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DESCRIPCION
Detecciéon de cannabinoides sintéticos
Antecedentes

El aumento creciente en el uso de drogas encubiertas (drogas sintéticas novedosas que previamente estaban, o
permanecen, sin caracterizar analiticamente/estructuralmente y sin clasificar por instituciones gubernamentales), se
ejemplifica mediante productos cannabinoides sintéticos que incorporan JWH-018 y/o CP 47.497 como principio
activo. Los fabricantes de drogas cannabinoides sintéticas encubiertas (SSC) pueden basar su eleccion de diana
molecular activa en estudios de la bibliografia cientifica que abordan el potencial terapéutico de agonistas y
antagonistas de CB1 (el receptor de cannabinoides del SNC). Mediante la incorporacién de compuestos novedosos,
sin caracterizar analiticamente, con alta afinidad por el receptor CB1 en mezclas de hierbas (envasadas con nombres
tales como Spice, Yucatan Fire) los fabricantes pueden dirigirse legalmente a los consumidores de drogas
promocionando clandestinamente el material como producto terapéutico herbal. Un problema para los gobiernos y
las agencias de lucha contra la droga es que incluso tras identificar y prohibir un nuevo cannabinoide sintético, los
fabricantes pueden reaccionar rapidamente a la prohibiciéon incorporando un analogo activo diferente en el mismo
producto herbal o uno diferente; pequefios cambios especificos en la estructura molecular del compuesto activo
conocido pueden preservar la actividad del receptor pero a menudo producen una molécula cuyo perfil de CG-
EM/CL-EM (las técnicas de deteccion aplicadas comunmente) es completamente diferente del de la molécula activa
original. Asi, la nueva molécula activa permanece inicialmente sin identificar y es preciso un estudio quimico-
analitico adicional y costoso, y que requiere muchos recursos para permitir la caracterizacion estructural. Los
principales principios activos destacados en los productos SSC hasta la fecha son JWH-018, CP 47.497 y JWH-073
(Uchiyama et al. 2010; Hudson et al. 2010; Dresen et al. 2010). Los estudios iniciales del metabolismo de
compuestos de tipo JWH y CP han destacado procesos metabodlicos similares al metabolismo del
tetrahidrocannabinol (THC), concretamente hidroxilacion, carboxilacion y glucuronidacion del sustituyente de anillo y
alquilo. Tal como se describe en el presente documento, a menos de indicarse otra cosa, JWH se refiere a
moléculas que comprenden la estructura | que son activas frente a CB4 o metabolitos del compuesto original activo
frente a CB4, en las que el sistema de anillo de indol esta presente como un grupo heterobiciclico condensado, es
decir, no forma parte de, por ejemplo, un sistema de anillo heterotriciclico condensado. Y puede ser hidrogeno o un
grupo alquilo sustituido o no sustituido tal como butilo, pentilo o 2-(morfolin-4-il)etilo, mientras que R es un atomo de
carbono que puede formar parte de un anillo aromatico, condensado o no condensado, sustituido o no sustituido, o
una cadena de alquilo, alquenilo o alquinilo sustituida o no sustituida unida opcionalmente a un anillo aromatico,
condensado o no condensado, sustituido o no sustituido, pero es habitualmente un anillo de naftilo sustituido o no
sustituido.

CP se refiere a moléculas de cannabinoide sintético que comprenden la estructura |l biciclica no condensada Il, en la
que X es etilo, n-propilo o n-butilo asi como metabolitos de los mismos.

Estructura |

Estructura Il
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Los metabolitos de indolilo, naftilo, carboxialquilo, N-desalquilado y de N-alquilo mono-, di- y tri-hidroxilado, asi como
sus conjugados glucuronidados son metabolitos de JWH-018 notificados (Sobolevsky et al. 2010; Kraemer et al.
2008). Moller et al. (2010) destacaron los mismos metabolitos que Sobolevsky et al. (2010), siendo la cadena de N-
alquilo monohidroxilado el metabolito de fase | mas abundante; Wintermeyer et al. (2010) realizaron un estudio in
vitro que confirmé en gran medida los resultados previos. Se han analizado productos terapéuticos herbales usando
extraccion con disolventes, derivatizacion previa y finalmente analisis mediante CG-EM en modo SIM (Rana et al.
2010). Este método es inadecuado para la deteccion de SSC de tipo JWH y CP futuros y “actuales” (resulta
concebible que los productos terapéuticos herbales “actuales”, asi como JWH-018 y CP 47.497, incorporen SSC de
tipo JWH y CP que ain no se han caracterizado), y requiere la derivatizacion previa de la muestra, personal
especializado para su implementacion y equipos caros. El documento EP0736529 A1 da a conocer un método para
detectar metabolitos del tetrahidrocannabinol usando anticuerpos contra dichos cannabinoides en inmunoanalisis.
Para abordar el problema asociado con la deteccidon econoémica y rapida de moléculas de tipo JWH y CP conocidas
y sus metabolitos y/o metabolitos futuros y asociados basandose en las familias de drogas de tipo JWH y CP, los
inventores disefiaron un método novedoso basado en anticuerpos novedosos producidos a partir de inmunégenos
novedosos. Los anticuerpos respaldan una solucién analitica y econémica eficaz para la deteccion y cuantificacion
de moléculas activas frente a CB4 de tipo JWH y CP actuales y futuras en muestras de pacientes in vitro y productos
terapéuticos herbales.

Bibliografia

Dresen et al. (2010). J. Mass Spectrom., 45: 1186-1194.

Kraemer et al. (2008). http://www.gtfch.org/cms/images/stories/ media/tk/tk76_2/ abstractsvortraege.pdf
Hudson et al. (2010). J. Anal. Toxicol., 34: 252-260.

Moller et al. (2010). Drug Test Anal. 24 de sep. [publicacion electronica avance de la edicion impresal.

Rana et al. (2010). Quantitative composition of synthetic cannabinomimetics in “Herbal High” products. Pdster en
SOFT 2010 Annual Meeting, Richmond, Virginia, EE.UU.

Sobolevsky et al. (2010). Foren. Sci. Int., 200(1-3): 141-147.

Uchiyama et al. (2010). Foren. Sci. Int., 198: 31-38.

Wintermeyer et al. (2010). Anal. Bioanal. Chem., 398: 2141-2153.

Documento EP 0 736 529

Sumario de la invencion

La invencion describe un método rapido y practico para la deteccion y determinacion de cannabinoides sintéticos
conocidos y/o encubiertos basados en las familias de drogas de tipo JWH y CP. También se describen kits y su uso
para la deteccion y determinacion de SSC de tipo JWH y CP en productos terapéuticos herbales y muestras de
pacientes in vitro. La invencion esta respaldada por inmundgenos y anticuerpos novedosos que facilitan dichos
métodos, kits y aplicaciones.

Dibujos

Figura 1 Sintesis de hapteno A

Figura 2 Sintesis de hapteno B

Figura 3 Sintesis de hapteno C

Figura 4 Sintesis de hapteno D

Figura 5 Inmundgenos |, Il y 1]

Figura 6 Moléculas representativas de la familia JWH

Figura 7 Metabolitos de tipo JWH identificados e hipotéticos (n = 1-2). Los metabolitos hidroxilados potencialmente
se metabolizan ademas al/a los glucurénido(s) correspondiente(s)

Figura 8 Moléculas activas frente a CB4 de la familia CP
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Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion proporciona inmundgenos, anticuerpos, métodos, kits, usos y sustratos solidos tal como se define en
las reivindicaciones adjuntas.

