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@Resumen:

Procedimiento para la determinacién de inositoles
fosfato y su adaptacion como Kkit.

La presente invencion se refiere a un procedimiento
para la determinaciéon de inositoles fosfato en
muestras biolégicas y que comprende las siguientes
etapas: poner en contacto la muestra con un
intercambiador i6nico sélido usando una técnica
estética de bafio; aislar el intercambiador i6nico sélido
del resto de muestra sin reaccionar; extraer el inositol
fosfato retenido sobre el intercambiador i6nico; y
detectar el inositol fosfato extraido. Ademas
comprende el procedimiento de deteccion del inositol
fosfato y un kit para llevar a cabo cualquiera de dichos
procedimientos.
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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE INOSITOLES FOSFATO
Y SU ADAPTACION COMO KIT

La presente invencion se refiere a un método para la determinaciéon de
inositoles fosfato en muestras preferentemente bioldégicas y su adaptacion
como kit. Por tanto, la invencién se podria encuadrar en el campo de la quimica

analitica.

ESTADO DE LA TECNICA

La determinacion de inositoles fosfato en matrices biolégicas (orina, plasma,
tejidos) es un problema real que en la actualidad representa un campo de

investigaciéon muy amplio.

Uno de los inositoles fosfato que mas se ha investigado es el inositol
hexafosfato. En la literatura se encuentran descritos una amplia variedad de
métodos para el anadlisis de inositol hexafosfato, en general de tipo
cromatografico, aunque la mayoria de ellos se han desarrollado para su
aplicacion a la determinacion del inositol hexafosfato en alimentos. Los
métodos actuales para la cuantificacion de inositol hexafosfato pueden ser
indirectos o directos, independientemente de que sean cromatograficos o no-

cromatograficos.

Los métodos indirectos pueden a su vez subclasificarse en:

1. Aquellos en los que se hidroliza la molécula, pudiendo cuantificar el inositol
liberado [1] o bien el fosfato [2].

2. Métodos basados en la capacidad del inositol hexafosfato para acomplejar
iones metalicos. Se fundamentan en el uso de una reaccion paralela en la que
se forma un compuesto que presenta alguna caracteristica detectable con los
detectores habituales (p.ej. fotometria) [3-4]. Concretamente, utilizan como

metal el Fe(lll) y su formacién de complejos coloreados con acido sulfosalicilico
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[3] o con tiocianato [4].
3. También puede cuantificarse la molécula sin ninguna reaccién previa a la
deteccion, cuantificando el fosforo de la misma mediante plasma acoplado

inductivamente [5] o por resonancia magnética nuclear de 31P [6].

Los métodos directos mas usados incluyen la espectrometria de masas,
conductimetria o refractometria, entre otros métodos, aunque en todos ellos se
requiere de una elevada pureza de la muestra, por lo que implican tiempos

prolongados de analisis.

Sin embargo, son muy pocas las metodologias no-cromatograficas que se han
podido aplicar con éxito a matrices biolégicas debido a la elevada complejidad
de las mismas. En esas matrices, la baja concentracion de inositol hexafosfato,
la baja sensibilidad, la incapacidad para detectar el compuesto o la falta de
robustez del método deja pocas alternativas, y las que hay implican reacciones
de hidrélisis o de derivatizacién, o bien el uso de técnicas de andlisis que
requieren una instrumentaciéon complicada y costosa poco accesible en el

analisis clinico de rutina.

March y col. [2] describen la determinacion indirecta de inositol hexafosfato en
orina. La metodologia aplicada implica:

- purificaciéon previa de la orina mediante uso de una columna con carbdn activo
- purificacién del inositol hexafosfato con una columna con resina de
intercambio anidnico

- el inositol hexafosfato se extrae con una solucion de acido sulfurico

- hidrélisis del inositol hexafosfato por calor en microondas

- determinacion del fosfato liberado por fotometria con azul de molibdeno

Sin embargo, este método realiza la purificacion de la muestra mediante
extraccion en fase sélida (SPE) en formato de columna y la concentracion de
inositol hexafosfato en la muestra purificada no experimenta ningun aumento
respecto a la muestra original. Ademas, la deteccion aun cuando es de tipo

colorimétrico, requiere la hidrélisis previa del inositol hexafosfato lo que
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prolonga el tiempo de analisis.

Otra publicacion de March y col. [7], también aplicable a la determinacién de
inositol hexafosfato en orina previa purificacion de la misma mediante dos
procesos consecutivos de SPE, determina el inositol hexafosfato
fluorimétricamente mediante una reaccion en la que el inositol hexafosfato

activa la oxidacion de la hidrazona de la 2-2’-dipiridilcetona.

Finalmente, otras publicaciones (March y col. [8], Perello y col. [9] y Grases y
col. [5]) en las que se determina inositol hexafosfato en orina, comparten la
purificacidn mediante SPE con las publicaciones indicadas anteriormente, pero
difieren en la deteccion del inositol hexafosfato que se realiza por técnicas no

fotométricas.

Es de destacar que en ninguno de los métodos aplicados a la determinacion de
inositol hexafosfato en orina se purifica la molécula mediante el uso un
absorbente en fase soélida utilizando la técnica “estatica” o de bano, usando en

todos ellos la técnica de columna.

