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DESCRIPCION

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La deteccidn y cuantificacion analitica de drogas psicoactivas, drogas terapéuticas, residuos de firmacos

veterinarios ¥ contaminantes ambientales, tales como pesticidas y sustancias quimicas industriales,
constituyen una préctica comercial importante y generalizada, y se puede llevar a cabo en el laboratorio o
sobre el terreno. El equipo analitico utilizado en el laboratorio y en el terreno puede ser el mismo, pero
los métodos en el terreno estan generalmente mas limitados debido alf tameafio y a la capacidad de analisis.
Por ejemplo, a pesar de que se han elaborado formatos portatiles, los métodos analiticos mds
cominmente utilizados para una cuantificacién precisa son la cromatografia de gases (CG) y la
cromatografia liquida (CL), a menudo vinculadas a los espectrémetros de masas (lo gue da GC-MS y
LC-MS por sus siglas en inglés, respectivamente) y su utilizacién se restringe a2 un entorno de
laboratorio. Las principales alternativas a los métodos cromatograficos se basan en la interaccion de
moléculas a través de reacciones quimicas ¢ de formacién de complejos quimicos, estando esta dltima
caracterizada por Ia unién del anticuerpo-ligando. Las principales ventajas de estos métodos quimicos
“vinculantes”, en comparacién con los métodos cromatogréficos, son su relativo bajo coste y su sencillez

y portabilidad, lo que permite su utilizacién sobie el terreno.

El hidrato de cloral 2,2,2-tricloroetanediol se utiliza como sedante en el proceso de anestesia y como
precursor quimico en quimica orgdnica sintética. Su utilizacidén para corbatir el insomnio puede
conducir a Ia adiccién y a la sobredosis (Gaullier y col. 2001; Engelhart y col. 1998). La sobredosis de
hidrato de cloral se detecta a2 menudo mediante la reaccion de Fujiwara, que detecta el metabolite 2,2,2-
tricloroetanol, seguido por la cuantificacién mediante GC-MS. Sus propiedades sedantes han sido
explotadas para su wso ilegal: esta sustancia, mezclada con alcohol, produce las famosas "gotas
nogueadoras” o "Mickey Finn", insipidas e inodoras e histéricamente conocidas por su utilizacién para
cometer robos con mayor facilidad. En cualquier debate o andlisis sobre Ia violacién por sumisién
quimica (DFR, por sus siglas en inglés) por lo general se menciona el hidrato dg cloral. Sin embargo, la
prueba definitiva de su uso en la DFR es por lo general poco eficiente, lo que implica o bien que dicho
uso es poco frecuente, 0 que existen problemas para detectar esta sustancia. El hidrato de cloral se
metaboliza ripidamente (Breimer 1974) y los principales metabolitos son tricloroetanol, tricloroetanol
glucurénido (TGC) y 4cido tricloroacético, con sus respectivas vidas medias de 7-10 horas, 7-10 horas y
aproximadamente 4 dias (PharmGKB: The Pharmacogenetics and Pharmacogenomics Knowledge Base,
Chloral Hydrate, Accession ID:PA448925). En las veinticuatro horas posteriores a la administracion de
una dosis via oral dnica de hidrato de cloral, aproximadamente el 0,7 % se excreta en Ja orina como
tricloroetanol y el 28 % como TGC. (Eliminacién de drogas y sustancias quimicas t6xicas en el hombre,

octava edicion foriginal inglés: Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man, eighth edition]). Los
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métodos analiticos para detectar y cuantificar los metabolitos de hidrato de cloral incluyen una CG
equipada con un detector ECD (Breimer 1977; Ikedo y col. 1984) y la reaccién Fujiwara mis CG-EM
(Heller y col. 1992).