5
Un primer aspecto de la invencidon es uno o mas inmunégenos que presentan las siguientes estructuras
o o]
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10 Grupo | (a)-(d) (inmundgenos de la familia JWH)
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Grupo Il (e)-(h) (inmundgenos de la familia CP)

en las que el accm es un material portador que confiere antigenicidad; el agente reticulante es un grupo de unién
funcionalizado que une el accm a la parte restante de la molécula. Por funcionalizado quiere decirse que el agente
reticulante incorpora atomos que le permiten unirse tanto al accm como al resto de tipo JWH o CP, formando un
grupo de unidon en puente. En la estructura (e), el agente reticulante forma un enlace sencillo o uno doble con el
anillo de ciclohexilo, en la estructura (c) el agente reticulante se extiende desde la posicion 4, 5, 6 6 7 del anillo de
indol y en la estructura (d) el agente reticulante se extiende desde la posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 del anillo de natftilo.
El concepto de agente reticulante lo conoce bien el experto en la sintesis de inmundgenos. Para la presente
invencion, cuando se conjuga el hapteno con el accm para formar el inmundégeno, la naturaleza y longitud del agente
reticulante sigue métodos convencionales para optimizar el reconocimiento epitdpico de haptenos por el anticuerpo.
Esto conlleva un agente reticulante de baja inmunogenicidad y una longitud de cadena preferiblemente no mayor de
aproximadamente diez atomos, lo mas preferiblemente no mayor de seis atomos.

Preferiblemente para la estructura (a), el agente reticulante es -(CO),-D-Y-, y, donde n = 0 6 1, y D es un resto
alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido C1.1o, preferiblemente C15 e Y, que se une al accm, se
selecciona de grupos tales como carbonilo, amino, tiol, maleimida, isocianato, isotiocianato, aldehido, diazo y
ditiopiridilo. Preferiblemente Y es carbonilo o amino. Preferiblemente para las estructuras (b), (c), (d), (f) y (h), €l
agente reticulante es -(A),-D-Y- donde A = O, -N(R)-, S, -S(O)- (sulféxido) o -S(O).- (sulfonilo) y R = H o alquilo C.s,
n =006 1y D es un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido C.1o, preferiblemente Ci5 e
Y, que se une al accm, se selecciona de grupos tales como carbonilo, amino, tiol, maleimida, isocianato,
isotiocianato, aldehido, diazo y ditiopiridilo. Preferiblemente Y es carbonilo o amino.

Preferiblemente para la estructura (e), m = 1-3, el agente reticulante es -(L),-M-Q- 0 =N-O-M-Q- en los que Q, unido
al accm, es carbonilo o amino, M es un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido Ci-1o,
preferiblemente C15, p=006 1y L es O, NH, S, éster, tioéster o amida.

Preferiblemente para la estructura (g), m = 1-3, el agente reticulante es -(L),-M-N- en el que N, unido al accm, es
carbonilo o amino, M es un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido Ci.1o,
preferiblemente C15, p=006 1y L es O, NH, S, éster, tioéster o amida. Inmundgenos preferidos corresponden a las
estructuras (a) y (c). El agente reticulante de estructura (c) del grupo | se une preferiblemente en la posicion del 5-
indol. El agente reticulante de estructura (d) del grupo | se une preferiblemente en la posicion del 4-naftilo. Se ha
encontrado que inmundgenos de la invencion producen anticuerpos que pueden unirse a varias moléculas de tipo
JWH y sus metabolitos. El experto es consciente de que para que estos anticuerpos reconozcan moléculas de tipo
JWH y CP deben unirse a estructuras o epitopos particulares de hapteno (en este contexto, siendo el hapteno
aquella parte del inmundégeno que no es el agente reticulante ni el accm); los epitopos son a menudo grupos
diferentes que incorporan grupos funcionales. Por ejemplo, con referencia al inmunogeno de tipo JWH de estructura
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(a) del grupo |, el epitopo reconocido por el anticuerpo sera la totalidad o parte del resto 3-(1-naftoil)-1H-indol, y para
un inmundgeno de estructura (b) del grupo |, el epitopo reconocido por el anticuerpo sera la totalidad o parte del
resto N-pentil-3-carbonil-1H-indol. El accm puede ser cualquier material que hace que la totalidad o parte de hapteno
sea susceptible de reconocimiento y unién por parte del anticuerpo. Por ejemplo, el accm puede ser una proteina, un
fragmento de proteina, un polipéptido sintético o un polipéptido semisintético. Inmundgenos especialmente
preferidos de la invencién corresponden a las estructuras (a) y (c) del grupo | en las que la estructura (a) tiene Y =
carbonilo, n =0 y D = pentileno y la estructura (c) tiene Y = carbonilo, A =0, n =1 y D = metileno.

Un aspecto adicional de la invencion es un anticuerpo producido contra un inmunégeno de estructura (a), (b) o (c)
del grupo I, que puede unirse a moléculas de la familia JWH y sus metabolitos que comprenden la estructura I. El
término “que puede unirse a”, tal como se usa en el presente documento, no implica que los anticuerpos tengan la
eleccioén de unirse o no a las moléculas de tipo JWH, sino que en condiciones de inmunoanalisis convencionales, los
anticuerpos se uniran a las moléculas de tipo JWH o CP. Los anticuerpos se producen preferiblemente contra
inmunogenos de estructura (a) o (c) del grupo |, pudiendo unirse los anticuerpos a varias moléculas y metabolitos de
la familia JWH, incluyendo JWH-018 y sus metabolitos hidroxilados de N-alquilo. Se prefiere especialmente que los
anticuerpos se produzcan a partir de la estructura (a) del grupo | en la que Y = carbonilo, n =0 y D = pentileno y la
estructura (c) del grupo | en la que Y = carbonilo, A= O, n =1y D = metileno, los anticuerpos pueden unirse a varias
moléculas y metabolitos de la familia JWH, incluyendo JWH-018 y sus metabolitos desalquilados, hidroxilados y
carboxilados, JWH-073, JWH-081, JWH-200 y JWH-398. Los anticuerpos también tienen el potencial de unirse a
derivados activos frente a CB1 de moléculas de tipo JWH que podrian representar futuras generaciones de SSC.

