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DESCRIPCION
Ensayo para bencilpiperazinas y metabolitos
Antecedentes

En afios recientes los derivados de piperazina han emergido como una nueva clase de farmacos de disefiador,
ganando popularidad especialmente entre la gente joven en el ambito de la musica de baile, donde ellos son
conocidos comunmente como “pildoras de fiesta”. Frecuentemente son comercializados como productos
“naturales” o “herbales”, pero de hecho son sustancias quimicas totalmente sintéticas. Unida a esta facilidad de
disponibilidad y variabilidad del marco legal alrededor del mundo, esto puede crear la concepcién equivocada de
que estos farmacos son seguros y sin los riesgos asociados comunmente con los farmacos tradicionales de la
calle. Los derivados de piperazina son hallados usualmente en formas ilicitas de dosificacién, bien sea como
comprimidos o capsulas, pero ocurren también polvos sueltos y con menos frecuencia, soluciones.
Frecuentemente los comprimidos llevan simbolos similares a los vistos en los comprimidos de éxtasis y
frecuentemente son vendidas de manera engafiosa como éxtasis o como alternativas aparentemente “seguras” y
“legales”. Su nombre se deriva del heterociclo piperazina, el cual es un rasgo comun y ellas pueden dividirse en
dos subcategorias; las bencilpiperazinas, tal como 1-bencilpiperazina (BZP) en si misma, y las fenilpiperazinas que
incluyen 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), 1-(4-metoxifenil)piperazina (MeOPP) y 1-(3-trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP).

Sinénimos de BZP incluyen 1-(fenilmetil)piperazina, 1-bencil-1,4-diazaciclohexano y N-bencilpiperazina. Los
nombres de calcio incluyen A2, Bliss, Charge, Frenzy, Herbal ecstasy, Legal E y Legal X.

La 1-bencilpiperazina es metabolizada en mamiferos mediante adicién de hidroxilo al anillo aromatico, eliminacion
del grupo alquilo de N, adicién de metilo en O y conjugacion. Tsutsumi et al (2006) sugirieron que la p-OH-BZP es
el analito objetivo mas relevante para uso en analisis forense toxicoldgico y clinico de ingestién de BZP, dado que
retiene la identidad estructural del progenitor. Este estudio, conducido en ratas Wistar, encontrd que los niveles
urinarios de la BZP progenitora tenia un pico alrededor de 4 horas después de la dosificacion, mientras los niveles
de los metabolitos de OH-BZP, p-OH-BZP y m-OH-BZP (4-OH-BZP y 3-OH-BZP) alcanzaba niveles maximos
alrededor de 8 horas después de la dosificacion. Después del pico, ellos hallaron que los niveles de BZP y sus
metabolitos que tienen OH caian rapidamente en orina, tornandose indetectable la BZP a 48 horas después de la
dosificacion, mientras las p-OH-BZP y m-OH-BZP eran detectables hasta a 48 horas después de la dosificacion.
De las dosificaciones dadas en el estudio, el 6,7% fue excretado de manera no modificada como la BZP
progenitora, 25% como p-OH-BZP (el metabolito primario mas abundante) y 2% como m-OH-BZP. La BZP puede
ser detectada en el plasma dentro de los 30 minutos de una dosificacién oral de clorhidrato de BZP, con ocurrencia
del pico de concentraciones en plasma entre 60 y 90 minutos después de la ingestion (Anita et al 2009). La BZP
tiene una semivida de eliminacion de 5-6 horas y la eliminacion es completa alrededor de 44 horas.

Los procedimientos analiticos que han sido usados para detectar o determinar derivados de piperazina incluyen
GC-MS y LC-MS (Staack & Maurer 2003; Antia et al., 2010). Peters et al., (2010) presentan una revision de
toxicologia analitica de farmacos emergentes de abuso, incluyendo piperazinas. Una desventaja de los
procedimientos a base de espectrometria de masa es que ellos requieren equipos costosos y personal altamente
entrenado. Los inmunoensayos son conocidos en la técnica como alternativas relativamente efectivas en costo,
simples y rapidas, a los analisis a base de espectrometria de masas. Se ha mostrado que un inmunoensayo
MDMA comercialmente disponible, el ensayo EMIT Il plus Ecstasy (SYVA/Dade Behring), tiene reactividad cruzada
con BZP pero se requirieron concentraciones de 3.000.000 ng/ml para un resultado positivo (Logan et al., 2010).
Neogen tiene un kit disponible ELISA especifico para bencilpiperazina (folleto de referencia Neogen Forensic) sin
embargo no se suministran datos para la deteccion de metabolitos tales como el importante metabolito 4-OH ni se
indica que el kit tiene la habilidad de detectar estos. Por ello, existe una necesidad por un ensayo de
bencilpiperazina que sea no soélo sensible a la molécula progenitora sino que pueda detectar también metabolitos
clave que habiliten mejoras en los analisis forenses toxicoldgicos y clinicos, de la ingestion de esta droga de
disefador.
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Dibujos

Figura 1: Estructuras quimicas de BZP y compuestos relacionados
Figura 2: Reacciones quimicas de la sintesis de hapteno-1

Figura 3: Reaccion quimica de la sintesis de hapteno-2

Figura 4: Reacciones quimicas de la sintesis de hapteno-3
Sumario de la invencién

La invencion describe inmundgenos usados en la produccion de novedosos anticuerpos policlonales con
propiedades Unicas de unién, que superan las limitaciones de los inmunoensayos descritos actualmente,
habilitando procedimientos y kits para la deteccion y determinacién cuantitativa de 1-bencilpiperazina y sus
metabolitos importantes 4-OH BZP y 3-OH BZP en muestras in vitro de paciente. La Figura 1 muestra la estructura
de estas y otras moléculas relacionadas detectadas en la presente invencion.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se suministra un inmunégeno que tiene la estructura
general (1):

acom
\ —_—

agente de — ,“ ) S
entrecruzamiento o if '~._

El accm (material portador que confiere antigenicidad) es seleccionado de albumina de suero bovino (BSA),
albumina de huevo, gamma globulina bovina, tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa(KLH).