El hidrate de cloral es un producto derivado de los productos de desinfeccion (DBP por sus siglas en
inglés) que se utilizan en la cloracién industrial del agua, atribuido a la reaccion del cloro con la materia
orgénice traza como el 4cido hiimico, y ha sido clasificado como un posible carcinégeno humano por la
Agencia de Proteccién Ambiental de EE. UU. (EPA) y Health Canada. La EPA de EE, UU. ha aprobado
un método que uliliza cromatografia de gases y deteccién de captura de electrones {CG-DCE) para su
cuantificacién y Health Canade sugiere una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,3 mg al dia para una
persona comin (Health Canada, Orientacion sobre hidrato de cloral en el agua potable), Los niveles en el
agua potable se han calculado en una cifra que oscila entre 1,2 y 8,4 ng/m! (maximo 23 ng/ml) en Canadi
y entre 1,7 y 2,5 ng/ml (miximo 46 ng/ml) en Estados Unidos. El tricloroetileno es un disolvente
industrial muy utilizado en la limpieza y el desengrasado del metal y la exposicién humana a esta
sustancia quimica puede producirse a través del aire contaminado, el agua potable o los alimentos. Tras
su inhalacion o ingestion, la sustancia quimica se metaboliza répidamente a través de dos rutas: Ia
conjugacion con glutation, que es la ruta menor, y la cxidacién por las enzimas del citocromo P450, que
es la ruta principal. La ruta principal de oxidacion produce el epéxido, que se transforma ripidamente en
hidrato de cloral o cloral, seguido por la sintesis de tricloroetanol, y, finalmente, la formacion de
glucurdnido tricloroetanol (L.H. Lash y col. 2000), EI glucurénido se encuentra en la orina de los seres
humanoes u otros mamiferos que se han visto expuestos al tricloroetileno, o a los que se les ha
administrado tricloroetileno (Lash y col. 2000 20; Stenner y col. 1997, Kim y Ghanayem 2006) y se ha

relacionado con las enfermedades autoinmunes.

Por lo tanto, la disposicidn de un ensayo que se base en anticuerpos para estudiar un caso de violacién en
la que se ha utilizado hidrato de cloral, un exceso de cloro en el agua y la sospecha de exposicion al
tricloroetileno, constituirian una alternativa rapida y barata frente z los métodos actuales para detectar la
sustancia. Por otra parte, un dispositivo listo para utilizar, como una varilla de medicién, permitirfa a las
personas o agencias de vigilancia del medio ambiente detectar el hidrato de cloral, cloro y tricloroetileno
de forma indirecta mediante la medicion de TCG en muestras de orina. En la actualidad no existen
inmunoandlisis conocidos para el hidrato de cloral 0 sus metabolitos, tricloroetanol, glucurénido

tricloroetanol y cido tricloroacético.
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COMPENDIO DE LA INVENCION

El presente documento describe el primer inmunoandlisis conocido que confirma de forma indirecta la
presencia o el uso de hidrato de cloral. Debido al répido metabolismo de! hidrato de cloral, los inventores
desarroliaron, mediante nuevos inmundgenos y un nuevo anticuerpo, un inmunoandlisis sustituto para su
deteccién y cuantificacién que se enfoca en el metabolito TCG. El anticuerpo de la invencién es
sorprendentemente especifico para TCG. E! uso de un anticuerpo especifico TCG en un contexto de un
inmunoanalisis resuelve las limitaciones de recursos y practicas asociadas a los métodos analiticos
descritos anteriormente y que se utilizan para detectar el hidrato de cloral y sus metabolitos, lo que

permite su aplicacién en diversas 4reas como la DFR, andlisis del agua y toxicologia ambiental.

PIBUJOS

Ilustracion I Preparacion de Hapteno A
Hustracién 2 Preparacion de Hapteno B
Rustracién 3 Antigeno 11

