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MEMORIA DESCRIPTIVA

5

El presente invento se refiere a un mátodo para 
marcar de forma fluorescente un material que contenga un 

grupo amínico primario, cuyo mátodo comprende tratar dicho 
material, en un medio acuoso, con un compuesto de la fórmu­
la '
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en la que
es alquilo inferior, fenil-alquilo inferior;

Rg es fenilo o fenilo substituido y
es f^ll. satstituld. o inadbstitdfd., n ^ -  

tilo o indolilo.

Además, el presente invento se refiere a grupos 

amínicos primarios que contienen materiales marcados con 

un compuesto de la fármala I y al empleo de dichos materia­
les en métodos de diagnóstico.

El presente invento se refiere, asimismo, a nue 

vos compuestos de la fórmula

en la que

es alquilo inferior o fenil-alquilo inferior,

Rg es fenilo o fenilo substituido y 

R^ es fenilo substituido o insubstituido, naftilo 

o indol, con la salvedad de que cuando Rg y R^ 

son ambos fenilo, entonces R̂ _ es alquilo infe­

rior oon más de un átono de oarbono o fenll-al- 

quilo inferior oon más de 7 átomos de carbono, 

y a un procedimiento para su preparación.

El ejemplo más importante de la utilidad diagnós­
tica de los conjugados protsínicos fluorofóricos es la rá­

pida identificación de microorganismos y otros antígenos 
patogénicos con la ayuda de anticuerpos fluorescentes. Los 

procedimientos existentes para el marcado fluorescente



de proteínas, por ejemplo, el marcado oon fluorescein-iso- 

tiocianato (ílTC) se basan en los fluoróforos con funciona­

lidad reactiva que se enlazan de forma covalente con las 

proteínas. Sin embargo, esta metodología se ve obstaculiza­

da por serias desventajas, que radican principalmente en la 

necesidad de proceder a la purificación extensiva para se­

parar cualquier reactivo en exceso que, por otra parte, no 

debe interferir de forma específica los ensayos inmunológi.- 

cos.
Ahora se ha descubierto que los compuestos de la 

fórmula I no son fluorescentes pero reaccionan oon materia­

les que contienen grupos amínioos primarios para producir 

conjugados fluorescentes, evitándose así la molesta purifi­
cación.

En la descripción y en las reivindicaciones ad - 

juntas, el termino "alquilo inferior" significa un substi­

tuyante hidrocarbúrico monovalente, saturado, de cadena li­

neal o ramificada que contiene hasta 8 atemos de carbono 

inclusive. Ejemplos de grupos de alquilo inferior son meti­

lo, etilo, n-propilo, n-butilo, hexilo, ootilo, isopropilo, 

butilo terciario, eto. El término "fenil-alquilo inferior" . 

hace referencia a un grupo de alquilo inferior tal como se 

ha definido anteriormente que está unido a un anillo feniü- 

co, por ejemplo benoilo, fenil-etilo, fenilpropilo, eto. El 
término "substituido" aplicado al fenilo, naftilo o indoli- 

lo se refiere a estos grupos substituidos oon uno o más de 

los substituyentes siguientes: halógeno (por ejemplo, flúor, 

cloro, bromo o yodo), alquilo inferior, trifluorometilo, 
alcoxilo inferior, nitro y cieno. El término "alcoxilo in-



ferior" significa u.n grupo que tiene un radical de alquilo 
inferior enlazado a un oxigeno etéreo y que tiene su valen­

cia unida a partir del oxigeno etéreo. Ejemplos de grupos 

de alooxllo inferior son el metoxilo, el etoxtlo, n-propoxi- 

5. lo, n-butoxilo, isopropoxilo, tercibutoxilo, etc.

Los oompuestos preferidos de la fórmula I son 

aquellos en donde es alquilo inferior y Rg y Rg son feni- 

lo. Un compuesto particularmente preferido de la fórmula I 

es el compuesto en donde R^ es metilo y Rg y R^ son fenilo, 

10. por ejemplo, 2-metoxi-2,4-<3i-fenil-3(2 H)furanona.

Los compuesto^áe la fórmula II pueden prepararse 

siguiendo una secuencia sintética de etapas múltiples a par­

tir de materiales de partida, fácilmente obtenibles, de la 

fórmula 

15.

en donde

Rg y R^ tienen el significado indicado antes.

20. Los oompuestos de la fórmula III en donde R^ y

R^ son fenilo o fenilo substituido se les denomina general­

mente benzalaoetofanonas o benzalacetofenonas substituidas.
En la primera etapa se epoxida el material de par­

tida de la fórmula III, bajo condiciones básicas, para ob- 

25< tener una cotona epoxfdica de la fórmula
0

(IV)



en la que
* tRg y tienen el significado indicado antes.

