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DESCRIPCION
Inmunoensayo para antidepresivos basados en N-(3-clorofenil)piperazina
Antecedentes de la invencion

La trazodona, nombre sistematico 2-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil}-[1,2,4]triazol[4,3-a]piridin-3(2H)-ona, es un
antidepresivo con una actividad ansiolitica e hipnética que metaboliza el higado mediante hidroxilacion, N-oxidacién y
desalquilacion, provocando esta Ultima transformacion la aparicion de un metabolito importante N-(3-
clorofenil)piperazina. La ingestién aguda de trazodona, cuando va acompafiada de otros medicamentos, se ha
asociado a toxicidad y a sobredosis mortales (por ejemplo, Balestrieri et al 1992; Goeringer et al 2000; Haria et al.
1994; de Meester et al 2001; Martinez et al 2005).

La nefazodona, nombre sistematico 2-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil}-5-etil -4-(2-fenoxietil)-1,2,4-triazol-3-ona,
es un medicamento antidepresivo que se ha asociado a reacciones adversas de caracter hepatico y a mortalidad, asi
como al sindrome de serotonina (Mayol et al 1994; John et al 1997). La N-(3-clorofenil)piperazina se detecta en la
orina a las veinticuatro horas de haber tomado nefazodona, pero la mayor parte de los metabolitos en la orina son
metabolitos de nefazodona sin la estructura N-(3-clorofenil)piperazina. El principal metabolito de la nefazodona es el
1-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil-4-(2-fenoxietil)- 1,2,4-triazol-3,5-diona (Punit et al 1996). Entra otras N'-
sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas cabe destacar etoperidona, mepiprazol, cloperidona y mefeclorazina.

El potencial de provocar efectos adversos o fatales en personas que lo toman, o que tienen acceso a trazodona y
nefazodona, exige la necesidad de llevar a cabo una toxicologia clinica y forense para su deteccion y determinacion,
utilizando métodos analiticos practicos y poco costosos. Entre los métodos analiticos que han sido utilizados para
detectar y determinar trazodona, nefazodona y sus metabolitos, cabe citar la HPLC, HPLC-MS, GC, GC-MS vy
electrodos molécula-selectivos. La N-(3-clorofenil)piperazina tomada para fines no medicinales, incluidos sus métodos
de deteccion, se analiza en la publicacion encargada por el EMCDDA (2007).

Las reacciones especificas de uniones, como por ejemplo las interacciones anticuerpo-antigeno, se han utilizado
ampliamente en los inmunoensayos para detectar una variedad de sustancias presentes en las muestras biologicas.
Comparados con los métodos tales como la HPLC y GC-MS, estos métodos son menos costosos, no requieren personal
especializado y se pueden realizar en entornos fuera del laboratorio, como por ejemplo en una varilla. Por ello, se pueden
utilizar radioinmunoensayos (RIA) para la determinacion de trazodona, nefazodona y moléculas compuestas o que
contengan estructuras N-(3-clorofenil)piperazina o N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas como la mepiprazola y la
etoperidona. Los radioinmunoensayos son muy sensibles, pero requieren trazadores de radionucleidos, como por
ejemplo 129) y *H. Los ensayos de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA) son una alternativa no radioactiva que se podria
utilizar para su determinacion cualitativa y cuantitativa. No existen RIA o ELISA para la trazodona, nefazodona o ninguna
otra molécula compuesta por estructuras N-(3-clorofenil)piperazina o N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas, o que
contenga las mismas. De Boer et al (2001) investigan el analisis de diversas estructuras (es decir, moléculas que no
contienen la estructura N-(3-clorofenil)piperazina) 1-benzilpiperazina (BZP), 1-(4-metoxifenil)piperazina, ni 1-(3-
trifluorometilfenil)piperazina utilizando varias técnicas analiticas, incluidos los inmunoensayos que se comercializan para
las anfetaminas. En uno de los inmunoensayos se observé una muy baja reactividad cruzada a altas concentraciones de
BZP.

Para poder detectar la trazodona, la nefazodona y las moléculas relacionadas con las mismas o que contengan
estructuras N-(3-clorofenil)piperazina o N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazina para fines clinicos, toxicologicos y
forénsicos, se requiere una prueba econdmicamente viable, practica, sensible y consistente. La invencion aqui
descrita posee estos atributos.
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Compendio de la invencion

La invencion es una solucién al problema de la no existencia de una prueba analitica para la trazodona, nefazodona,
N-(3-clorofenil)piperazina y N’-sustituidas- N-(3-clorofenil)pipereazinas que sea econdmicamente viable, practica,
sensible y consistente. La solucion requiere el uso de un anticuerpo especifico que se una a una N-(3-
clorofenil)piperazina y N’-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas.