El agente de entrecruzamiento tiene la estructura general (l1):

4],
|

Z

~

*
amn

En la que, X, que esta unido al anillo aromatico, es bien sea un -C(O)-, O o NH; n=0 o 1, Y es un fragmento de
alquileno C4-C1g, preferiblemente un C4-Cg, de cadena recta sustituido o no sustituido, o fragmento arileno, y Z
(antes de la conjugacion con el accm) es seleccionado de un fragmento carboxi, un ditiopiridilo, una maleimida, un
amino, un hidroxilo, un tiol, un tioester o un aldehido.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencidén, se suministra un anticuerpo derivado del
inmundgeno del primer aspecto de la presente invencion.

Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. De modo alternativo, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. De otro modo alternativo, el anticuerpo es un fragmento, opcionalmente un fragmento variable de
cadena individual.
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Opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion tiene un ICs
seleccionado de uno o mas de aproximadamente 1 ng/ml para 1-bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para
4-OH bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-(piperazinlilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-
piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-(3-metilbencil)piperazina.

De manera adicional opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion
tiene un ICso seleccionado de uno o mas de por lo menos 1,4 ng/ml para 1-bencilpiperazina, 0,813 ng/ml para 4-
OH bencilpiperazina, 1,137 ng/ml para 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1,379 ng/ml para 1-piperonilpiperazina y
aproximadamente 2,646 ng/ml para N-(3-metilbencil)piperazina.

Opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion es capaz de unir a por
lo menos un epitope de un analito seleccionado de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-
lilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina.

De modo adicional opcionalmente, el anticuerpo tiene un ICsy de aproximadamente 1 ng/ml para 1-
bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 4-OH bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-
(3-metilbencil)piperazina.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente divulgacion, se suministra un procedimiento de preparacion de un
anticuerpo capaz de unir por lo menos un epitope de un analito seleccionado de 1-bencilpiperazina, 4-OH
bencilpiperazina, 3-(piperazin-lilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el procedimiento
comprende el aumento del anticuerpo contra el inmunégeno del primer aspecto de la presente invencion.

Opcionalmente, el paso de aumento comprende la preparacién de un antisuero. De modo adicional opcionalmente,
el paso de aumento comprende la preparacion de un antisuero, mediante la inmunizacién de un animal. De modo
todavia adicional opcionalmente, el paso de aumento comprende la preparacién de un antisuero mediante
inmunizacién de un animal y aislamiento de anticuerpo del animal.

Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. De modo alternativo, el anticuerpo es un anticuerpo
policlonal. De otro modo alternativamente, el anticuerpo es un fragmento, opcionalmente un fragmento variable de
cadena individual.

Opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencién tiene un ICsp seleccionado
de uno o mas de aproximadamente 1 ng/ml para 1-bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 4-OH
bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-
piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-(3-metilbencil)piperazina.

De modo adicional opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencién tiene un
ICs0 seleccionado de uno o mas de por lo menos 1,4 ng/ml para 1-bencilpiperazina, de por lo menos 0,813 ng/ml
para 4-OH bencilpiperazina, de por lo menos 1,137 ng/ml para 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, de por lo menos 1,379
ng/ml para 1-piperonilpiperazina y de por lo menos 2,646 ng/ml para N-(3-metilbencil)piperazina.

Opcionalmente, el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencion es capaz de unir a por lo
menos un epitope de un analito seleccionado de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-
1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina. De modo adicional opcionalmente, el anticuerpo
tiene un ICsy de aproximadamente 1 ng/ml para 1-bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 4-OH
bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-
piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-(3-metilbencil)piperazina.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencién, se suministra un procedimiento para detectar o
determinar uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-liimetil)fenol, 1-
piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el procedimiento comprende la puesta en contacto de una
muestra con el anticuerpo de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencién o el anticuerpo de acuerdo
con el cuarto aspecto de la presente invencion; deteccion o determinacion de la cantidad de anticuerpo; y
atribucion de la presencia o cantidad del anticuerpo a la presencia o cantidad de uno o mas de 1-bencilpiperazina,
4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina en la muestra.

Opcionalmente, el procedimiento comprende el paso adicional de deteccién o determinacion de la cantidad de una
etiqueta o deteccion de un agente capaz de unir al anticuerpo de acuerdo con el segundo aspecto de la presente
invencion o el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencion, para detectar o determinar la
cantidad del anticuerpo.

También se divulga un ensayo para detectar o determinar uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina,
3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el ensayo comprende el anticuerpo
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de acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion o el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la
presente invencion; y medios para detectar o determinar la cantidad del anticuerpo para detectar o determinar la
presencia o cantidad de uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-
piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina, en la muestra.

Opcionalmente, el ensayo comprende ademas un soporte sélido al cual esta conjugado el anticuerpo.

También se divulga un kit para detectar o determinar uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el kit comprende el anticuerpo de
acuerdo con el segundo aspecto de la presente invencion o el anticuerpo de acuerdo con el cuarto aspecto de la
presente invencion.

Opcionalmente, el kit comprende ademas instrucciones para el uso.
Descripcion detallada

A menos que se establezca de otro modo, los términos técnicos como se usan aqui, son utilizados de acuerdo con
el uso convencional como es conocido por aquellos expertos en la técnica.