Tampoco, en ninguno de los métodos mas cercanos al estado de la técnica se
consigue preconcentrar la molécula significativamente, tal y como ocurre en la
presente invencién, ya que o bien la muestra purificada contiene una
concentracion igual de inositol hexafosfato a la de la muestra original o incluso
esa concentracion es menor. Solamente en el documento [9] se consigue un
factor de preconcentracion de 1,7x. Este hecho es fundamental, pues la
aplicabilidad de un método fotométrico o fluorimétrico para la cuantificacién de
inositoles fosfato en matrices bioldégicas tiene como requisito una
preconcentracion significativa debido a la limitada sensibilidad intrinseca de las
técnicas, por lo que el procesamiento (la purificacidn/preconcentracion) de la

muestra es un factor claramente diferencial.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método no-cromatografico sensible,
sencillo y rapido para la determinacion fotométrica de inositoles fosfato, que
ademas pueda ser aplicado en forma de kit para el andlisis de inositoles

fosfato.
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Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento no-
cromatografico para la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de un inositol
fosfato en muestras biolégicas y que comprende las siguientes etapas:

i) Poner en contacto la muestra con un intercambiador iénico solido usando una
técnica estatica de bafio; preferiblemente se ponen en contacto en un recipiente
durante 5 minutos como minimo;

ii) Aislar el intercambiador iénico solido del resto de muestra sin reaccionar;

iii) opcionalmente lavar el intercambiador iénico solido;

iv) Extraer el inositol fosfato retenido sobre el intercambiador idnico solido
obtenido en la etapa (ii) o (iii), preferiblemente utilizando una disolucién de un
acido o una sal; preferiblemente en varias etapas y conduciendo a una
concentracion de la muestra inicial en un factor superior a 2x;

v) opcionalmente concentrar el extracto durante la etapa anterior, obteniendo
un residuo seco, para mejorar la sensibilidad del procedimiento;

vi) opcionalmente efectuar una hidrélisis del extracto obtenido en la etapa (iv) o
bien a partir de una disolucién concentrada o residuo seco en la etapa (v); y

ix) detectar el inositol fosfato extraido en la etapa (iv) o concentrado en la etapa
(v) o su producto de hidrélisis obtenido en la etapa (vi); esta deteccion se
puede realizar por cualquier método conocido, preferiblemente mediante

colorimetria.

Opcional y previamente a la etapa (i) se puede:

-eliminar las proteinas, grasas u otras sustancias que pueda contener la
muestra y que puedan interferir en la determinacion de inositol fosfato;

- afadir EDTA u otros quelantes de cationes para acomplejar los cationes que
pueda contener la muestra y que puedan interferir en la separacion de inositol
fosfato o en su determinacion;

-diluir la muestra; y/o

-ajustar el pH de la muestra.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento
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para la determinacién cualitativa y/o cuantitativa de un inositol fosfato que
comprende la deteccion mediante fotometria donde el inositol fosfato se
derivatiza haciéndolo reaccionar con un complejo metal-compuesto cromogeno
seleccionado lista que comprende: Zn-zincon; Al-Lumogalion; Y-Piridilazo
resorcinol junto con un tampén a un pH de 6 a 11) y un surfactante; y Fe-

tiocianato, junto con un tampdn a un pH de 1 a 6 y un agente oxidante.

Un tercer aspecto de la presente invencién se refiere a un kit para llevar a cabo
cualquiera de los procedimientos descritos en la presente invencidon, y que
comprende:

a) Una disolucion de un acido y/o una sal como las descritas a continuacion;

b) Un intercambiador i6bnico sélido como los descritos en la presente invencion;
c) Un reactivo o conjunto de reactivos para la formacion de un compuesto
coloreado con el inositol fosfato (hidrolizado o no) y/o un reactivo o conjunto de
reactivos para la formacion de un compuesto coloreado que sera destruido por
el inositol fosfato, descritos a continuacion; y

d) un recipiente con un desagle que presenta una frita, que evita que pase la

fase sélida, y preferiblemente que contiene una llave de paso.

Un cuarto aspecto de la presente invencidn se refiere al uso del kit descrito en
la presente invencion, para la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de

inositol fosfato, mas preferiblemente inositol hexafosfato.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion contiene dos aspectos fundamentales:

1. Procesamiento (purificacién/preconcentracion) de una muestra
biolégica para la posterior determinacion del contenido en inositoles
fosfato.

2. Deteccion del inositol fosfato mediante:

a. Nuevas reacciones quimicas para la determinacion de inositoles

fosfato.



10

15

20

25

30

ES 2 527534 Al

b. Optimizacién de reacciones quimicas para la determinacion de

inositoles fosfato.

1. Procesamiento de muestras bioldgicas (purificacion/preconcentracion).
El proceso de purificacion segun se ha descrito en el estado de la técnica, se
consigue, en los métodos no-cromatograficos disponibles para la determinacion
de inositol hexafosfato, mediante separacion en fase sélida (SPE), utilizando
una resina de intercambio anidnico, que se realiza mediante la técnica en
columna (la resina esta empaquetada en una columna), mientras que en la
presente invencion la SPE se realiza la técnica estatica. Esta técnica en
columna tiene varios inconvenientes graves en su aplicacion a muestras
bioldgicas, especialmente orina, cuando se desean usar volumenes de la
misma superiores a 5 mL. El principal es que la columna se obstruye, llegando
un momento en que es totalmente imposible pasar mas muestra. En los casos
mas favorables su paso se hace muy lento, lo que prolonga enormemente el
tiempo de andlisis y produce variaciones en el proceso de adsorcion ya que la

velocidad de paso de muestra no es homogénea.