Dibujos

Figura 1 Sintesis del hapteno 6-[N'-(3-clorofenil)-N-piperazinil]acido hexanoico descripcién
detallada de la invencion

Un primer aspecto de la invencion es el uso de un anticuerpo que se une a un epitopo de N-(3-clorofenil)piperazina o
epitopo de la estructura N-(3-clorofenil)piperazina en una N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina para detectar o
determinar la N-(3-clorofenil)piperazina o las N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas en una solucion o en una
muestra in vitro tomada de un paciente. El anticuerpo se produce a partir de un inmundgeno de la estructura

accm

Agente de reticulacion
N ’

Cl

4

donde el agente de reticulacion se une al N'-atomo del anillo piperazinil al accm, un material portador que confiere
antigenicidad. El agente de reticulacion del inmundgeno del que se produce el anticuerpo es -X-Y- donde X es una
fraccion de alquileno de cadena lineal C1-Cip, mas preferiblemente C,-Ce, y alin mas preferiblemente Cs sustituida o
no sustituida, o fraccion de arileno e Y (antes de la conjugacion con el accm) se selecciona de un carboxi, ditiopiridilo,
maleimida, amino, hidroxilo, tiol, tioéster o una fraccién de aldehido, mas preferiblemente una porciéon de carboxi. El
accm puede ser cualquier material que hace que la totalidad o parte de la estructura N-(3-clorofenil)piperazina sea
susceptible para la identificacion del anticuerpo y la unién. Por ejemplo, el accm puede ser una proteina, un fragmento
de proteina, un polipéptido sintético o un polipéptido semisintético. El anticuerpo puede ser monoclonal, pero es
preferible que sea policlonal. La N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es preferentemente una o mas moléculas de
trazodona, nefazodona y 1-{3-[4-(3-clorofenill)-1-piperazinil]propil}-4-(2-fenoxietil)-1,2,4-triazol-3,5-diona.

Otro aspecto de la invencion es un método para detectar o determinar la N-(3-clorofenil)piperazina o N'-sustituidas-
N-(3-clorofenil)piperazinas en una solucién o una persona, método que consiste en poner en contacto una muestra
in vitro extraida de una persona, o la solucién, con un conjugado, y un anticuerpo que se une a un epitopo de N-(3-
clorofenil)piperazina o un epitopo de la estructura N-(3-clorofenil)piperazina en una N'-sustituida- N-(3-
clorofenil)piperazina, detectando el conjugado unido, y deduciendo de los valores de calibracién la presencia de un
volumen determinado de N-(3-clorofenil)piperazina 0 uno o mas N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas.
Preferiblemente la N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es una o mas moléculas de trazodona, nefazodona y 1-{3-
[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil)-4-(2-fenoxietil)-1,2,4-triazol-3,5-diona.

Otro aspecto de la invencién es un kit para detectar o determinar la N-(3-clorofenil)piperazina o las N'-sustituidas- N-
(3-clorofenil)piperazinas, incluyendo el kit un anticuerpo que se une a un epitopo de N-(3-clorofenil)piperazina o un
epitopo de la estructura N-(3-clorofenil)piperazina en una N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina. Preferiblemente la
N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es una o mas moléculas de trazodona, nefazodona y 1-{3-[4-(3-clorofenil)-1-
piperazinillpropil)-4-(2-fenoxietil)- 1,2,4-triazol-3,5-diona. El kit puede incluir instrucciones para utilizar dichos
anticuerpos con el fin de detectar o determinar la N-(3-clorofenil)piperazina o las N'-sustituidas- N-(3-
clorofenil)piperazinas. Para los propoésitos de la invencion, la solucién puede ser por ejemplo una solucién de células
cultivadas. Una solucién de células cultivadas adecuadas permitiria que el ensayo in vitro pudiera estudiar, por
ejemplo, los productos metabolicos y la actividad del medicamento.
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La muestra puede ser cualquier fluido biologico periférico, pero preferiblemente sangre o suero. Los conjugados del
método se componen de haptenos fijados a agentes de marcaje. Los haptenos de los conjugados son moléculas
gue se unen a los anticuerpos del método. El uso de haptenos, conjugados y anticuerpos dentro del marco de los
inmunoensayos es muy conocido dentro de este campo. Preferiblemente, el agente de marcaje de los conjugados se
selecciona a partir de una enzima, una sustancia luminiscente, una sustancia radioactiva o una mezcla de estas. Es
preferible que el agente de marcaje sea una enzima, mas preferible un peroxidasa y aun mas preferible una
peroxidasa del rabano (HRP, por sus siglas en inglés). De forma alternativa o adicional, la sustancia luminiscente
puede ser un material bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente.

