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Introduccion 3

El término inmunidad deriva de la voz latina inmunitas, que se refiere a la proteccion
frente a los procedimientos judiciales que se ofrecia a los senadores romanos durante €l
gercicio de su cargo. Histéricamente, inmunidad significa proteccion contra la
enfermedad y, de forma mas especifica, frente a una enfermedad infecciosa. Las células
y las moléculas responsables de la inmunidad forman el sistema inmunolégico y la
respuesta colectiva, y coordinada frente a sustancias extrafas, se denomina respuesta
inmunol 6gica

Aungue los historiadores atribuyen con frecuencia a Tucilides, durante €l siglo V antes
de Cristo en Atenas, la primera mencion a término inmunidad en relacién con una
infeccion que é llamo “peste”’, € concepto de inmunidad puede ser anterior, como hace
pensar la costumbre que existia en la antigua China de proteger a los nifios frente a la
viruela, mediante la inhalacion de polvos obtenidos a partir de lesiones cutaneas de

pacientes que se recuperaban de la enfermedad. **

1 A. K. Abbas, A. H. Lichtman. Inmunologia Celular y Molecular. Elseiver: Madrid, 2004.
2 A. M. Silverstein. History of Immunology. Academic Press: San Diego, 1989.
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El Sistema | nmunol égico

El sistema inmunolégico es un sistema biolégico complejo disefiado para protegernos
de sustancias quimicas, microorganismos y tumores. Este sistema de defensa esta
formado por numerosos componentes proteicos y celulares que interaccionan de una
manera muy compleja para, fundamentalmente, preservar lo propio y neutraizar o
destruir 1o geno. A lo largo del proceso evolutivo, este sistema ha demostrado ser
extraordinariamente eficiente en conservar lavida humana. Sin embargo, como parte de,
0 como consecuencia de, este sistema de proteccion, las respuestas inmunoldgicas han
evolucionado a ser insuficientes o perjudiciales, conduciendo a enfermedades humanas.
La alergia es un claro gemplo de esta faceta del sisterma inmunolgico, una reaccion
exagerada en ciertos individuos por un mecanismo de defensa especifico, respondiendo
Inapropiadamente cuando entra en contacto con sustancias que reconoce como extranas,

desencadenando molestos y a veces debilitantes efectos secundarios.®

La funcion principal del sistema inmunolgico es proteger a organismo humano (el
huésped) de sustancias extrafias 0 microbios infecciosos en su medio. Los patdgenos
gue se encuentran en € medio amenazan a organismo con un gran espectro de
mecanismos patologicos. Asi, la respuesta inmunol 6gica emplea un conjunto complejo
de mecanismos de proteccion, para controlar y normalmente eliminar estos
microorganismos 0 sustancias extrafias para €l huésped. Todos estos mecanismos se
basan en detectar caracteristicas estructural es de los patdgenos o sustancias extrafias que
presentan diferencias de las células propias (células huésped). Esta discriminacion
“huésped-sustancia extraia' es esencia para permitir que € huésped elimine las

sustancias gjenas sin causar un dafio excesivo a sus propios tejidos.*®

3 W. T. Shearer, T. A Fleisher. “ The Immne System”, en: E. Middleton, C. E. Reed, E. F. Ellis, N. F.
Adkinson, J. W. Y unginger, W. W. Buss. Allergy principles and practice. Mosby: St Louis, 1998.

“D. D. Chaplin. J. Allergy Clin. Immunol. 2006, 117, S430-435.

®D. D. Chaplin. J. Allergy Clin. Immunol. 2003, 111, S442-459.
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[ Mecanismos de defensa J

Mecanismos Mecanismos
Innatos Adaptativos

' !

{ Mecanismos ] [ Mecanismos

Innatos externos Innatos internos

v v v

Barreras fisicas Células fagocitarias: Celulares: linfocitos
Barreras quimicas -Neutréfilo
Flora autéctona -Macréfago Moleculares: anticuerpos
Células asesinas
Interferén

Complemento

Figura 1. Esquema de la clasificacion de las defensas del organismo.

Pueden distinguirse dos tipos generales de mecanismos de defensa (Figura 1)
dependiendo de como se reconocen las estructuras extranas. (1) respuestas innatas o no
especificas que se codifican por genes de lineas germinales, que reconocen estructuras
moleculares compartidas por muchos microorganismos, pero ausente en |os huéspedes
mamiferos, y (2) respuestas especificas, adaptativas o adquiridas que se codifican por
genes eementales que sométicamente se reorganizan, para ensamblar antigenos
(estructuras especificas que pertenecen a microbios o a otras sustancias extrafnias) con
moléculas que presenten una especificidad precisa por esos antigenos. De este modo,
puede decirse que € que actle un mecanismo de defensa u otro, depende de s se
requiere o no estimulacion por parte del antigeno para que € mecanismo de defensa
particular funcione eficientemente.>*® Las caracteristicas y diferencias principales entre

los dos tipos de respuestas se resumen en laTabla 1.
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Innata

Adaptativa

Caracteristicas

Por estructuras compartidas por

Por antigenos microbianos y no-

Especificidad grupos de microbios relacionados ; :
. microbianos.
entre si.
Muy amplia; los receptores son
Diversidad Limitada; segun linea germinal producidos por recombinacion de

segmentos genéticos

Tiempo de respuesta

Hay respuesta inmediata

Hay un tiempo de retraso entre la
exposicion y la maxima respuesta

Memoria

No

Si

Autorreactividad

No

Si

Componentes

Barreras fisicas y
quimicas

Piel, epitelios de mucosas;
quimicos antimicrobianos

Linfocitos en epitelios; anticuerpos
secretados en superficies
epiteliales

Proteinas Sanguineas

Complemento

Anticuerpos

Células

Fagocitos (macro6fagos,
neutrofilos), células asesinas
(linfocitos NK)

Linfocitos en epitelios; anticuerpos
secretados en superficies
epiteliales

Tabla 1. Caracteristicas y componentes de la Inmunidad Innata y la Inmunidad Adaptativa.

Las moléculas de reconocimiento del sistema inmunol égico innato se expresan en una
gran cantidad de células (Figura 2), por lo que este sistema actUa rapidamente después
de lainvasién de un patdgeno, incluso antes de que produzca lainfeccién. Lainmunidad
innata proporciona la primera linea de defensa frente a los microorganismos. Sin
embargo, € sistema inmunolégico adaptativo produce iniciamente sdlo peguefias
cantidades de células con especificidad a cualquier patdgeno individual o molécula
extrafa, por lo que las células que encuentran y reconocen un patdgeno o sustancia
extrafia deben proliferar hasta alcanzar una cantidad suficiente que pueda lanzar una
respuesta efectiva. De este modo, la respuesta adaptativa generalmente se expresa
tempora mente después de la respuesta innata (Figura 3). Una caracteristica clave de la
respuesta adaptativa es que produce células de vida prolongada que permanecen en un
estado aparentemente dormido, pero que pueden volver a expresar funciones efectoras

rapidamente cuando se encuentren con sus antigenos por segunda vez. Esto permite ala
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respuesta adaptativa expresar memoria inmunoldgica, la cual es responsable de la

naturaleza més rapida y vigorosa de las respuestas secundarias al mismo antigeno.**®

Células responsables de
la Inmunidad Innata

I I
[ Macrofago ’ [ Células asesinas ’ [ Neutrofilo ’

-
-Fagocitosis Eene e Fagocitosis y eliminacién
-Activacion de linfocitos T ) de microorganismos

p
Células responsables de
la Inmunidad Adquirida

Linfocito B [LinfocitoTCD4+ ’ [ Neutréfilo ’
Célula plasmatica

[Produccién de anticuerpos [Funciones ayudadorasw [Funciones citotéxicas

Figura 2. Esquemade las células responsables de los dos tipos de inmunidad y sus funciones.

A pesar de que e sistema inmunologico innato y e especifico se describen a menudo
como miembros separados de la respuesta inmunol égica, normalmente actlan juntos,
con la respuesta innata en primera linea de defensa y, la repuesta adaptativa que llega a
ser sobresaliente después de varios dias, cuando las células B y T especificas a
antigenos han sufrido expansion clonal. Aunque las respuestas inmunol dgicas innatas y
las adaptativas son diferentes en sus mecanismo de accién, el sinergismo entre ellas es

esencial para una respuestainmunol égica total mente efectiva.*°

°sc Gilman, A. J. Jewis, P. H. Wooley “The Immune System” en: Vol. 1, C. Hansch, P. G. Sammes,, J. B.
Taylor “Comprehensive Medicinal Chemistry”. Pergamon Press: Oxford, 1990. Pag. 223-238.
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Microorganismo / molécula extrafia

* | Inmunidad Innata | Inmunidad Adaptativa l

Linfocitos B
Anticuerpos

3
Ny o wlg ,z‘ ,:\31 % ):‘ j A/
i® L

Linfocitos T y efectores
]

y i ;

a
-)
Ccﬁnento Células asesinas ‘ \~ )\ ‘3~ -f—f \\
- Horas l Dias l
| | | I

0 6 12 1 5

Tiempo después de la infeccion § @ |:>

Figura 3. Inmunidad Innata y adaptativa. La cinética de |as respuestas inmunol 4gicas son aproxi maciones
y pueden variar en las distintas infecciones.

Fagocitos

Inmunidad especifica o adaptativa

Los organismos que desarrollan inmunidad especifica reaccionan desencadenando dos
tipos de respuesta, representadas en la figura 4: (1) Inmunidad humoral, respuesta
mediada por los linfocitos B y sus productos de secrecion, los anticuerpos, que actia en
la defensa contra los microorganismos y sustancias extrafias extracelulares; y (2)
Inmunidad celular, respuesta mediada por los linfocitos T y sus productos, como las
citoquinas, que resulta esencial en la defensa contra las estructuras extraias y los
microorganismos intracelulares. Ambas respuestas actian coordinadamente contra los
agentes patdgenos circulantes, 10s que se encuentran en € interior de las células y las

toxinas producidas por ellos*

Las respuestas inmunolégicas especificas frente a antigenos extrafios poseen unas
caracteristicas fundamentales (resumidas en la Tabla 2) que reflgjan las propiedades de

los linfocitos que median estas respuestas:
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‘ Inmunidad Humoral ‘ ’ Inmunidad Celular ‘

Microorganismo o *
sustancia extrafia

Microorganismos Microorganismos

extracelulares Microorganismos intracelulares (como un
fagocitados por un virus replicandose en un
macréfago célulainfectada)
Linfocitos que S po sl z C y
responden R \
i )
‘ ' 7 \s
Linfocito B l\f Linfocito T Lnfocto T
cooperador citotoxico

Anticuerpo
- secretado
| Mecanismo efector | !: ¥

| Transferencia por | Suero (anticuerpos) Células (linfocitos T) Células (linfocitos T)
Activa los macréfagos
| Funciones | Detiene la infeccién y elimina para destruir los Destruye las células
los microorganismos microorganismos infectadas y elimina los
extracelulares fagocitados reservorios de la infeccién

Figura 4. Tipos de inmunidad adaptativa. En lainmunidad humoral los linfocitos B sintetizan anticuerpos
gue evitan las infecciones y eliminan los microorganismos extracelulares. En lainmunidad celular, los
linfocitos T activan los macrofagos para destruir 1os microorganismos fagocitados o, los linfocitos T
citotoxicos destruyen directamente las células infectadas.

Especificidad por diferentes antigenos y, para las distintas regiones de antigenos
macromoleculares (determinantes antigénicos). Esta especificidad existe porque cada
linfocito expresa receptores de membrana que son capaces de distinguir diferencias
estructurales minimas entre los distintos antigenos. El nimero total de especificidades
antigénicas de los linfocitos de una persona, denominado repertorio linfocitico, es muy
amplio. Se calcula que e sistema inmunolégico puede discriminar de 10” a 10°
determinantes antigénicos diferentes. Esta propiedad se denomina diversidad, y es €
resultado de la variabilidad de las estructuras de los lugares de fijacion antigeno-
anticuerpo de los receptores de | os linfocitos paralos antigenos.*

Memoria, debida a que, con cada exposicion a un antigeno, e clon de linfocitos
especifico para ese antigeno se expande. Ademas, la estimulacion de los linfocitos (T o
B maduros que no se ha encontrado ain con ninglin antigeno) por los antigenos genera

células de memoria de vida prolongada. Estas céulas de memoria tienen caracteristicas
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especiales gque las hacen més eficaces en la eliminacion del antigeno en comparacion
con los linfocitos que no han tenido un contacto previo con e antigeno.*
Especializacion, que se refiere a la forma especia y distinta con la que el sistema
inmunol 6gico responde a los diferentes microorganismos, |0 gque aumenta al maximo la
eficacia de |os mecanismos de defensa antimicrobianos.”

Autolimitacién. Todas las respuestas inmunol 6gicas normales disminuyen con € tiempo
después de la estimulacién antigénica, de modo que € sistema inmunol 6gico recupera
su estado basal, un proceso denominado homeostasis. La homeostasis se mantiene en
gran medida porque las respuestas inmunitarias estan desencadenadas por |os antigenos
y su funcién es la eliminacién del antigeno, lo que suprime € estimulo esencia parala
activacion delos linfocitos.

Tolerancia. Una de las caracteristicas méas notables de todo sistema inmunol égico
normal es su capacidad para reconocer, responder y eliminar antigenos extrafios a
tiempo que no reacciona de forma dafiina frente a sustancias del propio organismo. La
ausencia de esta respuesta inmunoldgica al huésped se denomina tolerancia. Las
anomalias en & mantenimiento de la autotolerancia desencadenan respuestas
inmunoldgicas contra moléculas o células del propio organismo, lo que originan
trastornos denominados enfermedades autoinmunol égicas.*

Caracteristica Significado funcional
Especificidad Respuestas especificas para cada antigeno especifico
Diversidad Permite al sistema inmunolégico responder a una amplia variedad de antigenos

Permite respuestas mas eficientes y amplificadas ante la exposiciéon de antigenos ya

Memoria )
conocidos

Genera respuestas que son adecuadas para defenderse contra diferentes tipos de

Especializacién : .
microorganismos

Regula la respuesta inmunolégica para que el sistema pueda responder a nuevos

Autolimitaciéon P
antigenos

Tolerancia Evita la lesion del huésped durante las respuestas frente a antigenos extrafios

Tabla 2. Caracteristicas de |as respuestas inmunol 6gi cas adaptativas.
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Las respuestas inmunol égicas especificas pueden dividirse en distintas fases. Todas las
respuestas inmunol 6gicas comienzan con e reconocimiento especifico de |os antigenos.
Este reconocimiento conduce a la activacion de los linfocitos que reconocen a antigeno,
gue responden proliferando y diferenciandose en células efectoras, cuya funcion es
eliminar @ antigeno, y en células de memoria, las cuaes exhiben una respuesta
amplificada en contactos posteriores con e antigeno. Al término de una respuesta

inmunol 6gica, el sistema inmunol dgico recupera su estado basal de reposo.*®

| nmunoglobulinas

El acontecimiento mas significativo en inmunologia es el reconocimiento del antigeno.
SOlo dos tipos de moléculas relacionadas pueden reconocer antigenos. son las
inmunoglobulinas y las células T receptoras. Las inmunoglobulinas (Ig) pueden
presentarse de dos formas. una asociada a membrana de células B que sirve como
receptor de antigeno, y una forma secretada que media la respuesta inmunolégica
humoral.”

El anticuerpo esta construido €l egantemente para realizar sus dos funciones principales.
Una parte de la molécula le confiere capacidad para reconocer y unir una enorme
variedad de determinantes antigénicos. Una regidon diferente de la molécula de
anticuerpo se implica en mediar los efectos biol 6gicos de la manipulacion de antigenos,

através de lainteraccion especifica con proteinas huéspedes y células inflamatorias.”