En la presente invencion, se entiende por “método no-cromatografico” aquél en
el cual no se utiliza una columna para efectuar la purificacidbn/preconcentracion

de la muestra.

Los métodos fotométricos de deteccion de inositoles fosfato disponibles
presentan calibrados lineales para concentraciones de inositol hexafosfato en
el rango de 0 a 100 uM, presentando muy baja precision para valores de
inositol hexafosfato por debajo de 10 uM. Este rango es apto para la
determinacién de inositol hexafosfato en muestras cuyo contenido en dicha
sustancia es elevado, en el rango del 1%, tal y como ocurre en alimentos. Sin
embargo, las concentraciones de inositol hexafosfato en muestras biolégicas se
encuentran en la mayoria de casos, por debajo de 2 uM, por lo que resulta
obvia la necesidad de aumentar o bien la sensibilidad de la reaccién de

deteccién, por ejemplo fotométrica, o conseguir una mayor concentracién de
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inositol hexafosfato durante el proceso de purificacion, o bien ambas cosas a la

veZ.

En la presente invencion, durante el proceso de purificacion/preconcentracion
mediante SPE con un intercambiador i6nico soélido, preferentemente una
resina, se consigue que la concentracion de inositol fosfato, preferiblemente de
inositol hexafosfato, en la muestra purificada sea lo suficientemente elevada
para su deteccion con el método fotométrico escogido, ya que se aumenta la
concentracion de inositol hexafosfato respecto a la concentracién en la muestra
inicial, pudiendo ser dicho aumento superior a un factor de 2x, preferiblemente
superior a 3x y mas preferiblemente superior a 4x. Este aumento es imposible
de conseguir cuando la SPE se realiza con la técnica en columna, ya que

usando menor volumen de eluyente la elucion no es cuantitativa.

Para ello se ha puesto a punto una versién que lleva a cabo la SPE con la
resina de intercambio i6nico, preferiblemente anionico, en recipientes (técnica
estatica), realizando las fases de lavado y elucion de la resina mediante un
recipiente (una columna con una frita), que favorece la separacién de fases
sélida y liquida pues evita que pase la fase soélida, aun cuando no se puede
considerar que corresponde a la técnica en columna ya que la resina no se
empaqueta y se debe seguir homogeneizando por agitacién con el disolvente
de lavado y con el eluyente para favorecer los procesos de intercambio. La
elucion se realiza con un volumen pequefio de una disolucion de un acido o
una sal, preferiblemente en varios pasos, para aumentar el rendimiento de la

elucion.

El recipiente descrito para la elucién puede contener una llave de paso, de esta

manera favorece aislar el intercambiador del resto de muestra sin reaccionar.

Los compuestos que pueden utilizarse para preparar las disoluciones de lavado
y/o de elucion del intercambiador idnico son aquellos que contengan un anion

con una afinidad por el intercambiador i6nico sélido tal que libere a los
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inositoles fosfato retenidos por el intercambiador i6nico sélido. Dichos
compuestos son preferentemente acido clorhidrico y sus sales, acido sulfurico y
sus sales, acido nitrico y sus sales, preferiblemente acido clorhidrico y sus
sales, mas preferiblemente acido clorhidrico y cloruro sodico. Las
concentraciones de acido y/o sal usadas para el lavado estan en el rango
0,005-0,200 M, preferiblemente 0,01-0,10 M, mas preferiblemente 0,02-0,08 M.
Aun mas preferiblemente, la concentracion de HCl es de 50 mM. Las
concentraciones de acido y/o sal usadas para la elucién estan en el rango 0,1-
10 M, preferiblemente 0,5-5 M, mas preferiblemente 0,7-3,0 M. Aun mas

preferiblemente, la concentraciéon de NaCl es de 2 M.

La resina sera preferiblemente de intercambio iénico, preferiblemente de
intercambio anidénico y mas preferiblemente de intercambio anionico fuerte.
Algunos ejemplos no limitativos de resinas se citan a continuacién: AG1-X2,
AG1-X4, AG1-X8, AG4-X4, Dowex 1X2, Dowex 1X4, Dowex 1X8, SAX o WAX.
Una resina preferida es AG1-X8. La cantidad de resina de intercambio i6nico
para la purificacidon/preconcentracion de 10 mL de muestra puede variar entre
0,05 gy 2 g, preferiblemente entre 0,1 gy 0,6 g y mas preferiblemente entre
0,2gy0,3g.

El término “muestra” se aplica a matrices de origen biologico, preferiblemente
plasma sanguineo, suero sanguineo, sangre, orina, heces, extractos de tejidos

o similares.

En algunos casos la disolucibn que contiene la muestra podra requerir un
pretratamiento previo a la purificacion/preconcentracion para minimizar la

interferencia de proteinas, lipidos y/o sustancias organicas e inorganicas.

Este pretratamiento puede incluir, entre otros, una etapa de eliminaciéon de
proteinas y/o grasas de la matriz biolégica. Las proteinas se eliminan
preferentemente mediante la adicibn de &cido tricloroacético y las grasas

preferentemente mediante la adicién de una mezcla metanol/cloroformo.

10
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En algunos casos la fuerza ionica de la disolucion acuosa puede impedir que la
purificaciébn/preconcentracién sea 6ptima con lo que sera necesario usar alguna
técnica que disminuya la fuerza i6nica de la muestra, entre ellas, y no
excluyente de otras técnicas, la dilucidbn de la muestra. Preferiblemente la
dilucion de la muestra que se realiza previamente al paso (i) del procedimiento

de la invencién, se lleva a cabo con agua.