Tinstracién 4 Hidrato de cloral y metabolitos

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencién es un antigeno de !a estructura (estructura 1)
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reticnlznten

accm

Estructura 1

donde n =0 o 1. Donde n = 1, ¢l agente de reticulacién se une al carbonilo sustituyente del anilio de
tetrahidropirano al accm (siglas en inglés), un material transportador que confiere antigenicidad. Ei
agente de reticulacién es un grupo que une ¢l hapteno 4l acem. El hapteno de Ia presente invencidnes la
fraccién de triclorometilpirano de la Estructura 1 que esté unida bien al reticulante o al accm. Ef agente
de reticulacion, es preferiblemente -X-Y-Z-, dende X es un heterodtomo, preferiblemente nitrogeno,
oxigeno o azufte; Y es un C,-Ci, preferiblemente un C2-Cs, fraccién de cadena lineal de alquileno, o
fraccién de alquileno; Z (antes de Iz conjugacién con el acem) se selecciona de un carboxi, un
ditiopiridilo, una maleimida, un amino, un hidrexilo, un tiol, un tioéster o una fraccién de aldehido, més
preferiblemente una fraccién de carboxi. Un antigeno preferido es donde n = 0, es decir un antigenoen
en el que el TCG est4 unido directamente al accm. Un antigeno preferido de Ia invencioén es el Antigeno

11 (Ejemplo 5).

Un segundo aspecto de la invencién es un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de TCG
pata su uso en la deteccién de TCG en una muestrs in vitro tomada de un paciente. El anticuerpo es
producido contrs un antigeno de la estructura 1. Segin lo comprenderia un experto en ia materia,
implica especificamente que el anticuerpo de la invencién se una al TCG y no a las moléculas
compuestas de subestructuras moleculares del TCG, como por ejemplo el glucurénido de etilo que
contiene el anillo de azicar de TCG o tricloroacético 4cido que contiene la fraccidn de triclorometilo del

TCG.

El accm puede ser cualquier material que convierta la molécula hapteno-accm en antigeno. Por ejemplo,

el accm puede ser una proteina, un fragmento de protefna, un polipéptido sintético o un polipéptido



10

15

20

25

ES 2424817713

semisintético. El anticuerpo puede ser monoclonal, pero es preferible que sea policlonal. Otro aspecto de

Ia invencidn es el método para confirmar que una persona ha ingerido hidrato de cloral.

El método consiste en poner en contacto una muestra in vitro tomada de dicha persona y un conjugado
{como TCG-HRP - véase el Ejemple 6), y un anticuerpo que se une a un epitopo de TCG, detectando el
conjugado unide y deduciendo por comparacidn con un valor de corte adecuado la presencia o ausencia
de hidrato de cloral.

Otro aspecto de la invencidn es un método para detectar y cuantificar el TCG en una persona, el método
consiste en poner en contacto una muesira in vitro tomada de la persona con un conjugado, y el
anticuerpo de cualquiera de las Reivindicaciones 3 o 4, detectando el conjugado unido y deduciendo a
partir de los valores del calibrador Ia presencia o cantidad de TCG. L.a cuantificacion exacta de TCG, a
diferencia del método semicuantitativo que wtiliza un valor de corte, permite, teniendo en cuenta el
tiempo aproximado de ingestién, estimar la cantidad de hidrato de cloral ingerida . Esto se consigue
utilizando el valor medio de vida del hidrato de cloral y la proporcién de TCG e hidrato de cloral.

La muestra puede ser de cualquier fluido biolégico periférico, pero es preferible que sea plasma, suero u
orina, mas preferiblemente orina. Los conjugados del método se componen de haptenos unidos a agentes
de marcaje. Los haptenos de los conjugados son moléculas que pueden fijarse a los anticuerpos del
método. La capacidad del conjugado para fijarse al anticuerpo de la invencion le permite desplazar el
TCG, que es la base de la inmunocanilisis competitivo; también se pueden aplicar otros formatos de
inmunoanslisis, tales como el método indirecto, El uso de conjugados de haptenos, conjugados y
anticuerpos en el contexto de los inmunoanélisis es bien conocido en esta materia. Es preferible que el
agente de marcaje de los conjugados se seleccione a partir de una enzima, una sustancia luminiscente,
una sustancia radioactiva o una mezcia de las mismas. Es preferible que el agente de marcaje sea una
enzima, mas preferible un peroxidasa ¥ aun més preferible una perioxidasa del rébano (HRP, por sus
siglas en inglés). De forma alternativa ¢ adicional, la sustancia luminiscente puede ser un material

bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente,

También se describe un kit para detectar la presencia o ¢l uso de hidrato de cloral en una persona, €l uso

de productos de cloracién en el agua potable y la exposicion a tricloroetileno de las personas. El kit
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incluye el anticuerpo que se fija a un epitopo del TCG y un conjugado. Otra opcidn es gue el kit incluya
instrucciones para utilizar dichos anticuerpos en la deteccién de TCG. Es preferible que el conjugado sea
un derivado de TCG como TCG-HRY. Por otra parte, el agua potable se puede someter a un analisis de
hidrato de cloral de forma directa, que consiste en la formacion y deteccién midiendo el TCG in situ.
Este proceso implicaria tomar una muestra de agua potable (la solucion} y sintetizar el TCG in sity, ya
sea de forma enzimdtica (utilizando una uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferasa) o por medio de la

derivatizacion quimica.

Otro aspecto de la invencidn es un kit para detectar y cuantificar el TCG. Dicho kit incluye un
anticuerpo que se fija a un epitopo de TCG y un conjugado. Es preferible que el conjugado sea un
derivado de TCG como TCG-HRP. Otra posibilidad es que el Xit incluya instrucciones para utilizar

dichos anticuerpos en la deteccion de TCG. El kit puede incluir ademas calibradores.

Métodos generales y Resultados

Preparacién de haptenos, antigenos v conjugados

Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmundgenos v,
por lo tanto, necesitan ser conjugados com materiales portadores, lo que provocard una respuesta
inmunégena cuando se administra a un animal receptor. Los materiales portadores pertinentes contienen
por lo general segmentos de poli(aminodcidos) e incluyen polipéptidos, proteinas y glicoproteinas.
Ejemplos ilustrativos de materiales portadores itiles son albimina de suero bovino (BSA), ovoalbtmina
de huevo, gammaglobulina bovina, la tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana
(KLH), etcétera. Alternativamente, se pueden emplear sintéticos de poli(aminoacidos) con un nimero
suficiente de grupos de amino disponibles como la lisina, puesto que otros materiales poliméricos
naturales o sintéticos pueden incluir grupos funcionales reactivos. En particular, carbohidratos, levaduras
o polisacaridos pueden conjugarse con ef hapteno para producir un inmundgeno. Los haptenos también se
pueden acoplar a un agente de marcaje detectable como una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rébano),
una sustancia con propiedades fluorescentes o una etiqueta radioactiva para la preparacidn de conjugados
(o reactivos de deteccion) para su uso en fos inmunoanalisis. La sustancia fluorescente puede ser, por
ejemplo, un residuo monovalente de fluoresceina o un derivado del mismo. La formacion del
inmunogeno implica métodos de conjugacidn convencionales. Por ejemplo, el oxigeno del grupo

hidroxilo del grupo 4cido carboxilico de TCG combina primero con DCC v luego NHS para formar un
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¢ster activado con un grupo de salida potente. El ataque nucledfilo sobre ¢l carbonilo del éster activado
por un grupo amino de la proteina {(BSA o BTG) da como resultado un enlace amida y la formacion del
inmunégeno. Con el fin de confirmar que se ha conseguido la conjugacion adecuada del hapteno con el
material portador, antes de la inmunizacién, cada antigeno se evalta utilizando la técnica de
espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion por laser asistida por matriz y tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS por sus siglas en inglés).

Procedimiento para el andlisis de inmunégenos por MALDI-TQF

La espectrometria MALDI-TOF MS se llevd a cabo usando un espectrometro de masas de desorcidn
lasérica Voyager STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccién retardada, Una porcidn
alicuota de cada una de las muestras objeto de analisis se diluyé en una solucién acuosa de 4cido
trifluoroacético (TFA) al 0,1% para crear soluciones de muestra de 1 mg/ml. Estas porciones alicuotas
(1l se analizaron utilizando una matriz de 4cido sinapinico y la albiimina de suero bovino (Fluka) se

usé como un calibrador externo.