Estructura de las inmunoglobulinas. Todas las moléculas de inmunoglobulinas
comparten una estructura de cuatro polipéptidos (Figura 5), que consisten en dos
cadenas pesadas idénticas (H) y dos cadenas ligeras idénticas (L). Cada cadena ligera se
une a una cadena pesada a través de enlaces disulfuros entre e Ultimo o penultimo
residuo carboxilico-termina de cisteina de la cadena ligera 'y un residuo de cisteina de

una de las cadenas pesadas. Las cadenas pesadas estan unidas entre si por un nimero

7J.T. C. Li. “Immunoglobulin Sructure and Function” en: E. Middleton, C. E. Reed, E. F. Ellis, N. F.
Adkinson, J. W. Yunginger, W. W. Buss. Allergy principles and practice. Mosby: St Louis, 1998.
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variable de puentes disulfuro. La estructura secundaria de la molécula se muestra en la
Figura 6. Las interacciones no covalentes entre las cadenas ligeras y pesadas y entre
ambas cadenas pesadas contribuyen significativamente a la estructura cuaternaria de

estamolécula (Figura 7).’

lgG secretada Sitio de union al IgM de membrana

antigeno \
A/ \‘ N
N ViV

Ry

cola

membrana
plasmaticade

= cadena pesada (H -s-s- puente disulfuro
P ¢ P los linfocitos B

= cadena ligera (L) % dominio g

Figura 5. Diagrama esguematico de una molécula de IgG secretaday de una moléculade IgM unidaala
membrana en la superficie de un linfocito B.
Tanto las cadenas ligeras como las pesadas contienen una serie de unidades homologas
gue se repiten, cada una de unos 110 aminoacidos de longitud, y que se repliegan de
forma independiente en una estructura globular denominada dominio 1g. Cada segmento
contiene un puente disulfuro intracatenario formado por dos medios residuos de cisteina
apartados por unos 60 aminoécidos. Una region o dominio Ig esta formada por dos
capas de laminas con plegamiento B, compuestas cada una de ellas de tres a cinco
hebras de cadenas polipeptidicas antiparaldlas (Figura 7). Otras muchas moléculas
importantes en el sistema inmunolégico contienen dominios que utilizan € mismo
patrén de plegamiento y tienen secuencias de aminoacidos que son similares alas de las

lg, se cree que todas ellas han evolucionado de un gen ancestral precursor comdn. *’

La cadena ligera es un polipéptido con un peso molecular aproximado de 23000 Da y

contiene unos 220 residuos de aminoacidos. La secuencia completa de una cadenaligera
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se compone de dos dominios: uno variable en e extremo amino-termina (V.), y uno
constante en e extremo carboxi-terminal (C.).” Cada cadena pesada tiene un peso
molecular aproximado de 58000 Da, y se compone de cuatro o cinco dominios. La
region N-terminal es variable y se designa como Vy. Los otros tres o cuatro dominios
son constantes dentro de cada clase de inmunoglobulinas, y se designan como Cyl,
Cu2, Cu3, y, cuando esté presente, Cpd. ®7

El plegamiento tridimensional de la molécula resulta en una interaccion entre las dos
regiones variables, 10 que crea e sitio de union a antigeno. La variabilidad de la
secuencia de aminoécidos en la region variable justifica la gran variedad de antigenos
que pueden reconocer y unirse a anticuerpo.’

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas, y € sitio de union a grupo carbohidrato se

limita generalmente a | as regiones constantes de la cadena pesada.’

Figura 6. Representacion de las estructuras secundarias: del modelo humano de IgG1 (izquierda), de uno
de sus brazos Fab (derecha arriba), y del mismo brazo Fab girado 180° (derecha abajo), mostrando la
cadenaligeraen rosay la pesada en rojo.

Region bisagra. Las Ig que contienen cuatro dominios también contienen un segmento
entre los dominios Cyl y Cn2 denominado region bisagra. Este segmento es rico en
residuos de glicina y prolina, que contribuyen a la flexibilidad de la molécula de

inmunoglobulina. Los brazos de la molécula de Ig que unen a antigeno rotan en la
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region bisagra, permitiendo una configuraciéon como de Y. Esta region es Unica para
cada clase y subclase de cadena pesada, con longitud y secuencia variables. Las Ig
cuyas cadenas pesadas estan compuestas de cinco dominios no contienen una region

bisagra. Sin embargo, la region Cy2 de estas moléculas ofrecen la misma funcion a la

molécula.’

Representacion tridimensional de IgG Dominio constante de una cadena
ligera de IgG

Figura 7. (A) Representacion tridimensional de una moléculade IgG. (B) Representacion de la estructura
terciaria de un dominio Ig de una cadenaligera.

Fragmentos de Inmunoglobulina. La ruptura enzimatica de la molécula permite

dividirlaen fragmentos y poder relacionar su estructura/ funcion (Figura 8).

-~
fragmentos
- peptidicos
| P

Figura 8. Fragmentos proteoliticos de una molécula de 1gG.
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La enzima papaina actla sobre la regién bisagra y rompe a la IgG en tres fragmentos
separados. Dos de ellos son idénticos y consisten en una cadena ligera intacta asociada
con las regiones Vi y Cyl de las cadenas pesadas. Estos fragmentos conservan la
capacidad de unirse a antigeno y se conocen como Fab (fragmento de union a
antigeno). Son monovalentes y no exhiben las funciones efectoras de los Ig. El tercer
segmento esta compuesto por dos péptidos idénticos, que contienen los dominios C42 y
Ch3. Este fragmento denominado Fc (fraccion cristalizable) no se une a antigenos, pero
si puede unirse a complementos o receptores especificos de ciertos tipos de células. Se
conoce que e dominio Cy2 estd involucrado en la unién con € complemento y €
dominio Cy3 presenta otras funciones bioldgicas dependiendo de la clase de Ig que
sea.”

Cuando se utiliza pepsina, se libera una fragmento denominado F(ab’),, que consiste en
dos fragmentos Fab unidos por puentes disulfuro. Este fragmento es bivalente y retiene
la capacidad de unir antigenos. La porcion Fc restante se degrada y no se recupera.’”’

Figura 9. Modelo de IgG, generado por cristalografia de difraccién de rayos X.

Estructura tridimensional. Se ha generado un modelo tridimensional de 1gG por
estudios de cristalogréficos de rayos X (Figura 9). El modelo describe una 1gG como
una molécula con forma de Y o T, con cada regién globular Fab unida a la region
globular Fc por los segmentos bisagra. Las regiones Fab pueden girar sobre la region
bisagra de manera que el angulo entre los dos brazos Fab puede variar. Ademas, los
estudios por microscopia el ectronica muestran gque la regién Fab puede rotar alo largo
de su ge x (Figura 10). Todos los dominios comparten la misma estructura terciaria de
dos capas de laminas B, una compuesta por cuatro hebras de cadenas polipeptidicas
antiparalelas, y la otra por tres. Las dos |laminas forman una estructura tipo sandwich

con enlace disulfuro intracatenario (dominio) y residuos de aminoécidos hidrofobicos



MENU SALIR

16 Introduccion

entre las dos laminas. Una serie de secuencias ricas en glicina unen las hebras
antiparalelas. Los dominios V contienen una secuencia extra que contribuyen
directamente al sitio de unién con el antigeno.”

Hay un nimero de residuos invariables de aminoacidos en las secuenciasde V., C, V4
y Ch que se localizan en los puntos de contacto entre dominios de cadena ligera y
dominios de cadena pesada. Estos dominios invariables justifican la capacidad de
diferentes cadenas ligeras y pesadas para empargarse en un gran ndmero de
combinaciones.

Los dominios V4 y V| interaccionan entre si para formar una unidad globular que
contiene € sitio de union con e anticuerpo. Las [&minas plegadas B de tres hebras de
cada dominio, juntas, forman un surco poco profundo que actla como un sitio de unién
al ligando. El tamafio del canal depende en parte de la especificidad, pero es del orden
de12 A x 15 A x 20 A. El tamafio de la unidad de V y V. es aproximadamente de 40
Ax50A x40A

Aleteo delos brazoz Fab

Codo de doblez Fab

Rotacién Fab

%\ Movimiento de laregién Fc

© Mike Clark 1994

Figura 10. Representacion esquemdtica de una IgG mostrando la flexibilidad de lamolécula de las
regiones Fab y Fc.
Region hipervariable. La estructura tridimensional de la zona de reconocimiento del
anticuerpo esta determinada por |a secuencia de aminoécidos de las regiones variables.
Ambas cadenas, pesadas y ligeras, contribuyen al sitio de unién del anticuerpo. Ciertos
segmentos de las regiones V son muy variables, mientras que otros residuos de
aminoacidos son relativamente constantes. Los segmentos que muestran una gran
variacion en la secuencia se denominan regiones hipervariables. Los humanos contienen
3 en las cadenas ligeras y 4 en las cadenas pesadas.’” Estas regiones hipervariables
constan de unos diez residuos de aminoacidos cada una. Estas secuencias forman una

superficie que es complementaria a la estructura tridimensional del antigeno a que se



MENU SALIR

Introduccion 17

une (Figura 11A), por lo que también se denominan regiones determinantes de
complementariedad o CDR (Figura 11B).® Estas regiones, procedentes de |os extremos
aminos V. o0 Vy, reciben & nombre de CDR1, CDR2, CDR3 y CDR4,

respectivamente.*

antigeno

anticuerpo

Figura 11. (A) Visualizacién de la complementariedad de la configuracién espacial que existe entre Ag y
Ac. (B) Representacion esquemética de las regiones hipervariables de una |gG y estructura secundaria del
dominio V| con las regiones determinantes de complementariedad sefial adas.

Paratopo. Las inmunoglobulinas se unen a los epitopos de los antigenos por sus sitios
activos, constituidos como se ha indicado anteriormente, por |os segmentos variables de
las cadenas pesadas y ligeras y donde intervienen principamente las regiones

hipervariables. Esta zona de unién a epitopo se conoce con € nombre de paratopo.
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Figura 12. Representacion de las clases general es de inmunoglobulinas.

8 E. Harlow, D. Lane. Using Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory press:
NY, 1999.
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IgE. Hay nueve clases (isotipos) de anticuerpos en humanos: IgM, IgD, 19G1, 1gG2,
1gG3, 1gG4, 1gA1, IgA2 e IgE.° Todas presentan la misma estructura general (Figura
12) formadas por cadenas H y L compuestas de dominios Ig, que presentan estructura
tipo sandwich de laminas f compuestas por tres y cuatro hebras con topologia de tipo-C
(Figura13).%°

La inmunoglobulina E se caracteriza por sus cadenas pesadas tipo ¢, que contienen un
dominio variable (Vy) y cuatro dominios constantes (Cel-4) en la cadena pesada
(Figura 13A). IgD, 1gG e IgA tienen una region bisagra flexible en lugar de los
dominios Cy2 presentes en IgM e IgE, pero ambos tipos de estructuras conservan un
puente disulfuro intercatenario que une las cadenas H, entre los dominios C2 0 en la
region bisagra (Figura 5 y Figura 13A). A causa del dominio Ig ausente en IgD, 1gG e
IgA, los dominios C2 y Cy3 de éstas Ig son homdlogos, respectivamente, a Cy3 'y Chd
en IgM e IgE. El dominio extra Ce2 en IgE es un determinante critico en sus
propiedades fisicas distintivas y funciones especificas de isotipo.®

9 ol
o [

Ce3-4 Ce3 Ce2

Figura 13. (A) Dominio de la estructura de IgE, 1gG, y fragmentos empleados de IgE en estudios
estructurales. (B) Topologiadetipo Cy C2 delas hebras B de dominios de Ig.
Las regiones V expresadas en células B determinan su especificidad antigénica, y éstas
en toda la poblacién de células B determinan € repertorio de anticuerpos de un

individuo en un tiempo dado. El repertorio VH de IgE en individuos alérgicos, sin

° H. J. Gould, B. J. Sutton, A. J. Beavil, R. L. Beavi, N. McCloskey, H. A. Coker, D. Fear, L.
Smurthwaite. Annu. Rev. Immunol. 2003, 21, 579-628.
A, F. Williams, A. N. Barclay. Annu. Rev. Immunol. 1988, 6, 361-405.
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embargo, difiere de los de otras clases de anticuerpo. Esto puede reflgjar la accion de
alergenos como superantigenos.®

La maduracion de células B tras la activacion por parte del antigeno comienza por
expresar IgM pero, posteriormente puede cambiar de isotipo y producir otra clase de
anticuerpo o producir secuencialmente dos 0 més clases de otros anticuerpos. Las clases
de anticuerpos prestan diversidad a las funciones efectoras permitiendo a anticuerpo
unirse a receptores de Fc especificos, distribuidos desigualmente entre los varios tipos
de céulas efectoras, concentradas en diferentes microambientes. La vida media de la
IgE en suero (sangre periférica) es de tres dias, comparada con |os veinte dias que tiene
la1gG, pero e tiempo de vida aumenta cuando la IgE se retiene en los tejidos (unida a
receptores de superficie celular de mastocitos y basofilos).™* Asi la vigilancia
inmunol dgica ocurre principamente por 1gG en la circulacion, por IgE en los tgjidos, y
por IgA en las secreciones.

La IgE es la menos abundante de las clases de inmunoglobulinas en el suero, con una
concentracion de unos 150 ng/mL, en comparacion con la IgG gque se encuentra a 10
mg/mL en individuos sanos. Las concentraciones séricas de IgE reflgjan el nimero de
células B circulantes que estdn implicadas en la sintesis de IgE.***® En ciertas
enfermedades parasitarias y en € sindrome hiper-IgE, las concentraciones séricas de
IgE pueden ser tres Ordenes de magnitud més atas de lo norma sin signos de
enfermedad alérgica.™*

Las concentraciones de IgE circulante pueden superar unas 10 veces los valores
normales en individuos “atépicos’, quienes han aumentado € riesgo de desarrollar
alergias. Las concentraciones de anticuerpos IgE especificos a aergenos estan
normal mente estrechamente relacionadas con los sintomas y puede ser unas 1000 veces
mayor que el nivel minimo de deteccion (~0.6 ng/mL) encontrado en la mayoria de los

sujetos sanos.™ Sin embargo, en agunos individuos con fiebre del heno o asma los

A, Lio, T. A. Waldmann, W. Strober. J. Immunol. 1978, 20, 1696-1701.

12 A. Lanzavecchia, B. Parodi. Clin. Exp. Immunol. 1984, 55, 197-203.

13 C. L. King, R. W. Poindexter, J. Ragunatham, T. A. Fleisher, E. A. Ottensen, T. B. Nutman. J.
Immunol. 1991, 146, 1478-1483.

¥ R. Patterson, |. M: Suszko, C.C. Hsu, M. Roberts, S. H. Oh. Clin. Exp. Immunol. 1975, 20, 265-272.
5. Smurthwaite, S. R. Durhan. Curr. Allergy Asthma Rep. 2002, 2, 231-238.
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anticuerpos IgE se detectan solo en secreciones del 6rgano diana. Esto puede reflgjar €
hecho de la sintesis local de anticuerpos IgE contra autoantigenos en el érgano diana.’”

Los linfocitos B no sdlo producen IgE sino que también pueden producir cada una de
las 9 inmunoglobulinas existentes en humanos. En los momentos iniciales tras la
activacion de los linfocitos B por los linfocitos T, se empieza a producir IgM,
posteriormente se puede dar un cambio de isotipo para producir otras inmunoglobulinas.
Para que ocurra el cambio hacia la generacion de IgE se necesitan dos sefiales
fundamentales: la primera es dependiente de citoquinas, las cuales provocan en los
linfocitos B la transcripcion especifica de la linea germinal €. La otra sefial esta
relacionada con un receptor (CD40) gque se expresa de forma constitutiva en células B.
Existen dos tipos de receptores que se encuentran en superficie de membranacelular y a
los que los anticuerpos IgE se fijan de forma reversible mediante su region Fee:™®
receptor de alta afinidad (FceRI) y receptor de baja afinidad (FceRII, CD23).

Union de los anticuerpos a los antigenos.

Caracteristicas de los antigenos biol 6gicos.

Un antigeno es una sustancia que puede unirse especificamente a una molécula de
anticuerpo o0 a un receptor de linfocito T. Los anticuerpos pueden reconocer como
antigenos a cas todos los tipos de moléculas bioldgicas, tales como metabolitos
intermediarios simples, azlcares, lipidos y hormonas, asi como a macromoléculas tales
como hidratos de carbono complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas. Esto
contrasta con los linfocitos T, que sdlo reconocen péptidos. Unicamente las
macromoléculas son capaces de estimular a los linfocitos B para que inicien las
respuestas inmunolégicas humorales. Las moléculas que estimulan respuestas

inmunol 6gicas se denominan inmundgenos.*

16 B. J. Sutton, H. J. Gould. Nature 1993, 366, 421-428.
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No todas las molécul as son inmundgenos. En general, 1os mejores inmundgenos son las
proteinas, los hidratos de carbono son inmunégenos mas débiles y los lipidos y acidos
nucleicos son pobres inmunégenos. Asimismo, por regla general, e inmunogeno debe
tener un tamafio suficiente para poder ser degradado por los fagocitos y que de este
modo puedan ser “presentadas’ a los linfocitos e iniciar la aparicion de una respuesta
inmunolégica.’

Las sustancias quimicas de bajo peso molecular, pueden unirse a los anticuerpos, pero
no pueden activar alos linfocitos B por si mismas (es decir, no son inmundgenas). Para
generar anticuerpos especificos para estas sustancias quimicas pequefias, los
inmundlogos normamente las fijan a macromoléculas antes de la inmunizacion. En
estos casos, |a sustancia quimica se denomina hapteno y la macromol écula, molécula
portadora o portador. El conjugado o compleo hapteno-portador (H-P), a diferencia del
hapteno aislado, puede actuar como un inmundgeno.**’

Las macromoléculas sudlen ser mucho mas grandes que los puntos de unién del
antigeno a una molécula de anticuerpo, por tanto, cualquier anticuerpo se fija solo auna
porcion de la macromolécula. El reconocimiento de los antigenos por Ig o células
especificamente alergizadas se lleva a cabo a nivel del determinante antigénico. Un
determinante antigénico o epitopo puede definirse como la parte especifica de una
molécula antigénica que se fija en € sitio de interaccion de inmunoglobulinas y/o
receptores de membrana especificos de céulas inmunocompetentes. Las
macromol écul as contienen por |o general multiples determinantes, algunos de los cuales
pueden estar repetidos y cada uno, por definicion, puede unirse a un anticuerpo. La
presencia de multiples determinantes idénticos en un antigeno se conoce como
polivalencia o multivalencia.