En una realizacion mas preferiblemente la muestra se diluye como minimo %
(muestra/diluyente), encontrandose una mayor precision en la determinacion de

inositol fosfato a estas diluciones de la muestra.

Opcionalmente, puede ajustarse, previamente al paso (i) de procedimiento de
la invencion, el pH de la muestra, preferiblemente en el rango 1-6, mas
preferiblemente en el rango 2-4,5. El hecho de mantener el pH acido evita la
cristalizacion de sales célcicas en la matriz biolégica, que podria dar lugar a

errores por defecto en la cuantificacion del inositol fosfato.

El contenido de inositoles fosfato en la muestra original que se puede
determinar segun la presente invencion esta entre 0,01 uM y 100 uM,
preferiblemente entre 0,02 uM y 20 uM y mas preferiblemente entre 0,1 pM y 5
MM.

Durante la extraccion del inositol fosfato de la resina es posible concentrar el
inositol fosfato en relacidén a la concentracién en la muestra inicial, mediante el
uso de volumenes de disolucion de un acido o una sal descritos anteriormente
inferiores al volumen de muestra para mejorar la sensibilidad del procedimiento
de la invencion. El volumen de dicha disolucidn de acido o de sal sera inferior o
igual al 25% del volumen de muestra utilizado. Preferiblemente, el acido sera
clorhidrico, nitrico o sulfurico. Preferiblemente, la sal sera cloruro sddico. El
factor de concentracibn sera preferiblemente superior a 2, mas

preferentemente igual o superior a 4.

11
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Una vez extraido el inositol fosfato de la resina, opcionalmente podra
efectuarse una etapa de hidrolisis. Dicha hidrélisis podra ser enzimatica o

térmica.

En el caso de hidrolisis térmica, se trabajara preferentemente con una de las
siguientes opciones:
- Medio acido clorhidrico, temperatura superior a 100 °C y tiempo de
reaccion de al menos 2 horas.
- Medio acido sulfurico, usando un oxidante auxiliar, preferiblemente
peroxodisulfato sédico, temperatura superior a 100 °C y tiempo de

reaccion de al menos 1 hora.

En el caso de hidrélisis enzimatica, se trabajara preferentemente a 37 °C,
utilizando una fosfatasa que hidrolice, tipicamente a valores de pH entre 2,5y

5,5. El tiempo de reaccion sera de al menos 30 minutos.

Los procesamientos de muestras descritos anteriormente son aplicables a

matrices biolégicas y combinables con cualquier técnica de deteccion.

Por “inositol fosfato” se entiende en la presente invencion a un compuesto
inositol que contiene de 2, 3, 4 5 o0 6 grupos fosfato, preferiblemente es el

inositol hexafosfato.

2. Deteccion del inositol fosfato:
Un segundo aspecto novedoso de la presente invencion es el desarrollo de
nuevas técnicas fotométricas de deteccidbn, y la optimizacion o

perfeccionamiento de reacciones fotométricas ya descritas previamente.
Estas técnicas de deteccion son aplicables a cualquier tipo de matriz, con o sin

procesamiento de muestra, es decir, con o sin los pasos (i) a (vi) del

procedimiento descrito en la presente invencion.

12
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La cuantificaciéon de inositol fosfato, preferentemente inositol hexafosfato se
realiza mediante una reaccién fotométrica o colorimétrica posterior a la
purificacién/preconcentracion anterior. La reaccion fotométrica consiste en la
adicion de un compuesto metalico (un complejo metal-compuesto cromégeno
que presenta una absorcion inicial) a la muestra purificada/concentrada, en la
que el inositol fosfato forma un complejo incoloro con el metal, teniendo como
resultado una disminucién de la absorcion respecto a una disolucion en la que
no hay presente inositol fosfato, siendo dicha disminucion directamente
proporcional a la concentracién de inositol fosfato. EI cambio de absorciéon se

detecta fotométricamente a una longitud de onda adecuada.

A continuacion se presentan algunos ejemplos no limitativos de deteccién de

inositol fosfato mediante reaccién fotométrica o colorimétrica:

a) Una aplicacion preferente de la invencién utiliza como medio para la
deteccion fotométrica de inositoles fosfato una mezcla de Zn(ll) y zincon.

No existe en la bibliografia ningin método fotométrico de cuantificacion de
inositol hexafosfato que use el complejo Zn-zincén. Ventajosamente, el metal
que se utiliza, el Zinc, presenta un unico estado de oxidacién, con lo que se
evita la interferencia de reductores u oxidantes, que podrian variar el estado de
oxidacion del metal. EI componente cromoégeno es el zincon, que forma
complejos coloreados unicamente con zinc y cobre, y con cadmio, plomo y
bismuto a concentraciones superiores a las de zinc y cobre, con lo que
presenta pocas interferencias positivas por presencia de otros metales, a
diferencia de lo que ocurre con otros cromoégenos, que forman complejos
coloreados con una mayor cantidad de metales divalentes y trivalentes.

La concentracion del complejo metalico y la proporcion entre el ion metalico y el
componente cromogeno puede variar. Para el complejo Zn-zincén la
concentracion de zincon en el reactivo puede variar entre 0,05 mM y 12 mM,
preferiblemente entre 0,1 mM y 1,2 mM y mas preferiblemente entre 0,2 mM y

0,6 mM. El contenido de Zn(ll) en el reactivo puede variar entre 0,05 mM y 12
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mM, preferiblemente entre 0,1 mM y 1,2 mM y mas preferiblemente entre 0,2
mMy 0,6 mM.