La invencién también describe un anticuerpo producido contra un inmundgeno de estructura (d), (e), (f) o (g),
pudiendo unirse el anticuerpo a moléculas de la familia CP, metabolitos de moléculas CP y futuras moléculas de
SSC que comprenden la estructura Il. Cuando se usa en referencia a un anticuerpo, la palabra especifico en el
contexto de la presente invencion se refiere al analito que se une preferiblemente por el anticuerpo, tal como se mide
mediante una métrica adecuada como la Clso. Dada la Clso de diversos analitos, pueden calcularse sus reactividades
cruzadas. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal usando métodos bien conocidos. Si el
anticuerpo policlonal presenta la especificidad y sensibilidad requeridas, es decir, se une a un Unico analito dentro
del intervalo de deteccion del ensayo, es innecesario el desarrollo de un anticuerpo monoclonal. Alternativamente,
podria ser deseable un anticuerpo monoclonal o policlonal que se une a varios analitos; en el contexto de la
presente invencién, se prefieren anticuerpos que se unen a varios analitos. Pueden incorporarse uno o mas
anticuerpos de la invencion en un kit para la deteccion y determinacion de SSC individuales o multiples. El experto
en el campo del inmunodiagndstico conoce varios formatos de inmunoanalisis alternativos que podrian incorporar los
anticuerpos de la invencidon en disolucion o acoplados (por ejemplo unidos covalentemente o “no unidos”
electrostaticamente a través de fuerzas de van der Waals) a un sustrato sélido tal como perlas, portaobjetos de
vidrio/plastico o chips ceramicos (por chip se entiende un sustrato pequefio, plano). Un sustrato soélido preferido
sobre el que se unen covalentemente los anticuerpos de la invencién es un chip, preferiblemente de ceramica; la
palabra “biochip” puede usarse para referirse a un chip con anticuerpos unidos. Los anticuerpos de la invencién
pueden usarse para la deteccion o determinacion de un unico SSC tal como JWH-018, como la molécula original o
como un metabolito, pero una realizacién preferida es el uso de uno o mas anticuerpos, preferiblemente dos o mas
anticuerpos, al menos uno derivado del grupo | y uno derivado del grupo Il, para la deteccién o determinacion de
varios SSC y/o sus metabolitos de las familias JWH y CP. Los criterios de deteccion y determinacion para un SSC
usando una plataforma de inmunoanalisis incluyen, tal como se conoce bien en la técnica, superar un valor de
concentracion/punto de corte predefinido o medir el valor equivalente de calibracién tal como se deriva de una curva
de calibracion (también denominada curva patrén).

Otro aspecto de la invencién es un método de deteccién o determinacién de cannabinoides sintéticos de las familias
JWH y/o CP y sus metabolitos en una muestra in vitro de un individuo o en una disolucién derivada de una sustancia
sospechosa de contener cannabinoides sintéticos que comprende: poner en contacto la muestra o disolucién con
uno o mas agentes de deteccién y uno o mas anticuerpos de la invencidon que se unen a moléculas de la familia
JWH y/o uno o mas anticuerpos de la invencidon que se unen a moléculas de la familia CP, medir los agentes de
deteccion, y detectar o determinar, mediante referencia a calibradores, la presencia o concentraciéon de una
molécula o moléculas de la familia JWH y/o la familia CP. Con referencia a “detectar o determinar”, “detectar”
significa analizar cualitativamente la presencia o ausencia de una sustancia, “determinar” significa analizar
cuantitativamente la cantidad de una sustancia. El agente de deteccién es una molécula pequefia, generalmente de
estructura similar a una molécula que va a detectarse conjugada con un agente marcador, que puede unirse a uno
de los anticuerpos de la invencién. El agente marcador se selecciona de una enzima, una sustancia luminiscente,
una sustancia radiactiva o una mezcla de las mismas. Preferiblemente, el agente marcador es una enzima,
preferiblemente una peroxidasa, lo mas preferiblemente peroxidasa del rabano picante (HRP). Alternativa o
adicionalmente, la sustancia luminiscente puede ser un material bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente.
Para los fines de la invencion, la muestra de paciente que va a usarse para el analisis in vitro puede ser cabello o un
liquido bioldgico periférico pero es preferiblemente sangre completa, suero, plasma u orina.

Preferiblemente, los cannabinoides sintéticos que van a detectarse o determinarse son uno o mas de JWH-018,

JWH-073, JWH-200 y JWH-398 y el uno o mas anticuerpos se derivan de inmundgenos de estructuras (a) y (c) del
grupo |. Cuando se hace referencia a la deteccién o determinacién de una molécula de JWH o CP, con o sin un
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numero como sufijo unido a JWH y CP, también se infieren el metabolito o metabolitos a menos que se indique otra
cosa. El inmunogeno de estructura (a) tiene preferiblemente un agente reticulante -X-Y- en el que Y es carbonilo y
se une al accm, y X es pentileno, y el inmunégeno de estructura (c) tiene un agente reticulante -O-CH2-C(O)- en el
que el carbonilo se une al accm.

La invencion también describe kits para detectar o determinar una molécula o moléculas de la familia JWH y/o la
familia CP que comprenden uno o mas anticuerpos de la invencion. Preferiblemente, el kit comprende uno o mas
anticuerpos producidos frente a un inmunogeno de cualquiera de las estructuras (a), (b), (c) o (d) del grupo | y uno o
mas anticuerpos producidos frente a un inmundégeno de estructura (d), (e), (f) o (g) del grupo Il. Mas preferiblemente
los anticuerpos del kit se derivan de un inmundégeno de estructura (a) y/o (c). Se prefiere particularmente un kit que
comprende anticuerpos derivados de los inmundgenos | o Il (figura 5) para detectar o determinar uno o mas de
JWH-018, JWH-073, JWH-200 y JWH-398. Los anticuerpos del kit se acoplan preferiblemente a cualquier soporte
sélido adecuado tal como un chip. Aunque el soporte sélido puede ser de cualquier forma adecuada tal como una
perla o un portaobjetos y de cualquier material adecuado tal como silicio, vidrio o plastico, el soporte sélido es
preferiblemente un chip de ceramica. El kit puede incluir ademas calibradores y uno o mas agentes de deteccion e
incluye opcionalmente instrucciones de uso de los anticuerpos del kit y, si estan incorporados, los calibradores y
agentes de deteccion, para detectar y determinar moléculas de las familias JWH y/o CP. La invencion también
realiza soportes sélidos que comprenden los anticuerpos novedosos.

Los anticuerpos de la invencion se usan para la deteccién o determinacién de moléculas de tipo JWH y/o CP en
mezclas de hierbas, una muestra in vitro tomada de un individuo o cualquier otra sustancia sospechosa de
contenerlos. Un uso preferido de los anticuerpos de la invencién es su uso en la deteccion y/o cuantificacion de
JWH-018, JWH-073, JWH-200 y JWH-398 en mezclas de hierbas y/o JWH-073, JWH-200, JWH-398 y JWH-018 y
sus metabolitos en muestras in vitro tomadas de individuos.

Métodos generales, ejemplos y resultados

Preparacion de haptenos, inmundgenos y agentes de deteccion

Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmundgenos y, por tanto,
es necesario conjugarlos con materiales portadores, que provocaran una respuesta inmunégena cuando se
administren a un animal anfitrion. Los materiales portadores apropiados contienen comunmente segmentos de
poli(aminoacido) e incluyen polipéptidos, proteinas y fragmentos de proteina. Ejemplos ilustrativos de materiales
portadores utiles son albumina sérica bovina (BSA), ovoalbumina de huevo, gamma-globulina bovina, tiroglobulina
bovina (BTG), hemocianina de lapa californiana (KLH) etc. Alternativamente, pueden emplearse poli(aminoacidos)
sintéticos que tienen un numero suficiente de grupos amino disponibles, tales como lisina, como pueden emplearse
otros materiales poliméricos sintéticos o naturales portadores de grupos funcionales reactivos. También, pueden
conjugarse con el hapteno hidratos de carbono, levaduras o polisacaridos para producir un inmundgeno. Los
haptenos también pueden acoplarse a un agente marcador detectable tal como una enzima (por ejemplo, peroxidasa
del rabano picante), una sustancia que tiene propiedades fluorescentes o un marcador radiactivo para la preparacion
de agentes de deteccion 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 del inmunégeno para la invencion
descrita en el presente documento implica quimica de conjugaciéon convencional. Para confirmar que se ha logrado
una conjugacion adecuada de hapteno al material portador, antes de la inmunizacién, se evalda cada inmunégeno
usando espectroscopia de masas de desorcién/ionizacion laser asistida por matriz y tiempo de vuelo (EM MALDI-
TOF).