La configuracion espacial de los diferentes epitopos en una molécula de proteina puede
influir en la union de los anticuerpos de diferentes maneras. Cuando los determinantes
estan bien separados, se pueden unir dos o mas moléculas de anticuerpo a mismo
antigeno proteico sin que se influyan entre si; se considera que estos determinantes no
producen solapamiento. Cuando dos determinantes estan proximos entre si, la union del
anticuerpo a primero puede provocar una interferencia estérica en la unién a segundo;
se dice gque estos determinantes presentan solapamiento. En casos menos frecuentes, la

P, R. Murray, K. S. Rosenthal, M. A. Pfaller. Microbiologia Médica. Elseiver: Madrid, 2006.
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unién del primer anticuerpo puede producir un cambio de conformacién de la estructura
del antigeno, que influye en la unién del segundo anticuerpo mediante un obstaculo
diferente a la interferencia estérica. Estas interacciones reciben el nombre de efectos
alostéricos.

L os determinantes antigénicos pueden estar formados por la estructura covalente de una
molécula o, en € caso de las proteinas y los &cidos nucleicos, por € plegamiento
tridimensiona de la molécula. Los epitopos formados por una secuencia especifica de
aminoacidos reciben e nombre de determinantes lineales; y los determinantes
conformacionales estdn constituidos por residuos de aminoécidos que no estan
secuencialmente unidos, pero que gquedan espacialmente yuxtapuestos a plegarse la

proteina.*

Antigenos T-independientes. Son antigenos que pueden estimular directamente las
células B para producir anticuerpos sin ayuda de las células T. Las respuestas a estos
antigenos difieren de | as respuestas a otros antigenos. Sus propiedades son:

a. Estructura polimérica. Estos antigenos se caracterizan por tener & mismo
determinante antigénico repetido muchas veces, como se muestraen la Figura 14A.

b. Activacion policlonal de células B. Muchos de estos antigenos pueden activar clones
de células B especificas para otros antigenos. Basandonos en su capacidad para activar
policlonalmente células B, los antigenos T-independientes se pueden subdividir en dos
tipos: Tipo 1 y Tipo 2. Los antigenos T-independientes Tipo 1 son activadores
policlonales, mientras que los Tipo 2 no o son.

c. Resistencia a la degradacion. Los antigenos T-independientes son generalmente mas
resistentes a la degradacion, de este modo resisten largos periodos de tiempo y

contindan estimulando € sistema inmunol égico.

Antigenos T-dependientes. Son antigenos que no estimulan directamente la produccion
de anticuerpos sin la ayuda de células T. Las proteinas son antigenos T-dependientes.
Estructuralmente estos antigenos se caracterizan por presentar algunas copias de
diferentes determinantes antigénicos, como seilustraen la Figura 14B.*"*
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Conjugados hapteno-portador. Son moléculas inmunogénicas que presentan haptenos
unidos covalentemente. Estructuramente se caracterizan por presentar determinantes
antigénicos del portador y determinantes creados por la union del hapteno (determinante
hapténico) como se ilustra en la Figura 14C. Este determinante creado por la union con
el hapteno consiste en el hapteno y algunos residuos adyacentes a é de la proteina
portadora. En estos conjugados € tipo de portador determinara si la respuesta sera T-
dependiente o T-independiente.

determinantes haptenicos

determinantes nativos

Figura 14. (A) Antigeno T-independiente, (B) Antigeno T-dependiente y (C) Complejo Hapteno-
Portador.
Determinantes reconocidos por células B. Los determinantes antigénicos que se
reconocen por células B y por los anticuerpos secretados por €llas estan formados por la
secuencia primaria de residuos en e polimero (determinante lineal) y/o por la estructura
secundaria, terciaria o cuaternaria de la molécula (determinante conformacional). En
genera son pequeios y se limitan aproximadamente a 4-8 residuos. Con respecto d
nimero, aunque en teoria cada 4-8 residuos pueden constituir un determinante
antigénico, en la practica e niUmero de determinantes antigénicos es mucho menor del
tedricamente posible. Normamente estos determinantes se limitan a los fragmentos de

antigeno gque son accesibles alos anticuerpos.

Determinantes reconocidos por células T. Los determinantes antigénicos que se
reconocen por células T estén formados por la secuencia primaria de aminoécidos en
proteinas. Estos determinantes no necesitan estar localizados en la superficie del
antigeno porque el reconocimiento por las células T requiere que el antigeno se degrade
proteol iticamente en péptidos méas pequerios. Los péptidos libres no se reconocen por
cdulas T, sin embargo la asociacién de péptidos con moléculas se codifica por €
complgo principal de histocompatibilidad (CPH) y, es e complgo formado por
moléculas del CPH con e péptido (CPH-péptido) el que es reconocido por lascélulas T.
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El tamafio de estos determinantes se limita generalmente a 8-15 aminoécidos. Aunque,
en teoria, también cada 8-16 residuos podria constituir un determinante antigénico, €l
nimero de determinantes por antigenos es mucho menor del que cabria esperar
tedricamente. Los determinantes antigénicos estan limitados a las fracciones del

antigeno que se pueden unir alas moléculas del CPH.*"*3

La Reaccién Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac).

Naturaleza. La union de los determinantes antigénicos a la zona de reconocimiento del
anticuerpo es similar a otras formas de interaccion ligando-receptor.” La zona de
fijacion del anticuerpo se localizaen e fragmento Fab de la molécula, y esta constituida
por las regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras. Cuando se produce la
interaccion, €l determinante antigénico conformacional encagja en un hueco formado por
el sitio de reconocimiento del anticuerpo. Los enlaces que mantienen € antigeno en €
sitio de fijacion del anticuerpo son de naturaleza no covalente, 1o que implica una unién

reversible. 8

Afinidad y avidez. El término afinidad es una medida de la fuerza de union de un
anticuerpo con un hapteno univalente. El término avidez expresa la fuerza de
interaccion global entre el anticuerpo multivalente y el antigeno multivalente. La avidez
es més que la suma de las afinidades individuales (Figura 15) y esta gobernada por tres
factores principales. la afinidad intrinseca del anticuerpo por € epitopo, la valencia del
anticuerpo y dd antigeno, y la disposicion geométrica de los componentes que

interaccionan.®

Y Y

Keg= 104 106 10t
Afinidad Avidez Avidez

Figura 15. Representacion de los conceptos y de las constantes de equilibrio de afinidad y avidez.

81, M. Raitt, J. Brostoff, D. K. Male. Immunologia, Salvat: Barcelona, 1991.
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La afinidad de una zona de reconocimiento del anticuerpo por un determinante
antigénico, esta determinada por la suma de fuerzas no covalentes entre los residuos de
aminoacidos que forman e éarea de reconocimiento y la estructura quimica del
determinante antigénico. Debido a que laintensidad de estas interacciones no covalentes
aumenta enormemente a distancias cortas, la interaccion més fuerte anticuerpo-
determinante ocurre cuando existe complementariedad entre las dos estructuras. La
interaccion de dipolos oscilantes de aomos adyacentes genera fuerzas de Van der
Waals, que resultan de la atraccion mutua de los atomos. A causa de que la fuerza
atractiva es més grande a distancias de sblo 1.8 a 2.0 A, launién més fuerte del antigeno
a anticuerpo ocurre cuando la complementariedad es mayor. Los grupos carboxilatos o
amonios en aminoéacidos polares en las paredes interiores de la zona de reconocimiento
del anticuerpo, pueden interaccionar con cargas opuestas de los determinantes
antigénicos para formar enlaces electrostaticos. Los puentes de hidrégeno también
pueden estar implicados en lainteraccion Ag-Acy son méaximas adistanciasde 2 a3 A.
De este modo, tanto la fijacion estérica del antigeno a la zona de reconocimiento como
la aproximacion de grupos quimicos atractivos son esenciales para una aproximacion
Ag-Ac efectiva. Ademas puede ocurrir que los dominios Vy y V. se “deslicen” unos
cuantos angstroms cuando sucede la unién.’

Especificidad y Reaccion Cruzada. La especificidad se refiere a la capacidad de un
anticuerpo individual para que su sitio de reconocimiento reaccione con un solo
determinante antigénico. En general hay un ato grado de especificidad en las reacciones
Ag-Ac. Los anticuerpos pueden distinguir diferencias en 1) la estructura primaria de un
antigeno, 2) formas isoméricas de un antigeno, y 3) las estructuras secundarias y
terciarias de un antigeno. La reactividad cruzada se refiere a la capacidad de un
anticuerpo individual para que su sitio de reconocimiento reaccione con més de un
antigeno. Las reacciones cruzadas surgen a causa de que distintos antigenos que
reaccionan cruzadamente comparten un epitopo comun, o bien tienen un epitopo

estructuralmente similar al que desencadend la produccién del anticuerpo (Figura 16).%
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Reactividad Cruzada

Ac de Ag A Ac de Ag A Ac de Ag A

Epltopo compartido Epltopo similar

Figura 16. Esquema representativo de reaccién selectivay reactividad cruzada.

Enfermedades producidas por respuestas inmunologicas.

La inmunidad adaptativa tiene la importante mision de defender a huésped frente a las
infecciones microbianas, pero las respuestas microbianas también pueden producir
lesiones histicas y enfermedades. Los trastornos causados por respuestas inmunol 6gicas
reciben el nombre de enfermedades por hipersensibilidad. Una causa frecuente de estas
enfermedades es el fracaso de la autotolerancia. Las enfermedades secundarias a
fracaso de la autotolerancia y las consiguientes respuestas inmunoldgicas contra los
antigenos propios, 0 autélogos, se denominan enfermedades autoinmunoldgicas. Las
enfermedades por hipersensibilidad pueden deberse también a respuestas excesivas 0 no
controladas frente a antigenos extrafios, tanto microbianos como ambientales no
infecciosos.

Las enfermedades por hipersensibilidad se clasifican segun e tipo de respuesta
inmunolégica y € mecanismo efector responsable de la lesion celular e histica. La
hipersensibilidad inmediata o de tipo | tiene lugar cuando la IgE estimula a los

mastocitos o los basofilos, o que en la practica clinica se conoce como alergia o atopia.
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Alergia

La respuesta aérgica es una intensa reaccion de ciertos componentes del sistema
inmunoldgico contra una sustancia extrafia que por lo genera es inofensiva. Un
individuo es atopico, y por lo tanto propenso a padecer enfermedades al érgicas, cuando
presenta una predisposicion genética a desarrollar respuestas de hipersensibilidad frente
a alergenos que son inocuos paraindividuos que carecen de esa predisposicion genética.
Las reacciones alérgicas se caracterizan por la produccion de anticuerpos IgE. Es
necesario hacer constar que no todas | as reacciones alérgicas estan producidas por estos
anticuerpos, pero en general, un gran porcentaje de enfermedades aérgicas se
caracteriza por la superproduccién de anticuerpos IgE y por elo nos referimos
exclusivamente a este tipo de reacciones. Estos anticuerpos presentan la propiedad de
unirse, através de receptores Fc de adta afinidad, ala superficie de determinadas células
de nuestro organismo: los mastocitos, que se encuentran a nivel de diversos tegidos
(mucosa bronquial, nasal, conjuntival, intestinal, piel, etc.); y los bastfilos, que se

encuentran en la circulacién sanguinea.

moléculas
macroéfago sefializadoras

Linfocito é_ b IgE

* X N .
¥ ® Histamina

¥

x Mastocito

5
Histamina

Figura 17. Alergia.



MENU SALIR

28 Introduccion

La entrada en € organismo de un aérgeno pone en marcha un proceso silencioso de
sensibilizacion al alérgeno (Figura 17), que empieza cuando los macréfagos degradan al
alérgeno, lo procesan en péptidos y lo presentan a los linfocitos T. De este modo se
activan los linfocitos T, que segregan interleucinas que desencadenan la maduracion de
los linfocitos B y su transformacion en células plasmaticas que secretan
inmunoglobulinas.

De este modo € proceso de sensibilizacion da lugar a una ata produccion de
anticuerpos IgE dirigidos frente a aérgeno en cuestion. De estos anticuerpos formados,
una parte se encuentra circulando libremente en la corriente sanguinea, pero una gran
proporcién de los mismos se fijard en la superficie de mastocitos y basofilos. Una
posterior entrada del mismo aérgeno en este organismo dara lugar a la captacion del
mismo por las IgE fijadas en las superficies del mastocito y del basofilo. Lainteraccion
del alérgeno con los anticuerpos IgE fijados en la superficie de los mastocitos y
basofilos, conducen a la degranulaciéon de éstos, asi como a la sintesis de diversas
citoquinas y mediadores de reacciones inflamatorias, que son las responsables de la

sintomatol ogia de | as reacciones a érgicas.

La reaccion inmediata, que se produce en un periodo de 15 minutos desde la
provocacion del aérgeno, resulta en la liberacion de mediadores que conducen a los
sintomas caracteristicos del 6rgano diana. Una respuesta tardia asociada con la afluencia
de células T, monocitos, y eosinofilos puede originarse horas después. La fiebre del
heno, € asma, las reacciones a alimentos, y l0s eccemas son las respuestas alérgicas
Mas comunes, causadas por la activacion de los mastocitos en los tejidos conjuntivos de,
respectivamente, la nariz, los pulmones, € intestino, y la piel. Cuando un alérgeno llega
a la circulaciéon sanguinea, los basofilos se activan y manifiestan la poco comun, pero

més peligrosa reaccion de anafilaxis.”

Alergia a farmacos.

Las reacciones adversas a farmacos se definen, segin la Organizacion Mundia de la

Salud, como toda respuesta nociva y no intencionada a un farmaco que ocurre en dosis
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terapéuticas.™® Estas reacciones se han clasificado en dos tipos principales: Reacciones
Tipo A, gue son las méas frecuentes, son dosis dependientes, predecibles y estan
relacionadas con la actividad farmacol 6gica del medicamento; y Reacciones Tipo B que
son impredecibles y no dependen de la dosis del farmaco, estas reacciones aparecen
solamente en ciertos individuos y no estan relacionadas con la accion farmacol dgica del
medicamento.?’ Estas Gltimas representan sdlo entre un 10 y un 15% de |as reacciones
adversas afarmacos.

Las reacciones adversas a farmacos con base inmunologica, también denominadas
aergias a farmacos,”* han sido clasificadas atendiendo a distintas caracteristicas de las
mismas como pueden ser el tiempo de aparicion 0 € mecanismo subyacente.

Clasificacion de Levine. Levine en 1966 clasificd estas reacciones dependiendo del
tiempo de aparicion de los sintomas clinicos tras la toma del fa&rmaco en: inmediatas,
aceleradas y tardias. Las reacciones inmediatas ocurren en menos de una hora tras la
toma del farmaco y son mediadas por anticuerpos IgE, las reacciones aceleradas
aparecen entre 6-48 horas, y las tardias son aquellas que aparecen tras las 48 horas
después de la administracion del fa&rmaco y cuya patologia se ha demostrado que esta
mediada por células T. Las reacciones acel eradas son mas dificiles de diferenciar debido
al solapamiento existente con los otros dos tipos de reacciones, y Si bien en un principio
se definio a estas reacciones como mediadas por IgE, las evidencias actuales apuntan a
que estas reacciones son mediadas por células T. Por elo resulta mas practico
diferenciar las reacciones adversas a farmacos como inmediatas o no inmediatas, estas
Ultimas incluiran las aceleradas y las tardias. Aunque existen manifestaciones clinicas
comunes en cada uno de estos tipos de reacciones, como es el caso de la urticaria,
existen otras manifestaciones que son caracteristicas de un tipo, por gemplo la

anafilaxis solo aparece en reacciones inmediatas.

9 World Health Organization. International drug monitoring: the role of the hospital. Geneva: The
Organization; 1966.

R, S. Gruchalla. J. Allergy Immunol. 2003, 111, S548-559.

2L N. F. Adkinson. “Drug Allergy” en: E. Middleton, C. E. Reed, E. F. Ellis, N. F. Adkinson, J. W.
Yunginger, W. W. Buss. Allergy principles and practice, Mosby: St Louis, 1998.

2 A. P. Kaplan. “ Urticaria and angioedema” en: E. Middleton, C. E. Reed, E. F. Ellis, N. F. Adkinson, J.
W. Yunginger, W. W. Buss. Allergy principles and practice, Mosby: St Louis, 1998.
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Clasificacion de Gell y Coombs.”® Esta clasificacion se realizo en la misma fecha, en la
década de 1960, y se basa en los mecanismos fisiol6gicos implicados, proponiendo la
existencia de cuatro mecani smos principal es.