La reaooi ón de epoxi dación se lleva a cabo tra­

tando un compuesto de la fórmula III con un exceso de pe- 

5* róxido de hidrógeno en presencia de una base fuerte. Las 

bases fuertes apropiadas para la presente reacción inclu­
yen los hidróxidos de metal alcalino, por ejemplo, hidróxi- 

do sódico e hidróxido potásico; y carbonates de metal al­

calino, por^ejemplo carbonato sódico y carbonato potásico.

10. Los disolventes apropiados para la roacoión de epoxi dación 

son.alcoholes, particularmente metanol y etanol y mezclas 

aouosoalcohólicas. La reacción se lleva a cabo, por lo ge­

neral, a temperaturas comprendidas entre unos 10 y unos 
40SC., más preferentemente entre unos 20 y unos 303 C.

15* En la etapa siguiente se trata el compuesto de

la fórmula IV oon una base anhidra fuerte para disociar el 

anillo epoxi di co y proporcionar una dicetona de la fórmula
0

en la que
t t

Rg y tienen el significado indicado antes.

Las bases anhidras fuertes apropiadas para esta 

disociación incluyen los alcóxidos de metal alcalino, tal 

25* oomo el metóxido sódico, el etóxido sódico, el isopropóxido 

sódico, tercíb ,tóxido potásico, etc. En calidad de disol - 

ventos apropiados para la reacción de disociación pueden cd̂ 

tarse los alcoholes anhidros, por ejemplo, metanol,etanol, 

isopropanol y butanol terciario. Se profiere utilizar, por
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lo general, el mismo alcohol del que se deriva la base al- 

coxídica; sin embargo, esto no es critico, y en caso de que 

se utilice un aloohol distinto come disolvente se producirá 

un intercambio entre el disolvente alcohólico y la porción 

aloohólica del alcóxido de metal alcalino. La reacción de 

disociación se lleva a cabo, por lo general, a temperatura 

elevada, de preferencia comprendida entre unos 40 y unos 

100SC., más preferentemente al punto de ebullición del me­

dio reaocional.

En la etapa siguiente se convierte la dicetona de 

la fórmula V a una enamina de la fórmula

en la que

R* y R* tienen el significado indicado antes, y 
2 3

R4. y R5 tomados independientemente, son cada uno 
alquilo inferior y tomados junto con el 
átomo de nitrógeno forman un anillo he- 

tarocíclico de 5 o 6 miembros que tiene 

un hoteroátomo adicional, a lo sumo, ele­

gido del grupo constituido por nitrógeno 

y oxígeno.
En esta reacción se hace reaccionar la dicetona de 

la fórmula V con un agente amino-metenilante para propor­
cionar la enamina.
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Los agentes amino-metenilantes apropiados inclu -

10.

15.

yen los acétalos de alquilo inferior de una formamida N,N- 

disubstituí da, por ejemplo, dimeti If ormami da-dimeti lacetal; 

tris(amino secundario) metanos, por ejemplo tiis.(dimetil- 

amino)metano y tris(piperidino)metano; y bis(amino secunda­

rio) alcoxilo inferior-^netanos, por ejemplo, bis{dimetil- 
amino)teroibutoxi-metano.

senta en la fórmula estructural para el compuesto VI, se 

introduce a partir del agente aminometonilante. Los acóta­

les de f ormami das N,N-di substituidas tienen la fórmula ge­

neral

en la que

Rg y Ry son, oada uno, alquilo inferior; los tris 

(amino secundar! o )metanos tienen la fórmula general

y los bis(amino secundario)alcoxilo inferior-metanos tie­

nen la fórmula general

La fracción amónica -N*^
*5

, tal como se repre -

3

25. Re
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20.
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en la que
Rg es alquilo inferior.

Ejemplos de fraooiones amínioas - N
^*Rc

aquellas donde y Rg, tomados independientemente son, 

cada uno, alquilo inferior, por ejemplo, dimetilamino y die 

tilamino, y aquellas en donde R4 y Rg tomados junto con el 

nitrógeno forman un anillo heterocíplico oon 5 o 6 miembros, 

por ejemplo, piperidino, morfolino, pirrolidino, piperaoi- 

no, imidazoüdino, piraz olí dino, etc. Ejemplos de fraccio­

nes de alcoxilo inferior ORg y ORy son metoxilo, etoxilo, 

propoxilo, n-butoxilo, etc. Ejemplos de fraooiones alcoxfli- 

cas inferiores ORg son metoxilo, etoxilo, butoxilo tercia­
rio, etc.

Esta reacción puede llevarse a cabo en cualquier 

disolvente orgánico inerte. Los disolventes preferidos in­

cluyen las formamidas, especialmente la dimetilformamida.

En cali dad de disolvente puede utilizarse también un exceso 

de agente aminometenilante.

La preparación de la enamina puede llevarse a ca­

bo a una temperatura comprendida entre alrededor de O y al­

rededor de 1009(3., si bien se prefiere una temperatura com­

prendida entre unos 10 y unos 40^0. Se prefiere especialmen 

te una temperatura próxima a la temperatura del ambiente.

En la siguiente etapa se convierte la enamina do 

la fórmula TI en la bi droxifuranona de la fórmula

/ R 4 incluyen



en la que

Rg y R^ tienen el significado indicado antes.