Preparacion de antisueros

Con el fin de generar antisuero policlonal, el antigeno de la presente invencién se mezcla con adyuvante
de Freund y la mezcla se inyecta en un animal receptor, que es preferible que sea un animal vertebrado y
mas preferiblemente un mamifero, come un conejo, una oveja, un ratén, una cobaya o un caballo, Se
elaboran las inyecciones adicionales (refuerzos) y se obtiene una muestra del suero para la evaluacion del
titulo de anticuerpos. Cuando el titulo dptimo se ha alcanzado, se extrae sangre del animal receptor para
producir un volumen adecuado de antisuero especifico. El grado de purificacién de anticuerpos requerido
depende de la aplicacién prevista. En muchos casos no se requiere una purificacién; sin embargo, en otros
casos, como cuando el anticuerpo tiene que ser inmovilizado sobre un soporte sélido, se pueden aplicar

las etapas de purificacién para deshacerse del material no deseado y eliminar la unidn no especifica.

Desarrollo del inmunoandlisis

El proceso de desarrollo de un inmunoanalisis es bien conocido por el experto en la técnica. En pocas
palabras, para un inmunoanalisis competitivo en el que el andlito de actuacién es una molécula no
inmundgena comiinmente conocida coso un hapieno se lleva a cabo el siguiente proceso: se producen
anficuerpos por inmunizacién de un animal, preferiblemente un animal mamifero, mediante la
administracion repetida de un inmunégeno. El suero del animal inmunizado se recoge cuando el titulo de
anticuerpos es suficientemente alto. Se afiade un conjugado a una muestra que contiene el anglito de
actuacién y los anticuerpos, y el conjugado y el anélito compiten por la unién a los anticuerpos. El
proceso puede comprender Ia fijacion de dichos anticuerpos de suero a un sustrato de soporte tal como un
soporte s6lido de poliestireno o un biochip. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Sin

embarge, si el anticuerpo policlonal es especifico 2 TCG y lo bastante sensible, entonces ¢l desarrollo y
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costes adicionales necesarios para la produccion del anticuerpo monoclonal son innecesarios. La sefial
emitida en el inmunoanalisis es proporcional a 1a cantidad de conjugado fijado a los anticuerpos, que a su
vez es inversamente proporcional a la concentracién del analito. La sefial se detecta y después se
semicuantifica (supera un nivel de corte) o cuantifica mediante comparacién con uno o mas calibradores.

Preparacién de i-O-tricloroetil-2.3.4-tri-Q-acetij~ g-D-glucopiranosa dcido metil éster 1

Ejemplo 1;
Método A

A una solucion de acetobromo- o -D-glucurénico 4cido metil éster (5,96 g; 0,015 moles) en benceno
anhidro (200 mi) se afiadié carbonato de plata (4,14 g; 0,015 moles) y 2,2,2- tricloroetanol (14,2 ml).
Después, la mezcla se calentd a reflujo durante 4 horas y se enfrié a temperatura ambiente. La reaccidn
se filtr6 y el filtrado resultante se concentrd a sequedad. El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en gel de silice utilizando una mezcia de hexano-acetato de etilo (7/3) (v/v) para dar lugar
a una solucién de éster metilico de acido acetobromo-a-D-glucurénico (3,0 g) y de éster metilico de

dcido 1-O-tricloroetil-2,3 4-tri-O-~acetil-o-D-glucopiranurénico 1 (1,5 g) como un polvo blanco sélido.