Métodos generales y resultados
Preparacion de haptenos, antigenos y conjugados

Aungue los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmunégenos y, por lo tanto,
necesitan ser conjugados con 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
polilaminoacidos) e incluyen polipéptidos, proteinas y glicoproteinas. Ejemplos ilustrativos de materiales portadores
utiles son la albumina de suero bovino (BSA), la ovoalbimina 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 nimero suficiente de grupos de amino disponibles, tales como la lisina, puesto que otros
materiales poliméricos naturales o sintéticos pueden incluir grupos funcionales reactivos. En particular, los
carbohidratos, levaduras o polisacaridos pueden conjugarse con el hapteno para producir un antigeno. Los haptenos
también se pueden acoplar a un agente de marcaje detectable como una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano),
una sustancia con propiedades fluorescentes o una etiqueta radioactiva para la preparacién de conjugados (o reactivos
de deteccién) para su uso en los inmunoanalisis. La sustancia fluorescente puede ser, por ejemplo, un residuo
monovalente de fluoresceina o un derivado del mismo. La formacion de inmundgenos implica quimica de conjugacion
convencional en la que el oxigeno del grupo hidroxilo de un hapteno A se combina primero con DCC y luego con NHS
para formar un éster con un potente grupo saliente. El ataque nucledfilo sobre el carbonilo de la funcién éster mediante
un grupo amina libre en la proteina (BSA o BTG) da lugar a un enlace amida y la formacion de antigenos diana. Con el
fin de confirmar que se ha conseguido la conjugacion adecuada del hapteno al material portador, antes de la
inmunizacion, cada antigeno se evalla utilizando la técnica de espectrometria de masas de desorcién/ionizacion por
laser asistida por matriz y tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS, por sus siglas en inglés).

Procedimiento general para el andlisis de inmunégenos por MALDI-TOF

La espectrometria MALDI-TOF se llevé a cabo usando un espectrometro de masas de desorcion lasérica Voyager
STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Una porcion alicuota de cada una de las
muestras objeto de andlisis se diluyd en una soluciéon acuosa de &cido trifluoroacético (TFA) al 0,1% para crear
soluciones de muestra de 1 mg/ml. Estas porciones alicuotas (1ul) se analizaron utilizando una matriz de acido
sinapinico y la albumina de suero bovino (Fluka) se us6é como un calibrador externo.

Preparacion de antisueros

Para crear el antisuero policlonal, el inmundgeno de esta invencién se mezclé con el adjuvante de Freund y la mezcla se
le inyectd a un animal receptor, como un conejo, oveja, ratdn, cerdo de guinea o caballo (p.ej. Seguela et al.1984, para
ver el protocolo general de inmunizacion). Las inyecciones adicionales (refuerzos) se elaboran y se obtiene una muestra
del suero para evaluar el titulo del anticuerpo. Cuando el titulo 6ptimo se ha alcanzado, se extrae sangre del animal
anfitrion para producir un volumen adecuado de antisuero especifico. El grado de purificacion de anticuerpos requerido
depende de la aplicacién prevista. En muchos casos no se requiere una purificaciéon; sin embargo, en otros casos, como
cuando el anticuerpo tiene que ser inmovilizado sobre un soporte sélido, se pueden aplicar las etapas de purificacion
para deshacerse del material no deseado y eliminar la unién no especifica.

Desarrollo del inmunoandlisis

El proceso de desarrollar un inmunoensayo es bien conocido por expertos en la técnica. En resumen, para un
inmunoensayo competitivo en el que el andlito diana es una molécula no inmunogénica tal como un hapteno, se lleva a cabo
el siguiente proceso: se producen anticuerpos inmunizando a un animal, preferiblemente un animal mamifero,
administrandole de forma repetida 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 analito de actuacion y los
anticuerpos, y el conjugado y el andlito compiten por la unién a los anticuerpos. El proceso puede comprender la fijacion de
dichos anticuerpos de suero a un sustrato de soporte tal como un soporte solido de poliestireno o un biochip. Los
anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. La sefial emitida en el inmunoandlisis es proporcional a la cantidad de
conjugado fijado a los anticuerpos, que a su vez es inversamente proporcional a la concentracion del andlito. La sefial puede
detectarse o cuantificarse comparandola con un calibrador.