Esta conversión implica una hidrólisis aouosa básica. Las 

bases apropiadas para esta hidrólisis incluyen los hidróxi­

dos de metal alcalino, por ejemplo, hidróxido sódico e hidró 

xido potásico y los carbonates de metal alcalino, por ejem­

plo, carbonato sódico y carbonato potásioo. Las temperatu­

ras apropiadas para llevar a cabo la reacción anterior es­

tán comprendidas ontre alrededor de 0 y alrededor de 40** C., 
más preferentemente en torno do la temperatura del ambiente. 

Después de oompletada la hidrólisis, se neutraliza la solu­
ción básica para obtener la hidroxifuranona de la fórmula 

VII. Los compuestos de las fórmulas VI y VII, en donde Rg 

y R^ no son ambos fenilo, son nuevos.
Luego puede convertirse la hi droxifuranona de la 

fórmula VII en la furanona de la fórmula II mediante reac­

ción con el alcohol apropiado, por ejemplo un alcohol de la 

fórmula Rj[on, en donde tiene el significado expuesto en 

la fórmula II anterior. Este alcohol puede ser o bien un 

aloanol inferior o un fanil-alcanol inferior, tal como el 

metanol, etanol, aloohol bencílico, alcohol feneletílico, ' 

etc. En calidad de disolventes para esta reacción puede uti­

lizarse el propio aloohol o una mezcla del alcohol y un di­

solvente orgánico inerte. Lo más preferible es llevar a cabo 

esta reacción en el alcohol deseado. La reacción puede lle­

varse a cabo, de forma apropiada, a temperaturas comprendi­
das entre alrededor de la temperatura del ambiente y alre­

dedor del punto do ebullición del medio disolvente. De pre 
ferencla la reacción se lleva a cabo a temperaturas compreg
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di das entre anos 40 y anos 803(3.

Los compuestos de la fórmula I pueden intercon­

vertirse, por ejemplo, el grupo alcoxílioo OR^ puede subs­

tituirse, mediante reacción del compuesto de la fórmala I, 

con un alcanol inferior apropiado o un fenil-alcanol infe­

rior. Así pues, por ejemplo, el compuesto de la fórmula I, 

en donde es metilo, puede convertirse en el compuesto 

respectivo en donde R^ sea bencilo calentando el primer

compuesto con un exceso de alcohol bencílico.
Los fluorÓgenos de la fórmula I son relativamen­

te insolubles en agua y reaccionan lentamente con el agua 

para proporcionar productos de descomposición que no son 
fluorescentes. Los fluorógenos de la fórmula I son fácil­

mente solubles en disolventes orgánicos y son particular­

mente solubles en disolventes tales como la acetona y el 

diolorometano. Debido a que los compuestos tienen baja so­

lubilidad en agua, cuando se desea que reaccionen con ma­

terias que estén presentes en el medio acuoso, ya sea en 

solución o en suspensión, es preferible adicionarlos en 

forma de una solución en un disolvente orgánico, más pre­

feriblemente un disolvente orgánico misoible en agua tal 

oomo acetona, o bien llevar a cabo la reacción teniendo el 

oompuesto de la fórmula I adsorbido en un soporte sólido. 

Esta última técnica de adsorción en un soporte sólido se 

prefiere, de forma particular, cuando se hace reaccionar 

el fluorógeno con materiales que son solubles en el medio 
acuoso, de forma que pueda separarse por filtración o cen­

trifugación cualquier fluorógeno sin reaccionar de la fór­

mula I adsorbido en el. soporte sólido. Los soportes sóli-



-  11 -

5.

10.

15.
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25.

dos apropiados incluyen las materias inertes neutras, ta - 

les como tierra de di atómeas, poli sacári dos, etc. Un sopor­

te sólido particularmente preferido es la tierra de diato- 

meas. La adsorción del compuesto de la fórmula I en e¡L so­

porte sólido puede llevarse a cabo con métodos de por sf 

conocidos, por ejemplo, suspendiendo el soporte sólido en 

una solución que oontenga el compuesto de la fórmula I, 

por ejemplo, solución en acetona o cloruro de metileno, y 

evaporando el disolvente de dicha suspensión seguido de se­

cado por aire o secado en vacío. Es más preferible preparar 

los soportes sólidos conteniendo de alrededor de 0,1 a al­

rededor del 5,0% en peso de compuestos de la fórmula I,más 
preferentemente de alrededor del 1 a alrededor del 2% en 
peso.

