0,
Article N'0.1111/jne.12413. ISSN 0953-8194 (print].
ISSN 1365-2826 (elcctronich
&DOI:10.1111/jne.12413). Especially:
page 5, left column; page 7 right column — page 8;

page 9, oght column.

1-4, 7, 8, 10-15, 17,
19-21, 23-27. 29

A SZETO, A. et al. Evaluation of enzyme immunoassay and
radioimmunoassay methods for thc mcasurcment of plasma oxytocin.
Psychosomatic Medicine. June 2011, Vol. 73. N',
pages 393 — 400. ISSN 0033-3174 (print],
ISSN 1534-7796 (electronich &DOI: 10.1097/PSY.Ob013e31821df0c2).
Author Manuscript. [online] [published thc 02.06.2012]
Retrieved from &!;!I a:::Iv.'umfu. !En.n;'!!..;i I..:.';.:,:Etl.:.![.-..h'I'Xli: i'hii '": ).
Especially paragraph "Discussion"

1-4. 7. 8, 10-15. 17,
19-21, 23-27, 29

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 20151
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
C07K/6/26 (2006.0()
CO/ iV33/74 (2006.01)
De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (('IP) o se fin la clasificaci6n nacional DIP
R SFCTORFS COMPRFNDIDO!I POR LA RUSQUEDA

Documentaci6n minima buscada (sistema de clasificaci6n seguido de los simbolos de clasificaci6n)
C07K. GOIN

Otra documentacion consultiulm ailemiis de la documentacion m(ninui. en la meiliila en que tales ilocumentos formen parte de los sectores
comprendidos por ia bfisqueda

Ruses de dates electr6nicas consultadas durante la b(isqueda internacional (nombre de la base de datos y. si es posible. terminos de
busqueila uulizailos)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, XPESP, INSPEC, COMPDX, NPL, XPOAC,
DGENE, REGISTRY, UNIPROTKB, NRPLI, UNIPARC

C DOCUMFNTOS CONSIDERADO!I RFLFVANTFS

Categor(a" Documentos citados. con indicacion, si procede, de las partes relevantes
Relevante para las
reivindicacionesn',X

LOPEZ-ARJONA, M. ct al. Effect of reduction and alkylation trcatmcnt
in three different assays used for the measurement of oxytocin in saliva
of pigs. Domestic Animal Endocrinology. Encro 2021,
Vol. 74. Articulo N'06498. ISSN 0739-7240 (impreso),
ISSN 1879-0054 (elcctrdnico),
&DOI: 10.1016/j.domaniend.2020.106498&
Especialmente: apartados 2.3.2.3. 3.1. 3.2, 3.3; figuras l. 2; pdgina 6,
columna izquierda.

1-29

3 En la conunuacion del recuailro C se relacionan otros ilocumenios 0 Los ilocumentos de fanuhas de paientes se inilican en el
anexo

Categories especiales de documentos citados:
"A" documento que define el estado general de la tecnica no

considerado come particularmente relevante.
"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la

fecha de presentacion internacional o en fecha posterior.
"L" documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion

ile pooriihul o que se cite para deteiminiu la I'echo de
publicaci6n de otra cits o por una raz6n especial (corno la
indicada)

"0" documento que se refiere a una divulgaci6n oraL a una
utilizaci6n. a una exposicion o a cualquier otro medio.

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacion
internacional pero con posteriondad a la fecha ile pnondad
reivindicada.

"D" ilocumento citiulo por el solmitante en la solicitud
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bfisqueda uiternacional.
27/06/2021
Nixnbre y ilirecci6n postal de la Administracion enciugada ile la
bfisqueda uiternacional
OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Caste)lena. 75 — 28071 Madrid (Espana)
~" de fax: ql 340 63 04
Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Fnero 2016)

T" documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentaci6n intemacional o de pnondail que no pertenece al
estado de la tecnica pertinente pero que se cits por permitir
la comprension del principio o teor(a que constituye la base
de la invenci6n

X" documento particularmente relevante. )a invencion
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventive por referencia al documento
aishulamente considerailo.

Y" documento particularmente relevante. )a invencion
reivindmiula no pueile consiilerarse que imphque una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma natura)era cuya combinacion
i'c'silltil cvl(lc'rite piliil till c'xpc'lto ell hi miiicldil.

&" documento que Kama parte de la misma Ilunilia de patentes.

