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DESCRIPCION
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La mefedrona, cuya denominacién sistematica es (RS)-2-metilamino-I-(4-metilfenil)propan-l-ona, es una droga de
disefio de la clase de estimulantes catinona causante de un nimero de fallecimientos por su consumo. Es ilegal en
varios paises del mundo, pero a pesar de su ilegalidad, varios estudios recientes destacan que no ha disminuido ni
su popularidad ni la facilidad con la que se consigue, debido al nuevo enfoque que los proveedores han dado a la
marca, denominando a los productos de la mefedrona como "alternativos", asignandoles un nombre como NRG-1
(Energia 1) y etiquetandolos como "euforizantes legales" (legal highs en inglés) que contienen naftilpirovalerona, que
no es mas que mefedrona (Brandt y col. 2010a; Brandt y col. 2010b). El metabolismo de la mefedrona se produce a
través de varias combinaciones de la oxidacion del grupo metilo unido al anillo de benceno, N-desmetilacion y la
reduccion de la funcion ceto (Meyer y col. 2010). Existe un alto porcentaje de posibilidades de las personas que
pueden conseguir con facilidad la mefedrana sufran acontecimientos adversos o abusen de su consumo,
especialmente cuando se presenta como NRG-1 ya que, por las campafias de marketing dirigidas al gran publico, da
la impresion de ser segura. Por lo tanto, existe una necesidad en la toxicologia clinica y forense de detectarla o
determinarla utilizando métodos de analisis practicos y econémicos. El documento EP 1340980 da a conocer
inmunoensayos sensibles y especificos para detectar la clase metilendioxi de drogas de éxtasis. Findlay y col. (J. of
Pharm. Sci., 1981, vol 70: 624-621) divulgaron un radioinmunoensayo estereoespecifico de d-pseudoefedrina para
su uso en estudios de disposicion del farmaco. Los métodos de analisis que se han utilizado para detectar e
identificar la mefedrona y sus metabolitos incluyen la cromatografia de gases vinculada a la espectrometria de
masas (GC-MS) y la resonancia magnética nuclear (RMN) (Brandt y col. 2010a; Wood y col. 2010; Meyer y col.
2010). Segun los inventores, aun no ha salido a la luz ningin inmunoensayo menos costoso y practico para detectar
o cuantificar la mefedrona o sus metabolitos.
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COMPENDIO DE LA INVENCION

No existe una prueba barata y practica para detectar e identificar la mefedrona, sus metabolitos y sus compuestos
relacionados en muestras de pacientes in vitro. La presente invencién ofrece una solucion a este problema,
proporcionando un anticuerpo que se une a la mefedrona, los metabolitos de la mefedrona y aquellos compuestos
con la estructura 2-metilamino-1-fenilpropano-1. En resumen: para superar las deficiencias asociadas con las
técnicas analiticas actuales, los inventores idearon y desarrollaron un inmunoensayo para detectar y cuantificar la
mefedrona, los metabolitos de mefedrona y los compuestos relacionados con la misma, basandose en nuevos
anticuerpos. El inmunoensayo tiene muchas ventajas sobre otros formatos analiticos utilizados cominmente, como
la cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-MS) y la resonancia magnética nuclear (RMN), con un
coste menor y mayor facilidad de uso, ademas de poder fabricarse en un formato compacto o portatil para su uso en
el terreno.

DIBUJOS
Figura 1 Ruta sintética de la mefedrona.
Figura 2 Metabolitos de la mefedrona.
Figura 3 Hapteno 1 e Inmundgeno 1

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion presente esta definida en su sentido mas amplio por las reivindicaciones anexadas.
Un primer aspecto de la invencién es un inmunégeno de la estructura:
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EGGH‘L\
XY

donde accm es un material portador que confiere antigenicidad; X es carbonilo o amino; Y es -Z(A),- donde Z es
alquileno C1.5 de cadena lineal sustituido o no sustituido o una fracciéon de arileno y A es O, NH, S, éster, tioéster o
amidayn=001.

Preferiblemente, X es carbonilo o amino y Z es un Cy, preferiblemente un alquileno C4.3 de cadena lineal no
sustituido seleccionado del metileno, etileno y propileno, y donde n =1y A= O, NH o S. Una realizacién preferida de
la invencion es un inmundégeno en el que X = carbonilo, Z = -CHx- yenlaque n =1y A = 0. En una forma de
realizacién, antes de la conjugacion a la accm, -XY- es (COOH)-CHz-O-.

