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DESCRIPCION

Haptenos derivados de fenetanolamina, inmundgenos y conjugados que los comprenden y anticuerpos que
reconocen dichos inmundgenos y conjugados

La presente invencion se refiere a un método para preparar haptenos que son Utiles para la preparacién de
inmundégenos, anticuerpos y conjugados, para el uso en inmunoensayos competitivos para la deteccion de
fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina.

La presente divulgacion también se refiere a un método y un estuche para detectar o determinar fenetanolaminas
tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina.

Por "detectar" se entiende analizar cualitativamente la presencia o ausencia de una sustancia. Por "determinar" se
entiende analizar cuantitativamente la cantidad de una sustancia.

La ractopamina es un agente fenetanolaminico mejorador de la flaqueza recientemente aprobado como un aditivo
alimentario para cerdos en los Estados Unidos. Puercos a los que se administra ractopamina en la dieta muestran
velocidades de crecimiento y eficacias de alimentacién incrementadas y una deposicién de grasas disminuida, con
relacion a los animales no tratados.

Los B-agonistas de fenetanolamina tienen una historia de uso con propdsitos no autorizados por productores de
ganado que esperan mejorar la economia de la produccién ganadera. El uso inapropiado de B-agonistas puede
provocar un riesgo grave para la salud humana debido a los residuos que dejan en la carne y otros productos
alimenticios de origen animal. En efecto, en Europa, todos los B-agonistas estan prohibidos para el uso en ganado y
para mejorar el rendimiento atlético bajo la Directiva de la UE 96/22/EC.

La presencia de residuos de farmaco en tejidos animales es un problema para la seguridad alimentaria,
especialmente cuando el compuesto se ha usado ilegalmente o de un modo proscrito por los funcionarios
reguladores (uso no autorizado). En un esfuerzo para combatir tal uso ilicito de compuestos B-agonistas, las
organizaciones reguladoras en todo el mundo prueban tejidos animales y fluidos corporales con respecto a la
presencia de tales farmacos ilicitos.

Se han usado ampliamente acciones de union especificas, tales como interacciones anticuerpo-antigeno, en
inmunoensayos para detectar una variedad de sustancias presentes en fluidos bioldgicos. Asi, por ejemplo, podrian
usarse radioinmunoensayos para la determinaciéon de fenetanolaminas tales como ractopamina, isoxsuprina y
ritodrina. Los radioinmunoensayos son muy sensibles pero no requieren trazadores radionucleotidicos. Los ensayos
de inmunoabsorcidon con enzimas ligadas (ELISA) son una alternativa no radiactiva que podria usarse para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina
y ritodrina.

Haasnoot et &l. (The Analyst (1994), 119, "Determination of fenoterol and ractopamine in urine by enzyme
immunoassay", 2675-2680) divulgan un inmunoensayo enzimatico urinario para ractopamina. El anticuerpo de
Haasnoot se derivaba de un derivado de fenoterol y mostraba 20% de reactividad cruzada con ractopamina, pero el
analisis de ractopamina no se correlacionaba bien con el analisis de GC-MS. Elliott et al. (The Analyst (1998), 123,
"Screening and confirmatory determination of ractopamine residues in calves treated with growth promoting doses of
the B-agonist", 1103-1107) divulgan un inmunoensayo para residuos de ractopamina. El anticuerpo de Elliott, cuando
se usaba en un inmunoensayo en el que las muestras se hidrolizaban enzimaticamente antes del analisis, se
correlacionaba bien con LC-MS-MS pero, como con Haasnoot et al., los anticuerpos se producian de un modo no
dirigido, contra un derivado de fentoterol.

Shelver y Smith (Journal of Immunoassay (2000), 21(1), "Development of an immunoassay for the B-adrenergic
agonist ractopamine”, 1-23) divulgan la preparacién de anticuerpos policlonales generados a partir de hemiglutarato
de ractopamina-KLH. El hapteno se prepara mediante la reaccién de ractopamina con anhidrido glutarico, seguido
por conjugacion con un material portador que confiere antigenicidad. El método empleado para sintetizar
hemiglutarato de ractopamina es incontrolado y dara como resultado la derivacion de ractopamina en una cualquiera
de las posiciones 1, 10, 10’ y N. El anticuerpo de Shelver y Smith generado muestra una sensibilidad (ICso) de 4,2
ng/ml hacia ractopamina. El anticuerpo también exhibe 33% de reactividad cruzada con dobutamina.

Shelver et al. (J. Agric. Food Chem. 48 (2000), "Production and characterisation of a monoclonal antibody against the
B-adrenergic agonist ractopamine”, 4020-4026 y su Patente de EE. UU. N° 6.274.334) divulgan la generacion de un
anticuerpo monoclonal, en el que se uso6 glutarato de ractopamina-hemocianina de lapa de ojo de cerradura como el
antigeno para la generacion de anticuerpo. El clon de anticuerpo seleccionado (5G10) muestra 5,3% de reactividad
cruzada con dobutamina y 3,6% de reactividad cruzada con ritodrina.
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Un anticuerpo policlonal se genera mediante inmunizacion repetida de un huésped mamifero no humano con el
inmundgeno diana. El antisuero resultante se recoge y los anticuerpos se aislan. Para generar un anticuerpo
monoclonal, linfocitos procedentes de un animal inmunizado se fusionan con una linea celular de mieloma para
producir células hibridas o hibridomas. Estos hibridomas pueden clonarse para la produccién del anticuerpo
monoclonal secretado. Un anticuerpo monoclonal reconocera un solo epitopo, mientras que un antisuero policlonal
puede reconocer varios epitopos en el mismo antigeno. De ahi que la tecnologia de anticuerpos monoclonales
pueda aplicarse habitualmente para generar un anticuerpo con mas especificidad para el inmundégeno diana.

En la referencia de Shelver et al. mencionada anteriormente, se ha usado un enfoque de ‘pistola de dispersion’ para
generar anticuerpos policlonales para ractopamina. El método incontrolado usado para preparar el hapteno de
ractopamina sugiere que el inmundgeno resultante estd compuesto por una mezcla de ractopamina ligada a
hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH) en una cualquiera de las posiciones 1, 10, 10’ y N. La inmunizacion
con tal inmundégeno dara como resultado la generacion de antisueros con una diversidad de especificidad. Esto se
corrobora en los datos de reactividad cruzada presentados en la referencia de Shelver. Su anticuerpo policlonal
reacciona cruzadamente 33% con dobutamina, mientras que su anticuerpo monoclonal reacciona cruzadamente
5,3% con dobutamina. En contraste, la introduccion dirigida de un grupo reticulador sobre un solo grupo hidroxilo
fendlico del hapteno diana, de acuerdo con la presente invencion, produce un efecto sorprendente (un reticulador
heterofuncional, segun se define en la presente memoria, es una estructura que incorpora uno 0 mas grupos
funcionales que contienen uno o mas heteroatomos, que se liga, por ejemplo, a través de unién covalente, con un
sustrato (en este caso un hapteno), siendo ademas capaz el reticulador de ligarse a un péptido, un polipéptido o una
proteina o un agente marcador detectable). Los anticuerpos generados para los presentes haptenos son altamente
especificos y no reaccionan cruzadamente significativamente con dobutamina. En el caso de la ractopamina, el
anticuerpo generado para el derivado en la posicién 10 reacciona cruzadamente 0,186% con dobutamina, mientras
que el anticuerpo generado para el derivado en la posicién 10’ exhibe una reactividad cruzada de <0,8% con
dobutamina. La unica explicacién para la reactividad cruzada de los anticuerpos de Shelver con dobutamina es que
Shelver et al. han generado anticuerpos para ractopamina derivados en el hidroxilo en la posicion 1 (grupo hidroxilo
en la cadena alifatica). Este grupo hidroxilo esta ausente en la dobutamina. La presencia de un solo grupo hidroxilo
en uno de los anillos aromaticos de los derivados de hapteno usados en la presente solicitud da como resultado un
alto grado de especificidad para ractopamina, isoxsuprina y ritodrina. Los anticuerpos de la presente solicitud
también son considerablemente mas sensibles que los anticuerpos policlonales y monoclonales de Shelver. Para la
ractopamina, el anticuerpo para el derivado en la posicion 10 tiene una ICsy de 0,082 ng/ml, mientras que el
anticuerpo para el derivado en la posicion 10’ tiene una ICso de 0,202 ng/ml. Los presentes anticuerpos exhiben
especificidad y sensibilidad mejoradas. La presente solicitud ilustra como puede generarse un anticuerpo superior
usando tecnologia de anticuerpos policlonales y el procedimiento de derivacion dirigida.