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

Se realiz6 la espectrometria de masas MALDI-TOF usando un espectrometro de masas de desorcion laser VVoyager
STR Biospectrometry Research Station acoplado con extraccion retardada. Se diluyé una alicuota de cada muestra
que iba a analizarse con acido trifluoroacético (TFA) acuoso al 0,1% para crear disoluciones de muestra 1 mg/ml. Se
analizaron alicuotas (1 ul) usando una matriz de acido sinapinico y se us6 albumina sérica bovina (Fluka) como
calibrante externo.

Preparacion de antisueros

Para generar antisueros policlonales, se mezcla un inmunoégeno de la presente invenciéon con adyuvante de Freund
y se inyecta la mezcla en un animal anfitrion como conejo, oveja, ratén, cobaya o caballo. Las ovejas son el animal
anfitrion preferido. Se administran inyecciones adicionales (refuerzos) y se toman muestras del suero para
determinar el titulo de los anticuerpos. Cuando se ha obtenido el titulo 6ptimo, se extrae sangre del animal anfitrion
para producir un volumen adecuado de antisuero especifico. El grado de purificacién de los anticuerpos requerido
depende de la aplicacion pretendida. Para muchos fines, no existe ningun requisito de purificacion, sin embargo, en
otros casos, como cuando el anticuerpo va a inmovilizarse sobre un soporte sélido, pueden emprenderse etapas de
purificacion para retirar el material no deseado y eliminar la unién no especifica.
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Desarrollo del inmunoandlisis

El procedimiento de desarrollar un inmunoanalisis lo conoce bien el experto en la técnica. En resumen, para un
inmunoanalisis competitivo en el que el analito diana es una molécula no inmunégena tal como un hapteno, se lleva
a cabo el siguiente procedimiento: se producen anticuerpos mediante la inmunizacién de un animal, preferiblemente
un animal mamifero, mediante la administracion repetida de un inmundgeno. Se recoge el suero del animal
inmunizado cuando el titulo de anticuerpos es lo suficientemente alta. Se afiade un agente de detecciéon a una
muestra que contiene el analito diana y los anticuerpos producidos, y el agente de deteccion y el analito compiten
para unirse a los anticuerpos. El procedimiento puede comprender fijar dichos anticuerpos del suero a un sustrato de
respaldo tal como un soporte sélido de poliestireno o un chip de ceramica. Los anticuerpos pueden ser policlonales o
monoclonales usando técnicas convencionales. La sefial emitida en el inmunoanalisis es proporcional a la cantidad
de agente de deteccion unido a los anticuerpos que, a su vez, es inversamente proporcional a la concentracion de
analito. La sefal puede ser detectarse o cuantificarse mediante comparacién con un calibrador.

Ejemplos

Ejemplo - 1: Preparacién de 3-(1-naftoil)-1H-indol 1

A una disolucion enfriada de indol (5,85 g, 50 mmol) en éter (50 ml) bajo nitrébgeno se le afiadié lentamente una
disolucion de bromuro de metiimagnesio (3 M) en éter (17,5 ml). Tras la adicidn, se calent6 la mezcla de reaccion
hasta la temperatura ambiente y se agité durante 2 h a temperatura ambiente. Luego se enfrié la mezcla de nuevo
hasta 0°C, y a la misma se le afiadié lentamente con agitacion una disolucién de cloruro de 1-naftoilo (9,5 g,
50 mmol) en éter (50 ml). Se calenté la mezcla resultante hasta la temperatura ambiente y se agité durante 2 h a
temperatura ambiente seguido de la adiciéon lenta de disolucion saturada de cloruro aménico (375 ml). Luego se
agité la mezcla durante la noche a la temperatura ambiente. Se form6 un sodlido blanco que se filtrd, se lavo
mediante éter y se seco a alto vacio produciendo 3-(1-naftoil)-1H-indol 1 (12,3 g, 91%).

Ejemplo - 2: Preparacion de N-(5-etoxicarbonilpentil)-3-(1-naftoil)-1H-indol 2

A una suspensioén de hidruro de sodio (1,1 g, 30 mmol, al 60% en aceite mineral) en DMF (100 ml) bajo nitrégeno se
le afiadié 3-(1-naftoil)-1H-indol 1 sodlido (5,43 g, 20 mmol). Tras agitacion a temperatura ambiente durante 1 h, se le
afadié lentamente una disolucién de 6-bromohexanoato de etilo (6,6 g, 30 mmol) en DMF (10 ml) con agitacion a lo
largo de un periodo de 15 min y luego se calenté la mezcla a 60°C durante 3 h. Se elimind el disolvente a alto vacio
y se suspendio el producto bruto en agua (150 ml) y se extrajo mediante acetato de etilo (2x150 ml). Se lavaron las
fases de acetato de etilo combinadas con agua (1x100 ml), salmuera (1x100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio,
se filtraron y se concentraron hasta la sequedad. Se purificd el producto bruto obtenido mediante cromatografia
sobre gel de silice usando hexano/acetato de etilo (8/2) para producir el compuesto del titulo 2 como un aceite que
se solidificé al enfriarse (7,1 g, 86%).

Ejemplo - 3: Preparacion de N-(5-carboxipentil)-3-(1-naftoil)-1H-indol (hapteno A)

A una disolucién de 2 (5,0 g, 12 mmol) en una mezcla de THF/H20 (1:1) se le afadié hidréxido de potasio (1,7 g) y
se agitd la mezcla a 60°C durante 1 h. Se eliminé el THF a vacio, se acidificd la disolucion acuosa hasta pH 1
mediante la adicion de una disolucion de acido clorhidrico (1 N) y se extrajo mediante acetato de etilo (3x100 ml). Se
lavaron las fases organicas combinadas mediante agua (100 ml), disolucion de salmuera (100 ml), se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron hasta la sequedad. Se disolvid el producto bruto obtenido en acetato
de etilo (10 ml) y se precipit6 el hapteno A mediante la adicion de una mezcla de éter/hexano como un sélido blanco,
se filtrd y se seco a alto vacio produciendo el hapteno A (3,6 g, 78%).

Ejemplo - 4: Conjugacion de hapteno A con BSA

A una disolucion de hapteno A (52,2 mg, 0,13 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afiadi6 N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (34,0 mg, 0,16 mmol) y N-hidroxisuccinimida (19,0 mg, 0,16 mmol) y se agitdé la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se retiré mediante filtracion la diciclohexilurea formada y se afadié la disolucion gota a
gota a una disolucion de BSA (200 mg, 3,0 umol) en disolucién de bicarbonato sédico 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Luego
se agité la mezcla durante la noche a 4°C. Luego se dializ6 la disolucion frente a tampdn fosfato 50 mM, pH 7,2 (3
cambios) durante 24 h a 4°C, y se liofilizd. Los resultados de MALDI mostraron que se habian conjugado 9,83
moléculas de hapteno A con una molécula de BSA.