La accm puede ser cualquier material que hace que la totalidad o parte del hapteno sea susceptible de ser
reconocido por un anticuerpo y de producirse la unidon. La accm es una proteina, un fragmento de proteina, un
polipéptido sintético o un polipéptido semisintético. Los ejemplos ilustrativos de materiales portadores utiles que
confieren antigenicidad son la albumina de suero bovino (BSA), la ovoalbumina de huevo, la gammaglobulina
bovina, la tiroglobulina bovina (BTG), la hemocianina de lapa californiana (KLH), etc. La accm también se puede
seleccionar de la albumina de suero bovino (BSA) y la tiroglobulina bovina (BTG). En una realizacién, el inmunégeno
es hapteno-1 acoplado a BSA (llustracién 3). Los inmunégenos obtenidos se administran después a mamiferos para
inducir la produccion de anticuerpos especificos y opcionalmente anticuerpos policlonales que luego se utilizan para
desarrollar inmunoensayos para mefedrona, metabolitos de mefedrona y compuestos que componen la estructura 2-
metilamino-1-fenil-propan-1-ona (metacatinona) y empleando conjugados marcados como reactivos de deteccion.

Un segundo aspecto de la invencion es la generacion de un anticuerpo contra cualquiera de los inmundgenos
previamente descritos, siendo dicho anticuerpo capaz de unirse a un epitopo de una molécula con la siguiente
estructura (Estructura 1), en la que X puede ser H o CH3

H O X

Estructura 1

Los atomos de hidrégeno explicitos en la estructura anterior implican que los atomos a los que estan unidos estos
atomos de hidrogeno explicitos no pueden ser sustituidos por otros, es decir el anticuerpo producido por los
inmundgenos de la invencion se une a un epitopo de moléculas que componen la subestructura de arriba (donde X =
H o CHjs), la cual incluye moléculas sustituidas en posicion "para" del anillo de fenilo ("para" a la fracciéon de
propionil). Los sustituyentes en la posicion "para" pueden ser cualquier tipo de sustituyente que dé lugar a una
molécula que entre dentro del marco de la invencion, es decir, que dé lugar a una molécula que se clasifique como
un estimulante a base de catinona. Por ejemplo, sin limitar la invencién a los mismos, los sustituyentes en la posicion
"para" puede seleccionarse a partir de H, CH; -O-CHs- o F, o cualquier otra fraccién apropiada.

Cuando X es H y H esta presente en la posicion "para" del anillo de fenilo, la Estructura 1 es catinona. Cuando X es
CHsy H esta presente en la posicion "para" del anillo de fenilo, la Estructura 1 es 2-(metilamino)-1-fenilpropan-1-ona
(metacatinona). Cuando X es CH3 y CH3 esta presente en la posicion "para" del anillo de fenilo, la Estructura 1 es
mefedrona (4-metilmetacatinona). Cuando X es CHs y -O-CH- esta presente en la posicion "para" del anillo de fenilo,
la Estructura 1 es 4-metoximetacatinona (para-metoximetacatinona, mefedrona). Cuando X es CH; y H esta
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presente en la posicién "para" del anillo de fenilo, la Estructura 1 es 4-fluorometacatinona (flefedrona). Por lo tanto,
la Estructura 1 puede representarse mediante la Estructura 2:

Estructura 2

donde Y puede ser cualquier sustituyente que dé lugar a una molécula que entre dentro del &mbito de la invencién,
es decir una molécula clasificada como un estimulante basado en la catinona. Por ejemplo, sin limitar la invencién a
los mismos, Y puede seleccionarse a partir de H, CHs. -O-CHs- o F, o cualquier otra fraccion apropiada. Cuando X
es H e Y es H. La Estructura 2 es catinona. Cuando X es CHs e Y es H, la Estructura 2 es 2-metilamino-L-
fenilpropan-l-ona (metacatinona). Cuando X es CHs e Y es CHas, la Estructura 2 es mefedrona (4-metilmetcatonina).
Cuando X es CHsz e Y es -O-CHs-. La Estructura 2 es 4-metoximetacatinona (flefedrona). Cuando X es CHz e Y es F,
la Estructura 1 es 4-fluorometacatinona (flefedrona).

Preferiblemente, el anticuerpo es especifico para un epitopo de mefedrona y posee reactividad cruzada de mas de
un 10%, preferiblemente mayor al 15% respecto a un epitopo de cada uno de catinona y metacatinona. Por lo tanto,
el anticuerpo tiene una reactividad cruzada tanto a catinona y metacatinona, superior al 10%, preferiblemente
superior a un 15%.