La invencion suministra un inmundgeno de la estructura:

acim
i
! ——
III i I‘.
\ F y
agente de —, —
entrecruzamiento "\: i A}

en la cual el agente de entrecruzamiento es preferiblemente:

en la que, X, el cual esta unido al anillo aromatico, es bien sea un -C(O)-, O o NH; n=0 0 1, Y es un fragmento de
alquileno C4-Cqo, preferiblemente un C4-Cg, de cadena recta, sustituido o no sustituido, o fragmento arileno, y Z
(antes de la conjugacion con el accm) es seleccionado de un fragmento carboxi, un ditiopiridilo, una maleimida, un
amino, un hidroxilo, un tiol, un tioester o un aldehido.

En el campo del desarrollo de anticuerpos, se considera generalmente que la longitud éptima del grupo de enlace
que une el analito que va a ser detectado al accm (longitud de cadena recta y que no incluye atomos de hidrégeno)
es aproximadamente 1-10 atomos, mas usualmente aproximadamente 1-6 atomos.

Antes de la conjugacién al accm, la molécula puede ser denominada como un hapteno. Como es usado aqui, el
término "hapteno" describe una molécula pre-inmunogénica que estimula la produccion de anticuerpos solo
cuando esta conjugada a una molécula portadora mas grande. Una vez el hapteno esta conjugado al accm, forma
el inmunoégeno. Como se usa aqui, el término "inmundgeno" describe la entidad que induce una respuesta inmune
tal como la produccién de anticuerpos o una respuesta a célula T en un animal anfitrion. EI accm puede ser
cualquier material que hace todo o parte del hapteno susceptible al reconocimiento y uniéon del anticuerpo. Por
ejemplo, el accm puede ser una proteina, fragmento de proteina, un polipéptido sintético o un polipéptido
semisintético. Son ejemplos ilustrativos de materiales de soporte que confieren antigenicidad, albumina de suero
bovino (BSA), ovoalbumina de huevo, gamma globulina bovina, tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa
(KLH) etc. Preferiblemente el accm es BTG.
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Un aspecto adicional de la invencion son anticuerpos obtenidos de inmundgenos de la invencion que se unen a un
epitope de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-
metilbencil) piperazina.

Como es usado aqui, el término "anticuerpo" se refiere a una molécula de inmunoglobulina o similar la
inmunoglobulina. En una realizaciéon preferida de la presente invencion, los anticuerpos son cuerpos policlonales,
pero la persona entrenada entendera que puede usarse cualquier tipo de molécula de inmunoglobulina o fragmento
de ella, por ejemplo anticuerpos monoclonales, fragmentos de Fab, fragmentos de scFv y cualquier otro fragmento
que se une al antigeno, todos los cuales estan dentro del alcance de la presente invencion. Los anticuerpos
policlonales de la presente invencion pueden ser producidos por un procedimiento, como es conocido por las
personas entrenadas en la técnica. Puede usarse cualquier animal anfitrion adecuado, preferiblemente un animal
mamifero por ejemplo, pero no limitado a un carnero, conejo, ratén, conejillo de indias o caballo.

Cuando se usa en referencia a una anticuerpo, la palabra “especifico” o “especificidad”, en el contexto de la
presente invencién, se refiere al analito que esta unido preferiblemente al anticuerpo, como se calibra por una
métrica adecuada tal como la reactividad cruzada, es decir el analito con la reactividad cruzada mas alta es el
analito especifico del anticuerpo y generalmente se le da un valor de 100%, acordandose para todos los otros
analitos un valor relativo a este; adicionalmente, como sabe una persona experta en la técnica, para que la
reactividad cruzada sea de uso practico, el analito especifico del anticuerpo tiene que desplegar una elevada
sensibilidad segun se mide por una métrica adecuada tal como el ICso. El ICso es una medida comun de la
sensibilidad del anticuerpo para inmunoensayos. Para la presente invencion, una elevada sensibilidad es un 1Csg
de menos de 50 ng/ml, preferiblemente menos de 10 ng/ml, mas preferiblemente alrededor de 1 ng/ml. En la
presente invencion un ICsyp de alrededor de 1 ng/ml se refiere a anticuerpos con valores ICsy de aproximadamente
0,5 ng/ml y mas. Se reconoce que para inmunoensayos que utilizan un formato competitivo, el valor ICsy exacto
varia ligeramente dependiendo de la naturaleza del agente de deteccion usado para competir con el analito en la
muestra. La elevada sensibilidad de los anticuerpos actuales a BZP y 4-OH BZP, segun se mide por ICsp, habilita
el uso de los anticuerpos en aplicaciones toxicoldgicas.

Un aspecto adicional de la invencion son anticuerpos que tienen un ICso de aproximadamente 1 ng/ml para 1-
bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 4-OH bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-
(3-metilbencil)piperazina.

Un aspecto todavia adicional de la invencion son anticuerpos que tienen un ICsy de por lo menos 1,4 ng/ml para 1-
bencilpiperazina, de por lo menos 0,813 ng/ml para 4-OH bencilpiperazina, de por lo menos 1,137 ng/ml para 3-
(piperazin-lilmetil)fenol, de por lo menos 1,379 ng/ml para 1-piperonilpiperazina y de por lo menos 2,646 ng/ml
para N-(3-metilbencil)piperazina. Una persona experta en la técnica sabe que variando la concentracion de
anticuerpo mediante dilucién, pueden ajustarse los valores 1Cso dependiendo de la aplicacion.