Nada de la técnica anterior conocida por los inventores divulga ni sugiere preparar haptenos de fenetanolaminas
tales como, pero no limitados a, haptenos de ractopamina, isoxsuprina o ritodrina mediante el método divulgado en
la presente memoria. El presente método permite el acoplamiento controlado de un grupo de reticulacién a un solo
grupo hidroxilo fendlico del hapteno. La presente invencion, al permitir la preparacién de haptenos y, por lo tanto,
inmundgenos derivados en un solo grupo hidroxilo fendlico, facilita la preparacion de anticuerpos para inmundgenos
derivados en un solo grupo hidroxilo fenélico. Nada de la técnica anterior divulga ni sugiere la derivacion dirigida de
fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, analogos de ractopamina, isoxsuprina y ritodrina en un solo grupo
hidroxi fendlico. Tales haptenos también forman parte de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 muestra las estructuras de ractopamina, ritodrina e isoxsuprina.
La Figura 2 muestra las estructuras de los Haptenos A, B, C, D y E.

Las Figuras 3-7 muestran esquemas de reaccién para la preparacion de los Haptenos/Inmunégenos A, B, C,
Dy E, respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacion describe haptenos biaromaticos derivados con reticuladores en un solo grupo hidroxilo
fendlico. Las estructuras de ractopamina, isoxsuprina y ritodrina se ilustran en la Figura 1.

La divulgacién también proporciona un hapteno derivado con un reticulador en Z4, en el que el hapteno tiene la
férmula estructural |
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en la que Z4 es un reticulador y Z, es H; Y es independientemente H o CH3; W es independientemente H o CH3; n es
independientemente 1 0 2; y m es independientemente 0 o 1. Adicionalmente, la invencion proporciona un hapteno
derivado con un reticulador en Z;, en el que el hapteno tiene la férmula estructural Il
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en la que Z4 es Hy Z, es un reticulador; Y es independientemente H o CH3; W es independientemente H o CHs; n es
independientemente 1 0 2; y m es independientemente 0 o 1.
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Mas preferiblemente, los haptenos tienen las formulas estructurales A, B, C, D o E segun se ilustra en la Figura 2.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para preparar un hapteno de formula |
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adecuado para el uso en la produccién de un anticuerpo capaz de unirse con al menos un epitopo estructural de una
fenetanolamina tal como, pero no limitada a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, comprendiendo el método la etapa
de hacer reaccionar un derivado de fenetanolamina de la férmula D, en la que Z1 es un reticulador, con un derivado

15 de fenilalquilcarbonilo de la formula E, en la que Z; es H; Y es independientemente H o CHs; W es
independientemente H o CHs; n es independientemente 1 o 2; y m es independientemente 0 o 1
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Preferiblemente, el derivado de fenetanolamina de la férmula D se prepara al hacer reaccionar hidrocloruro de
octopamina con Z1X4, en el que X4 es un haluro, preferiblemente un bromuro. Mas preferiblemente, el grupo amina
del hidrocloruro de octopamina se protege temporalmente con BOC, al hacer reaccionar el hidrocloruro de
octopamina con dicarbonato de di-terc-butilo antes de hacer reaccionar el hidrocloruro de octopamina protegido con
BOC con el Z4X4, retirandose subsiguientemente el grupo BOC.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para preparar un hapteno de formula Il

o)
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adecuado para el uso en la produccién de un anticuerpo capaz de unirse con al menos un epitopo estructural de una
fenetanolamina tal como, pero no limitada a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, comprendiendo el método la etapa
de hacer reaccionar un derivado de fenetanolamina de la formula D, en la que Z; es H, con un derivado de
fenilalcoxicarbonilo de la férmula E, en la que Z; es un reticulador; Y es independientemente H o CHs; W es
independientemente H o CHs; n es independientemente 1 0 2; y m es independientemente 0 o 1
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Preferiblemente, el derivado de fenilalquilcarbonilo de la férmula E se prepara al hacer reaccionar 4-(4-hidroxifenil)-
2-butanona con Z,X4, en el que X4 es un haluro, preferiblemente un bromuro.

Preferiblemente, el reticulador es -R-X,. Preferiblemente, R es un enlace bivalente y X, es un grupo heterofuncional.
Por "heterofuncional" se entiende un grupo funcional que contiene al menos un heteroatomo que es capaz de
enlazar el R del reticulador con cualquier material portador que confiera antigenicidad, para formar inmundégenos o,
alternativamente, agentes marcadores detectables, para formar conjugados. Mas preferiblemente, el grupo
heterofuncional X, es capaz de reaccionar con cualquier material portador que confiera antigenicidad, para formar
inmundgenos o, alternativamente, agentes marcadores detectables, para formar conjugados.

Lo mas preferiblemente, R se selecciona del grupo que comprende un grupo alquileno saturado o insaturado, de
cadena lineal o ramificada, sustituido o no sustituido, y un grupo arileno sustituido o no sustituido tal como un grupo
bencileno y X, se selecciona del grupo que comprende un &cido carboxilico o un éster del mismo; una amina; una
maleimida, un acido halocarboxilico o un éster del mismo, un aldehido, un grupo ditiopiridilo, un grupo vinilsulfona y

5
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un acido tiocarboxilico o un éster del mismo. Mas preferiblemente, R es un grupo alquileno saturado de cadena
lineal sustituido o no sustituido C+.5, lo mas preferiblemente Ci.;. Ventajosamente, X, se selecciona de un acido
carboxilico o un éster del mismo, un acido tiocarboxilico o un éster del mismo, un ditiopiridilo, una maleimida, o un
grupo aldehido. Lo mas ventajosamente, Xz es un grupo carboxilo (COOH) o un grupo tioacetilo (SCOCH3).

Los haptenos resultantes se derivan deliberadamente en un solo grupo hidroxilo fendlico de fenetanolaminas tales
como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina.

Los haptenos resultantes se emplean en la preparacion de inmunégenos al acoplarlos a materiales portadores que
confieren antigenicidad, modificados o no modificados, para proporcionar inmundgenos para la produccion de
anticuerpos y conjugados (trazadores) que tienen excelentes sensibilidad y especificidad para la deteccién o
determinacioén de fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina.

Por lo tanto, la invencidén proporciona un método para elaborar un inmunégeno que comprende un hapteno
preparado de acuerdo con la presente invencion, acoplado a un material portador que confiere antigenicidad.
Preferiblemente, el material portador es una proteina, un fragmento de proteina, un polipéptido sintético o un
polipéptido semisintético.

Los inmundgenos obtenidos se administran a continuacién a huéspedes mamiferos para provocar la produccion de
anticuerpos especificos, preferiblemente anticuerpos policlonales, que se usan a continuacién para desarrollar
inmunoensayos competitivos para fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y
ritodrina, empleando haptenos conjugados a agentes marcadores como conjugados o reactivos de deteccion.

En un aspecto adicional mas, la presente divulgacion trata de anticuerpos producidos contra los inmundgenos de la
presente invencién, siendo capaces los anticuerpos de unirse con al menos un epitopo estructural de
fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina. Preferiblemente, los
anticuerpos se fijan sobre un sustrato de apoyo. Mas preferiblemente, los anticuerpos muestran una reactividad
cruzada, cuando se compara con 100% para ractopamina, isoxsuprina y ritodrina, de menos de 5% para
dobutamina. Mas preferiblemente, los anticuerpos muestran una reactividad cruzada, cuando se compara con 100%
para ractopamina e isoxsuprina, de menos de 2,5%, mas preferiblemente menos de 1,5%, para dobutamina.
Separadamente o adicionalmente, los anticuerpos producidos para ractopamina muestran una reactividad cruzada,
cuando se compara con 100% para ractopamina, de menos de 0,75%, preferiblemente menos de 0,6%, para
ritodrina e isoxsuprina. Separadamente o adicionalmente, los anticuerpos producidos para isoxsuprina muestran una
reactividad cruzada, cuando se compara con 100% para isoxsuprina, de menos de 0,75%, preferiblemente menos
de 0,6%, mas preferiblemente menos de 0,25%, para cada una de ritodrina y ractopamina. Separadamente o
adicionalmente, los anticuerpos producidos para ritodrina muestran una reactividad cruzada, cuando se compara con
100% para ritodrina, de menos de 0,75%, preferiblemente menos de 0,6%, para ractopamina.