Las reacciones de Tipo | se corresponden con las reacciones inmediatas anteriormente
descritas. Se producen por la interaccion de un antigeno o un complejo hapteno-
portador a un anticuerpo IgE unido a receptores de superficie de mastocitos y basofilos.
Principal mente causan urticaria, anafilaxis y asma.®*

Las reacciones de Tipo Il son mediadas por inmunoglobulinas G, M y, en menor
medidala A, que reconocen antigenos unidos a la membrana de eritrocitos, neutrofilos,
plaguetas y células epiteliales de glandulas o mucosas induciendo la activacion del
complemento. En € caso de las reacciones medicamentosas, las células que se afectan
con mayor frecuencia son las de la circulacion sanguinea, higado y rifion.

Las reacciones de Tipo Il se producen por € depésito de complgos antigeno-
anticuerpo en determinados tejidos.

Las reacciones de Tipo 1V, de hipersensibilidad retardada o mediada por células T, se
corresponde con las reacciones tardias de la clasificacion de Levine. No son mediadas
por anticuerpos, sino que €l antigeno interacciona directamente con los linfocitos T.

El hecho de que la mayor parte de los individuos que toman farmacos no desarrollen
una reaccion inmunol ogica, pese a ser moléculas extrafias para € organismo, demuestra
la existencia de mecanismos de tolerancia inmunol 6gica generados frente a moléculas
exo6genas inocuas. En ese sentido, las reacciones alérgicas a farmacos se producirian en
situaciones en las que & sistema inmunoldgico reconoce especificamente a estas
estructuras y en lugar de generar una respuesta de tolerancia, como ocurre en la mayoria
de los sujetos, desencadena una respuesta efectora frente a ellas generando dafio,
potencialmente severo, en los tgidos diana donde € farmaco puede ser reconocido por

el sistema inmunol 6gico. Ademas dicha respuesta conlleva una memoria inmunol égica,

% P, R. Coombs, P. G. Gell. “ Clasification of allergic reactions responsible for clinical hipersensitivity
and disease” en: R. R. Gell. Clinical Aspects of Immunology, Oxford Univ Pr: Oxford, 1968.
#W. J. Pichler. Ann. Intern. Med. 2003, 139, 683-693.
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por lo que en posteriores tomas ddl farmaco la respuesta serd mas rapiday efectiva que
en € primer contacto.

Farmacos como haptenos.

El conocimiento actual de como e sistema inmunoldgico puede reconocer a los
farmacos esta basado en la hipétesis de los haptenos, formulada por Landsteiner® a
principios del siglo XX. Esta teoria establece que para que una estructura de pequefio
peso molecular pueda ser reconocida por el sistema inmunologico debe unirse
previamente, de forma covalente, a proteinas endégenas para asi ser procesada y
presentada por las células presentadoras de antigeno (CPA) alos linfocitos especificos.

De este modo, € reconocimiento de moléculas pequeiias (como los farmacos) por
cdulas B y T se explica normalmente por € concepto del hapteno. Los haptenos son
moléculas pequefias (la mayoria con pesos moleculares menores a 1000 Da) gque son
quimicamente reactivas y capaces de reaccionar covalentemente con una proteina o
péptido més grande?**%%" Esta modificacion de la proteina o péptido lo hace
inmunogénico: inmunoglobulinas solubles o unidas a células pueden reconocerlo
directamente, mientras que las células T reconocen un fragmento hapteno-péptido que
es generado por un procesado intracelular del complejo hapteno-proteinay se presenta a
las células T por moléculas de CPH. La penicilina G es un hapteno tipico que tiende a
unirse cova entemente a |os residuos de lisina tanto en solucion como en céulas unidas

a proteinas.20%+2+2

Alternativamente, si e farmaco no es quimicamente reactivo per se, puede ser un
prohapteno, es decir, que a partir de su metabolismo pueden originarse compuestos
intermediarios reactivos con capacidad para unirse covalentemente a moléculas. Se

conoce muy poco acerca de las proteinas diana que haptenizan medicamentos in vivo,

% K, Landsteiner, J. Jacobs. J. Exp. Med. 1935, 61, 643-653.

% B, P. Park, M. Pirmohamed, N. K. Kitteringham. Chem. Res. Toxicol. 1998, 11, 969-988.
2 M. Pirmohamed, N. K. Kitteringham B. P. Park. DrugSaf. 1994, 11, 114-144.

%P, A. Greenberger. J. Clin. Immunol. 2006, 117, S464-470.
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aunque son muchas las candidatas.®*?® Sulfametoxiazol se ha propuesto como un

ejemplo tipico de prohapteno. 2%

Recientemente, se ha considerado una tercera posibilidad denominada como “the p-i
concept” (del inglés pharmacologic interaction), interaccion farmacol 6gica de farmacos
con receptores inmunolgicos. Los medicamentos inertes quimicamente, incapaces de
unirse covalentemente a péptidos o a proteinas, pueden unirse in vitro de forma no
covaente alas moléculas de antigeno de leucocito humano de células presentadoras de
antigeno o a receptor de las células T (RcT) posibilitando la proliferacion de clones

linfocitarios especificos sin previo procesamiento antigénico.***

Mecanismo de activacion mediado por |1gE

Las reacciones inmediatas a farmacos estan mediadas por anticuerpos IgE especificos.
Su actividad bioldgica se realiza mediante su unidn a receptores de alta y baja afinidad
(FceR) en mastocitos y basofilos principalmente, donde induce la liberacion de
mediadores de lainflamacion. La union de un alérgeno polivaente alaporcion variable
de dos o0 més IgE, conduce al entrecruzamiento del receptor que activa a la célula,
produciéndose la liberacion de diferentes mediadores preformados, responsables de los
sintomas alérgicos de las reacciones inmediatas®’ Ademés, la respuesta inducida
provoca la secrecion de una serie de citoguinas que atraen y activan a las células
inflamatorias aumentando la expresion del receptor FceRIL. Este interviene en la
presentacion de IgE farmaco-dependiente a células T y en la adhesién de células B, asi
como en la migracion de estas células a los foliculos secundarios de los centros
germinales de noédulos linfoides y bazo. Todo esto se traduce en un aumento de los
niveles de anticuerpos IgE farmaco-especificos circulantes, pudiendo pasar desde
nivel es indetectabl es hasta niveles elevados en un periodo de tiempo tan corto como 24

? A. E. Crib. Clin. Pharmacol. Ther. 1993, 51, 522-526.

% W. J. Pichler. Curr. Opin. Allergy Clin. Immunol. 2002, 2, 301-305.

%! R. P. Siraganian. “ Mechanism of IgE-mediated hypersensitivity” en: E. Middleton, C. E. Reed, E. F.
Ellis, N. F. Adkinson, J. W. Yunginger, W. W. Buss. Allergy principles and practice, Mosby: St Louis,
1998.
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horas. Este fendbmeno es lo que clasicamente se ha denominado como respuesta
secundariaa farmaco.

L os antigenos deben interaccionar con dos 0 mas moléculas de IgE, unidas mediante su
fraccion Fc a receptores de mastocitos y basofilos, en lo que se denomina fendmeno de
puenteo, para que se pueda desarrollar la respuesta y como consecuencia la liberacion
de mediadores inflamatorios. En €l caso de los farmacos, debido a que son
frecuentemente moléculas de bajo peso molecular, es necesario que estos se unan a
proteinas formando un conjugado hapteno-proteina transportadora. Cada proteina puede
unir varias moléculas de hapteno, cada uno de los cuales conformarian un epitopo
produciendo asi estructuras con multiples determinantes antigénicos de forma andloga a
lo que ocurre en cualquier proteina antigénica. De esta forma, alcanzan € tamafio

suficiente para unir varios anticuerpos IgE einducir el puenteo.

Determinacion de anticuerpos | gE y estudio de especificidad

La metodol ogia mas ampliamente utilizada para |a deteccion de anticuerpos IgE ha sido
el inmunoensayo y en la actualidad se estan empleando nuevos métodos basandose en la
capacidad de un determinado farmaco de activar |os basofilos de los pacientes a érgicos
através de los anticuerpos IgE unidos a sus receptores de membrana. En cualquier caso,
el modelo que hasta la actualidad ha sido estudiado con mayor profundidad hasido el de
las penicilinas por razones metodol dgicas.

Para el reconocimiento por parte de los linfocitos T en la respuesta primaria como por
los anticuerpos IgE unidos a membrana de mastocitos y basofilos, es necesario que €l
farmaco se encuentre unido a una proteina. Esta estructura que va a ser la reconocida
por los anticuerpos es la que interesa utilizar en los métodos diagnésticos. El
conocimiento de la estructura quimica del farmaco tras la union con la proteina que
indujo la respuesta inmunoloégica es un problema que ain hoy dia no ha podido ser
resuelto. Aunque en € caso de las penicilinas desde un principio se establecié que €l
peniciloilo era € determinante fundamental para la induccién de una respuesta

inmunol 6gicay, por tanto, de una reaccion alérgica %%

¥ F. R. Batchelor, J. M. Dewdney, D. Gazzard. Nature. 1965; 206, 362-364.



MENU SALIR

34 Introduccién

Reaccionesinmediatas alérgicas a f-lactamas

Las reacciones aérgicas a f-lactamicos son la causa mas frecuente de reacciones
adversas a farmacos mediadas por un mecanismo inmunol égico especifico®** De éstos,
las penicilinas son los antibiGticos mas estudiados, debido a su ato consumo y la
estabilidad quimica de los conjugados que se forman, y es por esta razdn que su
inmunoguimica es bastante conocida y sirve como modelo para € estudio de alergia a

otros farmacos.*®

Estructura quimica de los antibi6ticos g-lactamicos.

La estructura quimica de penicilinas y cefalosporinas consiste en un anillo p-lactamico
fusionado en cis a un anillo de tiazolidina en penicilinas, y a un anillo de dihidrotiazina
en cefalosporinas (Figura 18). La sustitucion en R se refiere a las distintas cadenas

laterales que dan nombre alas distintas penicilinas (Figura 19).

H
\n/ 6 54 12 \ﬂ/ 7 6 ! 2
0O SN 0O /N A _R?
0O B (e} 5 3
COyNa* CO,Na*
Penicilinas Cefalosporinas

Figura 18. Estructuras quimicas de penicilinas y cefalosporinas.

La conversién enzimética por expandasa, la deacetoxi cefalosporina C sintetasa,
convierte e anillo de cinco miembros de tiazolidina de penicilinas en uno més grande

de seis miembros, e anillo de dihidrotiazina®’ Las distintas sustituciones en R* y R?

% B.B. Levine, V. H. Price. Immunology, 1964, 7, 542.

% JM. Dewdney. “Immunology of the antibiotics’ en: M. Sela. The Antigens, Vol 5, New York:
Academic Press, 1977.

% M. E. Weiss, N. F. Adkinson. Clin. Allergy. 1988, 18, 515-540.

% S, Ahlsted, A. Kristofferson. Prog. Allergy. 1982, 30, 67-134.

37 C. Walsh. Antibiotics: actions, origins and resistance. ASM press: Washigton, 2003.
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dan lugar a una gran variedad de estructuras quimicas resultando en diferentes agentes
antibioticos. Estas permiten a las cefalosporinas penetrar las capsulas bacterianas y
gercer sus propiedades antibacterianas. Comparadas con las penicilinas, las
cefalosporinas son generalmente efectivas contra un rango de organismos mas amplio y
son més resistentes alas p-lactamasas.®

En la Figura 20 se representan las estructuras mas citadas en esta memoria. Ademas, las

estructuras de cefal osporinas clinicamente mas usadas se representan en el Anexo Ill.
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Figura 19. Penicilinas clinicamente mas usadas.

¥ K.G. Holden “ Cephalosporins’ y D. N. McGregor “ Penicillins’ en: A.R. Katritzky, C.R. Rees.
Comprehensive Heterocyclic Chemistry, Vol. 7, Pergamon Press: Oxford, 1984.
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CEFALOSPORINAS
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Figura 20. Estructuras de cefal osporinas.
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Penicilinas como haptenos.

Las penicilinas son reactivas frente a una amplia variedad de reactivos nucledfilos.
Como consecuencia de su relativa alta reactividad, su transformacion in vivo genera

diferentes metabolitos que son reconocidos por € sistemainmunol 6gico.

PENICILINAS
HH O

H
R NS S
DR EE R)J\NH
0 JNs Yk(s
o] = 0] ‘74
- - +

~

CO, Na*
NH2 Proteina | PENICILOILO
(PO)

Figura 21. Formacién del determinante antigénico mayor de penicilina.

El bencilpeniciloilo (BPO), determinante antigénico mayor de la bencilpenicilina o
penicilina G (Figura 21; R=CH,-Ph), se forma a partir del ataque nucleofilico a la
molécula de penicilina por € grupo amino de los restos de lisina de la albumina de
suero humano (HSA) presente tanto en plasma como en membranas celulares. Las
albuminas del suero humano son los constituyentes proteicos solubles mayoritarios del
sistema circulatorio y estéan implicados en e transporte, circulacion, y metabolismo de
algunos ligandos exdgenos y también de numerosos medicamentos. La apertura
nucleofilicatiene lugar de manerarépiday efectiva, y esta relacionado con la capacidad
del grupo carbonilo de la B-lactama como agente acilante, debido a la tension exigente
en la estructura quimica causada por la fusion cis entre los dos heterociclos de 4 y 5
dtomos (B-lactama y tiazolidina). Ademés, e conjugado obtenido de este modo €l
determinante antigénico mayor de bencilpenicilina, es lo suficientemente estable para

ser aislado y caracterizado por métodos comunes.

Este mismo comportamiento se observa para la ampicilinay amoxicilina, dando lugar a
ampiciloilo (APO) y amoxiciloilo (AXO) como determinantes mayores, y por extension

se asume este comportamiento para el resto de las penicilinas.
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En la actualidad las pruebas cutaneas se realizan con conjugados de peniciloilos
acoplados a poli-L-lisina (conjugado H-P comercial). Ademas, actualmente existen
serias evidencias de la existencia de otros derivados de la penicilina con capacidad
inmunogénica. A causa de su importancia, no solo e conjugado de PLL deberia
emplearse como reactivo para los ensayos de deteccion de IgE, sino que también
deberia usarse una mezcla de determinantes menores. La mezcla de determinantes
menores origina (Figura 22), consistia en bencilpenicilina (1), bencilpeniciloato (2) y

bencilpeniloato (3).%°

[ ] (0] [: ] (e}
NH NH
O HN— HN

Co, Na* co, Na*
1 2 3

COZ-Na+

Figura 22. Mezcla de determinantes menores (MDM) original.

Un hecho importante en reacciones a medicamentos es que |0s anticuerpos especificos
pueden tener lugares de union para epitopos pequefios. Generalmente, se considera que
el tamafio medio para inducir una respuesta es aproximadamente de unos tres
aminoacidos. En € caso de la penicilina, la mayoria de los anticuerpos formados son
especificos a la molécula de antibidtico completa, que se corresponde con tres
aminoacidos. Sin embargo, se ha demostrado la existencia de anticuerpos especificos
solamente a la cadena lateral de estos betal actdmicos, o incluso a pequefias porciones de
dichas cadenas, tal es el caso de anticuerpos que diferencian entre estructuras que solo
se distinguen por un grupo amino y un grupo alcohol (bencilpenicilinay amoxicilina).*
Ademas, la existencia de anticuerpos frente a epitopos pequefios explicaria la
observacion frecuente de reacciones alérgicas a varios farmacos que aunque son

diferentes comparten aguna parte de su estructura, ***+*

¥ M. Blanca, J. M. Vega, J. Garcia, M. J. Carmona, S. Terrados, A. Miranda, M. J. Avila, C. Juérez. Clin.
Exp. Allergy 1990, 20, 475-481.

“OA. L. de Weck. “ Low molecular weight antigens’ en: M. Sela. The Antigens, Vol 2, Academic Press:
New York, 1974.