La invencién suministra también procedimientos para detectar o determinar uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-
OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina en una muestra
in vitro de un individuo o una muestra ambiental que comprende: contacto de la muestra con uno o mas agentes de
deteccion y uno o mas anticuerpos de la invencion; deteccién o determinacion de la cantidad del uno o mas
agentes de deteccion; y deduccion de los calibradores, de la presencia de o cantidad de uno o mas de 1-
bencilpiperazina, @ 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina 'y  N-(3-
metilbencil)piperazina en la muestra. Como se hace referencia aqui, “deteccion” indica el analisis cualitativo de la
presencia o ausencia de una sustancia, mientras que “determinacién” indica el analisis cuantitativo de la cantidad
de una sustancia. El agente de deteccién es una molécula pequefia (generalmente de estructura similar a una
molécula que va a ser detectada), conjugada con un agente de etiquetado/deteccion que es capaz de unirse a uno
de los anticuerpos de la invencion. El agente de etiquetado es seleccionado de una enzima, una sustancia
luminiscencia, una sustancia radioactiva o una mezcla de ellas. Preferiblemente, el agente de etiquetado es una
enzima, preferiblemente una peroxidasa, mas preferiblemente peroxidasa de rabano picante (HRP). De modo
alternativo o adicionalmente, la sustancia luminiscente puede ser un material bioluminescente, quimioluminescente
o fluorescente. Para los propésitos de la invencion, la muestra de paciente que va a ser usada para el analisis in
vitro puede ser cabello o un fluido bioldgico periférico, pero es preferiblemente sangre entera, suero, plasma, u
orina.

Un aspecto adicional de la invencién es un kit para detectar o determinar uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH
bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina, que comprende
uno o mas anticuerpos de la invencién. Opcionalmente, el kit puede contener uno o mas agentes de deteccion y
uno o mas calibradores.

Procedimientos generales, ejemplos y resultados
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Preparacion de haptenos, inmundgenos y agentes de deteccion

Aunque los haptenos suministran epitopes estructurales definidos, ellos no son en si mismos inmunogénicos y por
ello requieren ser conjugados con un material soporte, el cual provocara una respuesta inmunogénica cuando sea
administrado a un animal anfitrion. Los materiales de soporte apropiados contienen comunmente segmentos de
poli(aminoacidos) e incluyen polipéptidos, proteinas y fragmentos de proteina. Son ejemplos ilustrativos de
materiales de soporte Utiles albumina de suero bovino (BSA), ovoalbumina de huevo, gamma globulina bovina,
tiroglobulina bovina (BTG), hemocianina de lapa (KLH) etc. De modo alternativo, pueden emplearse
poli(aminoacidos) sintéticos que tienen un nimero suficiente de grupos amino disponibles, tales como lisina, como
pueden ser otros materiales poliméricos sintéticos o naturales que portan grupos reactivos funcionales. La quimica
de acoplamiento usada para preparar un inmunégeno de un hapteno y vehiculo de soporte, es una consideracion
importante para la produccion exitosa y la correcta especificidad de los anticuerpos resultantes. La eleccion de
metodologia de entrecruzamiento es gobernada tanto por los grupos funcionales presentes en la proteina soporte y
el hapteno, como por la orientacién del hapteno deseada para la presentacion apropiada al sistema inmune.
También, pueden conjugarse al hapteno carbohidratos, levaduras o polisacaridos, para producir un inmunoégeno.
Los haptenos pueden estar también acoplados a un agente de etiquetado detectable tal como una enzima (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante), una sustancia que tenga propiedades fluorescentes o una etiqueta
radiactiva, para la preparacién de agentes de deteccion (conjugados) para uso en los inmunoensayos. La
carbodiimida reacciona primero con grupos carboxilicos disponibles de los haptenos para formar un producto
intermedio O-acilisourea altamente activo. El grupo carboxilico activado reacciona con la amina primaria para
formar un enlace amido, con la liberacién del mediador EDC como un derivado soluble de isourea. La sustancia
presente puede ser, por ejemplo, un residuo monovalente de fluoresceina o un derivado de ella. La formacion de
inmundégeno para la invencién descrita aqui involucra quimica convencional de conjugacion, como se describe en
"Bioconjugation Techniques" por Greg T. Hermanson, Academic Press, paginas 419-455 y "Bioconjugation” por
Mohammed Aslam y Alastair Dent, ISBN 1-56159-161-0 (1998) paginas 364-482, con objeto de confirmar que se
ha alcanzado la conjugacién adecuada del hapteno al material de soporte, antes de la inmunizacién, se evalta
cada inmundgeno usando espectroscopia de masas por tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacion por laser UV de
matriz asistida (MALDI-TOF MS).

Procedimiento general para andlisis por MALDI-TOF de Inmundgenos.

Se ejecutd la espectrometria de masas MALDI-TOF usando un espectrometro de masas de desorcion de laser
Voyager STR Biospectrometry Research Station, con extraccion retardada de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se diluy6 una alicuota de cada muestra que iba a ser analizada, en acido trifluoroacético (TFA) acuoso
al 0,1% para crear soluciones de muestra de 1 mg/ml. se analizaron alicuotas (1 pl) usando una matriz de acido
sinapinico y se us6 como agente de calibracion externo albimina de suero bovino (Fluka).

Preparacion de antisuero

Con objeto de generar antisuero policlonal, se preparan 2 mg de un inmundgeno de la presente invencion en PBS,
se mezcla a una relacién de 50% de imunégeno en PBS con 50% de adyuvante completo de Freund (Sigma,
numero de producto -F5881) y se realiza emulsion pasando repetidamente la mezcla a través de una punta en el
extremo de una jeringa de 1 ml, hasta que alcanza la consistencia semisoélida requerida. Se inyecta entonces 1 ml
de la mezcla en un animal anfitrién, tal como conejo, oveja, ratén, conejillo de indias o caballo. El animal anfitrion
preferido es oveja. Se administran inyecciones adicionales (impulsos) sobre una base mensual (se prepara 1 mg
de inmunoégeno en PBS y se mezcla a una relacién de 50% de inmundégeno en PBS con 50% de adyuvante
incompleto de Freund, Sigma numero de producto -F5506) hasta que se logra el titulo requerido. Se toma muestra
de suero para evaluacion del titulo de anticuerpo.