En un aspecto adicional mas, la presente invencién comprende un método para elaborar un conjugado que
comprende un hapteno preparado de acuerdo con el método de la presente invencion unido covalentemente a un
agente marcador detectable. Preferiblemente, el agente marcador se selecciona de una enzima, una sustancia
luminiscente, una sustancia radiactiva, o una mezcla de las mismas. Mas preferiblemente, el agente marcador es
una enzima, preferiblemente una peroxidasa, lo mas preferiblemente peroxidasa de rabano picante (HRP).
Alternativamente, o adicionalmente, la sustancia luminiscente puede ser un material bioluminiscente,
quimioluminiscente o fluorescente.

La invencién proporciona ademas un procedimiento para preparar los anticuerpos, comprendiendo el procedimiento
las etapas de inmunizar a un animal no humano, preferiblemente un animal no humano vertebrado, lo mas
preferiblemente un animal no humano mamifero, mediante la administracion repetida de un inmunégeno preparado
de acuerdo con la presente invencion, y recoger el suero resultante del animal inmunizado. Preferiblemente, el
procedimiento comprende ademas fijar dichos anticuerpos séricos a un sustrato de apoyo, preferiblemente un
soporte solido, lo mas preferiblemente un soporte soélido de poliestireno. Preferiblemente, los anticuerpos son
policlonales. Alternativamente, los anticuerpos son monoclonales.

En un aspecto adicional mas, la presente divulgacién se refiere a un método para detectar o determinar
fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina en una muestra,
comprendiendo el método poner en contacto la muestra con al menos un conjugado de la presente invencion, y con
al menos un anticuerpo la presente invencion; detectar o determinar el conjugado unido; y deducir de una curva de
calibracion la presencia de, o la cantidad de, la fenetanolamina en la muestra.

En un aspecto adicional, la divulgacién incluye un estuche para detectar o determinar fenetanolaminas tales como,
pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, incluyendo el estuche al menos un conjugado preparado de
acuerdo con la presente invencioén; y al menos un anticuerpo preparado de acuerdo con la presente invencion. El
estuche puede incluir opcionalmente instrucciones para el uso de dichos conjugados y dichos anticuerpos para
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detectar o determinar fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina en una
muestra.

Los métodos y estuches que usan anticuerpos y conjugados producidos para ractopamina de la presente invencion
muestran una ICso de menos de 2,5, preferiblemente menos de 1,5, mas preferiblemente menos de 0,75, lo mas
preferiblemente menos de 0,25, ng/ml para ractopamina. Los métodos y estuches que usan anticuerpos y
conjugados producidos para isoxsuprina muestran una ICso de menos de 2,5, preferiblemente menos de 1,5, mas
preferiblemente menos de 0,75, mas preferiblemente menos de 0,25, ng/ml para isoxsuprina. Los métodos y
estuches que usan anticuerpos y conjugados producidos para ritodrina muestran una ICsp de menos de 250,
preferiblemente menos de 150, ng/ml para ritodrina.

Preferiblemente, los anticuerpos se proporcionan, se fijan sobre un sustrato de apoyo, siendo preferiblemente el
sustrato de apoyo un soporte sélido que es, por ejemplo, un soporte soélido de poliestireno. Este puede tomar la
forma de una placa de microvaloracién o, alternativamente, un Biochip (Marca Comercial) tal como el que se divulga
en US-A-6.498.010. Fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, si estan
presentes en el estdndar y la muestra, compiten con conjugados que comprenden haptenos unidos covalentemente
a un agente marcador detectable tal como, pero no restringido a, peroxidasa de rabano picante, por el numero
limitado de sitios de anticuerpo sobre el sustrato de apoyo. Después de la incubacion a temperatura ambiente para
permitir que tenga lugar una reaccién de competicion, el sustrato de apoyo se lava a continuacion para retirar
reactivos en exceso. Si el agente marcador es peroxidasa de rabano picante, su sustrato se afade a continuacion y
sigue un periodo de incubacién para permitir el desarrollo maximo de la sefal. En un formato de ELISA, el desarrollo
del color se detiene a continuacién mediante la adicion de acido y esto produce un cambio de color de azul a
amarillo. La absorbancia se lee a 450 nm. A continuacion se construye una curva estandar para determinar la
concentracién de la fenetanolamina, tal como, pero no limitada a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina en la muestra
y el estandar. Alternativamente, en el formato de Biochip, la sefial generada tipicamente es quimioluminiscente y el
nivel de luz generado se cuantifica mediante una cdmara de dispositivo acoplado a carga (CCD) para determinar la
concentracion de las fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina en la
muestra o el estandar.

Preferiblemente, la muestra es una solucion, tal como un fluido biolégico. Mas preferiblemente, la muestra es suero
u orina.

Las muestras de orina pueden analizarse siguiendo un método de dilucién. Sin embargo, si la orina aparece sucia o
se requiere un limite de deteccién inferior, debe usarse un método de extraccion apropiado. Una dilucién simple
implica centrifugar la muestra de orina a, por ejemplo, 13000 rpm durante 10 minutos y a continuacion diluir la orina
centrifugada diez veces en diluyente diluido/tampén de lavado, después de lo cual la muestra puede aplicarse al
sustrato de apoyo.

La precision “intraensayo” del estuche de ELISA se determiné empleando muestras de orina negativas aderezadas
con 1 ng/ml y 5 ng/ml. Los resultados eran 5,95 y 6,62% CV, respectivamente. También se determind la precision
“interensayo” del estuche de ELISA para las mismas muestras de orina aderezadas y los resultados eran 11,83 y
5,90% CV, respectivamente.

En el método y el estuche de la presente divulgacion, se prefiere que los respectivos reticuladores (del inmunégeno
y el conjugado) sean diferentes.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion implica el uso de los conjugados de la presente invencion, o una
mezcla de los mismos, con los anticuerpos de la presente invencién, o una mezcla de los mismos, para detectar o
determinar fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina en muestras tales
como tejidos o fluidos biolégicos.

Preparacién de Haptenos

El hapteno éter de [10-O-(carboxipropil)Jractopamina (Hapteno A - derivado en la posicion 10) se preparé en tres
etapas de acuerdo con la Figura 3 de los dibujos adjuntos, a partir de 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona, 2. La reaccién de
4-(4-hidroxifenil)-2-butanona, 2 con 4-bromobutirato de etilo en dimetilformamida (DMF) en presencia de hidruro
sodico (NaH) da 4-[4-(3-oxobutil)fenoxilbutanoato de etilo 3. El cetoéster, 3, obtenido se hizo reaccionar con
hidrocloruro de octopamina, 4, en metanol en presencia de trietilamina (TEA) y cianoborohidruro sodico (NaBH3CN)
para dar éter de 10-O-[3-(etoxicarbonil)propillractopamina 5 con rendimientos moderados. El hapteno A se obtuvo
después de la saponificacion del éster, 5, con hidréxido sédico (NaOH) (2 N) en metanol.

El hapteno éter de 10-O-(4-carboxibencil)ractopamina (hapteno B - derivado en la posicién 10) se preparé mediante
el mismo método que el hapteno A en tres etapas de acuerdo con la Figura 4 de los dibujos adjuntos, a partir de 4-
(4-hidroxifenil)-2-butanona, 2. La reaccién de 2 con 4-(bromometil)benzoato de metilo, 6, en DMF en presencia de
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NaH, da 4-[4-(3-oxobutil)fenoximetillbenzoato de metilo, 7. La condensaciéon del cetoéster 7 con hidrocloruro de
octopamina 4 en metanol en presencia de trietilamina (TEA) y cianoborohidruro sédico da el éster 8. El hapteno B se
obtuvo después de la saponificacion del éster 8 con hidroxido sddico (2 N) en metanol.