Ejemplo - 5: Conjugacion de hapteno A con BTG (inmundgeno 1)

A una disolucion de hapteno A (58,0 mg, 0,15 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afiadié N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (34,0 mg, 0,16 mmol) y N-hidroxisuccinimida (19,0 mg, 0,16 mmol) y se agitdé la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada mediante filtracion y se afiadio la disolucion gota a
gota a una disolucion de BTG (150 mg) en disolucién de bicarbonato sédico 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Luego se agitd
la mezcla durante la noche a 4°C. Luego se dializd la disolucién frente a tampon fosfato 50 mM, pH 7,2 (3 cambios)
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durante 24 h a 4°C, y se liofilizé produciendo el inmunégeno I.

Ejemplo - 6: Conjugacion de hapteno A con HRP

Se disolvid clorhidrato de EDC (10 mg) en agua (0,5 ml) y se afiadié inmediatamente a una disolucion de hapteno A
(2 mg) en DMF (0,2 ml). Tras mezclar, se afadio esta disolucion gota a gota a una disolucion de HRP (20 mg) en
agua (1 ml). Se le anadié sulfo-NHS (5 mg) y se incubd la mezcla de reaccion en la oscuridad a temperatura
ambiente durante la noche. Se retir6 el exceso de hapteno con columnas PD-10 dobles (Pharmacia) en serie,
preequilibradas con PBS a pH 7,2. Luego se dializ6 el agente de deteccion hapteno-HRP durante la noche frente a
101 de PBS a pH 7,2 a 4°C.

Ejemplo - 7: Preparacion de 5-metoxi-3-(1-naftoil)-1H-indol 4

A una disolucién enfriada a 0°C de 5-metoxi-1H-indol 3 (7,4 g, 50 mmol) en éter dietilico (150 ml) bajo nitrégeno se le
afiadié gota a gota una disolucién de bromuro de metiimagnesio (3 M) en éter dietilico (17,5 ml) y se agit6 la mezcla
durante 2 h a temperatura ambiente. Luego se enfrid la disolucion a 0°C y a esta disolucion se le afiadié una
disolucion de cloruro de 1-naftoilo (9,5 g, 50 mmol) en éter dietilico (100 ml) gota a gota a lo largo de un periodo
15 min. Tras completarse la adicion, se calenté la disolucién a temperatura ambiente y se agité durante 2 h seguido
de la adicion lenta de disoluciéon saturada de cloruro de amonio (375 ml) y se agitd durante la noche. Se filtro el
solido blanco formado, se lavd con éter y se seco a alto vacio produciendo 5-metoxi-3-(1-naftoil)-1H-indol 4 (11,3 g,
75%).

Ejemplo - 8: Preparacion de 5-metoxi-3-(1-naftoil)-N-pentil-1H-indol 5

A una suspensioén de hidruro de sodio (1,54 g, 45,7 mmol, al 60% en aceite mineral) en DMF (100 ml) bajo nitrégeno
se le afadidé gota a gota una disolucién de 5-metoxi-3-(1-naftoil)-1H-indol 4 (9,83 g, 32,6 mmol) en DMF (50 ml) y se
agité la mezcla a 40°C durante 1 h. Luego se enfrio la disolucion hasta la temperatura ambiente y a esta mezcla se
le afiadié una disolucion de 1-bromopentano (8,2 g, 54,3 mmol) en DMF (25 ml). Se agit6 la mezcla a 60°C durante 1
h. Se elimino el disolvente a alto vacio y se suspendid el producto bruto en agua (200 ml) y se extrajo mediante
acetato de etilo (2x200 ml). Se lavaron las fases de acetato de etilo combinadas mediante agua (1x100 ml),
salmuera (1x100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron hasta la sequedad. Se purificd
el producto en bruto obtenido mediante cromatografia sobre gel de silice usando hexano/acetato de etilo (7/3) para
producir el compuesto del titulo 5 como un aceite que solidifico al enfriarse (7,1 g, 59%).

Ejemplo - 9: Preparacion de 5-hidroxi-3-(1-naftoil)-N-pentil-1H-indol 6

A una disolucion de acido bromhidrico (al 48% p/p) en agua (150 ml) se le afiadié 5 (6,5 g, 17,5 mmol) y se calento
la mezcla a reflujo durante 3 h. Se enfrid la disolucion hasta la temperatura ambiente y se concentré hasta la
sequedad. Luego se afhadié agua (200 ml), se neutralizé la disolucidon hasta pH 7-8 y luego se extrajo con acetato de
etilo (3x150 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas mediante agua (150 ml), salmuera (150 ml), se secaron
sobre Na,SOy, se filtraron y se concentraron hasta la sequedad. Luego se recristalizé el producto bruto en acetato
de etilo/hexano produciendo un solido blanco de 5-hidroxi-3-(1-naftoil)-N-pentil-1H-indol 6 (4,5 g, 72%).

Ejemplo - 10: Preparacion de 5-(terc-butoxicarbonilmetoxi)-3-(1-naftoil)-N-pentil-1H-indol 7

A una suspension de hidruro de sodio (452 mg, 13,4 mmol, al 60% en aceite mineral) en DMF (25 ml) bajo nitrégeno
se le afiadid gota a gota una disolucion de 6 (3,7 g, 10,35 mmol) en DMF (50 ml) y se agité la mezcla a 60°C durante
1 h. Luego se enfrié la disolucion hasta la temperatura ambiente y a esta mezcla se le anadié una disoluciéon de
bromoacetato de terc-butilo (2,62 g, 13,4 mmol) en DMF (25 ml). Se agit6 la mezcla a 60°C durante 3 h. Se elimin6
el DMF a alto vacio y se suspendi6 el producto en bruto en agua (100 ml) y se extrajo la mezcla mediante acetato de
etilo (2x100 ml). Se lavaron las fases de acetato de etilo combinadas mediante agua (1x50 ml), salmuera (1x50 ml),
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron hasta la sequedad. Se purificé el producto bruto
obtenido mediante cromatografia sobre gel de silice usando hexano/acetato de etilo (9/1) produciendo el compuesto
del titulo 7 (3,5 g, 72%).

Ejemplo - 11: Preparacion de 5-carboximetoxi-3-(1-naftoil)-N-pentil-1H-indol (hapteno B)

A una disolucién de 7 (3,0 g, 6,4 mmol) en diclorometano (50 ml) se le afiadié TFA (25 ml) y se agité la mezcla a
temperatura ambiente durante 3 h. Se evaporé la mezcla hasta la sequedad y se purificé el producto bruto obtenido
mediante cromatografia sobre gel de silice usando metanol al 5% en cloroformo produciendo el hapteno B (2,1 g,
79%).