Brevemente, se recolecta sangre mediante aplicacion de presion a la vena yugular expuesta e insercion de una
aguja hipodérmica limpia calibre 14 para retirar por gravedad 500 ml de sangre por oveja. Se almacena la sangre a
37°C por un minimo de 1 hora antes de separar los coagulos del lado de los tubos de centrifuga, usando pipetas
desechables de 1 ml (repicando). Se almacenan las muestras a 4°C durante la noche.

Se someten entonces las muestras a centrifugacion a 4.200 rpm por 30 minutos a 4°C. Se retira el suero y se
somete nuevamente a centrifugacion a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C, antes de tomar alicuotas y almacenar a
<-20°C.

Se extrae la fraccion del inmunoglobulina (Ig) del antisuero via precipitacion de la inmunoglobulina con acido
caprilico/sulfato de amonio.

Se evalla el titulo de anticuerpo recubriendo una placa de microtitulacion (Thermo Fisher Scientific NUNC,
468667) con anticuerpo (125 pl/pozo) en solucion amortiguadora de recubrimiento (10 mM Tris pH 8,5) a 37°C por
2 horas. Se lava entonces la placa 4 veces por 10 minutos con TBST de fuerza de trabajo. Se afiaden 50 pl de
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muestra/estandar (1-bencilpiperazina) a los pozos apropiados en triplicado, seguido por 75 ul de conjugado de
hapteno-HRP y se incuba a 25°C por 1 hora. Se lava entonces la placa y se afiaden 125 yl de TMB (Randox, 4380-
15) a cada pozo y se deja a temperatura ambiente por 20 minutos en la oscuridad. Se detiene la reaccién usando
125 pl de acido sulfurico 0,2 M. Se leen las absorbancias a 450 nm con un lector de microplaca ELISA (BIO-TEK
Instruments, E1x800) y se calculan los promedios. Entonces puede determinarse la sensibilidad del anticuerpo.

Cuando se ha alcanzado el titulo éptimo, se realiza sangrado al animal anfitrién para dar un volumen adecuado de
antisuero especifico (en total esto da como resultado 20 productos de sangrado, con aproximadamente 200 ml de
antisuero logrados por sangrado). El grado de purificacion del anticuerpo requerido depende de la aplicacion que
se pretenda. Para muchos propositos, no hay requerimiento para purificacion, sin embargo, en otros casos tales
como cuando el anticuerpo va a ser inmovilizado sobre un soporte sélido, pueden tomarse pasos de purificacion
para remover material indeseado y eliminar unién no especifica.

Estan disponibles diferentes pasos de purificacion si se requiere, incluyendo Precipitacion de Inmunoglobulina
(como se describe anteriormente), purificacion por afinidad especifica de Antigeno, cromatografia de exclusion por
tamafio y cromatografia de intercambio iénico.

Desarrollo del inmunoensayo

El proceso de desarrollo de un inmunoensayo es bien conocido para una persona experta en la técnica.
Brevemente, para un inmunoensayo competitivo en el cual el analito objetivo es una molécula no inmunogénica tal
como un hapteno, se conduce el siguiente proceso: se producen anticuerpos mediante inmunizacion de un animal,
preferiblemente un animal mamifero, mediante administracion repetida de un inmundgeno. Se recolecta el suero
del animal inmunizado cuando el titulo del anticuerpo suficientemente alto. Se afiade un agente de deteccion a una
muestra que contiene el analito objetivo, y los anticuerpos aumentados y el agente de deteccion y analito compiten
por unirse a los anticuerpos. El proceso puede comprender la fijacion de dichos anticuerpos de suero a un sustrato
de soporte, tal como un soporte sélido de poliestireno o una pastilla de ceramica. Los anticuerpos pueden ser
anticuerpos policlonales o monoclonales.

Esto puede ser ejecutado usando un formato a base de ELISA, como se describié anteriormente para medir el
titulo del anticuerpo o como un formato a base de un Biochip. En FitzGerald, S. P. et al, Clin. Chem. 51(7); 1.165-
1.176; 2.005, se describen detalles de como se fijan los anticuerpos al Biochip. La sefial emitida en el
inmunoensayo es proporcional a la cantidad de agente de deteccion ligado a los anticuerpos, la cual a su vez es
inversamente proporcional a la concentracion de analito. La sefal puede ser detectada o determinada
cuantitativamente mediante comparacion con un agente de calibracion.

Ejemplos
(Los numeros en negrilla se refieren a las estructuras en la figura 2 o figura 4)
Ejemplo -1: Preparacion 4-hidroxibencilpiperazina 2

A una solucion de acido bromhidrico al 48% en agua (100 ml) se afiadio clorhidrato de 4-metoxibencilpiperazina 1
(10 g, 41,2 mM) y se calento la suspension a reflujo por 4 horas. Se enfrié entonces la solucién hasta temperatura
ambiente y se concentré a sequedad para dar un solido. Se afiadié entonces agua al sdlido y se agitd la solucién
por 1 hora. Se filtré entonces el sdlido, se lavé con agua y se seco a alto vacio para dar el dibromhidrato de 4-
hidroxibencilpiperazina 2 (6,3 g, 43,2%)

Ejemplo - 2: Preparacion de N-boc-4-hidroxibencilpiperazina 3

A una suspension de dibromhidrato de 4-hidroxibencilpiperazina 2 (6 g, 18,9 mM) en diclorometano (150 ml) se
afiadié TEA (3,15 ml, 22,7 mM) y anhidrido de BOC (4,9 g, 22,6 mM) y se agitd la mezcla a temperatura ambiente
durante la noche. Se lavé entonces la solucion con agua (1x100 ml), salmuera (1x100 ml), se seco sobre sulfato de
sodio, se filtr6 y concentré hasta sequedad. El producto crudo obtenido fue purificado mediante cromatografia
instantanea sobre gel de silice usando etilacetato / hexano (50 / 50) para dar la N-boc-4-hidroxibencilpiperazina 3
(4,1 g, 74,2%).