El hapteno éter de 10’-O-(3-carboxipropil)ractopamina (Hapteno C - derivado en la posiciéon 10’) se preparé en seis
etapas, de acuerdo con la Figura 5 de los dibujos adjuntos, a partir de hidrocloruro de octopamina 4. La octopamina
protegida con BOC en N, 9, se obtuvo mediante la reaccién de 4 con dicarbonato de di-terc-butilo (BOC,0) en
metanol en presencia de TEA. La reaccion de N-BOC-octopamina 9 con 4-bromobutirato de etilo en acetonitrilo en
presencia de carbonato potasico (KoCO3) da el éster 10 con buen rendimiento. El tratamiento de 10 con acido
trifluoroacético en diclorometano da 4-[4-(2-amino-1-hidroxietil)fenoxilbutanoato de etilo, 11. La condensacion del
derivado de octopamina 11 con 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona 2 en metanol en presencia de TEA y cianoborohidruro
sédico (NaBH3;CN) da éter de 10’-O-[3-(etoxicarbonil)propillractopamina 12. El hapteno éter de 10’-O-(3-
carboxipropil)ractopamina, Hapteno C, se obtuvo después de la saponificacion del éter 12 al usar hidréxido sédico (2
N) en metanol.

El hapteno p-(carboximetil)isoxsuprina (Hapteno D) se prepard en cuatro etapas de acuerdo con la Figura 6 de los
dibujos adjuntos, a partir de hidrocloruro de alcohol a-(1-aminoetil)-4-hidroxibencilico 13. La isoxsuprina 15 se obtuvo
mediante la reaccién de 13 con fenoxi-1-propanona 14 en metanol en presencia de cianoborohidruro sédico y
trietilamina. El éster 16 se obtuvo mediante alquilacion selectiva de isoxsuprina 15 con bromoacetato de t-butilo en
acetonitrilo en presencia de carbonato potasico. El tratamiento del éster 16 con &cido trifluoroacético en
diclorometano daba la p-(carboximetil)isoxsuprina, Hapteno D.

El hapteno p-(carboximetil)ritodrina (Hapteno E) se prepard en cuatro etapas de acuerdo con la Figura 7 de los
dibujos adjuntos, a partir de 2-(4-hidroxifenil)etanol 17. La reaccion de 17 con bromoacetato de t-butilo en acetonitrilo
en presencia de carbonato potasico a 60°C da 2-[4-(t-butoxicarbonilmetoxi)fenilletanol 18. La oxidacién del alcohol
18 con clorocromato de piridinio (pcc) en diclorometano da el 2-[4-(t-butoxicarbonilmetoxi)fenilletanal 19. El éster 20
se obtiene mediante la condensacion del aldehido 19 con hidrocloruro de alcohol a-(1-aminoetil)-4-hidroxibencilico
13 en metanol en presencia de cianoborohidruro sédico y trietilamina. La desproteccién del grupo protector t-butilo
del éster 20 con HCI 4 M en dioxano a temperatura ambiente da el Hapteno E con un rendimiento moderado.

Preparacién de Inmundgenos y Conjugados

Aunque los haptenos de la presente invencién proporcionan epitopos estructurales definidos, no son inmunogénicos
en si mismos y por lo tanto necesitan conjugarse a materiales portadores, que provocaran una respuesta
inmunogénica cuando se administren a un animal huésped. Materiales portadores apropiados contienen
comunmente segmentos de poli(aminoacido) e incluyen polipéptidos, proteinas y glicoproteinas. Ejemplos
ilustrativos de materiales portadores Uutiles son albumina de suero bovino (BSA), ovoalbumina de huevo,
gammaglobulina bovina, globulina que se une a tiroxina, hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH), etc.
Alternativamente, pueden emplearse poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un niumero suficiente de grupos amino
disponibles, tales como lisina, como también otros materiales poliméricos sintéticos o naturales que tienen grupos
funcionales reactivos. En particular, carbohidratos, levaduras o polisacaridos pueden conjugarse al hapteno para
producir un inmundgeno.

Cada hapteno preparado de acuerdo con la presente invencién también puede acoplarse a un agente marcador
detectable tal como una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante), una sustancia que tiene propiedades
luminiscentes, quimioluminiscentes o fluorescentes o un marcador radiactivo para la preparaciéon de conjugados (o
reactivos de deteccion) para el uso en los inmunoensayos. La sustancia fluorescente puede ser, por ejemplo, un
residuo monovalente de fluoresceina o un derivado de la misma.

A fin de confirmar que se ha alcanzado una conjugacién adecuada del hapteno al material portador, antes de la
inmunizacién, cada inmundégeno se evalla usando espectroscopia de masas de tiempo de vuelo de
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS). Cada uno de los inmundgenos de la presente
invencién es adecuado para la inmunizacion, a fin de producir anticuerpos para la deteccién de fenetanolaminas
tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y ritodrina.

Procedimiento General para el Andlisis de Inmundgenos por MALDI-TOF.

Se realizé espectrometria de masas MALDI-TOF usando un espectrometro de masas de desorcion laser Voyager
STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Una parte alicuota de cada muestra que
habia de analizarse se diluyd en acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1% para crear soluciones de muestra de 1
mg/ml. Las partes alicuotas (1 pl) se analizaron usando una matriz de acido sinapinico y se uso6 albumina de suero
bovino (Fluka) como un calibrador externo.
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Preparacion de Antisueros

A fin de generar antisueros policlonales, cada inmundgeno de la presente invencion se mezcla con adyuvante de
Freund y la mezcla se inyecta en un animal huésped, tal como un conejo, una oveja, un ratén, un cobaya o un
caballo. Se realizan inyecciones adicionales (dosis de recuerdo) y el suero se muestrea para la evaluacién de la
concentracion de anticuerpo. Cuando se ha alcanzado la concentracién éptima, el animal huésped se sangra para
dar un volumen adecuado de antisuero especifico. El grado de purificacion de anticuerpo requerido depende de la
aplicacion pretendida. Para muchos propésitos, no se requiere purificacion, sin embargo, en otros casos, tales como
cuando el anticuerpo ha de ser inmovilizado sobre un soporte soélido, pueden adoptarse etapas de purificacion para
retirar material no deseado y eliminar la unién no especifica.

Los anticuerpos especificos preparados en esta invencién son Utiles como reactivos en inmunoensayos para la
deteccidén o la determinacion de fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y
ritodrina en fluidos bioldgicos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion de 4-[4-(3-Oxobutil)fenoxi]lbutanoato de etilo 3

A una suspension de hidruro sédico (dispersion al 60% en aceite mineral) (7,3 g, 0,183 moles) en DMF anhidro (100
ml) bajo atmoésfera de nitrégeno se afiadié gota a gota 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona 2 (20,0 g, 0,122 moles) en DMF
anhidro (100 ml) y la mezcla se agit6 a continuacion a temperatura ambiente durante una hora. A esta mezcla se
afadio gota a gota 4-bromobutirato de etilo (28,5 g, 0,146 moles) en DMF anhidro (50 ml), y la mezcla se agité a
continuacién a 60°C durante la noche. La DMF se retiré bajo presion reducida y a continuacion se afiadié agua (200
ml) al residuo y se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera (1 x 200 ml), se secaron sobre sulfato magnésico, se filtraron y se evaporaron hasta sequedad. El residuo
obtenido se purificé mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando acetato de etilo al 20%
en hexano como eluyente para dar 3 como un aceite incoloro (16,95 g, 50%).

IR (Pelicula): 1732; 1720; 1612,5; 1512,9; 1245,1 y 1178.
Ejemplo 2: Preparacion de Eter de 10-O-[3-(etoxicarbonil)propillractopamina 5

A una solucién de 3 (16,95 g, 0,061 moles) y HCI de octopamina (11,57 g, 0,061 moles) en metanol (300 ml) se
afadieron TEA (12,35 g, 0,122 moles) y cianoborohidruro sédico (3,83 g, 0,061 moles). La mezcla se agité a 50°C
durante la noche. Los disolventes se retiraron a vacio. Se afiadieron al residuo HCI (1 N) (150 ml) y agua (150 ml) y
se lavé con éter (1 x 300 ml). La fase acuosa se ajusté hasta pH 12-13 usando hidréxido sédico (6 N) y se extrajo
con acetato de etilo (3 x 250 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato magnésico, se
filtraron y se evaporaron hasta sequedad. El producto en bruto se purific6 mediante cromatografia de desarrollo
rapido sobre gel de silice usando metanol al 5-10% en cloroformo para dar el compuesto del epigrafe 5 (7 g, 28%)
como un sdlido blanco. IR (KBr): 3506; 3301,2; 1735,8; 1613,2; 1512,6; 1374,03; 1244,1; 1176,9 y 1046,5.