Fecha de expedici6n del uiforme de bfisqueda internacional.
14 de julio de 2021 (14/07/2021)

Funcioniu io autonzixlo
E. Relafio Reyes

~" de telefono ql 3408604
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C (Continuacion1. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catepnria a Docutnentos citados, con indicaci6n, si precede. de las partes relevantes
Relevante para las
ren indicacionesn'OPEZ-ARJONA,M. et al. Changes in oxytocin concentrations in saliva

of pigs after a transport and duong lairage at slaughterhouse.
Research in Veterinary Science. Diciembre 2020,
Vol. 133, paginas 26-30. ISSN 0034-5288 (impresol,
ISSN 1532-2661 (electronicoh &DOI: 10.1016/j.rvsc.2020.08.015)
Espccialmentc apartado 3.1.

17-22

1-16, 23-29

p,x LOPEZ-ARJONA, M. et al. Ejaculate collection influences the salivary
oxytocin concentrations in breeding male pigs. Animals. Julio 2020,
Vol. 10, N' Articulo N 1268. ISSN 2076-261S (impreso1,
&DOI: 10.3390/ani10081268&
Espccialmentc: pagina 2, tcrccr parrafo; apartado 2.3.

17-22

1-16, 23-29

D,A BRANDTZAECo O. K. et al. Proteomics tools reveal startlingly high
amounts of oxytocin in plasma and serum.
Scientific Reports. Agosto 2D I 6, Vol. 6, Articulo N 31693.
ISSN 2045-2322 (impresoh ISSN 2045-2322 (electronicoh
&DOE ID.1038/srep31693&. Todo el documento.

1-29

D,A LOPEZ-ARJONA, M. et al. Oxytocin in saliva of pigs:
an assay for its mcasurcment and changes after farrowing.
Domestic Animal Endocrinology. Enero 2020,
Vol. 70. Articulo N'06384. ISSN 0739-7240.
&DOE 10.1016/j.domaniend.2DI 9.106384&.
Especialmente apartado 2.1.

1-4, 7, 8, ID- I 5, 17,
19-21, 23-27, 29

BURGEON, E. ct al. Monoclonal antibodies to oxytocin:
production and charactenzation. Journal of Neuroimmunology.
Marzo 1991,
Vol. 31, N'3, pdginas 23S -244. ISSN 0165-S728,
& D0I: I D. 1016/0165-5728(91190045-9&.

Especialmente pagina 239, columna izquierda;
pdgina 240. columna derecha.

1-4, 7, 8, 10-15, 17,
19-21, 23-27, 29

HARAYA, S. ct al. Devclopmmtt of a highly specific
enzyme immunoassay for oxytocm and its use in plasma samples.
Annals of Clinical Biochmnistry. Encro 2017,
Vol. 54, N', pdginas 101 — 106. ISSN 1758-1001 (electrdnicoh
&DOI: 10.1177/0004563216645122). Especialmente:
pdgina 102, columna dcrccha; pagina 105.

1-4, 7, 8, 10-15, 17,
19-21, 23-27, 29

Formulano PCT/ISA/210 (continuaci6n de la seounda holal IEnero 2015)
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C (Continuacionh DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Cateanria a !7ocumentos citados. con indicaci6n. si precede, de las partes relevantes
Relevante para las
reivindictmiones n'

LURZEL, S. et al. Salivary oxytocin in pigs, cattle. and goats
eduring positive human-animal interactions.
Psychoneuroendocrinology. Mayo 2020, Vol. 115.
Articulo N'04636. ISSN 1873-3360 (elcctrdnicoh
& Doi: 10. 1016/j.p ay neu en.2020. 104636 &

Publicado cn linea cn Mruzo 2020. Especialmtuttc apartado 3.1.

1-4, 7. 8. 10-15, 17.
19-21, 23-27, 29

MACLEAN, E. L. et al. Challenges for measuring oxytocin:
The blind men and the elephant'? Psychoneuroendocrinology.
Septiembre 2019, Vol. 107, paginas 225 — 231.
ISSN 0306-4530. &DOI:10.1016/j.psyneuen.2019.05.018&.
Todo cl docummtto.

1-4, 7, 8, 10-15, 17,
19-21. 23-27, 29

LEND, Cn et al. Measuring oxytocin and vasopressin:
bioassays, irtununoassays and random numbers.
Journal of Neuroendocrinology. Octubre 2016, Vol. 28, N'0,
Articulo N'0.1111/jne.12413. ISSN 0953-8194 (impresoh
ISSN 1365-2826 (clcctrdnicoh
&DOI:10.1111/jne.12413&. Especialmente:
pdgina 5, columna izcluicrda; pagina 7 columna dcrccha — pagina 8;
pagina 9, columna derecha.