Ejemplo - 3: Preparacion del éster 4

A una suspension de hidruro de sodio (NaH) (0,551 g, 16,4 mm) en dimetilformamida (DMF) (50 ml) bajo
nitrégeno, se afiadié gota a gota una solucién de N-boc-4-hidroxibencilpiperazina 3 (4,0 g, 13,7 mM) en DMF (25
ml) y se agité la mezcla y se calenté a 60°C por 1 hora. Se enfrid entonces la mezcla hasta temperatura ambiente
y a ella se afadié gota a gota una solucion de ter-butil bromoacetato (3,2 g, 16,4 mM) en DMF (25 ml) y se agito la
mezcla y se calentd a 60°C por 4 horas. Se enfrid entonces la solucidon a temperatura ambiente y se elimin6 el
DMF bajo vacio. Se afiadi6 etil acetato (200 ml) al producto crudo y luego se lavé con agua (100 ml) y salmuera.
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Se seco entonces la solucion sobre sulfato de sodio, se filiré y concentré hasta sequedad. El producto crudo
obtenido fue purificado mediante cromatografia sobre gel de silice usando etilacetato/ hexano (1 / 1) para dar el
éster 4 (4,0 g, 72%) como un aceite claro.

Ejemplo - 4: Preparacion de la sal de acido 2-[4-(piperazin-1-il-metil)fenoxi] acético y TFA (Hapteno-1)

A una solucién del éster 4 (3,5 g, 8,6 mM) en diclorometano (60 ml) se afiadié acido trifluoroacético (TFA) (30 ml)
y se agité la soluciéon a temperatura ambiente durante la noche. Se concentré la solucion hasta sequedad y se
trituré con éter el producto crudo obtenido para dar un sélido blanco del hapteno-1 como sal de TFA, (2,7 g, 86%)
como sal de TFA. (Como se ilustra en la figura 2)

Ejemplo 5: Conjugacion de hapteno-1 a BSA (Inmunégeno-l)

A una solucién de sal de acido 2-[4-(piperazin-1-il-metil)fenoxi] acético y TFA (hapteno-1) (49,5 mg, 0,15 mM) en
DMF (1,0 ml) se afadié N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (33,08 mg, 0,16 mM) y N-hidroxisuccinimida (18,7
mg, 0,16 mM) y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se elimind mediante filtracién la
diciclohexilurea formada y se afiadi6 la solucién gota a gota a una solucion de BSA (150 mg, 2,3 pymol) en solucién
de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Se agité entonces la mezcla durante la noche a 4° C. Se realizé
entonces dialisis a la solucion contra solucién amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,2 (3 cambios) por 24 horas a
4° C, y se congelo.

Los resultados de MALDI mostraron que 11,95 moléculas de hapteno-1 habian sido conjugadas con una molécula
de BSA.

Ejemplo 6: conjugacion de hapteno-1 a BTG (Inmunégeno-ll)

A una solucion de sal de acido 2-[4-(piperazin-1-il-metil)fenoxi] acético y TFA (Hapteno-1) (61,99 mg, 0,203 mmol)
en DMF (1,0 ml) se afadié N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (46,01 mg, 0,223 mmol) y N-hidroxisuccinimida
(25,66 mg, 0,223 mmol) y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se elimind mediante
filtracion la diciclohexilurea formada y se afiadié la solucidon gota a gota a una solucién de BTG (150 mg, 2,25
pmol) en solucién 50 mM de bicarbonato de sodio (pH 8,5) (10 ml). Se agité entonces la mezcla durante la noche
a 4° C. Se realizd entonces dialisis a la solucién contra solucién amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,2 (3
cambios) por 24 horas a 4° C, y se congelo.

Ejemplo 7: conjugacion de hapteno-1 a HRP

Se disolvioé clorhidrato de EDC (10 mg) en agua (0,5 ml) y se afadié de inmediato a una solucion de sal de acido
2-[4-(piperazin-1-il-metil)fenoxi] acético y TFA (Hapteno-1) (2 mg) en DMF (0,2 ml). Después de mezclar, se
afiadio esta solucién gota a gota a una solucion de HRP (20 mg) en agua (1 ml). Se afiadié sulfo-NHS (5 mg) y se
incubd la mezcla de reaccién en la oscuridad a temperatura ambiente durante la noche. Se eliminé el exceso de
hapteno con columnas PD-10 dobles (Pharmacia) en serie, llevadas a equilibrio previo con PBS a pH 7,2. El
conjugado de hapteno-HRP fue sometido entonces a didlisis durante la noche contra 10 litros de PBS a pH 7,2 a 4°
C.

Ejemplo 8: Preparacion de ter-butil 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propionato

A una solucidon de 1-bencilpiperazina (8,813 g, 0,05 mol) en acetonitrilo (200 ml) bajo nitrégeno se afadid
trietilamina (TEA) (16,7 ml, 0,12 mol) y ter-butil acrilato (15,4 g, 0,12 mol) y se agité la mezcla a reflujo durante la
noche. Se enfrid entonces la solucidon a temperatura ambiente y se concentrd hasta sequedad. Se afiadié entonces
etil acetato (300 ml) y se lavo la fase de etilacetato con agua (200 ml), salmuera (200 ml), se seco sobre sulfato de
sodio, se filtré y se concentré hasta sequedad. El producto crudo obtenido fue purificado mediante cromatografia
sobre gel de silice usando 70% de etil acetato, 30% hexano para dar el ter-butil 4-(4-bencilpiperazin-1-il)
propionato 5 como un aceite (12,6 g, 83%).