“1 B, A. Baldo, M. M. Nature 1983; 306, 262-264.
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Tras diversos estudios se ha comprobado gue existen otras estructuras en la molécula de
la penicilina, como la cadena lateral, que también participan en la induccion de la
respuesta, y que ademés pueden determinar la aparicién de reacciones selectivas, 4 4
La selectividad en las reacciones a penicilinas se describié cuando se demostré que
pacientes con una reaccion inmediata a amoxicilina tenian buena tolerancia a otros -
lactamicos.* En la actuaidad, son muchos otros |os antibi6ticos betal actamicos frente a
los cuales se ha demostrado la presencia de anticuerpos IgE especificos con diferentes
grados de reactividad cruzada y de selectividad,*® confirmandose la importancia de la
cadena lateral ademés de otras estructuras de la molécula del antibidtico en lainduccion
de una respuesta inmunoldgica y, por tanto, una reaccion alérgica mediada por
anticuerpos IgE especificos. Con respecto a otro tipo de betalactamicos como son las
cefalosporinas, también se han realizado estudios de especificidad y se ha comprobado
la existencia de diferentes patrones de reconocimiento, segin los anticuerpos estén
dirigidos frente a la region nuclear o a la cadena lateral. Asi existen pacientes que
reaccionan de forma especifica a la cefalosporina que indujo la reaccién, otros tienen
reactividad cruzada solamente con otras cefalosporinas y, otro grupo de pacientes que
son capaces de reaccionar tanto a cefal osporinas como a penicilinas.*®

La especificidad frente a la cadena lateral puede ser también causa de reactividad cruzada
entre diferentes betalactamicos como es € caso de penicilinas y cefal osporinas que poseen
unaregion nuclear diferente, pero pueden tener una misma estructura quimica en la cadena
lateral.

La especificidad de los anticuerpos a betal actamicos puede depender ddl isotipo, IgE o

1gG, siendo los anticuerpos IgE mas especificos de la cadena lateral de las penicilinas

“2 A.L. de Weck. J. Allergy Clin. Immunol. 1986,78, 1047-1050.

“ A. Romano, D. Quarantino, |I. Aimone-Gastin, C. Mayorga, G. Papa, A. Venuti, J. L. Gueant, M.
Blanca. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 1997. 10,187-191.

“D. F. Silviu, S. Mc Philiphs, R. Warrington. J. Allergy Clin. Immunol. 1993. 91, 694-701.

% A. Romano, D. Quarantino, L. Venemalm, M. J. Torres, A. Venuti, M. Blanca. J. Allergy Clin.
Immunol. 1999. 104, 1113-1114.

“ A. Romano, C. Mayorga, M. J. Torres, M. C. Artesani, R. Suau, F. Sanchez, E. Pérez, A. Venuti, M.
Blanca. J. Allergy Clin. Immunol. 2000; 106, 1177-1183.
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mientras que los anticuerpos 1gG estan fundamentalmente dirigidos a la regién nuclear
del betalactamico con lo que la posibilidad de reactividad cruzada es mayor.*’

Tanto a nivel de anticuerpos policlonales como monoclonales, cuando se realizan
estudios de inhibicion del RAST (RadioAllergoSorbent Test) para andizar la
especificidad de los mismos, se demuestra que ademés de la cadena lateral son

necesarias otras estructuras de la molécula para que e reconocimiento sea 6ptimo.**4°

El problema clinico.

En los Ultimos afios ha mejorado € proceso de produccion de los B-lactamicos,
disminuyendo no solo su aergenicidad sino también su inmunogenicidad. Sin embargo,
el numero de reacciones alérgicas no ha disminuido de forma paraela y esto es
probablemente, debido a que € nuimero de sujetos expuestos a estos farmacos ha
aumentado y ala variacion en la estructura quimica de los B-lactdmicos, necesaria para
aumentar su espectro antibiético.***® Esto Gltimo implica la aparicion de nuevos
determinantes antigénicos que pueden ser reconocidos por € sistemainmunol 6gico, con
la existencia de reactividades cruzadas y mecanismos selectivos en respuestas

inmediatas mediadas tanto por IgE como por células T.>°

Ademas existe otro aspecto que puede influir en la aparicién de reacciones aérgicas a
B-lactdmicos, y es lavariabilidad de su consumo en un mismo pais con el tiempo y en €l
mismo periodo de tiempo de unos paises a otros, con € denominador comun de un alto
consumo de amoxicilinay la progresiva desaparicion de la bencilpenicilina *°

En las Ultimas dos décadas numerosos articul os, muchos de ellos difiriendo del punto de

vista clésico, han contribuido a cambiar las opiniones mantenidas sobre las reacciones

4M. J. Torres, F. J. Gonzalez, C. Mayorga, M. Fernandez, C. Judrez, A .Romano, M. Blanca. Int. Arch.
Allergy Immunol. 1997, 113, 342-344.

8 C. Mayorga, T. Obispo, L. Jimeno, M. Blanca, J. Moscoso del Prado, J. Carreira, J. J. Garcia, C. Juarez.
Toxicology 1995, 97, 225-234.

“9F. Moreno, M. Blanca, C. Mayorga, S. Terrados, C. Moya, E. Pérez-Inestrosa, R .Suau, J. M. Vega, J.
Garcia, A. Miranda, M. J. Carmona. Int. Arch. Allergy Immunol. 1995, 108, 74-81.

% M. Blanca, J. M. Vega, J. Garcia. Clin. Exp. Allergy. 1994, 24, 407-415.
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alérgicas a B-lactamicos.®*°1°#%3% Aunque estos incluyen tanto investigacion clésica
como clinica con respuestas mediadas por IgE y células-T,> nos centraremos

exclusivamente en respuestas mediadas por IgE.

Las primeras investigaci ones indicaron que habia pacientes que desarrollaron reacciones
anafilécticas severas a amoxicilina, pero eran tolerantes a la bencilpenicilina.**** Los
estudios in vitro indicaron que estos pacientes desarrollaron anticuerpos IgE que
reconocian preferentemente la estructura de la cadena lateral.®® Posteriores
investigaciones indicaron que los test cutaneos con determinantes mayores y menores
no eran suficientes para establecer e diagnéstico. Puesto que pacientes con tests
negativos no presentaban toleracia® Otra observacién era que la amoxicilina tomada

viaora eraaveces causante de anafilaxis, en contra de | as opiniones publicadas.**’

El andlisis del consumo de antibidticos durante este periodo reveld que en 1995, la
amoxicilina se prescribia el doble que la eritromicina y diez veces mas que ampicilina.
Desde 1984 |las tendencias de prescripcion de farmacos antimicrobianos y penicilina G
han disminuido y la prescripcién de cefalosporinas ha aumentado.”® En un estudio
reciente llevado a cabo en pacientes aérgicos a penicilinas, la amoxicilina fue €
farmaco que con més frecuencia inducia reacciones aérgicas.> Por ello, se considera
necesario incluir la amoxicilina en los test rutinarios cutaneos.** Debido a que los test

cutaneos no presentan una sensitividad éptima, los test in vitro podrian requerirse como

1 M. Blanca, E. Pérez-Inestrosa, J. Garcia, A. Miranda, J. M. Vega, S. Tarrados, M. Avila, A. Martin, R.
Suau. Allergy. 1988, 43, 508-510.

%2 C. Marcos Bravo, |. LunaOrtiz, R. Gonzélez VVazquez. Allergy. 1995, 50, 359-361.

*B. A. Baldo, D. G. Harle. Mol. Immunol. 1990, 27, 1063-1071.

% P, Demoly, D. Messaad, H. Sahla, D. Hillairebuys, J. Bousquet. Allergy 2000, 55, 418-419.

** M. Blanca. Allergy 1995, 50, 777-782.

% M. Blanca, C. Mayorga, E. Pérez-Inestrosa, R. Suau, C. Juérez, J. M. Vega, M. J. Carmona, M. Pérez-
Estrada, J. Garcia. J. Immunol. Methods 1992, 153, 99-105.

> E. Macy, P. K. Ritcher, R. Falkkoff, R. Zeiger. J. Allergy Clin. Immunol. 1997, 100, 586-591.

L. Mc Caig, J. M. Hughes. JAMA. 1995, 273, 214-219.

¥ E. Macy, R. J. Burchette. Allergy 2002, 57, 1151-1158.

% M. J. Torres, M. Blanca, A. Weck, W. Aberer, K. Brockow, W. J. Pichler, P. Demoly, for ENDA, the
EAACI interest group on Drug Hypersensitivity. Allergy 2003, 58, 961-972.
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test complementario **%° Incluso asf, cas e 30% de los pacientes requeririan

61,62

administracion controlada del antibidtico, aunque tampoco seria recomendable la

administracion control ada en pacientes que sean muy susceptibles.®*3%

¢Cuales son los determinantes a penicilinas?

La definicion del epitopo 0 determinante antigénico es una cuestiéon critica para la
compresién de las reacciones de hipersensibilidad inmediata a f-lactamas.3®3442%4
Desde e principio, € determinante BPO ha sido la estructura mejor identificada
reconocida por anticuerpos IgE e 1gG.*® Sin embargo, la posible formacion de distintos
metabolitos de penicilina debido a los diferentes grupos funcionales que ofrece esta
estructura a la conjugacion, condujo a agunos investigadores a buscar nuevos
determinantes. Se han considerado asi estructuras como bencilpeniciloico,
bencilpenicilénico, bencil penamaldato, bencil penadato, bencilpenicoilo y
bencilpenicilanilo, representadas en la Figura 23, que han sido propuestas como
determinantes antigénicos menores. No se tienen anadlisis avanzados inmunoguimicos
con respecto a especificidades de IgE. Un estudio reciente mostré que la estructura
equivaente a peniciloilo y penicanilo en penicilinaV y amoxicilina, no contribuyeron
significantemente a reconocimiento. Sin embargo, cuando se usaron varias
combinaciones para € estudio de anticuerpos IgE in vitro, fue aparente un aumento en

lasensibilidad del diagnéstico del test.®®

M. J. Torres, A. Romano, C. Mayorga, M. Carmen, A. E. Guzmén, M. Reche, C. Juérez, M. Blanca.
Allergy. 2001, 56, 850-856.

62 M. J. Torres, C. Mayorga, L. Leyva, A. E. Guzman, J. A. Corngjo-Garcia, C. Judrez, M. Blanca. Clin.
Exp. Allergy, 2002, 32, 270-276.

% M. Blanca, C. Mayorga, M. J. Torres, R. Warrington, A. Romano, P. Demoly, F. Silviu Dan, M. Moya,
J. Fernandez and C. Juérez. Clin. Exp. Allergy 2002, 32, 192-197.

% M. Blanca, M. J. Torres, C. Mayorga, E. Pérez-Inestrosa, R. Suau, M. |. Montafiez , C. Judrez. Curr.
Opin. Allergy Clin. Immunol. 2004, 4, 261-266.

% Z. Daxun, J. Adriansson, A. Martin. J. Inves. Clin. Immunol. 1992, 2, 240-246.
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Figura 23. Determinantes menores propuestos de bencilpenicilina.

Los tests in vitro mostraron desde € principio que un nimero de pacientes daban
negativo al test a BPO, pero positivo ala mezcla de determinantes menores (MDM). La
definicion de determinantes menores se hizo sin una validacion inmunoquimicain vitro.
Consecuentemente, existe mucha confusién en la bibliografia s comparamos los
determinantes menores originales descritos y los empleados in vivo.

Desde & punto de vista clinico se ha asociado el concepto de determinante mayor a la
aparicion de urticaria, mientras que el concepto de determinante menor se relaciona con
la mayoria de las reacciones anafilacticas. Algunos investigadores han propuesto que
pacientes anafilacticos tienen anticuerpos IgE que principalmente reconocen los
determinantes menores, mientras que pacientes con urticaria tienen, ademas de
anticuerpos IgE, anticuerpos IgG especificos a bencilpeniciloilo (BPO). Este aspecto
controvertido no se ha verificado lo suficiente desde que se propuso hace mas de

cincuenta afios.®

% M. J. Torres, C. Mayorga, R. Pamies, J. L. Rodriguez, C. Juarez, A. Romano, M. Blanca. Allergy 1999,
54, 936-943.
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El problema clinico de reactividad cruzadas entre g-lactamas

Se cuestiona muy a menudo que un paciente con una reaccion alérgica a penicilinas
pueda tomar con seguridad otras B-lactamas. De éstas, las cefalosporinas son las més
importantes, aunque otras B-lactamas también pueden emplearse.**®

La mayoria de los estudios dirigidos a cefalosporinas se han hecho en pacientes que
inicialmente fueron alérgicos a penicilina. Asi que la cuestion a resolver es la
probabilidad que tiene un paciente de tolerar la penicilina si es aérgico a cefal osporina.
En un estudio muchos de los pacientes que desarrollaron respuesta IgE a cefa osporinas
resultaron ser también al érgicos a penicilinas. Aun no se conocen cuales son los factores
que establecen la reactividad cruzada, aunque se ha sugerido que estudios

inmunoquimicos podrian predecir la reactividad cruzada,®”®

pero esto no ha sido
corroborado completamente.>**° L os anticuerpos IgE a BPO reconocen otras estructuras
B-lactamicas, incluyendo monobactamas, pero a pesar de este reconocimiento
inmunoguimico, también se ha observado buena tolerancia en pacientes muy sensibles a

bencilpenicilina. "™

¢Qué se espera de los estudios in-vitro?

Uno de los principales problemas a los que nos enfrentamos es que la sensibilidad de las
pruebas in vitro e in vivo esta decreciendo. Otro problema es que para lograr
sensibilidad dptima in vivo con determinantes de amoxicilina, deben emplearse
concentraciones tan atas como de 20 mg/mL, con los consecuentes riesgos de
reacciones sistémicas. ®%* Ademés se necesitan nuevas pruebasin vitro o mejoras de las

existentes.

" B. A. Baldo. Clin. Exp. Allergy 1999, 29, 744-749.

®D. G. Harle, B. A. Baldo. Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 1990, 92, 439-444.

% B. A. Baldo, N. H. Pham. J. Mol. Recognit. 1995, 8, 1-7.

M. Blanca, J. Ferndndez, A. Miranda. J. Allergy Clin. Immunol. 1989, 83, 381-385.
™ A. Miranda, M. Blanca, J. M. Vega. J. Allergy Clin. Immunol. 1996, 98, 671-677.
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Durante muchos afios, se ha estado usando la albimina de suero humano como un
portador adecuado para los ensayos clinicos en fase sdlida in vitro,” pero para poder
realizar ensayos en una fase solida con mayor capacidad de fijar haptenos, se han
empleado con éxito poli-L-lisina o espaciadores de amino.>® Sin embargo, estos estudios
in vitro tienen limitaciones, debido a que no todos los casos se diagnostican y, a que
NUMeErosos casos continlian siendo positivos a las pruebas cutdneas pero negativos a
RAST."®%2 Ademés algunos casos pueden ser positivos a RAST pero negativos a

pruebas cuténeas, asi que ambas aproximaciones son frecuentemente necesarias.”

Para muchos investigadores, los estudios in vitro se han usado como un modelo para
definir en detale muchas de las especificidades descritas y para comprender
reactividades cruzadas. Las experiencias de Blanca y colaboradores con numerosos
sueros, indican que se pueden identificar tres grupos de pacientes principales que son
alérgicos a penicilinas: aguellos que reconocen la estructura comun, aquellos que
reconocen la cadena lateral de penicilina con un alto grado de reactividad cruzada con
otras B-lactamas, y aquellos que principamente reconocen la cadena lateral de

amoxicilina.*®

2 L. Juhlin, L. Wide. Lancet 1979, 2, 261.
M. J. Torres, C. Mayorga, J. A. Corngjo-Garcia. Allergy 2002, 57, 963.
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El objetivo de este estudio esta enfocado a desarrollo y la mejora de los métodos de
diagnoésticos in vitro e in vivo, para la deteccion de anticuerpos IgE dirigidos a
antibi6ticos p-lactamicos.

Desde € punto de vista quimico, nuestro principal reto se centra en emular in vitro los
procesos de reconocimiento molecular gque ocurren in vivo. Se necesita conocer tanto la
estructura quimica del determinante antigénico, como la naturaleza de la proteina
portadora, para obtener conjugados hapteno-portador (H-P) capaces de reproducir los

procesos de reconocimiento que ocurren in vivo.

El trabajo realizado se presenta en esta memoria dividido en dos capitul os.

Los objetivos del primer capitulo se basan en estudios relacionados con la estructura
quimica y/o estabilidad de los determinantes antigénicos responsables de las reacciones
alérgicas a penicilinas y a cefalosporinas. Mientras que € estudio de conjugados
completos (hapteno y portador) se discutira en € capitulo segundo, conjugados para los
gue se emplearan determinantes antigénicos cuyas estructuras estan bien establecidas.
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En e primer capitulo, la caracterizacion quimica de los epitopes que forman parte de

los conjugados en las reacciones inmunoldgicas, conducira a una mejor comprension
del proceso aérgico y, a mismo tiempo, permitird mejorar los métodos de diagnésticos
existentes actualmente. Una manera de estudiar las estructuras quimicas resultantes del

proceso de conjugacion de estas B-lactamas con proteinas, seria experimentar la
reaccion de estos antibiéticos con nucledfilos pertenecientes a moléculas més pequefias,
siendo de mayor interés los nucledfilos nitrogenados. De esta manera, y
aproximandonos al proceso de conjugacion que ocurre in vivo, se empleara n-butilamina
como modelo nucledfilo nitrogenado para emular 10s grupos e-amino de |os residuos de

lisina presentes en las proteinas.

H HH SNy
©/\H/Nsis /@/'\H/N:'HES
§ A T X
g HO ° N~
4

1 CO,Na* co,Na*

Figura 24. Bencilpenicilinay Amoxicilina.