Los anticuerpos de la invencion también se unen a metabolitos de mefedrona (llustracion 2). Cuando se utiliza
haciendo referencia a un anticuerpo, la palabra especifica en el contexto de la presente invencion se refiere al
analito que esta unido preferentemente por el anticuerpo, tal como se ha medido mediante una métrica adecuada
como la reactividad cruzada; es decir, el analito con la mayor reactividad cruzada es el analito especifico del
anticuerpo y, en general, se le atribuye un valor del 100%, con todos los otros analitos con un valor relativo a este. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o monoclonal (el anticuerpo monoclonal se deriva a partir del
anticuerpo policlonal por medio de métodos ya conocidos); si el anticuerpo policlonal posee la especificidad y la
sensibilidad requerida y se produce en cantidades adecuadas, el desarrollo de un anticuerpo monoclonal resulta
innecesario.

Un aspecto adicional de la invencion es un método de deteccion o determinaciéon de una molécula o moléculas que
conformen la Estructura 1 en una muestra in vitro tomada de un paciente. El método consiste en poner en contacto
la muestra con un anticuerpo de la invencion y un conjugado, midiendo el conjugado y deduciendo a partir de un
calibrador la presencia o cantidad de la molécula o moléculas que forman la Estructura 1. Un aspecto adicional de la
invencién es un método de detecciéon o determinacion de mefedrona, metacatinona y catinona en una muestra in
vitro tomada de un paciente. El método consiste en poner en contacto la muestra con un anticuerpo de la invencion y
un conjugado, midiendo el conjugado y deduciendo a partir de un calibrador la presencia o cantidad de una o0 mas
moléculas de mefedrona, metacatinona y catinona. La mefedrona se prefiere especialmente como un objetivo del
método. Los metabolitos de mefedrona también se pueden detectar y determinar utilizando este método. El término
"deteccidon" se refiere a analizar cualitativamente la presencia o ausencia de una sustancia. El término
"determinacion” se refiere a analizar cuantitativamente la cantidad de una sustancia.

Otro aspecto de la invencién es un kit para detectar o determinar una molécula o moléculas de la Estructura 1, que
incluye un anticuerpo de la invencion. Preferiblemente, el kit se utiliza para detectar o determinar una o mas
moléculas de mefedrona, metacatinona y catinona, pero preferiblemente de mefedrona. El kit también puede usarse
para detectar metabolitos de la mefedrona. El kit puede incluir mas conjugado(s) o calibrador(es) e instrucciones de
uso de los componentes del kit.
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A efectos de la invencion, la muestra del paciente que se puede utilizar para el analisis in vitro puede ser pelo o un
fluido bioldgico periférico, pero es preferible que sea suero, plasma u orina. Los conjugados del método se
componen de los haptenos unidos a agentes de marcaje. Los haptenos de los conjugados son moléculas que
pueden unirse a los anticuerpos del método. El uso de haptenos, conjugados y anticuerpos en el contexto de los
inmunoensayos se conoce muy bien en este campo de especialidad. El agente de marcaje de los conjugados se
selecciona a partir de una enzima, una sustancia luminiscente, una sustancia radioactiva, o una mezcla de las
mismas. Preferiblemente, el agente de marcaje es una enzima; preferiblemente una peroxidasa; mas
preferiblemente peroxidasa de rabano picante (HRP). Como alternativa, o como algo adicional, la sustancia
luminiscente puede ser un bioluminiscente, quimioluminiscente o material fluorescente.

Métodos y resultados

Preparacién de haptenos inmundgenos y conjugados

Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmunogénicos y por lo
tanto necesitan ser conjugados con materiales portadores, lo que provocara una respuesta inmundgena al
administrarselo a un animal. Los materiales portadores apropiados contienen por lo general segmentos de
poli(aminoacido) e incluyen polipéptidos, proteinas y fragmentos de proteinas. Ejemplos ilustrativos de materiales
portadores utiles son las albuminas de suero bovino (BSA), la ovoalbumina de huevo, la gammaglobulina bovina, la
tiroglobulina bovina (BTG), la hemocianina de lapa californiana (KLH), etcétera. Alternativamente, se pueden
emplear sintéticos de poli(aminoacidos) con un numero suficiente de grupos de amino disponibles, tales como la
lisina, puesto que otros materiales poliméricos naturales o sintéticos pueden incluir grupos funcionales reactivos.
Ademas, los carbohidratos, levaduras o polisacaridos pueden conjugarse con el hapteno para producir un
inmndgeno. Los haptenos también se pueden acoplar a un agente marcador detectable tal como una enzima (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante), una sustancia que tiene propiedades fluorescentes o una etiqueta
radioactiva para la preparacion de conjugados (o reactivos de deteccion) que se utilizan en los inmunoensayos. La
sustancia fluorescente puede ser, por ejemplo, un residuo monovalente de fluoresceina, o un derivado de la misma.
La formacion de inmundgenos puede realizarse por varias rutas sintéticas.