Ejemplo 9 de referencia: Preparacion de sal de acido 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propiénico y TFA (Hapteno -
3)

A una solucion de ter-butil 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propionato 5 (12,2 g, 0,04 mol) en diclorometano (200 ml) se
afiadié acido trifluoroacético (TFA) (50 ml) y se agité entonces la mezcla a temperatura ambiente por 6 horas. Se
concentro la mezcla hasta sequedad y se trituré con éter el producto crudo obtenido y se filtro el sélido formado, se
lavé con éter y se seco6 bajo vacio durante la noche para dar sal de acido 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propiénico y
TFA (Hapteno - 3) (10,5, 72%). (Como se ilustra en la figura 4)

Ejemplo 10 de referencia: Conjugacion de hapteno-3 a BSA (Inmunégeno-lil)
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A una solucion de sal de acido 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propidnico y TFA (Hapteno - 3) (54,35 mg, 0,15 mM) en
DMF (1,0 ml) se afadié N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (33,08 mg, 0,16 mM) y N-hidroxisuccinimida (18,7
mg, 0,16 mM) y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se retir6 mediante filtracion la
diciclohexilurea formada y se afiadi6 la solucién gota a gota a una solucion de BSA (150 mg, 2,3 pymol) en solucién
de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Se agité entonces la mezcla durante la noche a 4° C. Se sometid
entonces la solucion a dialisis contra solucién amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,2 (3 cambios) por 24 horas a
4° C, y se congelo.

Los resultados de MALDI mostraron que 6,03 moléculas de hapteno-3 se habian conjugado con una molécula de
BSA.

Ejemplo 11 de referencia: conjugacion de hapteno-3 a BTG (Inmunégeno-1V)

A una solucion de sal de acido 4-(4-bencilpiperazin-1-il) propidnico y TFA (Hapteno - 3) (73,55 mg, 0,203 mmol)
en DMF (1,0 ml) se afadié N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (46,01 mg, 0,223 mmol) y N-hidroxisuccinimida
(25,66 mg, 0,223 mmol) y se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se retird6 mediante
filtracion la diciclohexilurea formada y se afiadié la solucidon gota a gota a una solucién de BTG (150 mg, 2,25
pmol) en solucién de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). Se agité entonces la mezcla durante la noche
a 4° C. Se sometié entonces a dialisis la solucidon contra solucion amortiguadora de fosfato 50 mM pH 7,2 (3
cambios) por 24 horas a 4° C, y se congel6.

Ejemplo 12 de referencia: conjugacion de hapteno-3 a HRP

Se disolvioé clorhidrato de EDC (10 mg) en agua (0,5 ml) y se afadié de inmediato a una solucion de sal de acido
4-(4-bencilpiperazin-1-il) propionico y TFA (Hapteno-3) (2 mg) en DMF (0,2 ml). Después de mezclar, se afadid
esta solucion gota a gota a una solucion de HRP (20 mg) en agua (1 ml). Se afiadié sulfo-NHS (5 mg) y se incubo
la mezcla de reaccion en la oscuridad a temperatura ambiente durante la noche. Se retiré el exceso de hapteno con
columnas PD-10 dobles (Pharmacia) en serie, llevadas a equilibrio previo con PBS a pH 7,2. Se sometié entonces
a dialisis el conjugado de hapteno-HRP durante la noche contra 10 litros de PBS a pH 7,2 a 4° C.

Ejemplo 13: desarrollo de un inmunoensayo de biochip

Se recolectaron muestras de sangre de oveja Suffolk hembra 16 meses de edad, antes de la inmunizacién. Se
preparo la mezcla de inmunizacion mediante adicion de 2 mg de inmundgeno preparado en PBS a una relacion de
50% de inmunogeno/PBS con 50% de adyuvante completo de Freund (Sigma, numero de producto F5881) y
producciéon de emulsién de la mezcla para preparar el producto final para la inmunizacién. El dia 0, se inmunizé
cada oveja por via intramuscular con 1 ml de la mezcla descrita anteriormente, con acido 2-[4-(piperazin-1-il-
metil)fenoxi] acético conjugado con proteina portadora, tiroglobulina bovina (BTG) (como en el ejemplo 6
anteriormente). Se administraron impulsos subsiguientes (un total de 20 impulsos) por via intramuscular, a cada
oveja cada 30 dias. Se uso el adyuvante completo de Freund (Sigma, numero de producto F5881) para las
inmunizaciones primarias y se uso el adyuvante incompleto de Freund (Sigma, numero de producto F5506) para
todas las inyecciones subsiguientes. Se tomaron sangrados de rutina entre los impulsos para hacer seguimiento al
titulo y sensibilidad del anticuerpo, usando hapteno 1 conjugado a peroxidasa de rabano picante en un ELISA
competitivo, probando reactividad cruzada a 1-bencilpiperazina y 4-OH bencilpiperazina.