Los fluorógenos de la fórmula I reaccionan con 

materiales que contienen aminas primarias para formar pro­

ductos fluorescentes. Los productos obtenidos con los ma­

teriales que oontienen grupos amínicos primarios con uno o 

más de dos átomos de carbono son nuevos. Los tipos de mate­

riales que pueden reacoionar con los fluorógenos de la fór­

mula I incluyen aminas primarias? aminoácidos; páptidos; ' 

proteínas, particularmente las de significación biológica, 

tales como inmunoglobuHnas (anticuerpos); virus; organis­

mos unicelulares, tales como bacterias, protozoos, algas 

y hongos; y organismos multicelulares, por ejemplo, hehnin 

tos como son l^s lombrices. El efecto de la reacción de un 

compuesto de la fórmula I con uno de los materiales antes 

indicados es el de introducir una maroa fluorescente en 

dicho material. La introducción de la marca fluorescente
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permite la rápida identificación de dicho material utili­

zando la tecnología fluorescente, particularmente la micros 

copia fluorescente. El empleo del marcado fluorescente es 

particularmente importante en el campo de marcar proteínas, 

particularmente aquellas de importancia biológica como son 

los anticuerpos. Una ventaja principal de los oompuestos 

del presente invento estriba en que no son fluorescentes 
por sí mismos, sino que al reaccionar con materiales que 

contienen grupos amínicos primarios producen material fluo 

róscente. Además, al reaccionar con agua contenida en el 
medio reaccional, los compuestos de la fórmula I se descom­
ponen en materiales que tampoco resultan fluorescentes. Así 

pues, se simplifioa en gran manera la purificación y el 

aislamiento de los materiales marcados en forma fluorescen 
te, debido a que no es neoesario separar estos materiales 

de los reactives fluorogánioos sin reaccionar o de sus pro­

ductos de descomposición, como sucede con la técnica de marc­

eado del arte anterior, tal como oon el fluorescein-iso- 

tioci anato.

Los materiales preferidos que pueden marcarse con 

los compuestos de la fórmula I se exponen en la tabla I 

que sigue :

Bacterias
1. Cocos gram-positivos

Estreptococos (pyogenes, fecal!s y viiidans) 

Estafilococos (aureus y albus)

Neumococos (D. pneumoniae)

. Cocos gram-negativos2
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15*

20.

25*

Neis seria (gonorrhoeae y meningitidis)

3* Bacilos aeróbicos gram-positivos 

Bacillus anthraois 

Corunebacteilum diphtheriae 

Erysipelothrix 

Iísteria monocytogenes 

4* Bacilos anaeróbicos gram-positivos

Clostridia (botulinum, perfxingensy welchii y tetani) 
5* Bacilos anaeróbicos gram-negativos 

Bacteroi des

6. Bacilos intestinales gram-negativos 

Eschericbia 

Klebsiella 

Enterobacter 

Protens 

Pseudoaonas 

Salmonelln 

Sbigella

7* Bacilos no intestinales gram-negativos 

Pastenrella (pestis y tularensis)

Hemophilns influenzae

Brucella (miütensis, abortus y sais)

Bortadella pertussis 

Malloomyces 

8. Espiroqnetas

Treponema palli dnm 

Leptospira 

Borrelia 

9* Micoplasma
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10. nicobacteria *
11. Vibrio

12. Actinomices 
Protozoos

1. Protozoos intestinales

Aneabas

2+ Flagelados

Til chomonas 

Leisbmania 

Trypanosomes 

Toxoplasma
3. Esporozoos

Plasmoóia (vivax, falciparum, malariae y ovale)

4. Nematodos intestinales 
Oxiuro

Anquí los toma 

"Whipworms"
5. Nematodos del tejido

Trichinella

Hilaria (Wuchereria bancroftii)
Dracunculus

6. Tremátodos 

Esquistos anas 

Lombrices intestinales 

Lombrices del tejido

7- Cestoideos

tenias

8. Toxoplasma (T. gondii)
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Hongos

1. Sprotriohum

2. Cryptocooous

3. Blastomyces

4. Htstoplasma

5. Coccidioides
6. Candida

Virus y organismos de Rícketts

1. Organismos de Rtcketts

2. Virus 

Hepatitis canina 

Papiloma "shope" 