Método B

BF;-E;0 (15 ml) se afiadié gota a gota a una solucidn enfriada a 0 °C de éster metilico de 4cido 1,2,3,4-
tetra-O-acetil-B-D-glucopiranuronico (11,23 g; 0,03 mol) y 2,2,2-tricloroetanel (20 mb) en diclorometano
anhidro (250 ml) bajo atmoésfera inerte. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche y
después se lavd con IN HCI (100 ml), agua (100 mi) y salmuera (100 ml), La fase orgdnica se seco sobre
sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd a sequedad. El éster metilico de dcido 1-O-tricloroetil-2,3,4-tri-
O-acetil- a -D-glucopiranurénico 1 (8,95 g) se obtuve tras |a recristalizacién del producto bruto a partir

del éter.,

Ejemplo 2: Preparacitn de glucurdnido tricloroetilico (hapteno A)

A una solucién de éster metilico de 4cido 1-O-tricloroetil-2,3,4-tri-Q-acetil-a-D-glucopiranurénico 1 (5g ;
10,7 mM) en una mezcla de metanol (90 mi) y agua (10 mi) se afiadio a 0 °C hidrdxido de litio sélido
(2,25 g; 53,7 mM). La mezcia se agitd a temperatura ambiente durante la noche. El TLC indicé que la
reaccion se habia completado. El metanol se elimind en vacio, se aftadid agua (100 mi) y la mezcla se

neutralizo a pH 7 con una solucién de HCI (IN). La solucidn se evapord a sequedad y el sélido obtenido
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H
se suspendié en metanol/cloroformo (1:4) y se agitd durante siete horas a temperatura ambiente. Las sales
insolubles se eliminaron por filtracién y la solucion se evapord a sequedad para dar hapteno A (3,1 g)

como un s6tido blanco.

Ejemplo 3: Preparacion de homocisteina-tiolactona glucurdnido tricloroetilico (hapteno A)

A una solucién bajo nitrégeno de TCG (hapteno A) (1,25 g, 3,83mM) en piridina seca (25 m)) se aftadié
clorhidrato de homocisteina tiolactona (590 mg, 3,84 mM) e hidrocloruro de EDC (885mg, 4,6 mm) y la
mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente, La piridina se eliming a vacio y el residuo
obtenido se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando metanol al 20 %/80 % de
cloroformo para obtener 750 mg de Ia tiolactona homocisteina glucurénido tricloroetilico (hapteno B)

como un s6lido espumoso de color blanquecino.

Ejemplo 4: Conjugacion de hapteno A con albiimina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés)
{(Inmundgeno 1)

A una solucion de TCG (Hapteno A) {40,0mg; 0,12 mmol) en DMF (I ml) se le afladié NN
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (26,2mg; 0,123 mmol) y N-hidroxisuccinimida (14,13mg; 0,123 mmol)

v la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La diciclohexilurea formada se separ6 por
filtraci6n y se affadio la solucién gota a gota a una solucion de BSA (100 mg; 1,5 pmol) en una solucidn
de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). A continuacién, 1a mezcla se agitd a 4 °C toda la noche
y después se dializd contra tampén fosfato 50 mM con pH de 7,2 {3 cambios) durante 24 horasa 4 °Cy
se liofilizd.

Los resultados de MALDI mostraron que 29,92 moléculas de TCG (hapteno A) se habian conjugado con

una molécula de BSA.

Ejemplo 5: Conjugacitn de hapteno A con BTG (Inmundgeno 11
A una solucién de TCG (Hapteno A) (65,75 mg; 0,202 mmol) en DMF (1 ml) se le afiadiéd NN
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (45,8 mg; 0,222 mmol) y N-hidroxisuccinimida (25,54 mg; 0,222 mmol)

y la mezcla se agito a temperatura ambiente durante la noche. La diciclohexilurea formada se separé por
filtracion y se afladi6 la solucion gota a gota a una solucién de BSA (100 mg; 1,5 pmol) en una solucidn
de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 mi), La mezcla se agit6 a 4 °C toda [a noche y después se
dializé contra tampon fosfato 50 mM con pH de 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofilizd,
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Eiemplo 6: Conjugacién de hapteno A a HRE

EDCHCI (10 mg) se disolvié en agua (0,5 ml) y se agregd inmediatamente a una solucién de TCG
(hapteno A) (2 mg) en DMF (0,2 ml). Después de mezclarse, esta solucién se afiadié gota a gota a una
solucidn de 20 mg de BSA en 1 ml de agua. Se afiadié Sulfo-NHS (5 mg) y la mezcla se incubd en la
oscuridad a temperatura ambiente durante la noche. Se eliming el exceso de hapteno con columnas dobles
PD-10 (Pharmacia) en serie, equilibrado previamente con PBS (tampdn fosfato salino) con pH 7,2. El
conjugado hapteno-HRP se dializé durante la noche contra [0L de PBS apH 7,224 °C.