La formacién inmundgeno para la invencion descrita en este documento implica una quimica de conjugacion
convencional. Con el fin de confirmar que se ha conseguido la conjugacion adecuada del hapteno al material
portador, antes de la inmunizacion, se evalua cada antigeno utilizando la técnica de espectrometria de masas de
desorcion/ionizacién por laser asistida por matriz y tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS por sus siglas en inglés).

Procedimiento general para el analisis de MALDI-TOF de inmundgenos.

La espectrometria de masas MALDI-TOF se llevo a cabo usando un espectrémetro de masas de desorcion lasérica
Voyager STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Se diluyé una porcion de cada
una de las muestras objeto de andlisis en solucion acuosa de acido ftrifluoroacético al 0,1% (TFA) para crear
soluciones de muestra de 1 mg/ml. Estas porciones (1 pl) se analizaron utilizando una matriz de acido sinapinico y la
albumina de suero bovino (Fluka) se usé como un calibrador externo.

Preparacion de antisueros

Con el fin de generar antisuero policlonal, un inmunégeno de la presente invencion se mezcla con adyuvante de
Freund y la mezcla se inyecta en un animal, como un conejo, una oveja, un ratéon, un conejillo de indias o un caballo.
Las ovejas son los animales preferidos. Se elaboran inyecciones adicionales (refuerzos) y se obtiene una muestra
del suero para evaluar el titulo de anticuerpos. Cuando se ha alcanzado el titulo éptimo, se extrae sangre del animal
para producir un volumen adecuado de antisuero especifico. El grado de purificacion de anticuerpos requerido
depende de la aplicacion prevista. En muchos casos no se requiere una purificacion; en otros casos, sin embargo,
como cuando el anticuerpo tiene que ser inmovilizado sobre un soporte solido, se pueden aplicar las etapas de
purificacion para deshacerse del material no deseado y eliminar la unién no especifica.

Desarrollo del inmunoensayo

El proceso de desarrollo de un inmunoensayo es bien conocido por la persona experta en la materia. En pocas
palabras, para conseguir un inmunoensayo competitivo en el que el analito diana es una molécula no inmundgena,
como un hapteno, se lleva a cabo el siguiente proceso: los anticuerpos se producen por inmunizaciéon de un animal,
preferiblemente un mamifero, administrando de forma repetida un inmundégeno. El suero del animal inmunizado se
recoge cuando el valor de anticuerpos es suficientemente alto. Se afiade un conjugado a una muestra que contiene
el analito diana y los anticuerpos producidos, y el conjugado y el analito compiten por la unién a los anticuerpos. El
proceso puede incluir la fijacién de dichos anticuerpos del suero a un sustrato de soporte tal como un soporte sélido
de poliestireno o un biochip. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos policlonales o monoclonales, pudiendo
obtenerse los monoclonales a partir de sueros policlonales y utilizando técnicas estandar. La sefial emitida en el
inmunoensayo es proporcional a la cantidad de conjugado unido a los anticuerpos, que a su vez es inversamente
proporcional a la concentracidon del analito. La sefial puede detectarse o cuantificarse por comparaciéon con un
calibrador.
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Ejemplo 1: Sintesis de mefedrona (Figura 1)

i) a-bromo-4-metilpropiofenona

Se afiadié gota a gota 4-metilpropiofenona (30 g 0,202 mmol) en acido acético (100 ml) a una solucién de bromina
(34 g 1,05 eq) en acido acético (100 ml). La mezcla se agité a TA durante 4 h. El acido acético se eliminé al vacio. Al
residuo se afiadié agua (100 ml) y se extrajo con diclorometano (3 x 200 ml). Los extractos se combinaron y se
lavaron con una solucién de bicarbonato de sodio sat. (200ml) que se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtré y se
evaporoé hasta sequedad. El residuo bruto se purificé por cromatografia en columna (gel de silice: 20% de acetato de
etilo en hexano) para obtener el compuesto del epigrafe (43,9 g 95%) en un aceite amarillo.