Ejemplo 3: Preparacion de Eter de 10-O-(3-carboxipropil)ractopamina (Hapteno A).

A la solucién del éster 5 (7 g, 0,169 moles) en metanol (90 ml) se afiadié hidroxido sédico (2 N) (30 ml). La mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. Los disolventes se retiraron a vacio y se afiadié agua (50 ml). El
pH de la solucidn se ajustd hasta 3-4 mediante la adicion de HCI (1 N) y el precipitado obtenido resultante se recogié
mediante filtracion y se secé en un desecador sobre P,0Os. El hapteno A se obtuvo como un soélido blanco (5,64 g,
86%).

Ejemplo 4: Preparacion de 4-[4-(3-Oxobutil)fenoximetil]lbenzoato de metilo 7.

El éster 7 se obtuvo al usar el mismo método que se describe en el Ejemplo 1 usando 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona 2
(20 g, 0,122 moles), hidruro sddico (7,3 g, 0,183 moles) y 4-(bromometil)benzoato de metilo (33,44 g, 0,146 moles)
6. El compuesto del epigrafe 7 se obtuvo como un aceite transparente (23,2 g, 61%).

Ejemplo 5: Preparacion de Eter de 10-O-[4-(metoxicarbonil)bencil]ractopamina 8.

El éster 8 se obtuvo al usar el mismo método que se describe en el Ejemplo 2 para la preparacion de 5, usando el
éster 7 (10,3 g, 0,33 moles), hidrocloruro de octopamina 4 (6,26 g, 0,33 moles), trietilamina (6,68 g, 0,066 moles) y
cianoborohidruro sédico (2,07 g, 0,33 moles). El éster 8 se obtuvo con rendimiento moderado (7 g, 50%). IR (KBr):
3171,4; 3025,6; 2942,3; 2850,69; 1717,08; 1612,84; 1595,68; 1511,9; 1281,1; 1250,1 y 1107.
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Ejemplo 6: Preparacion de Eter de 10-O-(4-carboxibencil)ractopamina (hapteno B).

El hapteno B se obtuvo con 77% de rendimiento como un soélido blanco usando el mismo método que se describe
para la preparacion del hapteno A (cfr. el Ejemplo 3). IR (KBr): 3118,8; 3034,2; 1700,7; 1613,6; 1515,56;

NMR ™C (CD30D): 169,6; 158,6; 158,5; 144,2; 134,2; 132,9; 131,3 (2C); 130,9 (2C); 130,5; 128,4 (2C); 128,1 (2C);
116,4 (2C); 116,1 (2C); 70,3; 70,1; 52,3; 52,25; 35,4; 31,8 y 16,5.

Ejemplo 7: Preparacion de N-[2-Hidroxi-2-(4-hidroxifenil)etil]-t-butilcarboxamida 9.

A una solucién de hidrocloruro de octopamina 4 (18,96 g, 0,1 moles) en metanol (200 ml) se afiadieron TEA (20,24
g, 0,2 moles) y dicarbonato de di-terc-butilo (26,19 g, 0,12 moles). La mezcla se agitdé a continuaciéon a temperatura
ambiente durante la noche. Los disolventes se retiraron a vacio y el residuo en bruto obtenido se purificé mediante
cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando acetato de etilo como eluyente para dar N-BOC-
octopamina 9 (23,2 g, 80%) como un solido blanco.

Ejemplo 8: Preparacion de 4-{4-[2-(t-Butilcarboxamido)-1-hidroxietil]fenoxi}butanoato de etilo 10.

A una solucién de N-BOC-octopamina 9 (23,2 g, 0,08 moles) en acetonitrilo (400 ml) se afadieron carbonato
potasico (44,29 g, 0,32 moles) y bromobutirato de etilo (23,41 g, 0,12 moles). La mezcla se agité y se calenté a
reflujo durante la noche. La solucién se dejo enfriar a continuacion hasta temperatura ambiente, se filtré y se
concentré hasta sequedad. El residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de
silice usando acetato de etilo al 50% en hexano como eluyente para dar el compuesto del epigrafe 10 (24,53 g,
78%) como un aceite transparente. IR (Pelicula): 3434,2; 2979,7; 2934,5; 1731,3 (ancho); 1611,9; 1512,5; 1367,5;
1247,2y 1172,8.

Ejemplo 9: Preparacion de Sal de acido trifluoroacético de 4-[4-(2-amino-1-hidroxietil)fenoxi]butanoato de
etilo 11.

A una solucion de etil-4-(carboxipropil)-N-BOC-octopamina 10 (14,26 g, 0,0363 moles) en diclorometano (80 ml) se
afadio acido trifluoroacético (40 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Los disolventes se
retiraron a vacio y el producto en bruto obtenido se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de
silice usando (metanol al 10% en cloroformo) para dar el compuesto del epigrafe 11 (12,2 g, 83%) como un aceite
ViSCoso0.

Ejemplo 10: Preparacién de Eter de 10’-O-[3-(etoxicarbonil)propillractopamina 12.

El éster 12 se prepard mediante la condensacion del compuesto 11 (21,89 g, 0,0574 moles) con 4-(4-hidroxifenil)-2-
butanona 2 (9,43 g, 0,0574 moles) usando el mismo método que se describe para la preparacion de 5 y 8. El
compuesto del epigrafe 12 (10 g, 42%) se obtuvo como un aceite amarillo.

IR (Pelicula): 3297,7 (ancho); 2936,7; 1732,1; 1612,07; 1514,5; 1446,4; 1375,5; 1174,3 y 1029,7
Ejemplo 11: Preparacion de Eter de 10’-O-(3-carboxipropil)ractopamina, hapteno C.

El hapteno C se obtuvo después de la saponificacion del éster 12, usando el mismo método que se describe para la
preparacién de los haptenos A y B, como un sélido blanco (6,2 g, 66%).

NMR '°C (CD30D): 177,17; 160,46; 156,9; 134,3; 132,4; 130,4 (2C); 128,4 (2C); 116,4 (2C), 115,7 (2C); 70,0; 68,1,
55,4; 52,2; 35,6; 31,7; 31,5; 25,8 y 16,5

Ejemplo 12: Preparacion de Isoxsuprina 15.

A una solucion de alcohol a-(1-aminoetil)-4-hidroxibencilico 13 (10,0 g, 0,049 moles) y fenoxi-2-propanona 14 (7,4 g,
0,049 moles) en metanol (200 ml) se afiadié TEA (10,5 g, 0,102 moles). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante la noche. Los disolventes se retiraron a vacio. Se afiadieron al residuo HCI (1N) (100 ml) y agua (100 ml) y
esto se extrajo con acetato de etilo (1 x 200 ml). La fase acuosa se basificd (pH 12-13) usando hidréxido sodico (6
N) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Los extractos organicos se combinaron y se lavaron con salmuera
(1 x 200 ml), se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron y se evaporaron hasta sequedad. El producto en bruto se
purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando metanol al 10% en cloroformo para
dar isoxsuprina 15 (8 g, 54%) como un solido blanco, p. f. 102-104°C.

10
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Ejemplo 13: Preparacion de Eter de 10’-O-(4-terc-butoxicarbonilmetil)isoxsuprina 16.

La isoxsuprina 15 (3,1 g, 10,3 milimoles) se disolvié en acetonitrilo (100 ml). Se afadieron a esta solucion carbonato
potasico (4,48 g, 32,4 milimoles) y bromoacetato de terc-butilo (3,16 g, 16,2 milimoles) y la mezcla se calenté a
reflujo durante la noche. La mezcla se dejo enfriar, se filtrd y el filtrado se concentré a vacio. El producto en bruto asi
obtenido se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando metanol al 5% en
cloroformo para dar 16 (2,27 g, 52%) como un aceite incoloro. NMR e (CDCls): 168,1, 158,7, 157,0, 134,5, 128,5,
127,3, 120,9, 114,5, 83,3, 73,7, 71,9, 65,9, 56,0, 49,6, 28,0, 18,3 y 15,2.