Una vez se evalud que el titulo del anticuerpo cumplia el criterio de desempefio requerido, es decir no habia
aumento significativo en el titulo del anticuerpo y se habia alcanzado una meseta en el perfil de % de
desplazamiento, se evaluaron los anticuerpos mediante inmunoensayo competitivo. Primero fueron inmovilizados
sobre una plataforma de biochip (9 mm x 9 mm) (Randox Laboratories Ltd.), que era recipiente para las
inmunorreacciones. Se uso el equipo de analisis semiautomatico de mesa Evidence Investigator (EV3602, Randox
Laboratories Ltd., Crumlin, Reino Unido, documentos EP98307706, EP98307732, EP0902394, EP1227311,
EP1434995 y EP1354623). El principio del ensayo se basé en la competencia por sitios de union de los
anticuerpos policlonales entre el antigeno libre (1-bencilpiperazina y otros reactivos cruzados) y el conjugado
etiguetado (Hapteno 1-HRP, preparado como en el ejemplo 6). Al biochip apropiado se afiadieron diluyente de
ensayo (155 pl), agente de calibracion/1-bencilpiperazina o reactivo cruzado potencial (25 pl) seguido del
conjugado hapteno 1-HRP (120 pl). Se incubaron entonces los biochips por 30 minutos a 30°C sobre un
termoagitador ajustado a 370 rpm. Se sometieron entonces los biochips a 2 ciclos de lavado rapido usando la
solucion amortiguadora de lavado suministrada, seguido por 4 ciclos de lavado x 2 minutos. Se afadieron
entonces 250 ul de sefial (1:1 luminol + perdxido, v/v) a cada biochip, y después de 2 minutos se tomo imagen del
vehiculo de biochip en el equipo de analisis Evidence Investigator. El sistema incorpora un software dedicado para
procesar de manera automatica, hacer el reporte y archivar los datos generados (pueden encontrarse detalles en
FitzGerald, S. P. et al, Clin. Chem. 51(7); 1165-1176; 2005).

Resultados
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Se generaron curvas de calibracion usando el inmunoensayo a base de Biochip, como se describié anteriormente.
Se calculd el ICso a partir de las graficas, tomando 50% de la sefal del agente de calibracion cero y leyendo el
valor correspondiente en el eje x, equivalente a la concentracion de ligando no etiquetado que reduce la unién
especifica de ligando etiquetado en 50%. Se probd también la especificidad contra una variedad de analitos
relacionados (Tabla 1). Se calculé la reactividad cruzada de acuerdo con la siguiente formula:

YaCR = ICsp, |-bencilpiperazina’ 1C sy cg X 100

en la que %CR es el porcentaje de reactividad cruzada, 1Cso, 1-bencilpiperazina es la concentracion de 1-
bencilpiperazina causa un desplazamiento de 50% de la sefial e ICsp, CR es la concentracion de 1-
bencilpiperazina/ moléculas de metabolitos/estructuralmente relacionadas que causa un desplazamiento de 50%

de la sefial.

Tabla 1 Caracterizacion de anticuerpo usando antisuero aumentado a inmunoégeno Il y agente de deteccion
derivado de Hapteno-1 en un formato de ensayo competitivo (CR basado en 100% de 1-bencilpiperazina)

% de Reactividad

Analito cruzada IC50
1-bencilpiperazina 100,0 1,4 ng/ml
4-OH bencilpiperazina 172,1 0,8
3-(piperazin-1ilmetil)fenol diHCI 123,7 1,1
1-piperonilpiperazina 101,5 1,4
N-(3-metilbencil)piperazina diHCI 52,9 2,6
1-(3-metilfenil)piperazina 3,9 35,9
1-fenilpiperazina 3,4 41,2
1-(2-metoxifenil)piperazina diHCI 32 43,8
1-(3-trifluorometilfenil)piperazina HCI 1,9 73,7
1-(4-metilfenil)piperazina 1,3 107,7
1-(3-hidroxifenil)piperazina 1,0 140
mCPP HCI 0,6 233,3
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REIVINDICACIONES

1. Un inmundgeno que tiene la estructura general (l):

a0oem

agente de
entrecruzamiento

WH
I

en el que el agente de entrecruzamiento tiene la estructura general (ll):

*

.
|

Z

/

* ()

en la que, X, el cual esta unido al anillo aromatico, es bien sea un -C(O)-, O o NH; n=0 0 1, Y es un fragmento de
alquileno C4-C1o, preferiblemente un C4-Cg, de cadena recta, sustituido o no sustituido, o fragmento arileno, y Z
(antes de la conjugacion con el accm) es seleccionado de un fragmento carboxi, un ditiopiridilo, una maleimida, un
amino, un hidroxilo, un tiol, un tioester o un aldehido, y el accm es seleccionado del grupo de tiroglobulina bovina,
albumina de suero bovino, hemocianina de lapa, gamma globulina bovina y ovoalbimina de huevo .

2. Un anticuerpo derivado de un inmundgeno de la reivindicacion 1.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 2 capaz de unirse a por lo menos un epitope de un analito seleccionado de 1-
bencilpiperazina, @ 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina 'y  N-(3-
metilbencil)piperazina.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 3 que tiene un ICso seleccionado de uno o mas de aproximadamente 1 ng/ml
para 1-bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 4-OH bencilpiperazina, aproximadamente 1 ng/ml para 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, aproximadamente 1 ng/ml para 1-piperonilpiperazina y aproximadamente 3 ng/ml para N-
(3-metilbencil)piperazina.

5. Un procedimiento de deteccién o determinacién de uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el procedimiento comprende el
contacto de una muestra con el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 2-4; deteccién o determinacion de
la cantidad del anticuerpo; y atribucién de la presencia o cantidad del anticuerpo a la presencia o cantidad de uno o
mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-
metilbencil)piperazina en la muestra.

6. Un ensayo para la deteccién o determinacion de uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; el ensayo comprende el anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 2-4; y medios para detectar o determinar la cantidad del anticuerpo para detectar
o determinar la presencia o cantidad de uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-(piperazin-
1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina en la muestra.

7. Un kit para la deteccidon o determinacién de uno o mas de 1-bencilpiperazina, 4-OH bencilpiperazina, 3-
(piperazin-1ilmetil)fenol, 1-piperonilpiperazina y N-(3-metilbencil)piperazina; donde el kit comprende el anticuerpo
de cualquiera de las reivindicaciones 2-4.
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