ii) Clorhidrato de mefedrona

Se afadié un 40% de metilamina en agua (44,8 ml. 3 eq) a a-bromo-4-metilpropiofenona (45,2 g 0,199 mmol) en
cloroformo (500 ml). La mezcla se lavo con agua (3 x 200 ml), se secé sobre sulfato de sodio y se evapor6 hasta
sequedad. El residuo bruto se disolvi6 en éter (200 ml) y se afiadié una solucién HC1 2M en éter (100 ml); la mezcla
se agité a TA durante una hora y se formé un sélido de color blanco. Esto se recuperd por filtracion para obtener el
compuesto del titulo (17,3 g 41%) como un soélido blanco.

Ejemplo 2: Sintesis de acido fenoxiacético 4-(2-metilaminopropionil) (hapteno 1)

Se agité acido fenoxiacético 4-(2-bromopropionil) (5 g. 17,5 mmol) vigorosamente a 35-40 °C y se afiadié una
solucion de metilamina al 40% en agua (4,05 ml 52 mmol) gota a gota durante 30 minutos. Se continud la agitacion a
esta temperatura durante una 1,5 h mas después de afiadirla. La mezcla se evaporé hasta sequedad y el residuo
bruto se purificé por cromatografia en columna (gel de silice: 10 % de metanol en cloroformo) para obtener el
producto del titulo (2,7 g 65%) como una espuma blanca.

Ejemplo 3: Sintesis de 1 hapteno-HRP

Se disolvieron 10 mg de clorhidrato de EDC en 0,6 ml de agua y todo se afiadié inmediatamente a una solucion de
enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) (20mg) en agua (1 ml). La solucién resultante se afiadié a una solucion
de 2mg de Hapteno 1 en DMF (0,2 ml). La solucién resultante se afiadié a sulfo-NHS (5 mg), y la mezcla se incubd
en la oscuridad a 37 °C durante 16-20 horas, con agitacion. El exceso de hapteno se eliminé con dobles columnas
PD-10 (Pharmacia) en serie, preequilibradas con PBS (pH 7,2) y el conjugado de hapteno 1-HRP se dializé durante
la noche con 10 I de PBS (pH 7,2) a4 ° C.

Ejemplo 4: la conjugacién de hapteno 1 a BSA (Inmundégeno 1)

A una solucién del hapteno 1 (34,8 mg, 0,146 mmol) en 1 ml de DMF anhidro se afiadié 10 N-hidroxisuccinamida
(18,4 mg, 0,16 mmol) y N,N-diciclohexilcarbodimida (33 mg 0,43 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante la noche. El precipitado blanco de la urea formada se separ6 por filtracion y el filtrado se afiadioé gota a gota
a una solucién de BSA (150 mg) en 12 ml de bicarbonato de sodio de 0,1 M pH 8,5. La mezcla se agité durante la
noche a temperatura ambiente. La solucion se dializé con PBS (10L) durante 24 horas.

Mediante MALDI-TOF, un indicador importante, que indicaba una masa media protonada de 68,535 mz, apareci6 en
el inmundgeno. Los datos sugieren que se han conjugado por molécula de BSA una media de 9 moléculas de
hapteno.

Ejemplo 5: la conjugacion de hapteno 1 a BTG (Inmunégeno 2)

A una solucion del hapteno 1 (34,8 mg 0,146 mmol) en 1 ml de DMF anhidro se afadié 20 N-hidroxisuccinimida
(18,4 mg 0,176 mmol) y N,N-diciclohexilcarbodimida (33 mg 0,43 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante la noche. El precipitado blanco de la urea formada se separ6 por filtracion y el filtrado se afiadioé gota a gota
a una solucion de BTG (150 mg) en 12 ml de bicarbonato de sodio de 0,1 M, pH 8,5. La mezcla se agité durante la
noche a temperatura ambiente. La solucion se dializé con PBS (10L) durante 24 horas.