3C-RMN (CD30D, & ppm): 194,55, 173,21, 156,53, 141,14, 140,15, 135,25, 134,10, 131,98, 131,17, 129,46, 1289,
1127,85, 127,44, 126,87, 125,55, 125,85, 117,92, 115,14, 112,72, 106,33, 65,54, 30,59, 29,87, 23,2, 14,25
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Ejemplo - 12: Conjugacion de hapteno B con BSA

A una disolucién de hapteno B (62,4 mg, 0,15 mmol) DMF (1,0 ml) se le afiadié N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
(34,1 mg, 0,16 mmol) y N-hidroxisuccinimida (19,02 mg, 0,16 mmol) y se agitdé la mezcla a temperatura ambiente
durante la noche. Se retird la diciclohexilurea formada mediante filtracion y se afiadié la disolucion gota a gota a una
disolucion de BSA (200 mg, 3 umol) en disolucion de bicarbonato sédico 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Luego se agito la
mezcla durante la noche a 4°C. Luego se dializé la disolucién frente a tampodn fosfato 50 mM, pH 7,2 (3 cambios)
durante 24 h a 4°C, y se liofilizé. Los resultados de MALDI mostraron que se habian conjugado 37,2 moléculas de
hapteno B con una molécula de BSA.

Ejemplo - 13: Conjugacion de hapteno B con BTG (inmundgeno 1)

A una disolucion de hapteno B (56,0 mg, 0,13 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afiadi6 N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (30,6 mg, 0,14 mmol) y N-hidroxisuccinimida (17,1 mg, 0,14 mmol) y se agitdé la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada mediante filtracion y se afiadio la disolucion gota a
gota a una disolucién de BTG (150 mg) en disolucion de bicarbonato sédico 50 mM (pH 8,5) (15 ml). Entonces se
agitd la mezcla durante la noche a 4°C. Entonces se dializ6 la disolucion frente a tampén fosfato 50 mM, pH 7,2 (3
cambios) durante 24 h a 4°C, y se liofilizé dando el inmunégeno 1.

Ejemplo - 14: Preparacion de 3-carboxi-1-pentil-1H-indol (hapteno C)

Se afiadié acido indol 3-carboxilico (3 g, 18,62 mmol) a una suspension de hidruro de sodio (al 60% en aceite)
(1,11 g, 1,5 eq.) en DMF seca (30 ml) bajo una atmdsfera de nitrégeno. Se agitd la mezcla a temperatura ambiente
durante 45 min (el desprendimiento de H, ha cesado) y a esto se le afiadié 1-bromopentano (4,62 ml, 2 eq.) en DMF
seca (10 ml) gota a gota. Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se eliminaron los disolventes
al vacio y al residuo se le afiadié agua (30 ml) y acetato de etilo (30 ml). Se separé la parte de acetato de etilo, se
secO sobre sulfato de sodio, se filir6 y se evapord hasta la sequedad. Se purificé el residuo bruto mediante
cromatografia en columna (gel de silice: acetato de etilo al 20% en hexano) produciendo el compuesto del titulo
(2,12 g, 49%) como un solido de color crema.

Ejemplo - 15: Conjugacion de 3-carboxi-1-pentil-1H-indol con BSA

A una disolucién de hapteno C (26,13 mg, 0,113 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afiadié N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (25,64, 0,1243 mmol) y N-hidroxisuccinimida (14,30 mg, 0,1243 mmol) y se agitd la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada mediante filtracion y se afiadio la disolucion gota a
gota a una disolucion de BSA (150 mg) en disoluciéon de bicarbonato de sodio 100 mM (pH 8,5) (9 ml). Luego se
agité la mezcla durante la noche a 4°C. Luego se dializ6 la disolucion frente a tampoén fosfato 50 mM, pH 7,2 (3
cambios) durante 24 horas a 4°C, y se liofilizo.

Ejemplo - 16: Conjugacion de acido 1-pentil-1-H-indol-3-carboxilico con BTG (inmundgeno |Il)

A una disolucién de hapteno C (31,22 mg, 0,135 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afadié N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) (30,74 mg, 0,149 mmol) y N-hidroxisuccinimida (17,1 mg, 0,149 mmol) y se agité la mezcla a temperatura
ambiente durante la noche. Se retir6 la diciclohexilurea formada mediante filtracion y se afiadié la disolucion gota a
gota a una disolucidon de BTG (150 mg) en disolucion de bicarbonato de sodio 100 mM (pH 8,5) (15 ml). Luego se
agité la mezcla durante la noche a 4°C. Luego se dializ6 la disolucion frente a tampoén fosfato 50 mM, pH 7,2 (3
cambios) durante 24 horas a 4°C, y se liofilizé produciendo el inmunégeno llI.

Ejemplo - 17: Conjugacion de hapteno B con HRP

Se disolvid clorhidrato de EDC (10 mg) en agua (0,5 ml) y se afiadié inmediatamente a una disolucién de hapteno B
(2 mg) en DMF (0,2 ml). Tras mezclar, se afadio esta disolucion gota a gota a una disolucion de HRP (20 mg) en
agua (1 ml). Se afiadio sulfo-NHS (5 mg) y se incubd la mezcla de reaccion en la oscuridad a temperatura ambiente
durante la noche. Se retir6 el exceso de hapteno con columnas PD-10 dobles (Pharmacia) en serie, preequilibradas
con PBS a pH 7,2. Luego se dializé el agente de deteccion hapteno-HRP durante la noche frente a 10 | de PBS a pH
7,2a4°C.

Ejemplo 18 - Preparacion de anticuerpos frente a los inmundgenos | y Il.

Se formularon disoluciones acuosas de los inmundgenos preparados en los ejemplos 5 y 13 con adyuvante
completo de Freund (FCA) para formar emulsiones que consistian en 2 mg/ml de inmunégeno 1 y 2 mg/ml de
inmunégeno Il en FCA al 50% (v/v). Se inmunizaron tres ovejas con cada emulsién (1% inmunizaciones),
inyectandose 0,25 ml por via intramuscular en cuatro sitios en el anca de cada animal. Inmunizaciones posteriores
(refuerzos 2-8) contenian 1 mg/ml de inmundgeno | y 1 mg/ml de inmundgeno Il. Se emulsionaron todos los
refuerzos en adyuvante incompleto de Freund (FIA) al 50% (v/v) y se administraron a las ovejas apropiadas de la
misma manera que las 1* inmunizaciones, a intervalos mensuales. Se tomaron muestras de sangre 7-14 dias tras
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cada refuerzo. Se proces6é cada muestra para producir antisuero, que se purificd adicionalmente por precipitacion
con acido caprilico y sulfato de amonio para producir una fraccion de inmunoglobulina (Ig). Se evalud la fraccion de
Ig mediante analisis en placa de microtitulacion de ELISA competitivo, tal como se describe en el ejemplo 19 a
continuacion.

Ejemplo 19 - Desarrollo de ELISA competitivo para cannabinoides sintéticos de tipo JWH y sus metabolitos.