Ejemplo 14: Preparacion de Eter de 10’-O-(4-carboximetil)isoxsuprina, Hapteno D

A una solucién de éter de 10’-O-(4-terc-butoxicarbonilmetil)isoxsuprina 16 (2,08 g, 4,8 milimoles) en diclorometano
(25 ml) se anadié acido trifluoroacético (10 ml) y la mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante dos horas. El
disolvente se retird a vacio y el producto en bruto obtenido se purific6 mediante cromatografia de desarrollo rapido
sobre gel de silice usando metanol al 10% en cloroformo para dar el Hapteno D como una sal de TFA (1,5 g, 66%).

Ejemplo 15: Preparacion de 4-[2-Hidroxietil]fenoxiacetato de terc-butilo 18.

A una solucién de 2-(4-hidroxifenil)etanol 17 (27,6 g, 0,2 moles) en acetonitriio (300 ml) se afadié carbonato
potasico (110,5 g, 0,8 moles) y bromoacetato de terc-butilo (46,8 g, 0,24 moles) y la mezcla se agité y se calenté a
reflujo durante dos horas. La mezcla se dejé enfriar, se filtré y el filtrado se concentré a vacio. El producto en bruto
obtenido se purificé mediante cromatografia sobre gel de silice al usar acetato de etilo al 30% en hexano para dar 4-
[2-hidroxietil]fenoxiacetato de terc-butilo 18 (39,8 g, 83%) como un aceite transparente.

Ejemplo 16: Preparacién de 4-[Formilmetil][fenoxiacetato de terc-butilo 19.

A una solucién de 18 (20,0 g, 0,083 moles) en diclorometano anhidro (200 ml) se afadié clorocromato de piridinio
(PCC) (44,7 g, 0,207 moles) y la mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante dos horas. A continuacion, se
afnadio éter (500 ml) para extinguir la reaccién y la mezcla se filtré a continuacién a vacio a través de Celite (Marca
Comercial). La evaporacion de los disolventes a vacio proporcionaba el producto en bruto que se purific6 mediante
cromatografia de desarrollo rapido sobre gel de silice usando acetato de etilo al 20% en hexano para dar 19 (16,6 g,
80%) como un aceite amarillo.

Ejemplo 17: Preparacién de 4-[-2-(beta-Hidroxi-alfa-metil-4-hidroxifenetilamino)etil]fenoxiacetato de terc-
butilo, 20.

El éster 20 se prepardé mediante condensacion de 4-[formilmetillfenoxiacetato de terc-butilo (10,0 g, 0,04 moles) con
alcohol a-(1-aminoetil)-4-hidroxibencilico 13 (8,2 g, 0,04 moles) usando el mismo método que se describe para la
preparacion de 5, 8 y 16. El éster 20 (8,18 g, 51%) se obtuvo como un aceite amarillo.

Ejemplo 18: Preparacion de Acido 4-[-2-(beta-hidroxi-alfa-metil-4-hidroxifenetilamino)etil]fenoxietanoico,
Hapteno E

A una solucion del éster terc-butilico 20 (3,7 g, 0,92 milimoles) en 25 ml de dioxano anhidro se afiadi6é solucién de
acido clorhidrico (4 M) en dioxano (25 ml) y la mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente. La
evaporacion de los disolventes a vacio proporcionaba el producto en bruto que se purific6 mediante cromatografia
de desarrollo rapido sobre gel de silice usando metanol al 10% en cloroformo para dar la sal de HCI del hapteno E
(1,2 g, 34,2%) como un sdlido espumoso.

NMR'®C (CDsOD): 171,4, 159,6, 158,6, 132,6 (2), 131,6 (2), 130,8 (2), 128,3 (2), 116,6, 116,1, 84,8, 66,8, 59,8, 52,7,
32,6y 19,4.

Ejemplo 19: Conjugacién de los Haptenos A, B, C, Dy E a BSA (Preparacion de los Inmunégenos A, B,C,Dy
E).

A una solucién del hapteno A, B, C, D o E (58 mg, 0,15 mmoles) en DMF (1 ml) se afiadieron N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (34 mg, 0,165 mmoles) y N-hidroxisuccinimida (19 mg, 0,165 mmoles) y la mezcla se
agité a temperatura ambiente durante la noche. La diciclohexilurea formada se retiré mediante filtracion y el filtrado
se afadioé gota a gota a una solucion de BSA (200 mg) en hidrogenocarbonato sédico 0,1 M, pH 8,5 (12 ml). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. La solucién se dializé contra tampén de fosfato 50 mM,
pH 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4°C y a continuacion se liofilizo.

Los resultados de MALDI mostraban que 17 moléculas de hapteno A, 5,8 moléculas de hapteno B, 10,7 moléculas
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de hapteno C, 12,4 moléculas de Hapteno D y 6,2 moléculas para el hapteno E se han conjugado a 1 molécula de
BSA.

Ejemplo 20: Método general para la conjugaciéon de los Haptenos A, B, C, Dy E a HRP (Peroxidasa de rdbano
picante).

EDC.HCI (10 mg) se disolvié en agua (0,5 ml) y se afiadié inmediatamente a una solucion de Hapteno (Ao B o C o
D o E) (2 mg) en DMF (0,2 ml). Después de mezclar, esta solucion se afiadié gota a gota a una solucion de HRP (20
mg) en agua (1 ml). Se afiadidé sulfo-NHS (5 mg) y la mezcla de reaccién se incubd en la oscuridad a temperatura
ambiente durante la noche. El hapteno en exceso se retir6 al desalar con columnas PD-10 (Pharmacia) en serie,
preequilibradas con PBS (solucion salina tamponada con fosfato) a pH 7,2. El conjugado hapteno-HRP se dializé a
continuacioén durante la noche contra 10 | de PBS, pH 7,2, a 4°C.

Ejemplo 21: Preparacion de anticuerpos para los Inmunégenos Ay C, preparados en el Ejemplo 19.

Una solucion acuosa de cada inmundégeno se formulé con adyuvante completo de Freund (FCA) para formar una
emulsion que consistia en 2 mg/ml de inmundgeno en FCA al 50% (v/v). Tres ovejas fueron inmunizadas con esta
emulsion (12 inmunizacién), inyectandose subcutaneamente 0,25 ml en cada una de cuatro zonas del costado de
cada animal. Las inmunizaciones subsiguientes (dosis de recuerdo) contenian 1 mg/ml de inmundgeno. Todas las
dosis de recuerdo se emulsionaron en adyuvante incompleto de Freund (FIA) al 50% (v/v) y se administraron del
mismo modo que la 12 inmunizacion, a intervalos mensuales durante 1 afio. El muestreo de sangre tuvo lugar de 7 a
14 dias después de cada dosis de recuerdo. Cada muestra se procesd para producir antisuero, que se purificd
adicionalmente mediante precipitacion con acido caprilico y sulfato amoénico para dar una fraccion de
inmunoglobulina G (IgG). La fraccion de IgG se evalué mediante un ensayo en placa de microvaloracion tipo ELISA
competitivo, seguin se describe en el Ejemplo 22 posteriormente.