Ejemplo 7: Conjugacién de!l hapteno B a HRP medificado con maleimida

El tricloroetileno glucurdnido homocisteina tiolactona (hapteno B) (2 mg) se disolvid en una mezcla de
DMF/agua (100 pi) y a esta solucion se afiadié hidroxido de potasio (2 M) (10 ul). La mezcla se dejd en
reposo durante [0 minutos. Se afiadid el tampén de fosfato (100 pl) para detener la reaccidn y el pH se
ajustd a 7 afladiendo 0,1 M de HCL. Esta solucién se afiadié gota a gota a maleimida modificado con HRP
(20 mg) disuelto en tampdn fosfato (1 ml) y Ia solucidn se agitd a 4 °C durante la noche (protegida de la
luz). Se elimind el exceso de hapteno con columnas dobles PD-10 (Pharmacia) en serie, equilibrado
previamente con PBS (tampén fosfato salino) con pH 7,2. El conjugado hapteno-HRP se dializo durante
la noche contra 10L de PBS a pH 7,2 24 °C.

Eijemplg 8: Desarrollo de un ELISA para TCG

El TCG se acopla por medio de un agente de reticulacién a la tiroglobulina bovina (Inmunégeno II,
Ejemplo 5). Ei inmundgeno resultante se administré a ovejas adultas de forma mensual para obtener un
antisuero policlonal especifico. La IgG se extrajo a partir del antisuero y a través de la precipitacién con
acido caprilico/sulfato de amonio de inmunoglobulina, Las placas de microtitulacion (Thermo Scientific,
468667) se recubrieron con el anticuerpo (125 pl) en un tampén de recubrimiento (10 mM Tris pH 8,5)a
37 °C durante 2 horas. El aaticuerpo fue revestido con 1,25 pg/mi. A continuacion se lavaron las placas,
Se afiadieron 50 p! de la muestra o estdndar (iricloroetileno glucurénido, Randox LK811; hidrato de
cloral, Sigma C8383- 100 g; 4cido tricloroacético, Fisher Scientific T/3060/50; ETG, Randox LK.589) a
los pocillos apropiados por triplicado, seguido por 75 pl de hapteno-HRP conjugado en 1/4K e incubado a
25 °C durante 1 hora. A continuacién se lavaron las placas y se afiadieron 125 ul de TMB (Randox, 4380-
£5) a cada pocillo y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos en la oscuridad. La reaccion se

detuvo con 125 pt de 0,2 M de dcido sutfiirico. La absorbancia se leyd a 450 nm con un lector de
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microplacas ELISA (Bio-Tek Instruments, Efx800) y se calcularon las medidas. Finalmente, se determind

la especificidad y sensibilidad del anticuerpo.
i

Se advirtié a los inventores sobre ja alta probabilidad de que el anticuerpo reconociera etil glucurdnido,
un metabolito del etanol. Dichas preocupaciones surgieron a rafz de la informacién divulgada de que se
encontré un anticuerpo glucurdnido de etilo en un ensayo comercial para reaccionar de forma cruzada,
con lo que se dedujo que serfa TCG (Arndt y col. 2009). Si se producia un fenémeno de reactividad
cruzada inversa en la presente invencidn (es decir, la unién del anticuerpo TCG al etil glucurdnido), el
inmunoanalisis de hidrato de cloral no seria adecuado para el proposito, debido a la prevalencia de
consumo social de alcohol. Sin embargo, come puede verse en ia Tabla 1, €} etil glucurénido no reacciona
de forma cruzada con el anticuerpo de a invencitn, jo que demuestra una especificidad de anticuerpos

sorprendentemente Unica.