El reactivo ademas, puede incorporar un sistema de regulacion de pH para
favorecer la formacién del complejo coloreado y para aumentar la exactitud y
reproducibilidad de la deteccion. Dicho pH esta preferiblemente entre 6 y 11,

mas preferiblemente entre 8 y 11, y aun mas preferiblemente entre 8,5y 9,5.

El calibrado o6ptimo presenta suficiente sensibilidad, siendo lineal para

concentraciones de inositol hexafosfato entre 0 y 14 yM.

b) Otra aplicacion de la invencién utiliza como medio para la deteccion

fotométrica de inositoles fosfato una mezcla de Al(lll) y Lumogalién.

No existe en la bibliografia ningun método fotométrico de cuantificacion de
inositol hexafosfato que use el complejo Al(lll)-Lumogalién. El metal que se
utiliza, aluminio, presenta un unico estado de oxidacién, con lo que se evita la
interferencia de reductores u oxidantes, que podrian variar el estado de
oxidacion del metal. El componente cromogeno el Lumogalion, forma
complejos fluorescentes con aluminio y galio, presentando también absorcion

de la radiacion visible.

La concentracion del complejo metalico y la proporcion entre el ion metalico y el
componente cromdgeno puede variar. Para el complejo Al(lll)-Lumogalién la
concentracion de Lumogalion en el reactivo puede variar entre 0,012 mM y 8
mM, preferiblemente entre 0,025 mM y 0,8 mM y mas preferiblemente entre
0,05 mM y 0,4 mM. EI contenido de Al(lll) en el reactivo puede variar entre
0,012 mM y 8 mM, preferiblemente entre 0,025 mM y 0,8 mM y mas
preferiblemente entre 0,05 mM y 0,4 mM.

El reactivo ademas, puede incorporar un sistema de regulacién de pH para

favorecer la formacién del complejo coloreado para aumentar la exactitud y
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reproducibilidad de la deteccion. Dicho pH esta preferiblemente entre 2 y 8,

mas preferiblemente entre 3 y 7, y aun mas preferiblemente entre 4,5y 5,5.

También puede contener un surfactante para mejorar la formacion del complejo

Al(lll)-Lumogalion.

El calibrado es lineal para concentraciones de inositol hexafosfato entre 0 y 3
MM.

c) Otra aplicacion de la invencidén utiliza como medio para la detecciéon
fotométrica de inositoles fosfato una mezcla de Y(lll) y piridilazo resorcinol
(PAR). Aunque se trata de una reaccién descrita en la bibliografia, se han

optimizado las condiciones de reaccidn con el inositol fosfato.

El componente crom6geno PAR forma complejos con numerosos metales

divalentes y trivalentes.

La concentracion del complejo metalico y la proporcion entre el ion metalico y el
componente cromoégeno puede variar. Para el complejo Y(llI)-PAR la
concentracion de PAR en el reactivo puede variar entre 2,56 mM y 6 mM,
preferiblemente entre 0,25 mM y 3 mM y mas preferiblemente entre 0,5 mM y
1.5 mM. El contenido de Y(lll) en el reactivo puede variar entre 0,025 mMy 1,5
mM, preferiblemente entre 0,05 mM y 0,6 mM y mas preferiblemente entre 0,1
mMy 0,3 mM.

El reactivo ademas, puede incorporar un sistema de regulacién de pH para
favorecer la formacién del complejo coloreado para aumentar la exactitud y
reproducibilidad de la deteccion. Dicho pH esta preferiblemente entre 6 y 11,

mas preferiblemente entre 7 y 10, y aiin mas preferiblemente entre 8 y 9.

También puede contener un surfactante que mejora la formacién del complejo
Y(I)-PAR.
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El calibrado es lineal para concentraciones de inositol hexafosfato entre 0 y 5
MM.

d) Otra aplicacion de la invencion utiliza como medio para la deteccion
fotométrica de inositoles fosfato una mezcla de Fe(lll) y tiocianato. Los
reactivos utilizados hasta el momento para la cuantificacion de inositol
hexafosfato que utilizan Fe(lll) junto con tiocianato, no serian utiles para su
aplicacion a los eluatos obtenidos en el proceso previo de separacion en

muestras de orina.

La razén fundamental son las interferencias positivas debido a las sustancias
de la orina que eluyen conjuntamente con el inositol hexafosfato. Algunas de
las sustancias que se encuentran en los eluatos, tienen capacidad reductora,
generando un efecto analogo al del inositol hexafosfato, es decir, una
disminucién de la cantidad de Fe(lll) disponible para reaccién con el tiocianato,
aunque la reaccion responsable es distinta. En el caso del inositol hexafosfato,
la disminucidon se produce por complejacion del Fe(lll), en el caso de los
compuestos reductores por reduccion del Fe(lll) a Fe(ll), que no reacciona con

el tiocianato.

Estas interferencias se eliminan sin afectar a la accién del inositol hexafosfato,
mediante la adicién al reactivo de oxidantes que bloqueen la accidén de los

reductores sobre el Fe(lll).