1-4, 7, 8, 10-15, 17,
19-21. 23-27, 29

A SZETO. A. et al. Evaluation of enzyme iriununoassay
and radioimmunoassay methods for the measurement of plasma
oxytocin. Psychosomatic Medicine. Junio 2011. Vol. 73, N'.
pdginas 393 — 400. ISSN 0033-3174 (imprcsoh
ISSN 1534-7796 (electronicoh &DOI: 10.1097/PSY.Ob013e3182ldf0c2).
Author Manuscript. [cn linea] [publicado cl 02.06.2012j
RecuPeradO de &!i!lies vv;8'r,::r!lrh i!': ii;.: .v,'!,:.":;.,'!El.:8!.&Ji-'M',":. i is&:.: ')
Espccialmentc apartado "Discussion"

1-4, 7. 8. 10-15, 17.
19-21, 23-27, 29

Formulano PCT/ISA/210 (continuaci6n de la se ounda hola! (Enero 2015)
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Recuadrn II Observaciones cuandn se estime que algunas reivindicacinnes no pueden ser nbjetn de busqueda (continuaci66
del unto 2 de la rimera ho'a)

Fste informe de b6squeda internacional no se ha real(redo en relaci6n a ciertas reivindicaciones segun el articulo 17 2.a) por los siguientes
motrvos:

1 0 l,as reivindicaciones n":
se refieren a un ohjeto colt respecto al cual esta Administracion no estd ohligada a proceder a la hdtsqueda, a saber:

2. QX Las reivindtcaciones n: 22, 23 y 28 (todas parcialmente)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisites estahlecidos. de tal modo que no pueda
efectuarse una bdtsquetla provechos t. concretamente

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

(ver hoja adicional)

3 0 Las reivindicaciones n":
son retvtndtcactones dependientes y no est in retlactadas de conl'ormidtul con los pirrafos seguntlo y tercero tie la reels 6A(a).

Recuadrn III Observacinnes cuando falta unidad de invencion (continuacion del panto 3 de la primers hnja)

La Atlnunisuacton enttugtula de la Bdtsquetla Intemactonal ha tletectado vtuias tnvenctones en la presente sohcttud intemacionaL a saber

i. 0 Dado que todas las tasas adictonales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del ptazo, el presente utfonne de
husqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ver ohjeto de b6squeda.

2 0 Dado que todas las reivindicaciones que pueden acr ohjeto de h6squeda podrian serio sin real)rerun eshterro quejustifique tasse
adicionales, cata Administracion no requirio el pago de tasse adicionales

3 0 Dado que tan solo una parte de las tasse adicionales requeridas ha side satisfecha dentro del ptaro por el solicitante. el presente
tnfmme tie busquetla de tipo utternacional comprende solamente aquellas reivintlicaciones respecto tie las cuales han sido
satisfechas las tasse, concretamente las reivtndtcactones n:

4 0 Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plmo. En consecuencia. el presente
informe de hdtsqueda de tipo internacional se limits a la invencion mencionada en primer termino en las reivindicaciones, cuhierta
por las reivtndmaciones n".

Indicaci66 en cuantn a la protests 0 Se acompano a las taum atlicionales la protests del soltcitante y. en su cavo.
el pago de una tasa de protests.

0 Se acompait6 a las tasse adicionales la protests del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicahle no se pag6 en el plaro establecido para clio

0 El pago tie las tasas atlicionales no ha sulo acompanatlo de ntnguna protesttt.

Formulario PCT/L(A/210 (contimtacion de la primers hoja (2)) (Fnero 2016)
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Continuacion del Recuadro II

Las retvtndicactones 22, 23 y 28 no son claras (art. 6 PCTl:

~ Reivindtcaci6n 22. El alcance de esta retvtndicact6n comprende el uso de dos productos dtstintos,
cada uno cn una aplicaci6n difcrentc. Eso conllcva cierta confusi6n cn cl alcancc dc la misma. Sc
ha entendido que el uso de la compostct6n es el mismo que el del anttcuerpo que comprende.

~ Reivindicaci6n 23 y 28. l'ultan caracteristicas esenciales de la invenci6n. Para resolver el
problcma tdcnico dc la invcnci6n mediantc cl procedimicnto objcto dc la reivindicaci6n I, el kit
ha de incluir amhos anticuerpos, y uttlizarse para medtr amhas fracciones de oxitocina. En
consccutntcia, no sc han tenido cn cucnta las alcgacioncs prcscntadas por el solicitantc y a cfcctos
de la husqueda, se ha considerado que el kit comprende tanto el anticuerpo monoclonal corno el
policlonal de la invenci6n, y que se utiliza para medir tanto la fracci6n de oxitocina libre y
oxitocina unida a proteinas capaz de 1iherarse en un tratamiento de reduce i6n/alquilacion, corno la
fracci6n de oxitocina unida a proteinas.

Forrnulano PCT/ISA/210 (hola adicional) (Enero 2016)