Influenza A y B 
Plaga de las aves 

Herpes simplex 

Aden o*vi rus

Poli orna 

Sacroma rous 

Vacuna

Virus de polio 

Sarampión 

Moquillo canino 

Leuoemia 

Paratoditis

Enfennedad de Newcastle 
Sendai

Eco

Enfermedad de pies y boca 

Psitacosis
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Rabia 

Ectromelia 

Virus de árbol

II. Antígenos foráneos

Poli saoári dos 

Blaluronidasa

Toxina del tétanos ,

Gvalbúmina de huevo 

Albúmina de suero ovino 

Gamma-globulina de plasma humano 

Albúmina de suero humano

III. Antígenos nativos

1. Hormonas *

Hormonas pituitarias 

Insulina 

Glucagón 

Hormona tiroide.s 

Gonadotropina coriénica

Hormona del desarrollo coiióni ca-prolactina

2. Enzimas
Quimi otripsinógeno pancreático 

Procarboxipepti dasa 

DeoxLrxibonaoleasa 

Ribonucleasa

Gli ceraldehido-3-fosfato-dehi drogenasa 

Catalasa

3* Antígenos orgánicos específicos 

RL&ón
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** JL<3 ***

Hígado 

Piel 

Corazón

Tracto gastrointestinal 

Próstata

Antígenos embrión!eos 

Antígenos tumorales

4. Componentes ponectivos del tejido

Músculo 

Colágeno 

Amiloide

5. Antígenos celulares de la sangre, substancias del gru­

po sanguíneo y otros isoantígenos.-
Plaquetas 

Megacari ocitos 

Leucocitos 
Eritrocitos

Substancias del grupo sanguíneo 

Antígenos de Forssman 

Antígenos de histocompatibilidad

6. Proteínas de plasma '
Fibrina y fibxinoide 
Plasminógeno y plasmina

7. Globulinas patoló,ajeas

Mieloma, proteínas macroglobulinámicas y 

di sglobulinémi cas 

Factor reumatoide

Proteina C reactiva
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IV. Anti omero os nativos

1. Gamma-Globulina nativa

Anticuerpos nativos - anticuerpos nefrotóxioos
2. Autoanti cuero os 

Factor antinuclear 

Autoanticuerpos tiroides 

Autoanticuerpos adrenales 

Autoanticuerpos para células parietales 

gástiicas en anemia perniciosa 

Anticolon
Anti hígado 

AntirriSon

Anticuerpos para espermatozoos 

Anticorazón

Anticuerpos musculares en miastenia grave 

Anticuerpos frente al tejido nervioso 

Anticuerpos frente al tejido fibroso y 

los componentes vasculares 

Anticuerpos frente plaquetas y megaoariocitos 

Anticuerpos frente trofoblastos.

3* Anticuerpos inducidos a:
Las clases de inmunoglobulina Igb, IgM, IgA 

de diferentes especies.

Los mataxiales particularmente preferidos que 

pueden marcarse con los compuestos de la fórmula I son 
Hymenolepis nana, Esoherichia coli, antj.cuerpos para neumo­

cocos del tipo II y gammaglobulina.
Se ha descubierto que la reacción de marcado fluo
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róscente, utilizando los compuestos de la fórmula I, depeg 

de en gran manera del pH. El maroado tiene lugar con una 

intensidad sustancial entre PHs de alrededor de 8,0 y 10,5* 

Una gama óptima de pH para llevar a cabo el marcado está 

5* comprendida entre un pH de 9,0 aproximadamente y 9,5 apro­

ximadamente. El pH puede controlarse con técnicas de por 

sí conocidas para regular el pH, incluyendo el empleo de 

amortiguadores* Sin embargo, debe evitarse, el empleo de 

amortiguadores que contengan grupos amínicos primarios 

10* libres.

La extensLÓn del marcado de un substrato parti­

cular variará según la ooncentraoión de fluorógeno utili­

zada y el contacto total entre el fluorógeno y el substra­

to.

3*5* La extensión del marcado deseado para cualquier

substrato particular y finalidad variará, evidentemente, 

según los casos. Se ha encontrado que, para la mayoría de 

los fines, el marcado extensivo puede lograrse oon un tiem 
po de contacto oomprondido entre 2 minutos y 2 horas, más

20 preferentemente entre unos 5 minutos y 30 minutos.
La exoitaoión fluorescente y el espectro de emi­

sión para los materiales marcados variará también según 

sea la naturaleza del material. Como ejemplo puede citar- 

25. se un espectro típico fluorescente para una fracción de 

gamma-blogulina marcada con un compuesto de la fórmula I 

en donde exista dos máximos de excitación, a 290 y 390 nm, 

y un máximo de emisión a 48O nm.

Se ha enoontrado, asimismo, que el marcado de
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substratos vivientes, tales como bacterias o tenias con 

los fluorógenos de la fórmula I puede producir escaso 

efecto, si lo produce, sobre su viabilidad. Asi pues, el 

presente procedimiento proporciona un método eficaz para 

el marcado de organismos vivientes. Se ha encontrado,asi­

mismo, que el maroado de proteínas biológicamente impor - 

tantos, como son los anticuerpos, produce escaso efecto, 

si es que lo produce, sobre sus propiedades biológicas.Por 

ejemplo, si se marcan en forma fluorescente anticuerpos 

contra neumococos del tipo II, siguiendo la técnica prece­

dente, permanece considerablemente inafectado el titulo 

del anticuerpo y, lo que es más importante, permanece inal 

torada la especificidad del anticuerpo. En este caso por 

ejemplo, los anticuerpos resultaron todavía específicos 

para los neumococos del tipo II y no se enlazaron con los 

neumocooos del tipo I.-

Una característica adicional de los materiales 

marcados, preparados según la técnica precedente, estriba 

en que éstos son sorprendentemente estables durante pro­

longados períodos de tiempo, aún a la temperatura del am­

biente y en presencia de luz. Así pues, existe reducida ' 

destrucción'de la marca fluorescente introducida en una 
variedad de substratos, incluyendo substratos vivientes y 

no vivientes durante períodos tan prolongados como un mes.