En e caso de las penicilinas, |a estructura de los determinantes antigénicos esta muy
bien establecida pero aln asi es necesario € conocimiento de otras cuestiones, por lo
gue nos proponemos |os siguientes obj etivos concretos:

» Estudiar la estabilidad en disolucién acuosa de los determinantes antigénicos
menores de dos de las penicilinas mas empleadas —BP (1) y AX (4), en Figura
24—, cuyas estructuras corresponden a sus productos de hidrdlisis 2 y 5,
respectivamente (Figura 25).

» Sintetizar, caracterizar y estudiar la estabilidad de los productos resultantes de la
conjugacion de butilamina con bencilpenicilinay con amoxicilina, productos 6y 7

respectivamente, representados en la Figura 25.

R™ NH Ri H
- -

OH HN— NH HN™=

CO, Na* H/ CO, Na*
2, R= CH2-C6H5 6, R= CHz-C6H5
5, R = CH(NHz)-C6H4OH 7, R= CH(NHz)-C6H4OH

Figura 25. Estructuras hapténicas de penicilinas.
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En el caso de las cefalosporinas, la estructura quimica de los determinantes antigénicos
es aln desconocida, 1o que ha impedido la interpretacién clinica de las reacciones
alérgicas a estos farmacos, por 10 que nos proponemos estudiar qué tipos de estructuras
derivadas de cefalosporinas se reconocen mejor por los anticuerpos IgE vy, para
acercarnos a este tipo de estructuras, nos plantemos |os sigui entes obj etivos quimicos:

i. Estudio delareaccién de conjugacion de cefa oporinas con butilamina.

ii. Sintesis quimica y caracterizacion estructural de moléculas que puedan ser

reconocidas por anticuerpos IgE especificos a cefal osporinas.

Aungue € proceso de conjugacion de cefalosporinas con nucledfilos nitrogenados
puede dar lugar a diferentes estructuras, un estudio de la reaccion de cefalosporinas con
una amina de peguefio peso molecular nos dara una aproximacion a tipo de estructuras
gue se forman. Asi, se empleard esta informacién para orientarnos en la sintesis de
estructuras quimicas bien definidas que puedan resultar de ese proceso de aminaolisis.

Como parte de nuestra colaboracion con la Unidad de Investigacion de Enfermedades
Alérgicas (Complejo Hospitalario Universitario Carlos Haya), se realizarén estudios de
validacion clinica, mediante técnicas de inhibicion del RAST (sobre sueros de pacientes

gue presentaron episodios adversos a cefalosporinas), para determinar la sensibilidad y

especificidad de las técnicas de inmunoandlisis con los productos que obtengamos. Por

tanto, como aplicacion a los objetivas quimicos planteados en este apartado, se plantean
los siguientes objetivos clinicos:

i. Evauar larespuesta IgE in vitro y la reactividad cruzada a p-lactamas en pacientes
con reacciones aérgicas inmediatas a cefalosporinas, empleando los productos
resultantes de la conjugacion “ cefal osporina-butilamina’.

ii. Estudiar qué determinantes de las nuevas estructuras sintéticas generadas, son los
relevantes en la induccion de las reacciones aérgicas a cefal osporinas mediadas por
IgE.
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En e segundo capitulo se plantea el disefio y la sintesis de una secuencia de estructuras

molecul ares perfectamente definidas, para conseguir conjugados haptenos-portador, con
grupos bencilpeniciloilo en la superficie, con € fin de explotar sus propiedades exo-

receptoras en procesos de reconocimiento molecular.

Una de las estrategias a seguir seria la utilizacién de una estructura quimica que actte
como transportadora y que no presente los problemas de las macromoléculas
tradicionales (HSA y PLL). Una de las moléculas candidatas son los dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM) que serian los sustitutos de las proteinas globulares en
inmunodiagndstico, ya que existe una serie de diferencias importantes entre ambos
portadores. Las proteinas globulares son muy susceptibles a condiciones
desnaturalizantes como temperatura, luz y pH, por e contrario los dendrimeros son
inertes, con estructuras tridimensionales fijas y ademas se ha demostrado que no son
inmunogénicos ni téxicos |o que puede permitir su uso in vivo. Estas propiedades hacen
de estos compuestos candidatos iddneos para su empleo en inmunoensayo.

Ademas de estas propiedades, otras caracteristicas de estos dendrimeros adecuadas para
nuestros obj etivos son las siguientes:

- Hay comercialmente disponibles una serie de generaciones, o que permitiria la
formacion de conjugados de tamafios diferentes.

- Poseen en su superficie grupos aminos, por lo que pueden reaccionar con los anillos -
lactamicos.

- Son solubles en disoluciones acuosas, por o que pueden emplearse in vivo y para
ensayosin vitro de RAST einhibicion del RAST (ver anexo I).

Nos planteamos dos objetivos muy concretos:

. Obtencion y caracterizacion estructural de estos antigenos dendriméricos BPO-
PAMAM de diferentes generaciones (G,, h = 0 - 6) con estructuras definidas, a
partir de los dendrimeros comercidles PAMAM vy bencilpenicilina. En funcion de
los resultados obtenidos, podria extenderse la formacion de estos conjugados a otros
derivados de penicilina, como amoxicilina

« Preparacion de antigenos dendriméricos anclados a fase sblida. Debido a la

dificultad de la caracterizacion de |os conjugados hapteno-portador una vez anclados
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a la fase sdlida, nos planteamos la cuantificacion bien de los moles de dendrimero
(antigeno) o bien de los equivaentes de BPO en la fase sdlida. Para de este modo,
estimar el grado de funcionalizacion que presenta la fase solida y poder estudiar la
reproducibilidad del método de diagndstico.

Los antigenos dendriméricos en fase fluida y acoplados a fase sdlida seran evaluados
clinicamente mediante ensayos de inhibicibn del RAST y RAST directo,

respectivamente, por la Unidad de Investigacion de Enfermedades Alérgicas.
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|-1. Determinantes antigénicos de Penicilinas.

En la practica clinica e empleo de los kits comercializados actualmente por las
compafiias farmacelticas para la realizacion de las pruebas cutaneas presenta cierta
controversia. Este hecho estd demandando un conocimiento de la estabilidad y de la
evolucion de los determinantes antigénicos comerciales de penicilinas utilizados.
Ademas de comprender qué moléculas son las que se reconocen por los anticuerpos
especificos a penicilinas, es necesario conocer sus estabilidades en disolucién y, sobre
todo nos parece importante, las implicaciones estereoquimicas asociadas a la estabilidad

de estos compuestos.

1.1. Estudio de determinantes antigénicos de

Bencilpenicilina.

1.1.1. Estructura, caracteristicas de RMN y estabilidad de Bencilpeniciloato sodico
).

La obtencion del &cido bencilpeniciloico por degradacion de bencilpenicilina ya se
conoce y esta bien descrita. °"™ Los trabajos que describen la identificacion de los
antibioticos B-lactamicos y la monitorizacion de sus procesos de degradacion en
disolucién emplean sobre todo espectroscopia de RMN-'H.

Determinados estudios han llamado la atencion sobre la influencia de la concentracion
de bencilpenicilina en D,O en los desplazamientos quimicos de los protones [-
lactémicos.” La resonancia de casi todos |os protones muestran cambios significativos

cuando aumenta la concentracion, hecho que podria explicarse por la formacion de

" A. C. Munro, M. G. Chainey, S. R. Woroniecki. J. Pharm. Sci. 1978, 67, 1197-1204.
S A. L. Thakkar, W. L. Wilham. J. Chem. Soc. D, Chem. Commun. 1971, 320-322.
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agregados y la superposicion o apilamiento de las cadenas lateraes bencilicas de los
nucleos no polares en la bencilpenicilina, 1o que conduce a efectos de apantallamiento.
Asi se ha publicado que los desplazamientos quimicos de |os protones aromaticos y del
metileno bencilico son los més sensibles a la concentracion. Ademés, hay otros factores
gue influyen en los espectros de este tipo de moléculas, como la naturaleza del
disolventey el pH del medio.”

Los estudios publicados sobre RMN-'H y **C de penicilinas y derivados, presentan
diferencias en algunos factores como la concentracion o temperatura, por 10 que hacen
dificil la comparacion directa de los datos espectrales.”®’”® De tal manera que hemos
decidido realizar una investigacion sistemética de la estructura de los productos de

evolucion de penicilinas en disolucion acuosa.

Cuando tiene lugar la apertura del anillo de 4 miembros de las penicilinas, la resonancia
de los protones B-lactamicos es |la més afectada, de hecho son estos protones los que se
emplean para seguir el proceso de reaccion. Sin embargo, |os dobletes correspondientes
a los protones H-5 y H-6 de las estructuras de bencilpeniciloato en los espectros
monodimensionales de RMN-'H en D,O no permiten la asignacién de cada uno de
ellos. Las caracteristicas espectrales del &cido bencilpeniciloico son similares alas de su
antibidtico precursor, por o que se resumen a continuacion agunas de ellas que nos
resultan més Utiles.

Ambos protones B-lactdmicos (H-5 y H-6) aparecen como un sistema AB en D,O con
Js6 de 3.9 Hz, tipico de los protones vecinales en cis en penicilinas (Figura 26b). Sin
embargo, cuando acidificamos la bencilpenicilina en disolucion acuosa, puede extraerse
el acido bencilpenicilinico en CHCI 3 y la multiplicidad que presentan los H-5 y H-6 en
el espectro de RMN-'H en CDCl; permite la asignacion de estos protones (Figura 26a),
ya gue puede observarse la constante de acoplamiento Jyy.ne debido a que no hay
intercambio con deuterio de los protones NH. Estos espectros presentan el 6 de H-5 a

mayor campo que H-6. Sin embargo, € espectro de la bencilpenicilina en D,O, muestra

®' S, K. Branco, A. F. Casy, E. M. A. Ominde. J. Pharm. Biomed. Anal. 1987, 5, 73-103.
'S, K. Branch, A. F. Casy, A. Lipczynski, E. M. A. Ominde. Magn. Reson. Chem. 1986, 24, 465-479.
8 T. Kupka, J. O. Dziegielewski, G. Pasterna. J. Pharm. Biomed. Anal. 1993, 11, 103-116.
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el § de H-5 a menor campo que H-6 (asignacion obtenida de SDBS'™). Estos datos se
describen en laTabla 3.

CO,Na

[

L L I I B
9.0 85 80 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5

AL L B L L L O O O
9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 20 15 10 05

Figura 26. Espectros de RMN-'H de 1: a) la especie &cidaen CDCls; b) lasal sadicaen D,O.

La molécula presenta efecto NOE entre CH3(B) y H-3, y en la cara a entre H-5 y H-6.

Una estructuratridimensional se representaen la Figura 27.

BACNH  H p
WCH:%
=N

,,,,,,,,,,,,,, O 0 coigy, oo

Figura 27. Estructura de bencilpenicilina (1).

" SDBS: Spectral Database for Organic Compounds. SDBSWeb: http://www.aist.go.jp/RIODB/SDBS
(National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 17/07/06).
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Capitulo 1-2

B H HH
D (6] %%'CH3
{4 COR
Acido Bencilpencilinico en CDCl,4 Bencilpenicilinaen D,O (SDBS)
(R=H) (R=K)
RMN-'H 0 descripcion 0 descripcion RMN- 8 (ppm)
(Ppm) (Ppm) Bc
CHsyC2 | 141 s, 3H 1.49 s, 3H CH3 27.2
CHs-C2 || 147 s, 3H 1.58 s, 3H CH3 314
CH, 3.62 s, 2H 3.67 s, 2H CH, 427
H-3 4.33 s, 1H 4.23 s, 1H C-3 74.0
H-5 5.45 d,1H,J=42Hz 551 d,1H,J=39Hz C-5 67.4
H-6 559 dd,1H,J=42Hz,J=87Hz | 544 d,1H, J=39Hz C-6 59.9
NH-C6 6.27 d,1H,J=8.7Hz C-2 65.1
C(D)-Ph 1283
C(C)-Ph 1298
Ph 7.29 m,5H 7.35 m,5H
C(B)-Ph  130.2
C(A)-Ph 1353
COOK 175.2
CO (7) 175.4
CO-CH, 1755

Tabla 3. Datos de RMN del &cido bencilpenicilinico (CDCl5) y bencilpenicilina (D,0)™.

La formacion del bencilpeniciloato sddico (2) a partir de la bencilpenicilina (1) en

disolucion acuosa basica, es espontanea, y da lugar a un Unico producto con la

estereoquimica que derivade la penicilinaoriginal (Figura28). Asi se comprobd cuando

se registr6 e espectro de RMN-'H de una disolucion recién preparada de 1 en

D,O/NaOH a pD~13: el espectro (Figura 29c) corresponde a una Unica estructura con
estereoquimica (3S 5R, 6R).
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H HH H
N, - : H H
SEESS D,O / DO" \RE :i74
co, O o (olely
(3S, 5R, 6R)-1 (3S, 5R, 6R)-2

Figura 28. Reaccidn de hidrélisis de 1: Formacién de BPO (2).

Puede observarse que los 6 de H-5 y H-6 aparecen mas separados y mas desplazados
hacia campo alto, acoplados con una constante J = 5.9 Hz. Ademas, €l 6 de H-3 aparece

maés apantallado y ladistanciaentre los 8 de los metilos geminales en C-2 aumenta.

H-5
l 1 - A8 (CH,-2B/20) = 0.6 ppm
) W
H-5 H-6 ch, Hes I CHSA(;)(CH 28/20) =
J=59Hz | J=5.9Hz = oS
c) JU

o RN

Ph H-5 H-6 H-3

J=39Hz J=39Hz CH, - A8 (CH;-2B/20) = 0.1 ppm
9 M | |

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 10 05

CH,(B) | | CH4(w)

Figura 29. Espectros de RMN-'H (200 MHz) de una misma muestra (1) en D,O a distintos tiemposy con
distintas cantidades de base: @) 1 en D,O; b) Adicion de 0.5 equivalentes de NaOH (registro 5 minutos
tras laadicion: ha comenzado aformarse € (5R,6R)-2); ¢) Adicion de 5.5 equivalentes mas de NaOH

(registro 5 minutos tras la adicién de NaOH: el Gnico producto es el (5R,6R)-2); d) Registro 2 horas
después de la adicién anterior: las flechas indican la aparicion de nuevas sefiales correspondientes ala
formacién de (5S,6R)-2.

Para comprobar |la estabilidad de este compuesto en disolucién acuosa basica, se
monitorizé mediante RMN-'H la evolucién de (5R, 6R)-2 en D,O a pD bésico (Figura

29d). Se observé la aparicién de nuevas sefides, cuya intensidad iba aumentando en el

tiempo a costa de la disminucion de las anteriores. El doblete correspondiente a H-6 se
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desplaza a campo bajo (4.7 ppm) y se acopla a H-5 con una constante J = 3.0 Hz.
Ademas los nuevos singletes correspondientes a los metilos en C-2 aparecen todavia
mas separados uno del otro. La interpretacion de este resultado apunta a que €
compuesto (5R, 6R)-2 epimeriza en C-5 hacia la forma més estable (5S, 6R)-2 (Figura

30).
H H
Oy Oy
65 65
0 M 2 O A HN-Y
O o co, O o co,

(3S, 5R, 6R)-2 (3S, 5S, 6R)-2

Figura 30. Epimeros de 2 en C-5.

Este proceso de epimerizacién sdlo puede ocurrir mediante un equilibrio con formacion

de un intermedio imina, como ya se habia descrito, ®#°

y no enamina (como también
habfa llegado a publicarse),®! ya que la interconversién de los epimeros no condujo al
intercambio de deuterio en C-6 como ocurririasi |a especie enamina estuvieraimplicada
(Figura 31). Laformacién de este intermedio iminaimplicala ruptura del enlace C5-C6

en P al aomo de N.

HHH -
B, Ny /S Bn H :H HS
\g/ ;\—<\N_)< N Z—%JL
_ E (0] HN
H —_— g ) %
Bn__N.1 s 9 to o coy
\[(]3/ HN—/ imina
0 o co,
(5R, 6R)-2 X
H HH
e P
(0] HN— O XLHi A
o 0 co, o) co,

enamina

Figura 31. Intermedios que se han propuesto para la epimerizacion de 2 en medio acuoso alcalino.