La concentracién del complejo metalico y la proporcion entre el ion metalico y el
componente cromdgeno puede variar. Para el complejo Fe(lll)-tiocianato la
concentracion de tiocianato en el reactivo puede variar entre 0,25 My 6 M,
preferiblemente entre 0,5 My 6 M y mas preferiblemente entre 1 My 3 M. El
contenido de Fe(lll) en el reactivo puede variar entre 0,12 mM y 6 mM,
preferiblemente entre 0,25 mM y 3 mM y mas preferiblemente entre 0,5 mM y
1,5 mM.
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El reactivo ademas, puede incorporar un sistema de regulacién de pH para
favorecer la formacién del complejo coloreado para aumentar la exactitud y
reproducibilidad de la deteccidén. Dicho pH esta preferiblemente entre 1 y 6,

mas preferiblemente entre 1 y 5, y aun mas preferiblemente entre 1y 3.

El calibrado es lineal para concentraciones de inositol hexafosfato entre 0 y 25
MM.

Otros metales que se pueden usar, ademas de los ya indicados, usando el
mismo fundamento para la deteccion fotométrica de inositol hexafosfato
comprenden el Th(lll), Cr(lll), Cd(ll), Cu(ll), Ni(ll), Co(ll), Hg(ll), Mg(ll), Ca(ll),
Mn(Il), y en general, cualquier metal que forme complejos coloreados con un
compuesto cromdgeno y cuyo complejo con inositol hexafosfato sea lo
suficientemente favorable para disminuir la cantidad de metal unida al

compuesto cromégeno.

Otros compuestos cromoégenos que se pueden usar, ademas de los ya
indicados, usando el mismo fundamento para la deteccién fotométrica de
inositol hexafosfato comprenden naranja de Xilenol, violeta de pirocatecol,
negro de eriocromo T, aluminon, calceina, ditizona, calmagita, y en general,
cualquier compuesto cromégeno que forme complejos coloreados con un metal
cuyo complejo con inositol hexafosfato sea lo suficientemente favorable para

disminuir la cantidad de metal unida al compuesto cromogeno en cuestion.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencidn. Los siguientes ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.
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EJEMPLOS

EJEMPLO 1

PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION/PRECONCENTRACION DE
INOSITOL HEXAFOSFATO EN ORINA HUMANA PARA SU POSTERIOR
DETERMINACION FOTOMETRICA

- Tomar un recipiente de 50-100 mL para cada muestra.

- Pesar 0,50 g de resina de intercambio aniénico fuerte (AG1-X8 Bio-Rad) en el
recipiente

- Tomar 20 mL de la orina a analizar, llevarla a pH = 3 con acido clorhidrico y
diluirla 72 (afiadir 20 mL de agua destilada)

- Poner los 40 mL de orina diluida en el recipiente con la resina y mantener en
contacto durante 15 minutos. Durante ese tiempo se debe agitar varias veces
(5 0 6) laresina y la orina para favorecer el proceso de intercambio o adsorcion
del inositol hexafosfato a la superficie de la resina.

- Transcurrido ese tiempo, transferir la orina y la resina a un recipiente que
disponga de una frita, para asi separar la orina de la resina. Dejar eluir la orina
y descartarla.

- Lavar la resina con 120 mL de HCI 50 mM agitando regularmente la resina y
el disolvente de lavado. Descartar el disolvente de lavado.

- Lavar la resina con 5 mL de agua destilada. Descartar el agua.

- Eluir con 4 mL de NaCl 2 M. La elucién se debe realizar en 4 pasos, utilizando
en cada uno de ellos 1 mL de eluyente. Mantener el eluyente en contacto con
la resina durante 5 min, agitando la mezcla 5 veces como minimo.

- Recoger los 4 mL en el mismo tubo y al finalizar, homogeneizar el eluato
mediante agitacién con vértex.

La cantidad de inositol hexafostato se determin6 posteriormente con la muestra
tratada obtenida y los valores habituales hallados con el presente método estan

en el rango 0-5 uM.
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EJEMPLO 2

PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION/PRECONCENTRACION DE
INOSITOL HEXAFOSFATO EN ORINA DE RATA PARA SU POSTERIOR
DETERMINACION FOTOMETRICA

- Tomar un recipiente de 50 mL para cada muestra

- Pesar 0,25 g de resina de intercambio anionico fuerte (AG1-X8 Bio-Rad) en el
recipiente.

- Tomar 10 mL de la orina a analizar, llevarla a pH = 3 con acido clorhidrico y
diluirla 72 (afiadir 10 mL de agua destilada)

- Poner los 20 mL de orina diluida en el recipiente con la resina y mantener en
contacto durante 15 minutos. Durante ese tiempo se debe agitar varias veces
(5 0 6) laresina y la orina para favorecer el proceso de intercambio o adsorcién
del inositol hexafosfato a la superficie de la resina.

- Transcurrido ese tiempo, transferir la orina y la resina a un recipiente que
disponga de una frita, para asi separar la orina de la resina. Dejar eluir la orina
y descartarla.

- Lavar la resina con 100 mL de HCI 50 mM agitando regularmente la resina y
el disolvente de lavado. Descartar el disolvente de lavado.

- Lavar la resina con 5 mL de agua destilada. Descartar el agua.

- Eluir con 2.5 mL de NaCl 2 M. La eluciéon se debe realizar en 5 pasos,
utilizando en cada uno de ellos 0.5 mL de eluyente. Mantener el eluyente en
contacto con la resina durante 5 min, agitando la mezcla 5 veces como minimo.
- Recoger los 2.5 mL en el mismo tubo y al finalizar, homogeneizar el eluato
mediante agitacién con vértex.