Ejemplo 22: Desarrollo de ELISA competitivos para ractopamina.

a) Los pocillos de una placa de microvaloracion de poliestireno de 96 pocillos con unién mejorada se revistieron con
la fraccion de IgG del antisuero producido para el inmundgeno A (hapteno A-BSA) (Ejemplo 19), diluida en Tris 10
mM, pH 8,5 (125 pl/pocillo). La dilucién apropiada del revestimiento de anticuerpo se determin6 usando técnicas de
tablero de ajedrez de ELISA estandar. La placa se incubo durante 2 horas a 37°C, se lavo 4 veces con solucion
salina tamponada con Tris que contenia Tween 20 (TBST) y se secé. Se prepararon soluciones estandar de
ractopamina en TBST a 0, 0,05, 0,1, 0,5, 1 y 5 ng/ml, y ul de cada una se anadieron a los pocillos apropiados. 75 pl
de conjugado A (hapteno A-HRP) (Ejemplo 20), diluidos en tampén de Tris (pH 7,2) que contenia EDTA, D-manitol,
sacarosa, timerosal y BSA, se afiadieron a cada uno de los pocillos. La dilucién apropiada de conjugado también se
determind usando técnicas de tablero de ajedrez de ELISA estandar. La placa se incub6 a 37°C durante 2 horas. El
conjugado no unido en exceso se retird al lavar 6 veces durante un periodo de 10 minutos con TBST. 125 pl de
solucion se sustrato de tetrametilbencidina (TMB) se afadieron a cada pocillo de la placa que se incubd a
continuacién durante de 15 a 20 minutes en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccion se termind mediante
la adicién de 125 pl de H2SO4 0,2 M a cada pocillo. La absorbancia se midié a continuaciéon a 450 nm usando un
lector de placas de microvaloracion. Los datos generados en el ensayo se presentan en la Tabla 1.

b) De un modo similar al descrito en el Ejemplo 15(a), los pocillos de una placa de microvaloracién de 96 pocillos se
revistieron con la fraccién de IgG del antisuero producido para el inmunégeno C (hapteno C-BSA) (Ejemplo 19), los
estandares se aplicaron a 0, 0,025, 0,1, 0,25, 0,5 y 1 ng/ml y el conjugado C (hapteno C-HRP) (Ejemplo 20) se
empled como reactivo de deteccion. Los datos generados se presentan en la Tabla 1. Las mismas definiciones se
aplican para Assp, B, Bg e ICsp.

Tabla 1: Datos generados a partir de ensayos en placa de microvaloracion competitivos para ractopamina,
empleando antisueros generados para el inmunédgeno A (hapteno A-BSA) (Ejemplo 19) y el inmundgeno
C (hapteno C-BSA) (Ejemplo 19).

Ejemplo 22 a) Ejemplo 22b)

Concentracion de Auso ng/ml %B/Bo Concentracion de Auso %B/Bo
Ractopamina Ractopamina

ng/ml ng/ml

0 2,385 100 0 1,994 100
0,05 1,276 53,5 0,025 1,683 84
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(continuacion)

Ejemplo 22 a)

Ejemplo 22b)

Concentracioén de Aasso ng/ml %B/Bg Concentracion de Ausso %B/Bg
Ractopamina Ractopamina

ng/ml ng/ml

0,1 1,181 49,5 0,1 1,302 65

0,5 0,566 23,7 0,25 0,918 46

1 0,404 16,9 0,5 0,68 34

5 0,151 6,33 1 0,469 24
ICs0 (ng/ml) 0,082 ICs0 (ng/ml) 0,202

Ays0 = absorbancia a 450 nm
B = absorbancia a 450 nm a una concentracion de estandar de x ng/ml
By = absorbancia a 450 nm a una concentracion de estandar de 0 ng/ml
ICs0 = concentracion de estandar que produce 50% de B/Bg

%CR = porcentaje de reactividad cruzada basado en la especificidad para ractopamina - esto es lo que
se entiende por el término “reactividad cruzada” en la presente memoria descriptiva.

Ejemplo 23: Reactividad Cruzada de ELISA Competitivos para Ractopamina

A fin de determinar la especificidad de los ELISA competitivos para ractopamina, soluciones estandar de una gama
de B-agonistas estructuralmente similares se prepararon en TBST. Empleando cada serie de estandares en los
ELISA competitivos para ractopamina, se generaron curvas de calibracion y estas se usaron para determinar la
reactividad cruzada de cada inmunoensayo con estas sustancias. Los resultados de este estudio se presentan en la
Tabla 2, calculandose la reactividad cruzada de acuerdo con la siguiente féormula:

%CR = ICSO\ ractopamina / ICSO, cr X 100

en la que %CR es el porcentaje de reactividad cruzada, ICsp, ractopamina €S 12 concentracion de ractopamina que
provoca 50% de desplazamiento de la sefial y ICso, cr €S la concentracion de reaccionante cruzado potencial que
provoca 50% de desplazamiento de la sefal.

Tabla 2: Reactividad cruzada de los ELISA competitivos para ractopamina

Compuesto Ejemplo 23 a) Ejemplo 23 b) pAb de Shelver mAb de Shelver
ICso cr %CR ICso cr %CR ICs0 cr %CR ICso cr %CR
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

Ractopamina 0,082 100 0,202 100 4,2 100 2,69 100

Dobutamina 44,2 0,186 >50 <0,8 12,7 33 50,3 53

Isoxsuprina >50 <0,16 >50 <0,6 6.200 0,1 1,391 0,2

DL- >50 <0,16 >50 <0,5 >100.000 | <0,01 NA NA

Isoproterenol
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(continuacion)

Compuesto Ejemplo 23 a) Ejemplo 23 b) pAb de Shelver mAb de Shelver
ICs0 cr %CR ICs0 cr %CR ICs0 cr %CR ICs0 cr %CR
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

Ritodrina >50 <0,16 >50 <0,5 577 0,8 73,8 3,6

Xinafoato  de | >50 <0,16 >50 <0,5 1,800 0,2 1519 0,2

Salmeterol

Metil- >50 <0,16 >50 <0,05 NA NA NA NA

Clembuterol

Fenoterol >50 <0,16 >50 <0,05 310 1,3 2.682 0,1

Pirbuterol >50 <0,16 >50 <0,05 NA NA NA NA

Tulobuterol >50 <0,16 >50 <0,05 NA NA NA NA

Dopamina >50 <0,16 >50 <0,01 NA NA NA NA

Salbutamol >50 <0,16 >50 <0,01 79.000 <0,01 NA <0,1

Clembuterol >50 <0,16 >50 <0,01 >100.000 | <0,01 NA <0,1

Metaproterenol | >50 <0,16 >50 <0,01 >100.000 | <0,01 NA NA

Terbutalina >50 <0,16 >50 <0,01 NA NA NA NA

Cimaterol >50 <0,16 >50 <0,01 NA NA NA NA

Bametano >50 <0,16 >50 <0,01 2.900 0,1 831 0,3

(-) Isoproterenol | >50 <0,16 >50 <0,01 NA NA NA NA

Mabuterol >50 <0,16 >50 <0,01 NA NA NA NA

ICs0,cr = concentracion de reaccionante cruzado potencial de provoca 50% de desplazamiento de la sefial
%CR = porcentaje de reactividad cruzada basado en la especificidad para ractopamina

pAb de Shelver = antisuero policlonal de Shelver (Shelver y Smith, Journal of Immunoassay (2000), 21(1))
mADb de Shelver = anticuerpo monoclonal de Shelver (Shelver et al., J. Agric. Food Chem. 48 (2000))

Los datos presentados en la Tabla 2 indican que los inmunoensayos de ractopamina desarrollados empleando
anticuerpos generados para el hapteno A y el hapteno B son altamente sensibles con valores de ICsy de 0,082 y
0,202 ng/ml, respectivamente. Estos inmunoensayos son considerablemente mas sensibles que los presentados en
la técnica anterior. Por ejemplo, Shelver et al. (2000) presentaban una ICsy de 4,2 ng/ml para su EIA con
ractopamina. Los datos de especificidad presentados en la Tabla 2 indican que los anticuerpos empleados son
altamente especificos para ractopamina. Hay una reactividad cruzada insignificante con dobutamina (<0,8%) para
ambos anticuerpos en la presente solicitud, en comparacion con la publicada en la técnica anterior. Por ejemplo,
Shelver et al. presentaban 33% de reactividad cruzada con dobutamina para su anticuerpo policlonal y 5,3% de
reactividad cruzada con dobutamina para su anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos derivados de ractopamina de la presente invencion daran por lo tanto resultados altamente
especificos cuando se rastrean muestras bioldgicas con respecto a la presencia de ractopamina.
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Ejemplo 24: Desarrollo de un ELISA Competitivo para Isoxsuprina

De un modo similar al descrito en el Ejemplo 22(a), los pocillos de una placa de microvaloracién de 96 pocillos se
revistieron con la fraccion de IgG del antisuero producido para el inmunégeno D (hapteno D-BSA) (Ejemplo 19), se
aplicaron estandares de isoxsuprina a 0, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 y 200 ng/ml y el conjugado D (hapteno D-HRP)
(Ejemplo 20) se emple6 como reactivo de deteccion. Los datos generados se presentan en la Tabla 3.