8 A. Llinas, B. Vilanova, F. Mufioz, J. Donoso. J. Mol. Catal. A: Chem. 2001, 175, 3-16.
8 A. M. Davis, M. |. Page. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1985, 1702-1704.
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S AS =0.4ppm

H-5 |H-6

CH CH
J=37Hz|3=37Hz oB) o)

€)

—

d)

I
o T
v | G

J=52Hz | J=52Hz H'3CH2
> | |

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0.5

%%

Figura 32. Espectro de RMN-'H (400 MHz) de (5R, 6R)-2 en D,0, pD: 7.2. Registro del espectro de la
muestraa distintostiempos: @)t =0; b)t=3h; c) t =10 h; d) t =24 h; €) t = 32 h. Las datos del isomero-
(5R, 6R) se muestran en €l espectro ay los del isdmero-(5S, 6R) se muestran en el espectro e. Las flechas
en b indican la aparicion de nuevas sefial es correspondientes a (5S, 6R)-2.
Cuando estudiamos la estabilidad del bencilpeniciloato (5R, 6R)-2 en D,O (pD = 7.2,
23°C) mediante RMN-'H (Figura 32), observamos que e producto evoluciona también
a través de este mismo proceso de epimerizacion hacia (5S, 6R)-2, aunque con una
cinética més lenta, hasta que la mezcla alcanza un equilibrio con una proporcién de
isomeros 1/3 a favor del epimero (55 6R). Este hecho implica que € equilibrio parala

formacion de la especie imina no ocurre solo catalizado a pH bésico.

Cuando se disuelve @ bencilpeniciloato en D,O la disolucion tiene un pD ligeramente
acido, pD 6, y hemos podido observar que € bencilpeniciloato (5R, 6R)-2 evoluciona
de la misma manera (D,O, 23°C), acanzando un equilibrio de epimeros 1/3 tras 44
horas en disolucion. Todos estos datos apuntan a que el proceso de epimerizacion en C-

5 es mas rgpido a mayor pH.
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En resumen, pueden destacarse una serie de caracteristicas espectrales de RMN-'H para
derivados de bencilpenicilinas:

-La separacion de los desplazamientos quimicos correspondientes a las sefides de los
metilos geminales a/f en C-2 varian en este orden: 1 < (bR, 6R)-2 < (5S, 6R)-2.
Ademas, paralas estructuras 2 la separacion aumenta mas cuando €l espectro se registra
en medio bésico.

-La separacion entre los desplazami entos quimicos correspondientesa H-5y H-6 van en
este orden: 1 < (5S, 6R)-2 < (bR, 6R)-2. Y esta separacion disminuye en medio basico.
-Las constantes de acoplamiento vecinales J ys.4g confirman la estereoquimica cis/trans
de estos protones. Paralas penicilinas la conformacion cis entre H-5 y H-6 presenta una
constante J = 4-5 Hz y, latrans de | as 6-epipenicilinas se caracteriza por una constante J
= 1.5-2 Hz. Los acoplamientos de estos protones muestran J = 5 Hz para (5R, 6R)-2y J
~ 3 Hz parasu epimero (5S, 6R)-2.

-La resonancia del H-3 varia mucho de la lactama cerrada (~4.2 ppm) a la lactama
abierta (~3.4-3.9). Ademas, € 6 del singlete correspondiente a H-3 en 2 depende mucho
del pH, debido alainfluencia que gjerce el grupo carboxilo en a, que puede presentarse
en forma de carboxilato o en forma de &cido, funcién que provoca un mayor

desapantallamiento.

N N
N o H HH
j/j‘: =S CHj N s _g\&_\";:3
4 6, T,
0,¢ o co,
1 (3S, 5R, 6R)-2

Figura 33. Efectos NOE maés destacados de 1 y (3S, 5R, 6R)-2.

En la Figura 33 se representan |os efectos NOE de las estructuras 1 y (5R, 6R)-2, ambas
mol éculas presentan la misma estereoquimica y muestran efectos NOE entre |os atomos

de posiciones equivalentes del esqueleto -lactamico.

*ZO

H H
519 H 3 " Hs BnCO N
H S BnCO. SH BnCO 1 B i
N n NH ~
/I\ﬁyfn H"\'T—{N CHs HN CH, HNT ¢ 28
"0,C - COy - . -
2~ HN CO, 0,C H co, co, CO,

(5R, 6R)-2 (5S, 6R)-2

Figura 34. Conférmeros estructural es que participan en la estructura de los epimeros en C-5 de 2.
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Sin embargo, la disposicion tridimensional del esqueleto B-lactamico varia, puesto que
la estructura de 2 presenta muchas menos restricciones que la de 1 ya que se libera la
tension que provoca € hiciclo y el enlace C5-C6 puede rotar. No obstante, los valores
de las constantes de acoplamiento vecinales indican que no hay rotacion libre y que
algunas conformaciones contribuyen més a la estructura que otras. Una posible
conformacién que participa en las estructuras de 2 (5R 'y 5S) se representa en la Figura
34, y se ha hecho teniendo en cuenta el calculo del angulo diedro por las constantes de

acoplamiento vecinales Js ¢ y efectos NOE.

1.1.2. Aminolisis de bencilpenicilina: Obtencion de 6.

Y
O

z

I

I

z
K

N HH
X T,
o) N
0 = I
CO,Na CO, Na
1 6

Figura 35. Apertura de la -lactama de bencilpenicilina por ataque de nucletfilos nitrogenados.

El interés en sintetizar una estructura como 6 (Figura 35) radica en que seria una
aproximacion quimica a lo que ocurre con nucledfilos nitrogenados pertenecientes a
proteinas u otras macromol éculas que emplearemos para obtener antigenos sintéticos.
Cuando se hace reaccionar la sal sodica de bencilpenicilina con butilamina a escala de
RMN empleando D,O como disolvente, se observa que sdlo se detecta el producto de
aminolisis y que la apertura de la B-lactama tiene lugar rgpidamente, tanto que cuando
se registra e espectro inmediatamente después de afiadir la butilamina, no se observa
producto de partida. Las sefiales caracteristicas para los protones H-5y H-6 en € anillo
B-lactamico de la bencilpenicilina se usaron para seguir € progreso de la reaccion
(Figura 36).%

8 |_a numeracion de los &omos del compuesto 6 y de otros derivados de la apertura de la B-lactama en
esta memoria no es la correcta, ya que el C-5 de la tiazolidina deberia ser e C-2, pero se mantiene la
misma que la correpondiente a la de penicilinas con la B-lactama cerrada, para poder comparar mas

facilmente los espectros de RMN.
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CH,(B)
CHy(a)
(0] CH,(12)
7 13 NH
oWif'ﬁ P r
""CH r
NH HN-Z=h 2 i
9, < A A
COZ- Na*
1 10
Ph N 6 H-3
CH
[ CH,(14) (102)
A f :Hz
H5  H-6 )
J=96Hz J=9.6Hz CH,(9)
s v f
L LM L_A_Mlx

Figura 36. Espectro de RMN-"H de 6 en D,O con supresion de sefial de disolvente. 2

RMN-'H RMN-2C Correlaciones Correlaciones
posicién 8 (ppm) 3 (ppm) HMBC () H2BC (F)
2-CHs (a) 1.21 (s, 3H) 26.7 C-2,C-3
2-CHs (B) 1.56 (s, 3H) 27.1 c-2,C3
3 3.44 (s, 1H) 74.4 CHa(a/B), C-2, C-5
5 4.86 (d, 1H, J=9.6 Hz) 64.6 C-3,C-6,C-7 C-6
6 4.25(d, 1H, J=9.6 H2) 59.3 C-5 C-7,C-13 C-5
9 2.75 (m, 2H) 39.0 C-3,C-6,C-7 C-10
10 1.026 (m, 2H) 30.3 C-9 C11,C12 C-11
11 0.86 (m, 2H) 19.3 C-9, C-10, C-12 C-10,C-12
12 0.48(t,3H,J=7.4Hz) 13.0 C-10,C-11 C-1
14 3.62 (d, J= 20 H2) 42.0 C-13,Ph

Tabla 4. Datos espectroscopicos asignados a partir de |os espectros de HMQC, HMBC y H2BC de 6.2

8 Estos experimentos de RMN fueron realizados por € Prof. F. Javier Sardina Lépez en la Facultad de
Quimicas de la Universidad de Santiago de Compostela.
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El espectro de RMN-C presenta 11 sefiales comprendidas entre 12 y 75 ppm
correspondientes a los carbonos aliféticos, 4 sefiales correspondientes a carbonos
aromaticos entre 126 y 135 ppm y otras 3 a campo més bago de los carbonos
carbonilicos de la estructura 6. El espectro de RMN-'H confirma la apertura de la p-
lactama por el desplazamiento de las sefidles de los protones B-lactdmicos de
bencilpenicilina a campo ato y e aumento de la separacion entre estos dos dobl etes,
acoplados con una constante de Jsg = 9.6 Hz. En la Figura 36 se observa, ademas, la
incorporacion del resto aminobutilo a esgueleto de la molécula por la presencia de las
sefiales comprendidas entre 0.4 y 3.2 ppm. Los singletes correspondientes a los metilos
en C-2 aparecen separados por 0.35 ppm. Para la correcta asignacion de la
estereoquimica de los protones H-5 y H-6 se emplearon técnicas bidimensionales de
RMN (Tabla4, Figura36 y Figura 37).%

4 L
E : o

SN H/\S:H FHs | 29

HN_G""" S NH Coz-
O ) :

BNCOHN H e :
n N 3.0

\/ ﬁ H3® [

6 — @ @@ """""""""" (JH3-cH.B
H6 4.0

i N N i

@ QEH3-H6 B

Hy. i
ﬁ R\ O H5-H6 pequefio ;5_0

s0. 40, _ 30 _ 20  _ 1o

Figura 37. Representacion de los efectos NOE de 6 y ampliacién de su espectro NOESY .

El experimento NOESY de 6 mostr6 diferencias en los efectos NOE que presenta su
esqueleto PB-lactdmico con respecto a los de 2 y 1 (Figura 33). Concretamente la
diferencia reside en la manifestacion del efecto NOE entre H-6 y H-3 y, que € efecto
NOE es pequefio entre H-5 y H-6 (Figura 37). Estos datos junto con e vaor de la
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constante de acoplamiento apuntan a que una contribucion importante a la estructura
tridimensional de 6 es agquella que presenta los H-5 y H-6 en conformacion anti, como

la representaciOn que se ofrece en laFigura 37.

El estudio de la estabilidad de este compuesto en medio acuoso a pH neutro y basico se
llevé a cabo registrando espectros de RMN-'H de la muestra 6 en estos medios a
distintos tiempos.

Se observo que lamolécula 6 tras 10 dias en disolucion a una temperatura de 23+2°C no
dio lugar a ningun otro producto de evolucion. De esta manera pudo comprobarse que 6
no sufre epimerizacion en C-5 como en € caso del bencilpeniciloato sodico.

Estos datos demuestran que existen diferencias de estabilidad entre los productos 2 y 6,
por lo que estas estructuras [3-lactamicas abiertas por nucleofilos nitrogenados formando
grupos amidas, se preferirdn frente a las que forman écido o carboxilato, cuando se
emplean disueltas en medio acuoso durante cierto tiempo.

La cuestion gue nos planteamos a continuacion es la siguiente: cua es la causa que
permite la estabilidad de la estructura 6 en medio acuoso y no de la estructura 2.
Para la epimerizacion en C-5 tiene que formarse € intermedio imina, lo que implica que
los pares de electrones de N-4 tienen que estar disponibles para que ocurralaformacion
del enlace imina y, por lo tanto, ocurra la ruptura del enlace C-S del anillo de

tiazolidina, anillo que luego vuelve a cerrar para epimerizar.

De acuerdo con la estructuratridimensional  planteada para 6 de conformacion H-5y H-
6 en anti, una posible interpretacion de esta estabilidad podria implicar que los pares de
electrones de N-4 intervengan en la formacién de enlace de hidrégeno con e proton
amidico en N-7, con una geometria de un ciclo de 5 miembros. Asi, estaimplicacion de
los pares de electrones en la interaccién por puentes de hidrogeno no permitiria su
disposicion paralaformacion delaimina

Otra causa podria ser que la geometria de la molécula 6 muestre restricciones para la
formacion del doble enlace plano del intermedio imina.

También podria ocurrir que se formase el intermedio imina de 6, y que una vez abierto
el anillo de tiazolidina, sea més favorable que el azufre ataque por la cara f, bien sea por

la geometria del intermedio o bien por impedimentos estéricos y, de este modo, al
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volver a cerrar € ciclo de 5 miembros, se mantenga la estereoquimica cis de la
estructura (Figura 38).

Figura 38. Representacion de una posible estructura del intermedio imina de 6.

1.2. Estudio de determinantes antigenicos de

Amoxicilina.

1.2.1. Estructura, caracteristicas de RMN y estabilidad del acido amoxiciloico (5).

Hemos llevado a cabo un estudio de las caracteristicas espectrales de resonancia y de
estabilidad de amoxiciloato (5) similar al realizado para bencilpeniciloato (2).

Los espectros de estos compuestos también dependen de varios factores como la
concentracion, pH del medio y viscosidad.” Las caracteristicas espectrales de estos

derivados de amoxicilina (4) son similares a los derivados de bencilpenicilina (1).

Laresonancia de los protones de la amoxicilina (4), sobre todo los correspondientes ala
cadena lateral R, muestran una mayor variacion en funcion del pH, debido al grado de
protonaci on-desprotonaci 6n que pueden sufrir los grupos funcionales amino y fenol de
la cadena lateral en el medio acuoso. Asi, el 6 del metino bencilico puede variar de 5.1 a
4.4 ppm, cuando pasa de pD < 6 a 12; al igual que los dobletes correspondientes a los
protones aromaticos que también se desplazan a campo alto, aproximadamente 0.2 ppm.
Estas sustituciones afectan también alos metilos en C-2: aparecen solapados a 1.45 ppm

apD 7.2,y seresuelven y se separan 0.06 ppm amayor pH. En los espectros ay b de la
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Figura 40 pueden observarse distintos desplazamientos quimicos de 4 a dos pD
distintos.

La apertura del anillo B-lactdmico de amoxicilina (4) en medio acuoso basico para dar

amoxiciloato (5) es inmediata (Figura 39), y asi pudo comprobarse mediante RMN-'H

(Figura40c).
NHz Ly
o N~/ HN
HO o) X co,
4 (5R, 6R)-5

Figura 39. Reaccion de hidrdlisis de 4: Formacion de AXO (5).

La formacion de AXO (5) se confirma por desplazamiento de las sefides
correspondientes aH-5 y H-6 a campo alto, acopladas con una constante Jsg = 5.6 Hz y
un aumento en la separacidon entre estos dos dobletes. También se produce una
separacion entre los desplazamientos quimicos de los metilos geminales en C-2 (46 =

0.2 ppm), y desplazamiento a campo alto del singlete correspondiente a H-3.

Después de la formacion inmediata de 5 en medio bésico, a partir de AX (4) y 2
equivalentes de NaOH, puede observarse la aparicion de otro producto derivado tras 2
horas de permanecer en esta disolucion y, la conversion hacia esta nueva molécula es
préacticamente completa en 24 horas. Este otro producto parece corresponder a epimero
(5S, 6R)-5, debido a que su formacion no implica el intercambio de D.
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Figura 40. Espectro de RMN-'H de 4 (400 MHz, D,0): a) pD = 7.2; b) Adicién de 1 equivalente de
NaOH: Formacién del fenolato; ¢) Adicion de 2 equivalentes de NaOH: Formacion de AXO (5).

Cuando estudiamos la evolucion del acido (5R, 6R)-5 en D,O (pD = 7.2) en € tiempo, a
una temperatura de 23°C (espectros representados en Figura 41), observamos la
disminucion de las sefiales correspondientes a este compuesto y € aumento de otras
similares, gue apuntan hacia la formacién de su epimero-(5S, 6R), con una cinética

menor que su equivalente 2.



MENU SALIR

72 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas. Degradacién Capitulo 1-2

CH4(B) CHy(a)

H-3 A= 0.96 ppm

H-83=20H

5
Hz CH,(B)|| CH4(®)
CH-Ph H-6 H-3 | A8 =0.07 ppm
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Figura 41. Evolucion del &cido amoxiciloico (5) en D,O, pD = 7.2, en el tiempo: @) t=0; b) t=7h;c) t =
23 h; d) t = 144 h. Se describen las sefiales del &cido (5R, 6R)-5 en ay de su epimero-(5S, 6R) en d.
En & epimero-(5S, 6R), los singletes correspondientes a los metilos geminales en C-2
aumentan notablemente su diferencia de o, y los protones H-5 y H-6 aparecen a
desplazamientos quimicos més equivalentes. La variacion de la constante de
acoplamiento de estos protonesde J = 4.8 Hz aJ = 2.9 Hz y el hecho de que ninguno de

estos protones tenga intercambio con D, confirman la epimerizacién en C-5.

Proponemos, por tanto, un mecanismo de epimerizacion en disolucidén acuosa para
AXO (5) analogo a descrito para BPO (2), via formacion de imina, como se representa
en laFigura 42, descartando el mecanismo via enamina.

De este modo, podria concluirse que € acido (5R, 6R)-5 no es estable en disolucion
acuosa, puesto que evoluciona hacia su epimero en C-5. Ademas, esta conversion es

mucho més rapida a pH béasico que a pH neutro.
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i oHH B H(H s
JL N ‘)<
HO ° N
O o H co, oo
(5R, 6R)-5 - imina -
T,
o HN—,
HO O o COo,

(5R, 6R)-5 + (5S, 6R)-5

Figura 42. Mecanismo de formacion de epimero en C-5 de 5.