Resultados

Los resuitados competitivos de ELISA en la Tabla 1 ponen de manifiesto la especificidad del anticuerpo

de !a invencién hacia TCG.

Tabla 1 Los datos de reactividad cruzada y la espéciﬁcidad para el anticuerpo de {a invencion

Estindar TCG Estandar | Hidrato de cloral Acido EtG
(ng/mi) (ng/mi) tricloroacético

Asse | %B/B, Ao | %B/Bo | Aus %B/B; | Ao | %B/MB,
(] 1,516 100 (] 1,523 00 1,504 100 1,364 §00
1,25 1,313 86.6 31,25 1,457 95,7 1,372 91,2 1,183 86,7
2.5 1,228 81,0 62,5 1,516 99.5 1,391 92,5 1,144 83,9
5 1,061 70,0 125 1,455 95,5 1,389 924 1,157 84,8
10 0,872 575 250 1,324 86,9 1,312 87,2 1,130 §2.8
20 0,641 423 500 1,359 89,2 1,284 85,4 1,094 80,2
40 (0,465 30,7 1 000 1,277 83,8 1,230 81,8 1,031 75,6
80 0,373 24,6 2000 1,195 78,5 1,094 72,7 0,950 69,6
ICsq 13,274 1Cs >>2000 >>2000 >>2000
% CR 160 2% CR <<(),69 <=<,69 <<,69

Aqse = absorbancia a 450 nm; B = absorbancia a 450 nm a x ng/ml de concentracién estindar,

B. = absorbancia a 450 nm a 0 ng/ml de concentracién estindar; ICs (ng/ml) = concentracion estandar que produce el 50 % B/Bqg; %CR =

porcentaje de reactividad cruzada basadoe en et 100 %4 de especificidad para TCG
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REIVINDICACIONES
1.  Un inmunégeno de la esiructura
Cl 0]
Ci O
)
O,
ct reticulante )
m\\\\““' E“WOH BCom

OH

donde n =0 o 1 y donde, cuando n =1, el agente de reticulacién se une el sustituyente carbonilo det

anillo de tetrahidropirano al acemn, ¢l material portador que confiere antigenicidad.

2. El agente de reticulacion es preferiblemente -X-Y-Z-, donde X es un heteroatomo,
preferiblemente nitrégeno, oxigeno o azufre; Y es un Cy-Cyq, preferiblemente un Cz-Cs, fraccion de
cadena lineal de alquileno, o fraccidn de alquileno; Z (antes de la conjugacion con el acem) se
selecciona de carboxi, ditiopiridilo, maleimida, amino, hidroxilo, tiol, tioéster o una fraccion de

aldehido, mas preferiblemente una fraccién de aldehido.

3. El inmundgeno de la Reivindicacion 1 et la que n = 0 y el accm es tiroglobulina bovina

(Inmunédgeno 11).

4, Un anticucrpo que se une especificamente a un epitopo de glucurénido tricloroetanol se

caracteriza, ademis, por ser producido contra un inmundégeno de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a

3.
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5. Un método para detectar la ingesta de hidrato de cloral: el método consiste en poner en
contacto una muestra in vifro tomada de 1a persona con un conjugado y €l anticuerpo de cualquiera de
la Reivindicacidn 4, detectando el conjugado unido y deduciendo a partir de los valores dei calibrador

la presencia o cantidad de TCG.

6. Otro aspecto de la invencion es un método para detectar y cuantificar el TCG en una persona o
solucion es el método que consiste en poner en contacto una muestra in viiro, tomada de la personao
una solucioén con un conjugado, y el anticuerpo de la Reivindicacion 4, detectando el conjugado unido

y deduciendo a partir de los valores del calibrador {a presencia o cantidad de TCG.

7. El método de las Reivindicaciones 5 o 6 en el que una muestra in vitro es orina.
8. Un kit gue incluye el anticuerpo de la Reivindicacion 4 y un conjugado capaz de fijarse al
anticuerpo.
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