Ejemplo 25: Desarrollo de un ELISA Competitivo para Ritodrina

De un modo similar al descrito en el Ejemplo 22(a), los pocillos de una placa de microvaloracién de 96 pocillos se
revistieron con la fraccién de IgG del antisuero producido para el inmundgeno E (hapteno E-BSA) (Ejemplo 19), se
aplicaron estandares de ritodrina a 0, 1, 5, 10, 50, 100, 500 y 1000 ng/ml y el conjugado E (hapteno E-HRP)
(Ejemplo 20) se empled como reactivo de deteccion. Los datos generados también se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Datos generados a partir de ensayos en placa de microvaloracién competitivos para isoxsuprina y ritodrina,
empleando antisueros generados para el inmunégeno D (hapteno D-BSA) (Ejemplo 19) y el inmundégeno E (hapteno
E-BSA) (Ejemplo 19).

Ejemplo 24 Ejemplo 25
Concentraciéon Auso %B/Bg Concentraciéon de | Asso %B/Bo
de Isoxsuprina Ritodrina
ng/ml ng/ml
0 2,345 100 0 1,946 100
0,5 0,743 31,6 1 1,791 92,0
1 0,399 17,0 5 1,602 82,3
5 0,158 6,7 10 1,562 80,2
10 0,115 49 50 1,260 64,7
50 0,036 1,5 100 1,088 55,9
100 0,032 1,3 500 0,584 30,0
200 0,022 0,9 1000 0,440 22,6
ICs0 (Ng/ml) 0,230 ICso (ng/ml) 115,230
Asso = absorbancia a 450 nm
B = absorbancia a 450 nm a una concentracion de estandar de x ng/ml
Bo = absorbancia a 450 nm a una concentracion de estandar de 0 ng/ml
ICs0 = concentracion estandar que produce 50% de B/Bo

Ejemplo 26: Reactividad cruzada de ELISA Competitivos para Isoxsuprinay Ritodrina

De un modo similar al descrito en el Ejemplo 23, se determind la reactividad cruzada de cada inmunoensayo con
isoxsuprina, ritodrina, dobutamina y ractopamina. Los resultados de este estudio se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4: Reactividad cruzada de los ELISA competitivos para isoxsuprina (Ejemplo 24) y ritodrina (Ejemplo 25)

Compuesto Ejemplo 24 Ejemplo 25

ICs0 cr NG/mI %CR ICs0 cr NG/mI %CR
Isoxsuprina 0,230 100 569,7 20,2
Ritodrina >200 <0,1 115,2 100
Dobutamina >200 <0,1 >1000 <5,0
Ractopamina >200 <0,1 >1000 <0,5
ICs~o cr = Concentracion de reaccionante cruzado potencial que provoca 50% de desplazamiento de
f/:;:)(r;aRI = Porcentaje de reactividad cruzada basado en la especificidad para isoxsuprina (Ejemplo 24) o
ritodrina (Ejemplo 25)

Este alto grado de especificidad mostrado en los Ejemplos 23 y 26 se ha alcanzado mediante una derivacion dirigida
en uno solo grupo hidroxi fendlico de fenetanolaminas tales como, pero no limitadas a, ractopamina, isoxsuprina y
ritodrina y asegura que los resultados positivos falsos se mantienen en un minimo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar un hapteno de férmula |

_(Om
N (CHn

Z;

I\

(O

Hapteno |

adecuado para el uso en la produccion de un anticuerpo capaz de unirse a al menos un epitopo estructural de una
fenetanolamina tal como, pero no limitada a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, comprendiendo el método la etapa
de hacer reaccionar un derivado de fenetanolamina de la férmula D, en la que Z1 es un reticulador, con un derivado
de fenilalquilcarbonilo de la formula E, en la que Z; es H; Y es independientemente H o CHsz; W es
independientemente H o CHs; n es independientemente 1 0 2; y m es independientemente 0 o 1

o (O)m
z,/ % Nz,
w (CHy)n
NH, T \(o)m
OH fe)

D E

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el derivado de fenetanolamina de la férmula D se prepara
al hacer reaccionar hidrocloruro de octopamina con Z1X4, en el que X1 es un haluro, preferiblemente un bromuro.

3. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que el grupo amina del hidrocloruro de octopamina se
protege temporalmente con BOC, al hacer reaccionar el hidrocloruro de octopamina con dicarbonato de di-terc-butilo
antes de hacer reaccionar el hidrocloruro de octopamina protegido con BOC con el Z:X4, retirandose
subsiguientemente el grupo BOC.

4. Un método para preparar un hapteno de férmula Il

o)
z,/ Y w
)\ _(Om
N (CHyn
OH Z;

(O)m

Hapteno I

adecuado para el uso en la produccion de un anticuerpo capaz de unirse a al menos un epitopo estructural de una
fenetanolamina tal como, pero no limitada a, ractopamina, isoxsuprina o ritodrina, comprendiendo el método la etapa
de hacer reaccionar un derivado de fenetanolamina de la formula D, en la que Z; es H, con un derivado de
fenilalcoxicarbonilo de la férmula E, en la que Z; es un reticulador; Y es independientemente H o CHs; W es
independientemente H o CHs; n es independientemente 1 0 2; y m es independientemente 0 o 1
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~ © ©m

w (CHy)n

NH, \ﬂ/ ~om

OH fo)

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el derivado de fenilalquilcarbonilo de la férmula E se
prepara al hacer reaccionar 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona con Z,Xi, en el que X; es un haluro, preferiblemente un
bromuro.

6. Un método para elaborar un inmunégeno, comprendiendo el método preparar un hapteno de acuerdo con el
método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; y acoplar el hapteno a un material portador que confiere
antigenicidad, seleccionandose preferiblemente el material portador del grupo que comprende una proteina, un
fragmento de proteina, un polipéptido sintético y un polipéptido semisintético.

7. Un método para elaborar un inmunégeno, comprendiendo el método preparar un hapteno de acuerdo con el
método de la reivindicacion 4 o 5; y acoplar el hapteno a un material portador que confiere antigenicidad,
seleccionandose preferiblemente el material portador del grupo que comprende una proteina, un fragmento de
proteina, un polipéptido sintético y un polipéptido semisintético.

8. Un método para elaborar un anticuerpo, comprendiendo el método preparar un inmunégeno de acuerdo con el
método de la reivindicacion 6 e inmunizar un animal no humano con el inmundégeno, siendo capaz el anticuerpo de
unirse a al menos un epitopo estructural de una fenetanolamina tal como ractopamina, isoxsuprina o ritodrina.

9. Un método para elaborar un anticuerpo, comprendiendo el método preparar un inmunégeno de acuerdo con el
método de la reivindicacion 7 e inmunizar un animal no humano con el inmunégeno, siendo capaz el anticuerpo de
unirse a al menos un epitopo estructural de una fenetanolamina tal como ractopamina, isoxsuprina o ritodrina.

10. Un método para elaborar un conjugado, comprendiendo el método preparar un hapteno de acuerdo con el
método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; y unir covalentemente el hapteno a un agente marcador
detectable, seleccionandose preferiblemente el agente marcador del grupo que comprende una enzima, una
sustancia luminiscente, una sustancia quimioluminiscente y una sustancia radiactiva.

11. Un método para elaborar un conjugado, comprendiendo el método preparar un hapteno de acuerdo con el
método de la reivindicacion 4 o 5; y unir covalentemente el hapteno a un agente marcador detectable,
seleccionandose preferiblemente el agente marcador del grupo que comprende una enzima, una sustancia
luminiscente, una sustancia quimioluminiscente y una sustancia radiactiva.
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Estructuras quimicas de Ractopamina, Ritodrina e Isoxsuprina
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Estructura Quimica de los Haptenos A, B, C,Dy E
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Reacciones quimicas para la preparacion del Hapteno A y el Inmunégeno A
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Reacciones quimicas para la preparacion del Hapteno B y el Inmunégeno B
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Reacciones quimicas para la preparacion del Hapteno C y el Inmunoégeno C
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Reacciones quimicas para la preparacion de Hapteno D e Inmundgeno D
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Reacciones quimicas para la preparacion del Hapteno E y el Inmundgeno E
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