El presente invento puede comprenderse y apre - 

ciarse de forra más amplia con referencia a los ejemplos 

concretos que siguen.

EJEMPLO 1



22

Se adicionaron 100 cc de solución de hidr óxido 

sódico 2N a una mezola, agitada mecánicamente, de 83,2 g de 

benzalacetofenona (0,3 M), 1000 oc de metanol y 120 cc de 

peróxido de hidrógeno al 15%, mientras que se mantenía la 

5* temperatura por debajo de 3OB mediante refrigeración exter­

na. Después de completada la adición, se dejó en reposo 

la mezcla a la temperatura del ambiente durante 20 minutos. 
Se separó por filtración el precipitado cristalino, se la­

vó con agua y se recristalizó en metanol. Se obtuvieron 

-*-0* 59,6 g de 1,3-difenil-2,3-epoxi-l-propanona; punto de fu -
sión 90ac.

EJ3MPL0 2

Se adicionó rápidamente una solución caliente de 

30 g de tercibutóxido potásico en 500 cc de etanol a una so- 

-1-5* lución de 30 g de l,3-difenil-2,3^epoxi-'l-propano en 500 co 

de etanol. Se mantuvo en ebullición la mezcla en un baño de 

vapor durante 2 minutos. Luego se diluyó oon 3 litros de 

agua. Se saturó la solución acuosa oon dióxido de carbono 

mediante la adición de pequeños trozos de hielo seco. Se ex- 

20. trajo la emulsión resultante con éter. Si diluyeron los ex­

tractos etéreos con benceno, se secaron sobre sulfato sódi­

co y se evaporaron bajo presión reducida. La destilación en 
alto vacío del aceite oscuro restante dió 19,5 g de 1,3-di- 

fenil-1,2-propandiona; punto de ebullición 136-138^/0,1 mm. 
25. EJEMPLO '3

Se dejó reposar a la temperatura ambiente durante 

2 horas una soluoión de 44,8 g de 1,3-difenil-l, 2-propan­

diona en 90 cc de N,N-dimetílformamida-dimetilacetal. Se ver 

ti ó luego en 1 litro de hielo/agua. Se extrajo la mezcla
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acuosa tres veces con éter. Se lavaron los extractos combi­

nados con agua, se diluyeron con benceno, se secaron sobre - 

sulfato sódico y se evaporaron bajo presión reducida. La 

cristalización del residuo oleoso resultante en éter/éter 

5* de petróleo, di ó 4-0,2 g del producto deseado. La concentra­

ción de las aguas madres y la adición de éter de petróleo 

proporcionó una segunda cosecha de 3,1 g. En total se obtu­

vieron 43)3 g de l-dimetilamino-2,4-dif eril-l-buten-3,4-<3io 
na? punto de fusión 1088C.

3-0* EJBMPLO 4

Se adicionaron 500 ce de hidróxido potásico acuo­

so el 2% a una solución de 43,3 g de l-dimetilamino-3,4-ái- 

feni 1-1-buten-3,4**diona en 500 cc de etanol. Se agitó la 

mezcla durante 2 horas a la temperatura del ambiente. Luego 
15. se diluyó con 3 cc de agua y se acidificó con ácido clorhí­

drico al 10%. Se separó por filtración con succión la 2-hi- 

droxi-2,4-difenil-3(2 H)-furanona sólida que precipitó. Se 

lavó la torta de filtración con agua y se disolvió (sin pu­

rificación adicional) con 500 cc de metanol. Se sometió a 

20. reflujo, durante 2 horas, la solución metanólica, se concen 

tró luego sobre el baño de vapor hasta, aproximadamente, 350 

cc. Después dé refrigeración se obtuvo el producto cristali­

no. Este producto se purificó adicionalmente recristalizán­

dolo dos veces en metanol, lo que di ó 25,5 g del material 

25- deseado; punto de fusión 93-9580. Se combinaron las aguas

madres y se evaporaron. Se volvió a disolver el residuo en 
cloroformo y se filtró a través de 200 g de geLde sílice. Se

evaporó el eluato y se recristalizó el residuo en etanol,

lo que di ó un producto adicional de 5,8 g; punto de fusión
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93-9530. En total se obtuvieron 31*3 g de 2*^netoxi-2*4-di 

fenil-3(2 H)-fdranona, punto de fusión 93-95**C*

EJEMPLO 5
Procediendo en la foima expuesta en los ejem­

plos 1 a 4 se prepararon los compuestos siguientes,inclu­

yendo los intermedias!os respectivos para su preparación:

2-etoxi-2,4-difenil-3(2 H)-furanona, punto de 

fusión 87s,

2-benci loxí-2* 4-difenil-3 (2 H)-furanona, punto de 

fusi ón 140^0,

2-metoxi-2-fenil-4-(4-Ditrofenil)-3-(2 H)-furanona, 

punto de fusión 115-11730.