(a) Se recubrieron los pocillos de una placa de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos de unién mejorada con
la fraccion de Ig del antisuero producido frente al inmundégeno | (hapteno A-BTG - ejemplo 5) que se diluyd en Tris
10 mM, pH 8,5 (125 pl/pocillo). Se determind la concentracion de recubrimiento de anticuerpo apropiada usando
técnicas de “tablero de ajedrez” de ELISA convencionales. Se incubé la placa durante 2 horas a 37°C, se lavo 4
veces a lo largo de un periodo de 10 minutos con solucion salina tamponada con Tris que contenia Tween 20
(TBST) y se secd a golpecitos. Se prepararon disoluciones patron de cannabinoides sintéticos, metabolitos y
moléculas seleccionadas de tipo JWH en TBST, afadiéndose 50 pl de cada una a los pocillos apropiados. A cada
pocillo se le afiadieron 75 pl de conjugado (hapteno A-HRP) diluido en tampdn Tris que contenia EDTA, D-manitol,
sacarosa, timerosal y BSA. También se determiné la dilucidon apropiada de conjugado usando técnicas de “tablero de
ajedrez” de ELISA convencionales. Se incubd la placa a 25°C durante 1 hora. Se retir6 el exceso de conjugado no
unido lavandolo 6 veces a lo largo de un periodo de 10 minutos con TBST y se secé a golpecitos. A cada pocillo de
la placa se le afadieron 125 pl de disolucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB) que luego se incub6 durante
15-20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se termind la reaccion afiadiendo 125 pl de acido sulfurico
0,2 M a cada pocillo. Luego se midi6 la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas de microtitulacion.

Empleando cada serie de patrones, se generaron curvas de calibracion y se usaron éstas para determinar la
especificidad del inmunoanalisis para los cannabinoides sintéticos, metabolitos y moléculas seleccionadas de tipo
JWH. En las tablas 1 a 3, se presentan los resultados de este estudio, calculandose la reactividad cruzada segun la
siguiente formula:

% RC = Clso, swh-018 / Clso, rc X 100

donde % RC es el porcentaje de reactividad cruzada, Clso, swh-018 €S la concentracion de JWH-018 que provoca un
desplazamiento de la sefial del 50% y Clso, rc €s la concentracion de cannabinoide sintético/metabolito/molécula
seleccionada de tipo JWH que provoca un desplazamiento de la sefial del 50%.

Tabla 1: Datos generados a partir de un ensayo en placa de microtitulacion competitivo para cannabinoides
sintéticos de tipo JWH y sus metabolitos, empleando antisuero producido frente al inmunégeno | (hapteno A-BTG) y
el conjugado (hapteno A-HRP) como reactivo de deteccion.

(b) De manera similar a lo descrito en el ejemplo 19(a), se recubrieron los pocillos de una placa de microtitulacion de
96 pocillos con la fraccion de Ig del antisuero producido frente al inmundégeno Il (hapteno B-BTG). Se empleo el
conjugado (hapteno A-HRP) como reactivo de deteccion. En la tabla 2, se presentan los datos generados.

Tabla 2: Datos generados a partir de un ensayo en placa de microtitulacion competitivo para cannabinoides
sintéticos de tipo JWH y sus metabolitos, empleando el antisuero producido frente al inmundgeno Il (hapteno B-BTG)
y el conjugado (hapteno A-HRP) como reactivo de deteccion.

(c) Se empled ademas el ELISA competitivo para cannabinoides sintéticos y sus metabolitos resultante para analizar
muestras de orina y suero de 20 pacientes.

Resultados

Tabla 1 Caracterizacion de anticuerpos usando el antisuero producido frente al inmunogeno Il y el agente de
deteccion derivado de hapteno A en un formato de ensayo competitivo (RC basada en el 100% para JWH-018)

Analito Clso ng/ml % de reactividad cruzada
JWH-018 2,11 100,00
JWH-073 1,56 135,26
JWH-398 17,55 12,02
JWH-200 1,66 127,11

3-(1-naftoil)-1H-indol >> 40 << 5,28
M1 5,48 38,50
M2 1,62 130,25
M3 9,16 23,03
M4 1,15 183,48
M5 0,98 215,31
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>> implica un valor que muy superior al valor dado (40 ng/ml fue la mayor concentracion sometida a prueba)
<< implica un valor muy por debajo del valor dado

Tabla 2 Caracterizacion de anticuerpos usando el antisuero producido frente al inmundgeno | y el agente de
deteccion derivado de hapteno A en un formato de ensayo competitivo (RC basada en el 100% para JWH-018)

Analito Clso ng/ml % de reactividad cruzada
JWH-018 2,71 100,00
JWH-073 0,93 291,40
JWH-398 >> 40 << 6,78
JWH-200 0,31 874,19

3-(1-naftoil)-1H-Indol 3,84 70,57
M1 0,42 645,24
M2 0,39 694,87
M3 25,51 10,62
M4 0,18 1505,56
M5 2,04 132,84

>> implica un valor que muy superior al valor dado (40 ng/ml fue la mayor concentraciéon sometida a prueba)
<< implica un valor muy por debajo del valor dado

Tabla 3 Sensibilidad y reactividad cruzada (RC) de anticuerpos producidos frente a los inmunégenos | y Il de
moléculas seleccionadas

Analito Conc. de patrén. ng/mi Clso ng/ml % RC
Serotonina 750,00 > 750,00 <0,28
4-Metoxipsilocina 750,00 > 750,00 <0,28
Delta-9-THC 750,00 > 750,00 <0,28
Cannabinol 750,00 > 750,00 <0,28
11-Hidroxi-3-9-THC 750,00 > 750,00 <0,28

CP 47.497 750,00 > 750,00 <0,28
3-Carboxi-N-pentil-1H-indol 750,00 > 750,00 <0,28
3-Carboxi-1H-indol 750,00 > 750,00 <0,28
3-Carboximetil-5-hidroxi-1H-indol 750,00 > 750,00 <0,28
5-Hidroxitriptofol 750,00 > 750,00 <0,28

Tabla 4 Sensibilidad y reactividad cruzada (RC) de anticuerpos producidos frente a los inmunégenos | y Il de JWH-
018 y 1-(5-fluoropentil)indol-3-il-(1-naftil)metanona* (derivado de 5-fluoropentilo)

Inmunégeno Clso ng/ml % de reactividad
cruzada
I JWH-018 2,30 100,00
| Derivado de 5-fluoropentilo 0,02 11500,00
1] JWH-018 1,97 100,00
1l Derivado de 5-fluoropentilo 0,22 908,00

* En el documento US6900236, se detalla la unién de esta molécula al receptor CB;

Los inmunoandlisis usando anticuerpos de la invencidon para someter a prueba posibles productos de reactividad
cruzada (tabla 3) y para examinar la orina y el suero de veinte pacientes para detectar moléculas con reactividad
cruzada, no revelaron ningun producto de reactividad cruzada que pudieran invalidar las mediciones tomadas
usando los anticuerpos, métodos, kits y productos de la invencion.