Ejemplo 6: Desarrollo de las pruebas ELISA para la mefedrona

El Hapteno 1 se conjugd con albumina de suero bovino (BSA). El inmundgeno resultante (immunégeno 1) se
administré a ovejas adultas de forma mensual para obtener un antisuero policlonal especifico. La IgG se extrajo a
partir del antisuero a través de acido caprilico/precipitacion con sulfato de amonio de inmunoglobulina. Las placas de
microtitulacion (Thermo Scientific, 468667) se recubrieron con el anticuerpo (125 pl) en un tampoén de recubrimiento
(10 mM Tris, pH 8,5) a 37 °C durante 2 horas. Las placas se lavaron 4 veces durante 10 minutos con TBST de
concentracion funcional. Se afiadieron 50 pl de muestra/estandar (metcatinona, Sigma M-5037; catinona, Sigma C-
3196 y mefedrona, Randox LK973) a los pocillos correspondientes por triplicado, y a continuacién 75 pul de
conjugado hapteno 1-HRP, que se incubé a 25 °C durante 1 hora. A continuacion, se lavaron las placas y se
afadieron 125 p1 de TMB (Randox, 4380-15) a cada pocillo, que se dejaron a temperatura ambiente durante 20
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minutos en la oscuridad. La reaccion se detuvo con 125 pl de acido sulfurico 0,2 M. Las absorbancias se leyeron a

450 nm con un lector de microplacas ELISA (BioTek Instruments, EIx800) y se calcularon las medias.

Resultados

Los resultados de inmunoensayo competitivo con distintas concentraciones de anticuerpos y conjugados muestran
que el anticuerpo se une a mefedrona, metacatinona y catinona (Tabla 1).

Tabla 1 Los resultados ELISA confirman la union de los anticuerpos producidos a la mefedrona y a compuestos
estrechamente relacionados.

Conjugado Estandar utilizado Resultados ELISA
para la deteccion
Anticuerpo | Conjugado Absorb. Absorb. %
disolucion | disolucién Cero estandar Disminucion
Hapteno 1- Metacatinona 5ug/ml 1/4K 1,961 0,205 89,5 %
HRP 100 ng/ml
Catinona 1,961 1,600 18,4 %
100 ng/ml
Mefedrona 1,961 0,120 93,9 %
100 ng/ml
Hapteno 1- Metacatinona 1,25 ug/ml | 1/8K 1,986 0,169 91,5%
HRP 100 ng/ml
Catinona 1,986 1,515 23,7 %
100 ng/ml
Mefedrona 1,986 0,087 95,6%
100 ng/ml
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REIVINDICACIONES

1 - Un inmundégeno de la estructura

EGGH"L\
XY

donde,

accm es un material portador que confiere antigenicidad, que consiste en un polipéptido sintético, un polipéptido
semisintético, un fragmento de proteina o una proteina;

X es carbonilo o amino;

Y es -Z-(A)n-, en la que Z es un alquileno C1.5 de cadena lineal sustituida o no sustituida o una fraccion de arileno, A
es O, NH, S, éster, tioéster oamidayn=0,0 1.

2. El inmunégeno de la reivindicacion 1 en el que accm es albumina de suero bovino, ovalbumina de huevo, gamma
globulina bovina, tiroglobulina bovina o hemocianina de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en inglés)

3. Un inmundgeno de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que X es carbonilo 0 aminoy Z es un
alquileno de cadena lineal no sustituido CH15,n=1yA=0,NHo0 S.

4. Un inmundégeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 en la que X = carbonilo, Z =-CH,-,n=1y A =0.

5. Un anticuerpo generado con un inmunégeno de cualquiera de las reivindicaciones 1y 2 que es especifico para un
epitopo de una molécula con la siguiente estructura:

H O X

Estructura 1
donde X=H o CH3

6. Un anticuerpo generado con un inmundgeno de cualquiera de las reivindicaciones 1y 2 que es especifico para un
epitopo de mefedrona.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 6, en el cual el anticuerpo posee una reactividad cruzada de mas de un 10%,
preferiblemente mayor de 15 % respecto a un epitopo tanto de catinona como metacatinona.
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8. Un método de deteccion o determinacion de una molécula o mas moléculas de mefedrona, metcatinona y
catinona en una muestra in vitro tomada de un paciente. El método consiste en poner en contacto la muestra con un
anticuerpo de la invencién y un conjugado, midiendo el conjugado y deduciendo a partir de un calibrador la
presencia o cantidad de la molécula o moléculas mefedrona, metcatinona y catinona.

9. Un kit para detectar o determinar una molécula o moléculas de la Estructura 1, que incluye un anticuerpo de la
reivindicacion 5.

10. El kit de la reivindicacion 9 en el que la molécula o moléculas que van a detectarse o determinarse son una o
mas moléculas de mefedrona, metacatinona y catinona.

11. El kit de la reivindicacion 9, que también comprende un conjugado o calibrador.

12. El anticuerpo descrito en la reivindicacién 5, que es un anticuerpo policlonal.
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Figura 3 Hapteno 1 (Arriba) e Inmundgeno (1)
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