Ejemplo 1: Preparacién del 6-[N'-(3-clorofenil1)-N-piperazinilJacido hexanoico (hapteno B)
A una solucion de etil 6-[N'-(3-clorofenil)-N-piperazinillhnexanoate (10 g, 0,029 mol) en una mezcla de THF / agua (1 /1)
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se le afiadié hidréxido de potasio (12 g, 0,087 mol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. El
THF se elimind mediante vacio y la solucion se acidifico con HCI (2N). El precipitado se filtro, se lavd con a%ua y se
seco. La recristalizacion con metanol dio 6-[N'-(3-clorofenil)-N-piperazinilJacido hexanoico (hapteno B) (6,5g). BC NMR
(6:ppm): 177,61; 152,78; 136,6; 132,15; 122,18; 118,15; 116,29; 58,21; 53,3; 47,86; 34,83; 27,43; 25,77; 25,18.

Ejemplo 2: Conjugacion de 6-(N'-(3-clorofenil)-N-piperazinil)acido hexanoico con BSA

A una solucién enfriada a 0°C de hapteno B (37,28 mg, 0,12 mmol) en DMF (3 ml) en atmésfera de nitrégeno se le
afiadio tri-n-butilamina (31,42 ul, 0,132 mmol) y cloroformiato de isobutilo (IBCF) (17,02 ul, 0,132 mmol). La mezcla
se agité a 0°C durante 15 minutos y a continuacion se afadié gota a gota a una solucién de BSA (100mg) en
bicarbonato de sodio (100 mM, 10 ml) y la mezcla se agité a 4°C durante la noche. A continuacion, la solucién se
dializ6 contra tampodn fosfato 50 mM con pH de 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofiliz6. Los resultados
de MALDI mostraron que 22,02 moléculas de hapteno B se habian conjugado con una molécula de BSA.

Ejemplo 3: Conjugacion de 6-(N'-(3-clorofenil)-N-piperazinil)acido hexanoico con BTG

A una solucion enfriada a 0°C de hapteno B (65,09 mg, 0,203 mmol) en DMF (3 ml) en atmésfera de nitrégeno se le
afadio tri-n-butilamina (53,1 pl, 0,223 mmol) y cloroformiato de isobutilo (IBCF) (28,78 pl, 0,223 mmol). La mezcla se
agitd a 0°C durante 15 minutos y a continuacion se afiadi6 gota a gota a una solucién de BTG (150mg) en
bicarbonato de sodio (100 mM, 10 ml) y la mezcla se agité a 4°C durante la noche. A continuacion, la solucién se
dializ6 contra tampon fosfato 50 mM con pH de 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofilizé.

Ejemplo 4: Preparacion del 6-[N'-(3-clorofenil)-N-piperaziniljacido hexanoico al HRP

A una solucién enfriada a 0°C de hapteno B (2 mg) en DMF (200 pl) en atmdsfera de nitrégeno se le afiadio tri-n-
butilamina (38 pl) y cloroformato de isobutilo (IBCF) (2 ul). La mezcla se agité durante 10 minutos a 0° C, se afiadio gota
a gota a una solucion enfriada de HRP (200 mg) en agua (800 pl) y se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente
durante la noche. Se elimind el exceso de hapteno con columnas PD-10 (Pharmacia) en serie, equilibrada previamente
con PBS con pH 7,2. A continuacion se dializo el conjugado hapteno-HRP por la noche con 10L de PBS con pH 7,2 a
4°C.

Ejemplo 5: Desarrollo de ELISA para N-(3-clorofenil)piperazina y N'-sustituidas -N-(3-clorofenil)piperazinas

Trazodona y N-(3-clorofenil)piperazina se acoplaron mediante un agente de reticulacién a la tiroglobulina bovina (BTG).
El inmundégeno resultante se administr6 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 micratitulacion (Thermo Scientific, 95029180) se recubrieron con el anticuerpo (125 pl)
en un tampon de recubrimiento (10 mM Tris pH 8,5) a 37°C durante 2 horas. El anticuerpo fue revestido con 2,5 pg/ml.
A continuacion las placas se lavaron; se afiadieron 50pl de la muestra/estandar (trazodona, Sigma T6154-1g; N-(3-
clorofenil)piperazina, Alfa-Aesar L01772; nefazodona, Sigma N5536) a los pocillos adecuados por triplicado, seguido
por 75 ul del conjugado hapten-HRP y se incubé a 25°C durante 1 hora. A continuacion se lavaron las placas y se
afiadieron 125 pl de TMB (Randox, 4380-15) a cada pocillo y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos en
la oscuridad. La reaccion se detuvo con 125 pl de 0,2 M de &cido sulfarico. La absorbancia se leyé a 450 nm con un
lector de microplacas ELISA (Bio-Tek Instruments, EL340) y se calcularon las medidas. Finalmente, se determind la
especificidad y sensibilidad del anticuerpo.