Tal como puede observarse en las tablas 1 a 3, se han proporcionado por primera vez anticuerpos que se unen a
diversas moléculas de tipo JWH, sus metabolitos y posibles metabolitos, mientras que otras moléculas que
contienen indol comunes y moléculas distintas a las de tipo JWH activas frente a CB1 no se unen. El anticuerpo
producido a partir del inmunégeno | puede unirse a moléculas de tipo JWH que se sabe que se incorporan en
productos terapéuticos herbales como JWH-018, metabolitos propuestos como M2 (Wintermeyer et al 2010), y
posibles metabolitos como M5. También esta cubierta la deteccion y cuantificacion de otros SSC de tipo JWH, los
anticuerpos de la invencién se unen a una variedad de moléculas que comprenden la estructura de 3-(1-naftoil)-1H-
indol (por ejemplo JWH-071, JWH-398, M1, etc.). La tabla 3 confirma que los mismos anticuerpos no presentan
reactividad cruzada con otras drogas psicoactivas, con moléculas presentes en muestras biolégicas de pacientes
que no han tomado sustancias que contienen JWH o con moléculas sin el 3-(1-naftoil)-1H-indol tales como 3-
carboxi-1H-indol. En la tabla 4, se destaca el concepto de usar los anticuerpos de la invencion para detectar y
determinar futuros cannabinoides sintéticos encubiertos; el derivado de 5-fluoropentilo, que se sabe que se une al
receptor CB+, pero que todavia no se ha detectado en productos terapéuticos herbales o sustancias similares, se
une a anticuerpos producidos a partir de los inmundgenos | y II.
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REIVINDICACIONES

Uno o mas inmunogenos de las siguientes estructuras

Grupo | (a)-(d)
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accm
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(h) (e)
acem

OH OH

accm
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retﬁ:ulant/

agente
/etlculante
accm

63}

(CHz)m

Grupo Il (e)-(h)

en las que el accm es un material portador que confiere antigenicidad elegido de una proteina, un
fragmento de proteina, un polipéptido sintético o un polipéptido semisintético; el agente reticulante es un
grupo de union funcionalizado, preferiblemente de no mas de 10 atomos de cadena lineal, lo mas
preferiblemente de no mas de 6 atomos de cadena lineal, que une el accm a la parte restante de la
molécula, que es para las estructuras (a), (b), (c), (d), (f) y (h) -X-Y- donde Y se elige de carbonilo, amino,
tiol, maleimida, isocianato, isotiocianato, aldehido, diazo y ditiopiridilo y se une al accm, y X para la
estructura (a) es -(CO),-D- donde n =0 6 1, y D que se une a Y es un resto alquileno o arileno, de cadena
lineal, sustituido o no sustituido C1.10, preferiblemente C1.5, y X para las estructuras (b), (c), (d), (f) y (h) es -
(A)r-D- donde A = O, -N(R)-, S, -S(O)- 0 -S(O),- donde R = H o alquilo C15,n =06 1,D que seune a Y es
un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido Ci.10, preferiblemente Ci.s,
extendiéndose el agente reticulante de estructura (c) desde la posicion 4, 5, 6 6 7 del anillo de indol;

para la estructura (e) m = 1-3 y el agente reticulante es -(L),-M-Q- o =N-O-M-Q- donde Q, que se une al
accm, se elige de carbonilo, amino, tiol, maleimida, isocianato, isotiocianato, aldehido, diazo y ditiopiridilo, M
es un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido C1.1o, preferiblemente C15, p = 0
61yLesO, NH, S, éster, tioéster o amida;

para la estructura (g) m = 1-3 y el agente reticulante es -(L),-M-N- donde N, que se une al accm, es o
carbonilo o amino, M es un resto alquileno o arileno, de cadena lineal, sustituido o no sustituido Ci.1o,
preferiblemente C15, p=006 1y L es O, NH, S, éster, tioéster o amida.

Inmundégeno de estructura (c) segun la reivindicacion 1, en el que el agente reticulante se extiende desde la
posicion 5 del anillo de indol.

Inmundgenos de estructuras (a) y (c) segun la reivindicacion 1, donde el inmunégeno (a) tiene Y =
carbonilo, n = 0 y D = pentileno y el inmundgeno (c), donde el agente reticulante se extiende desde la
posicion 5 del anillo de indol, tiene Y = carbonilo, A =0, n =1 y D = metileno.

Anticuerpo producido frente a un inmundgeno de cualquiera de las estructuras (a), (b), (c), (d), (e), (f), (g) o
(h) segun la reivindicacion 1, donde un anticuerpo producido frente a un inmundégeno de estructura (a), (b),
(c) o (d) puede unirse a un epitopo de una o mas moléculas de la familia JWH, y donde un anticuerpo
producido frente a un inmundgeno de estructura (e), (f), (g) o (h) puede unirse a un epitopo de una o mas
moléculas de la familia CP.

Anticuerpo segun la reivindicacion 4, producido frente a un inmundgeno de estructura (a), que puede unirse
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a un epitopo de JWH-073, JWH-200, JWH-018, M1, M2, M3, M4 y M5.

Anticuerpo segun la reivindicacién 4, producido frente a un inmundgeno de estructura (c), que puede unirse
a un epitopo de JWH-073, JWH-200, JWH-398, JWH-018, M1, M2, M3, M4, M5 y 3-(1-naftoil}-1H-indol.

Método de deteccion o determinacion de cannabinoides sintéticos de las familias JWH y/o CP en una
muestra in vitro de un individuo o en una disolucién derivada de una sustancia sospechosa de contener
cannabinoides sintéticos que comprende; poner en contacto la muestra o disolucién con uno o mas agentes
de deteccion y uno o mas anticuerpos segun la reivindicacion 4 producidos frente a un inmunégeno de
cualquiera de las estructuras (a), (b), (c), (d), y/o uno o mas anticuerpos producidos frente a un inmunégeno
de estructura (e), (f), (g) o (h); detectar o determinar la cantidad del uno o mas agentes de deteccion; y
deducir por los calibradores, la presencia o la cantidad de una molécula o moléculas de la familia JWH y/o
la familia CP en la muestra o disolucion.

Método segun la reivindicacion 7 en el que los cannabinoides sintéticos que van a detectarse o
determinarse son uno o mas de JWH-018, JWH-073, JWH-200 y JWH-398 usando un anticuerpo producido
frente a un inmundgeno de estructura (c).

Método segun la reivindicacion 7, en el que los cannabinoides sintéticos que van a detectarse o
determinarse son uno o mas de JWH-018, JWH-073 y JWH-200 usando un anticuerpo producido frente a
un inmundgeno de estructura (a).

Método segun la reivindicacion 8, en el que el inmundgeno de estructura (c) tiene el agente reticulante = -O-
CH»-C(O)- en el que el carbonilo se une al accm, y el agente reticulante se une a la posicion 5 del anillo de
indol.

Método segun la reivindicacion 9, en el que el inmundégeno de estructura (a) tiene el agente reticulante = -X-
Y- en el que Y es carbonilo y se une al accm, y X es pentileno.

Kit para detectar o determinar una molécula o moléculas de la familia JWH y/o la familia CP que comprende
uno o mas anticuerpos segun la reivindicacion 4.

Kit segun la reivindicacion 12, para detectar o determinar uno o mas de JWH-018, JWH-073 y JWH-200 que
comprende un anticuerpo segun la reivindicacion 5.

Kit segun la reivindicacion 12, para detectar o determinar uno o mas de JWH-018, JWH-073, JWH-200 y
JWH-398 que comprende un anticuerpo segun la reivindicacion 6.

Uso de uno o mas anticuerpos segun la reivindicacion 4, para la deteccion y/o cuantificacion de moléculas
de tipo JWH y/o CP en una sustancia sospechosa de contener moléculas de tipo JWH y/o CP.

Uso segun la reivindicacion 15, en el que la sustancia es una mezcla de hierbas o una muestra in vitro de
un paciente

Sustrato solido, preferiblemente un biochip, que comprende uno o mas anticuerpos segun la reivindicacion
4,
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