EJEMPLO 6

Procediendo en la forma expuesta en los ejemplos 

1 a 4 pueden prepararse los compuestos siguientes : 

2-metoxi-2-fenil-4-(2-naftil)-3(2 H)-furanona;
2-metoxi-2-(4-clorofeni 1) -4-feni 1-3 (2 H)-furanona, 

2-etoxi-2-(2,4-^imetoxifenil)-4-(3-d.ndolil)"3-(2 
furanona,

2-metoxi-2-feni 1-4(2-trif luorometilfenil)-3(2 H)- 

furanona,
EJEMPLO 7

Se tiñeron durante 10 minutos, a 22-2630, tenias 

de ratón (HymenolenLs nana) en 9 cc de tampón aouoso, pH 

9,5, mediante la adición de 1 co de soluoión acetónica 

(de diversas concentraciones) de 2-metoxi-2,4-difenil-3 

(2 H)-furanona. Se separó el colorante en excoso lavando 

los gusanos en el medio de oultivo EME (medio basal de 

águilas). La intensidad de la fluorescencia, estimada so-
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bre una escala arbitraría que va desde no tinción (0) has­

ta tinción máxima (1,00), se determinó utilizando un mi - 

croscopio de American Optical Fluorescent al cabo de 1 ho­

ra, 22 horas y 8 días después de la tinción. Estos resulta­

dos se exponen a continuación. La morfología general y la 

actividad de los gusanos resultó inafectada por el proce­

dimiento de tinción.

Concentración tng/co Tiempo de post-tinción
1 hora 22 horas 8 días

0,0 0,06 0,06 0,06

0,5 0,37 0,37 0,50

0,1 0,67 0,67 **

0.2 0,75 0,75 0,67
EJEMPLO 8

1$, Se suspendió Escherichia coli en 9 ce de solución

salina amortiguada con borato, pH 9,5, y se tiñó durante 

30 a 60 minutos, a la temperatura del ambiente, mediante 

la adición de 1 cc de solución acetónica (de diversas con­

centraciones) de 2-metoxi-2,4-<3if enil-3(2 H)-furanona. Se 

20. separó el colorante en exceso por centrifugación, se sus­

pendieron las bacterias en solución salina, se guardó a 40^0 

y se examinaron las muestras por lo que respecta a la fluo­

rescencia al cabo de 24 horas, 8 días y 16 días de la tin­

ción. La viabilidad de la célula se estimó 22 horas después 

25* de la tinción mediante una técnica corriente de contado

de placas. La intensidad de la tinción se juzgó tomando co­

mo base una escala arbitraria que va desde no tinción (0) 

hasta tinción máxima (1,00). Los resultados se exponen a 

continuación :
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Oonc. mg/cc Tiempo de post-tinción

1 día 8 dias 16 días
0,0 0,00 0,00 0,00 2 x 10^
0,05 0,67 0,67 0,67 **
0,1 1,00 0,87 0,87 7 x 106

0,2 1,00 1,00 0,87 4,5 x 105

EJEMPLO 9
Se diluyó en tampón, pH 9,0 suero antineumococo 

de conejo del tipo II especifico y se hizo reaccionar du - 

rante 10 minutos, a la temperatura del ambiente, oon eoli­

to (tierra de diatomeas) conteniendo el 1% o el 2% peso/ 

peso de 2-metoxi-2,4*-*difenil-3( 2 H)-furanona. Luego se 
separó el oelite por filtración o centrifugación y se guax^- 

dó el suero marcado a 4^0. La suspensión salina de neumo­

cocos del tipo II se dispuso sobre el portaobjetos del mi­

croscopio. Las bacterias, después de secadas por aire, se 

fijaron al portaobjetos mediante calor y se tiñeron con 

antisuero del tipo II marcado durante 10 a 30 minutos, a 

la temperatura del ambiente. Se separó el antisuero en ex­
ceso lavando el portaobjetos con solución salina y se de­

terminó la fluorescencia mediante inmersión directa en acei 

te. La intensidad de la tinoión se midió al cabo de 10,25 

y 31 días después del marcado y se juzgó tomando como base 

una escala arbitraria que va desde no tinoión (0) hasta má­

xima tinción (1,00),

Los r sultados se exponen a continuación :

Viabilidad de 
la célula
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Tiempo de post ülución del suero marcado
marcado (di as) 1:10 1:100
_________ Intensidad de la tinción

0 0,87 -
10 0,75 1,00

25 0,75 -

31 0,87 1,00

Cuando los neumococos del tipo I se utilizaron 

en calidad de antígenos no se observó fluorescencia, indi­

cando ello que se conservó la especiiloidad inmunológica.

El efecto del marcado sobre el titulo del anti - 

cuerpo se determinó siguiendo las pruebas inmunológicas co­

rrientes. Los resultados se exponen a continuación. El tí­

tulo se expresa como el recíproco de la última dilución de

suero dando una reacción positiva.
Prueba inmunológica !Eítulo

marcado/suero sin marcar/suero

Reacción de Quellung 100 80

-Aglutinad ón en el porta-
objetos de látex 400 320-640

Microscopio fluorescente :

14 di as después del marcado 640-1280 0

31 di as después del marcado 400-800 0

EJEMPLO 10

Se disolvieron 50 mg de gamma-globulina (oaballo, 
pureza ^ 98%) en 500 oc de tampones 0,05 M de pH variable. 