Resultados

En los resultados del ELISA en la Tabla 1 se puede observar la amplia especificidad del anticuerpo de la invencién
para la N-(3-clorofenil)piperazina y N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas.
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Tabla 1:
Trazodona mCPP Nefazodona
Concentracion estandar  ng/ml Auso %B/B o Auso % B/Bo Auso %B/Bo
0,000 2,184 100 2,133 100 2,023 100
0,156 1,456 67 1,821 85 1,850 91
0,313 1,271 58 1,679 79 1,671 83
0,625 1,041 48 1,534 72 1,467 73
1,250 0,763 35 1,380 65 1,168 58
2,500 0,551 25 1,183 55 0,923 46
5,000 0,398 18 1,027 48 0,683 34
10,000 0,287 13 0,888 42 0,494 24
I1Cs0 0,532 8,476 3,901
%CR 733 46 100

Ass0 =absorbancia a 450 nm; B = absorbancia a 450 nm a x ng/ml concentracién estandar By = absorbancia a
450 nm a 0 ng/ml concentracion estandar; ICso = concentracién estandar que produce 50% B/Bo; %CR =
porcentaje de reactividad cruzada basado en 100% de especificidad a nefazodona.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo utilizado para detectar o determinar N-(3-clorofenil)piperazina y N'-sustituidas-N-(3-
clorofenil)piperazinas en una solucién o en una muestra in vitro tomada de un paciente, que se caracteriza por haber
sido producida a partir de un inmundgeno de estructura | y ademas también se caracteriza por ser capaz de unirse a

un epitopo de N-(3-clorofenil)piperazina o la fraccion N-(3-clorofenil)piperazina de una N'-sustituida N-(3-
clorofenil)piperazina.

accm
N/ Agente de reticulacién

Cl

4

Estructura |, donde "accm" es la abreviatura de material portador que confiere antigenicidad.

2. El anticuerpo de la Reivindicacion 1 en el que el agente de reticulacién del inmundégeno a partir del cual se
produce el anticuerpo es -X-Y- donde X es una fraccién de alquileno de cadena lineal C;-C19, mas preferiblemente
C,-Csg, y alin mas preferiblemente Cs sustituida o no sustituida, o fraccién de arileno e Y (antes de la conjugacion con
el accm) se selecciona de un carboxi, ditiopiridil, maleimida, amino, hydroxil, tiol, tioéster o una fraccién de aldehido,
mas preferiblemente una fraccion de carboxi.

3. El anticuerpo de la Reivindicacion 1 o 2 en la que la N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es una o mas
moléculas de trazodona, nefazodona y 1-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil)-4-(2-fenoxietil)-1,2,4-triazol-3,5-
diona.

4, Un método para detectar o determinar la N-(3-clorofenil)piperazina y N'-sustituidas- N-(3-
clorofenil)piperazinas en una persona o una solucién, el método consistente en poner en contacto una muestra in
vitro tomada de una persona o una solucién con un conjugado y el anticuerpo de las Reivindicaciones 1 o 2,
detectando el conjugado unido y deduciendo de los valores de calibracién la presencia de un determinado volumen
de N-(3-clorofenil)piperazina o una o mas N'-sustituidas N-(3-clorofenil)piperazinas.

5. El método de la Reivindicacion 4 en la que la N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es una o mas
moléculas de trazodona, nefazodona y 1-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil)-4-(2-fenoxietil)- 1,2,4-triazol-3,5-
diona.

6. Un kit para detectar o determinar la N-(3-clorofenil)piperazina y las N'-sustituidas- N-(3-clorofenil)piperazinas. El
kit incluye el anticuerpo de las reivindicaciones 1 o 2.

7. El kit contiene la Reclamacién 6 en la que la N'-sustituida- N-(3-clorofenil)piperazina es una o0 mas moléculas de
trazodona, nefazodona y 1-{3-[4-(3-clorofenil)-1-piperazinil]propil)-4-(2-fenoxietil)- 1,2,4-triazol-3,5-diona.
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