La cantidad de inositol hexafostato se determin6 posteriormente con la muestra
tratada obtenida y los valores habituales hallados con el presente método estan

en el rango 0-5 uM.
EJEMPLO 3

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION FOTOMETRICA DE
INOSITOL HEXAFOSFATO EN ORINA DE RATA O HUMANA POST
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PURIFICACION/PRECONCENTRACION CON EL COMPLEJO Zn-ZINCON

- Preparar el reactivo para la cuantificacion del inositol hexafosfato diariamente
y poco tiempo antes de su uso mediante mezcla de los siguientes volumenes
de disoluciones que se indican y en el orden en que aparecen:

R: 3,5 mL Zincon 1,25 mM + 3,2 mL tampdn borato/KCl 0.5 M (pH = 9.2) + 3,3
mL Zn(ll) 1 mM

- Preparar las disoluciones patrén de inositol hexafosfato (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14 uM) diariamente y poco tiempo antes de su uso en NaCl 2 M

- Poner 0,5 mL de reactivo R y 3 mL de muestra tratada del ejemplo 2 0 3 o
patrén en la cubeta, homogeneizar y medir la absorbancia a 620 nm a los 5
minutos de la mezcla en un espectrofotbmetro convencional. También se
puede utilizar un espectrofotometro lector de pocillos, adaptando

proporcionalmente los volumenes de reactivo R y de muestra.

Los valores habituales hallados con el presente método estan en el rango 0-5
uM.

EJEMPLO 4
PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION FOTOMETRICA DE
INOSITOL HEXAFOSFATO EN ORINA DE RATA O HUMANA POST
PURIFICACION/PRECONCENTRACION CON EL COMPLEJO Fe(lll)-
TIOCIANATO

- Preparar el reactivo para la cuantificacion del inositol hexafosfato diariamente
y poco tiempo antes de su uso mediante mezcla de los siguientes volumenes
de disoluciones que se indican y en el orden en que aparecen: 5 mL KSCN 4 M
+ 2,5 mL Glicina 0,1 M (pH = 2) + 1,4 mL H,O + 0,1 mL persulfato potasico 150
mM + 1,0 mL Fe(lll) 10 mM preparado en HNO3 1 M

- Preparar las disoluciones patron de inositol hexafosfato (0, 5, 10 20, 25 uM)
diariamente y poco tiempo antes de su uso en NaCl 2 M

- Poner 0,5 mL de reactivo y 3 mL de muestra tratada del ejemplo 2 0 3 o

20



ES 2 527534 Al

patron en la cubeta, homogeneizar y medir la absorbancia a 460 nm a los 5
minutos de la mezcla en un espectrofotbmetro convencional. También se
puede utilizar un espectrofotbmetro lector de pocillos, adaptando

proporcionalmente los volumenes de reactivo R y de muestra.

Los valores habituales hallados con el presente método estan en el rango 0-5
pM.
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento no-cromatografico para la determinacion cualitativa y/o
cuantitativa de un inositol fosfato en muestras biolégicas y que comprende las
siguientes etapas:

i) Poner en contacto la muestra con un intercambiador iénico sélido usando una
técnica estatica de bafo;

ii) Aislar el intercambiador iénico solido del resto de muestra sin reaccionar;

iii) opcionalmente lavar el intercambiador iénico solido;

iv) Extraer el inositol fosfato retenido sobre el intercambiador idnico soélido
obtenido en la etapa (ii) o (iii), preferiblemente utilizando una disolucion de un
acido o una sal; preferiblemente en varias etapas y conduciendo a una
concentracion de la muestra inicial en un factor superior a 2x;

v) opcionalmente concentrar el extracto durante la etapa anterior para mejorar
la sensibilidad;

vi) opcionalmente efectuar una hidrélisis del extracto obtenido en la etapa (iv) o
bien a partir de una disolucidén concentrada de la etapa (v); y

ix) detectar el inositol fosfato extraido en la etapa (iv) o concentrado en la etapa

(v) o su producto de hidrolisis obtenido en la etapa (vi).

2.- El procedimiento segun vindicacion 1, donde se efectua adicionalmente una
dilucion de la muestra biolégica previamente a la etapa (i), preferiblemente la
dilucion se lleva a cabo con agua, mas preferiblemente se diluye la muestra

como minimo 1/2 (muestra/diluyente).

3.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde se
efectua adicionalmente un ajuste del pH de la muestra biolégica previamente a
la etapa (i), preferiblemente en el rango 1 a 6, mas preferiblemente entre 2 y
4,5.

4.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la

muestra se selecciona entre sangre, plasma sanguineo, suero sanguineo,
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orina, heces o extractos de tejidos.

5.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el
intercambiador i6nico soOlido es una resina de intercambio anidnico,
preferiblemente la resina de intercambio anidnico se selecciona de la lista que
comprende AG1-X2, AG1-X4, AG1-X8, AG4-X4, Dowex 1X2, Dowex 1X4,
Dowex 1X8, SAX'y WAX, mas preferiblemente la resina es AG1-X8.

6.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la
cantidad de intercambiador idnico solido esta preferiblemente entre 0,2 gy 0,3

g respecto a 10 mL de muestra.

7.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde en la
etapa (i) la muestra y el intercambiador ibnico se ponen en contacto en un

recipiente durante 5 minutos como minimo.

8.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde en la
etapa (ii) se aisla el intercambiador i6nico solido mediante el uso de un
recipiente con un desaglie que presenta una frita, que evita que pase la fase

sélida, y preferiblemente que contenga una llave de paso.