Se adicionaron 200 mg de ce lite conteniendo 2% peso/peso 

de 2-metcxi-2,4-difenil-3(2 H)-furanona (preparado tratando 

10 g de celite con una solución de 200 mg de la furanona 

en acetona y evaporando hasta sequedad). Después de agitar 

magnéticamente a la temperatura del ambiente, se filtró
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la mezcla a través de un fino embudo, se oongelé el filtra­

do en hielo seco-acetona y se guardé en un congelador. La 

fluorescencia se midié después de centrifugación. La fluo­

rescencia relativa se ofrece en unidades arbitrarias.

. PH,_ fluorescencia relativa

8,00 4

8,35 9,5
8,50 16

8,83 33
9,00 46

9,31 75
9,50 80,5

9,75 84
10,06 89

Después de dejar en reposo las soluciones durante

3 dias a la temperatura del ambiente se obtuvieron los mis-

mos resultados.

EJEMPLO 11

Se marcan 20 cc de soluciones al 1% de gamma-glo-

buHna (caballo, ^ 98 %) en tampén, pH 9,00 0 9,50, por

tratamiento con 200 mg de ceüte conteniendo 2% peso/peso de 

2-metoxL-2,4-dif enil-3(2 H)-furanona a la temperatura del

ambiente, durante 10 minutos. Se neutralizaron inmediatamen­

te las soluciones hasta pH 7,00 con H01 1 N, se centrifuga­

ron y se guardé el sobrenadante a la temperatura del ambien 

te. La fluorescencia relativa se midié (activación 390 nm, 

emisión 484 nm) a varios intérvalos y se ofrece en unidades 

arbitrarias.
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PH 9,00

Dias de post marcado fluorescencia relativa

0 56,0
1 56,0
2 55,5
3 56,0

4 57,0

&
8 55,0

11
PH 9,50

Dias de post marcado fluorescencia relativa
0 89,5
1 89,0

2 88,0

4 88,0
6 89,0
8 -

11 86,0

3 - PH 9,50
flúorescencía relativa

REIVINDICACIONES
Descrito el objeto del presente invento se decla­

ran nuevas y de propia invención las siguientes reivindica- 
25. ciones con prioridad de la solicitud de patente U.S.A. nám.

333.019 del 5 de marzo de 1973.

1.- Un mátodo para marcar de forma fluorescente 
un material conteniendo un grupo amínico primario, que com-
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5.

prende tratar dicho material con un compuesto de la fórmu­
la R^

0.
R2

( I )

10.

15.

20.

25.

en la que

R.¡ es alquilo inferior o fenil-alquilo inferior, 
Rg es fenilo o fenilo substituido y 

R^ es fenilo substituido o insubstituido^ nafti­
lo o indolilo,

en un medio acuoso a un pH comprendido entre 8,0 y 10,5.

2. - Un método de conformidad con la reivindica­
ción 1, caracterizado porque preferentemente el pH del medio 
acuoso en que se verifica el tratamiento, está comprendido 
entre 9,0 y 9,5.

3. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque el material que se marca 
es una proteina.

4. - Un método, de conformidad con la reivindica­

ción 3, caracterizado porque la citada proteina es un an­
ticuerpo.

5. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque así mismo el material 
con grupo amínico primario que se marca es un organismo 
unicelular o multicelular.

6. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque también el material 
amínico que se marca es Hymenolepis nana.
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7. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque también el material ami- 
nico que se marca es Escherichia. coli.

8. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque del mismo modo el mate­
rial aminico que se marca es un anticuerpo para neumococos 
del tipo II.

9. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 1 o la 2, caracterizado porque asimismo el material que 
se marca es un gammaglobulina.

10. - Un método, de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque especial 
mente el compuesto reactivo de la fórmula I indicado es 
2-me t oxi-2,4-dif e ni 1-3 (2H) -f ur anona.

11. - Un método, de conformidad con cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque también 
especialmente el compuesto reactivo de la fórmula I es 
2-benciloxi-2,4-difenil-3-(2H)-furanona.

12. - Un método, de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque el comr- 
puesto reactivo de la fórmula I se adsorbe eventualmente 
sobre un soporte sólido inerte, con el que se verifica del 
mismo modo la reacción con los citados materiales con grupo 
amínico primario.

13. - Un método, de conformidad con la reivindica­
ción 12, caracterizado porque dicho soporte sólido es tie­
rra de diatomeas.

Z'

14.- Un método para marcar de forma fluorescente
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5.

un material conteniendo un grupo amínico primario.
Segán se describe y reivindica en la presente me­

moria descriptiva que consta de 32 páginas foliadas y es­
critas a máquina por una sola cara.
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