9.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde en la
etapa (iii) el intercambiador idnico solido se lava con un volumen adecuado de
HCI, preferiblemente HCI 50 mM.

10.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde en
la etapa (vi) se extrae el inositol fosfato retenido sobre el intercambiador idnico
sélido con una disolucién de un acido o una sal, preferiblemente se extrae con
NaCl 2 M, mas preferiblemente usando un volumen de disolucion inferior o

igual al 25% del volumen de muestra usado.

11.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la
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deteccidon en la etapa (ix) se realiza mediante colorimetria, preferiblemente el
inositol fosfato a determinar se derivatiza haciéndolo reaccionar con un
complejo metal-compuesto cromdgeno que se puede seleccionar de la lista que

comprende Zn-zincon, Al-Lumogalion, Y-Piridilazo resorcinol y Fe-tiocianato.

12.- Un procedimiento para la determinacion cualitativa y/o cuantitativa de un
inositol fosfato que comprende la deteccion mediante fotometria donde el
inositol fosfato se derivatiza haciéndolo reaccionar con un complejo metal-
compuesto cromogeno seleccionado lista que comprende: Zn-zincon; Al-
Lumogalion; Y-Piridilazo resorcinol junto con un tampén aun pH de 6 a 11 y un
surfactante; y Fe-tiocianato, junto con un tampdn a un pH de 1 a 6 y un agente

oxidante.

13.- El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 donde el

inositol fosfato es inositol hexafosfato.

14.- Un kit para llevar a cabo el procedimiento segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, que comprende:

a) Una disolucion de un acido y/o una sal,

b) Un intercambiador i6nico sélido;

c) Un reactivo o conjunto de reactivos para la formacion de un compuesto
coloreado con el inositol fosfato (hidrolizado o no) y/o un reactivo o conjunto de
reactivos para la formacion de un compuesto coloreado que sera destruido por
el inositol fosfato; y

d) un recipiente con un desaglie que presenta una frita, que evita que pase la

fase sdlida, y preferiblemente que contiene una llave de paso.
15.- Uso del kit descrito segun la reivindicacion 14, para la determinacion

cualitativa y/o cuantitativa de inositol fosfato, mas preferiblemente inositol

hexafosfato.
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polyphosphates.” Analytical Biochemiestry (1982) Vol. 124,
paginas 425-431. Resumen, pagina 425-427.

D02 GRASES F., MARCH J.G., PRIETO R. M., SIMONET B. M., 2000
COSTA-BAUZA A., GARCIA-RAJA A., y CONTE A. “Urinary
phytate in calcium oxalate stone formers and healthy people.”
Scandinavian Journal of Urology and Nephrology (2000) Vol. 34,
paginas 162-164. Todo el documento.

D03 WANG N., HATCHER D. W., TYLER R. T., TOEWS R, 2010
GAWALKO E. J. “Effect of cooking on the composition of beans
(Phaseolus vulgaris L.) and chickpeas (Cicer arietinum L.) Food
Research International (2010) Vol. 43, paginas 589-594.

Pagina 590, columna 2.

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

La presente solicitud de invencion consiste en un procedimiento no cromatografico para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de inositol fosfato en muestras bioldgicas que comprende la puesta en contacto de la muestra con un
intercambiador iénico solido usando una técnica estatica de bafio, aislamiento del intercambiador iénico del resto de la
muestra sin reaccionar, extraccion del inositol fosfato retenido sobre el intercambiador iénico sélido, y la deteccion del
inositol fosfato extraido (reivindicaciones 1-13).

La presente solicitud de invencién también consiste en un kit para llevar a cabo el procedimiento anteriormente citado
(reivindicacion 4), y el uso de dicho kit para la determinacion cualitativa y cuantitativa de inositol fosfato (reivindicacién 15).

El documento D01 consiste en el aislamiento por cromatografia en columna de intercambio iénico de polifosfatos de inositol
para el estudio de su distribucidn, funcion y metabolismo en las células rojas de aves y otro vertebrados (ver resumen,
pagina 425-427).

El documento D02 consiste en un estudio sobre los niveles urinarios de fitato en un grupo pacientes con calculos de oxalato
célcico, y su comparacion con los obtenidos en personas sanas. Los niveles urinarios se determinan utilizando un método
indirecto de extraccion fotométrica (ver todo el documento).

El documento D03 consiste en un estudio para evaluar el efecto de la coccién doméstica en los compuestos nutricionales y
antinutricionales de varios tipos de habas y garbanzos.

Entre los compuestos que se evaluan se encuentra el acido fitico, el cual se extrae y se separa por cromatografia de
intercambio idnico antes de ser cuantificado colorimétricamente. Dicha extraccion se realiza con la resina de intercambio
AG1-X4 (ver pagina 590, columna 2).

1.- NOVEDAD (Art. 6,1 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986).

La invencion reivindicada difiere principalmente de los documentos D01-D03 en que ninguno de los documentos citados
muestra la purificacion de la molécula de inositol mediante el uso de un absorbente en fase solida utilizando la técnica
estética o de baro.

Asi, la invencion reivindicada implica un efecto mejorado comparado con el estado de la técnica. Ademas, no se considera
obvio que un experto en la materia obtenga la invencion a partir de los documentos mencionados anteriormente.

Por tanto las reivindicaciones 1-15 se consideran nuevas y con actividad inventiva en el sentido de los articulos 6.1 y 8.1 Ley
11/1986.
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