En resumen, pueden destacarse una serie de caracteristicas de espectros de RMN-'H
para derivados de AX (4), muchas son similares a los derivados de BP (1):

-La separacion de los desplazamientos quimicos correspondientes a las sefiales de los
metilos geminales a/p en C-2 varian en este orden: 4 < (5R, 6R)-5 < (5S, 6R)-5. Y esta
separacion aumenta cuando el espectro se registra en medio basico, excepto para e caso
de (5S, 6R)-5.

-La separacion entre los desplazamientos quimicos correspondientes aH-5y H-6 van en
este orden: 4 < (5S, 6R)-5 < (bR, 6R)-5. Y esta distancia aumenta en medio bésico.

-Las constantes de acoplamiento vecinales J s g confirman la estereoquimica cis/trans
de estos protones en 5, muestran J =~ 5 Hz para (5R, 6R)-5y J~ 3 Hz para su epimero
(5S, 6R)-5.

-La resonancia de H-3 varia igualmente mucho de la lactama cerrada (~4.2 ppm) a la
lactama abierta (~3.1-3.4), y el & de este singlete resuena a menor campo en (5S, 6R)-5
que en (5R, 6R)-5.

-Los desplazamientos quimicos de los protones del anillo aromético y del metino
bencilico aparecen a mayor campo cuando € espectro se registra a mayor pH debido a
una mayor influencia de desapantallamiento del fenolato que e fenol sobre estos
protones. La diferencia es méas acentuada en € proton en posicién bencilica, que pasa de

51ppmapH6a4.5ppmapH 12.
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1.2.2. Aminolisisde Amoxicilina: Obtencién de 7.

Para la formacion de 7, e equivalente a 6 de amoxicilina, por ataque de butilamina a
AX (4), lareaccion podria presentar un problemay es la posibilidad de que se diese
reaccion intramolecular o intermolecular por atague del grupo amino de la cadena
lateral al grupo carbonilo de la B-lactama. Un exceso de butilamina en el medio de
reaccion competiria con estareaccion y evitaria ese problema.

La reaccion de apertura es rapida y dalugar aun unico producto, como se representa en

laFigura43.

NH,

9y NH,
NE HOHH ¢
O N >
HO 4 BUNH;* O %0 e

g coy COy

4 2

Figura 43. Apertura de la 3-lactama de amoxicilina por ataque intermolecular de nucledfilos
nitrogenados.

El espectro de RMN-'H confirma la apertura de la B-lactama por el desapantallamiento
de los protones B-lactamicos de la amoxicilinay la separacion entre estos dos dobl etes,
acoplados con una constante de Js¢ = 8.6 Hz. En la Figura 44 se observa también la
presencia de dos restos de aminobutilo por la presencia de las sefiales comprendidas
entre 0.4 y 3.2 ppm: uno el que abre la B-lactamay forma la amida y; otro, cargado
positivamente de contraién del fenolato. Los singletes correspondientes a los metilos en
C-2 aparecen separados por 0.3 ppm. Se emplearon técnicas bidimensionales de RMN
parala determinacion estructural de estamolécula (Figura44y Tablab).

El espectro de RMN-3C presenta 4 sefides comprendidas entre 170 y 177 ppm,
correspondientes a los carbonos carbonilicos de la estructura 7, 4 sefiales entre 116 y

159 ppm de carbonos arométicos, y las correpondientes alos carbonos alifaticos.
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NH HN
co2 Na* CH4(B)
ue”® CHg(a)
12 7
CH,(12)
16 H-17 CH3(12’)
0 J=77Hz
J=7.7Hz CHQ4) H-3
.v\vv.\\v\.\v\vlvv\v'v\vw.vvv\‘vvvv‘vvvwlwv\vlw\\\lv\vvlvv\v‘vvv\.vvvv.\v\v‘\\v\
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05
Figura 44. Espectro de RM N-'H de 7 en D,O / Na,COs.
RMN-'H RMN-2C Correlaciones

posicién 8 (ppm) 8 (ppm) HMBC (&)
2-CH3 () 1.17 (s, 3H) 27.6 C-2,C-3
2-CH; (B) 1.48 (s, 3H) 27.3 C-2,C-3

3 3.36 (s, 1H) 75.0 CHs(a/B), C-2, C-5, 3-CO,”

6 4.21(d, 1H, J = 8.6 Hz) 59.6 C-5,C-7,C-13

5 4.89(d, 1H, J = 8.6 Hz) 65.2 C-3,C-6,C-7

14 4.21 (s, 1H) 58.9 C-13

16 6.61(d, 2H, J=7.7 Hz) 128.8 C-17,C-18

17 7.08(d, 2H, J=7.7 Hz) 129.4 C-15, C-16, C-17

Tabla 5. Datos espectroscopicos asignados a partir de los espectros de HMQC y HMBC de 7 en
D,0O/N&COs.

Se estudiaron los productos de evolucion de 7 en disolucion acuosa bésicay a pH neutro
mediante el registro de espectros de RMN-'H de la muestra a distintos tiempos. Tras 4
horas en disolucion se observo que todavia existe mas de un 90% de producto (5R, 6R)-
7y, ademés, que la estructura es mas estable en pH neutro que en basico. De este modo,

los estudios revelaron que aunque la estructura 7 no presenta tan elevada estabilidad
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como la 6, s es lo suficientemente estable como para poder realizar ensayos de
diagnésticos clinicos en disolucion acuosa.
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|-2. Determinantes antigénicos de Cefal osporinas.

2.1. Antecedentes

Introduccion al problema clinico: Cefalosporinas como haptenos.

Dentro de las reacciones aérgicas severas a antibioticos, las cefalosporinas son los
farmacos responsables en un importante porcentaje de casos (15%).%

Las reacciones aérgicas a cefalosporinas pueden ser inducidas por la estructura del
anillo B-lactamico, comun a todos los antibiéticos de esta familia, o bien por €
reconoci miento especifico alos determinantes de cefal osporinas.

A diferencia de las estructuras bien establecidas responsables de alergias a penicilinas,
las estructuras quimicas exactas de los determinantes antigénicos de cefal osporinas son
aln desconocidas, hecho que ha obstaculizado |a adecuada eval uacion de sus reacciones

alérgicas.

8 G. Kanny, L. Guenard, P. Demoly, C. Ponvert, J. Grand, C. Gallen, P. Chalmet, A.Croizier, J. Jacquier,
M. Morisset, A. Auffret, V. Cordebar, C. Debavelaere, C. Debavelaere, J. Devoisins, C. Nootens, N. Petit,
F. Pirson, A. Sorlin, A. Andrier-Schmitt, A. Andrier-Schmitt, E. Beaudouin, |. Bossé, M. Buard, C.
Chappard. J. Allergy Clin. Immunol. 2005, 115, S183.
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Aungue los clinicos no disponen de pruebas diagnésticas estandarizadas para aergia a
B-lactamas, las cefalosporinas, sin embargo, se prescriben abundantemente en la
préctica clinica para tratamiento de diferentes infecciones bacterianas y como agente

profilactico en cirugia.

Clasificacion de cefalosporinas.

Las cefal osporinas se pueden clasificar de acuerdo a diferentes criterios,® tales como su
metabolismo y estabilidad frente a la accién de B-lactamasas,® la sustitucion de la
cadena lateral R%® sus propiedades farmacocinéticas® o sus propiedades
microbiol 6gicas.®’

Una clasificacion microbiologica agrupa a las cefalosporinas de acuerdo a su espectro
antibacteriano: en e grupo | agrupa a las moléculas con mayor actividad sobre Gram
positivos; en e grupo I, a cefalosporinas con mayor actividad sobre Gram negativos,
en el grupo Il a compuestos con actividad contra Pseudomonas aeruginosa; y en €
grupo |V amoléculas con actividad frente a bacterias anaerobias.®

Sin embargo, desde e punto de vista clinico, la clasificacion mas utilizada divide las
cefalosporinas de acuerdo al desarrollo histérico y a algunas caracteristicas comunes
microbiolégicas y estructurales. Esta clasificacion distingue cuatro generaciones de

90,91,92,93

cefalosporinas, ta y como se describen en la Tabla 6. A las ya conocidas

cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, se afiaden las de cuarta

8 J. D. Williams, K. G. Naber, A. Bryskier, N. Hoiby, I. M. Gould, P. Periti, H. Giamarellou, B. Rouveix.
Int. J. Antimicrob. Agents. 2001, 17, 443-450.

8 C. H. Callaghan. J. Antimicrob. Chemother. 1979, 5, 635-671.

8" A. Briskyer, T. Procyk, M. T. Labro. J. Antimicrob. Chemother. 1990, 26 (Suppl C), 1-8

8 A. Bryskier, T. Procyk, D. Tremblay, B. Lenfant, J. B. Fourtillan. J. Antimicrob. Chemother. 1990, 26
(Suppl C), 59-63.

8 J. D. Williams. Drugs. 1987, 34 (Suppl 2) , 15-22.

%S, J. Friend, D. R. Hinthorn. Dis. Mon. 1985, 31, 1-60.

s H. C. Neu. Rev. Infect. Dis. 1983, 5 (Suppl 2), S319-S337.

%2 \W. F. Marshall, J. E. Blair. Mayo Clinic. Proc. 1999, 74, 187-195.

% H. C. Neu. Am. J. Med. 1985, 79 (Suppl 2A), 2-13.
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generacion, incluyendo en este grupo las que todavia se encuentran en fase de
desarrol [ 0.94,95,96,97,98

La cadena lateral R en las cefalosporinas de primera y segunda generacion se disefio
siguiendo la experiencia con penicilinas e incluye las cadenas laterales de tiazolil y fenil
glicil. La cadena latera R* de cefalosporinas de tercera y cuarta generacion tiene una
estructura comun: la unidad de aminotiazol-oxima mas algunas sales derivadas de
acidos carboxilicos (ceftazidima, cefixima) las cuales permiten la penetracion a través
de la célula de las bacterias gram negativas. En la posicion R? existe una variacién més
amplia de sustituciones. Algunas sustituciones contienen grupos amino cargados

positivamente que afectan a los efectos farmacoldgicos y antibacterianos de la

cefalosporina
Generacion de ) )
. Tipo de cefalosporina
Cefalosporinas
Cefadroxilo - .
12 generacion Cefalexina Cefepi fina Cefpro_2| lo
. Cefazolina Cefradina
Cefaotina
Cefaclor Cefonicid Cefoxitina
28 gener acion Cefamandol Ceforanida Cefuroxima
9 Cefmetazol Cefotetan Cefuroxima axetilo
Cefminox Cefotiam L oracarbacef
Cefdinir : .
Cefetamet pivoxilo Cefotaxi ma . Cefsul_od_| ha
- - Cefpodoxima proxetilo Ceftazidima
32 generacion Cefixima S .
- Ceftizoxima Ceftibuteno
Cefodizima o )
Cefpiramida Ceftriaxona
Cefoperazona
42 generacion Cefepima Cefpiroma

Tabla 6. Clasificacion de cefal osporinas por generaciones.

% L. R. Wiseman, H. M. Lamb. Drugs 1997, 57, 117-140.

% J. C. Pechere, W. Wilson, H. Neu. J. Antimicrob. Chemother. 1995, 36, 757-771.

% E. J. Giamarellos, P. Greca, A. Tsitsika, C. Tympanidou, H. Giamarellou. Diagn. Microbiol. Infect.
Dis. 2000, 36, 185-191.

° R. N. Jones, M. E. Erwin, M. S. Barret, D. M. Jonson, B. M. Briggs. Diagn. Microbiol. Infect. Dis.
1991, 14, 301-309.

%Y. liawa, K. Okonogi, R. Hayashi, T. Iwahi, T. Yamazaki, A. Imada. Antimicrob. Agents Chemother.
1993, 37, 100-105.
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Inmunolégicamente, las cefalosporinas se pueden clasificar de acuerdo a sus
propiedades electrofilicas que permiten la unién a la proteina, con la consecuente
formacion del epitope. La estructura quimica resultante después de este proceso de
conjugacion depende de las propiedades quimicas de las cefalosporinas implicadas en

cada caso.

Inmunoguimica: incertidumbre sobre el determinante antigénico.

Lamayor parte de la bibliografia existente sobre cefal osporinas trata sobre la sintesis de

estos antibidticos 3899100101

y la aparicién de nuevas estructuras que mejoran las
propiedades antibidticas de las existentes anteriormente. Las escasas publicaciones
dedicadas a su inmunoquimica, tratan sobre todo la cinética de reaccion y reflgjan que
los metabolitos implicados en estas respuestas inmunoldgicas son en gran parte
desconocidos. Incluso sin conocer con certeza estas estructuras, se han publicado varios
estudios ®"®® cuyas concl usiones deben tomarse con cierta precaucion.

A pesar de las similitudes estructurales entre penicilinas y cefalosporinas (Figura 18)
difieren considerablemente en su reactividad quimicas tanto en los aspectos
mecanisticos como en los productos obtenidos de la apertura nucledfila del anillo B-
lactamico.®*

El comportamiento inmunoldgico de los antibiéticos p-lactamicos esta determinado por
su reactividad quimica intrinseca, la cual esta relacionado con la capacidad del grupo
carbonilo de la B-lactama para actuar como agente acilante con los grupos aminos de

proteinas.

En penicilinas, la elevada tensién que soporta e anillo B-lactdmico, debido a la
estructura quimica que resulta de la condensacion de la B-lactama con e anillo de

tiazolidina, causa una elevada reactividad quimica. En las cefalosporinas, los

% G. I. Georg. The Organic Chemistry of f-lactams. VCH Publishers Inc.: New York, 1993.

10 M. S. Manhas, A. K. Bose. Beta-Lactams: Natural and Synthetic. Part I. A. K. Bose, Willey
Interscience: New York, 1971.

101 4. Yamamoto, Y. Eikyu, S. Okuda, K. Kawabata, H. Takasugi, H. Tanaka, S. Matsumoto, Y.
Matsumoto, S. Tawara. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 1535-1545.
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heterociclos condensados estan formados por 4 y 6 &omos, resultando en una menor
tension del anillo B-lactamico. La haptenizacion de proteinas por penicilinas es ademas
mas rapida y eficiente que por cefalosporinas (Figura 45). El conjugado formado por
penicilinas, PO, es una estructura quimica lo suficientemente estable como para permitir

su purificacion y caracterizacion por técnicas espectroscopicas comunes.

PENICILINAS o
L A
\ﬂ/ m R™ “NH
H,] H
O /N~ oﬁ/’k?(f%
COZ-Na+ — NH HN L
COZ- Na+
NHz Proteina) PENICILOILO
(PO)
CEFALOSPORINAS
H HH HH S
Rl\n/N : S RL NI | -
\ﬂ/ N~ ~CO, Na
I L 2 H PRODUCTOS
o — > © 0 —>_> DE _
Lo,nar HN DEGRADACION
NH, ;
Proteina |  cEFAL OSPOROILO
(CPO)

B -

Figura 45. Conjugacion de penicilinas y cefalosporinas a proteinas portadoras. Formacién del intermedio
peniciloilo (estructura estable) y cefalosporoilo (estructurainestable).
En cefalosporinas, la menor reactividad del anillo pB-lactdmico ralentiza la
haptenizacién. La estructura quimica de R? puede modular esta reactividad dependiendo
de la capacidad de la cadena lateral para polarizar € enlace. En ceftizoxima,
cefroxading, cefadroxilo, cefalexina y cefradina, la posicion 3° estd ocupada por un
atomo de hidrégeno, un grupo metoxilo o metilo (en vez de por un metileno con
sustituyente R?), por lo que ésta posicién no aumenta la cinética de hidrélisis del anillo

B-lactamico.'%

192 E. Pérez-Inestrosa, R. Suau, M. |. Montafiez, R. Rodriguez, C. Mayorga, M. J. Torres, M. Blanca
Curr. Opin. Allergy Clin. Immunol. 2005, 5, 323-330.
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Cefaclor tiene un &omo de cloro en la posicién 3°, por lo que su e ectronegatividad
facilita la apertura del anillo B-lactémico por efecto inductivo.

La cadena lateral R* en laposicion 3 puede actuar como grupo saliente, como ocurre en
la mayoria de las cefalosporinas clinicamente relevantes, de este modo aumenta la
reactividad del grupo B-lactamico (Figura 46). Esta sustitucion no solo afecta ala union
de cefa osporinas a proteinas portadoras, sino que también tiene un efecto electronico en
la reactividad quimica del grupo carbonilo de lap-lactama, lo cual esta relacionado con

su actividad antibi6tica.

Evidencia de la salida del grupo R? con la apertura de la p-lactama.

Existen varios estudios dirigidos hacia la eliminacion del grupo R® por hidrdlisis,

aminolisis, e hidrazinolisis de diferentes cefalosporinas.!®'®* Los datos

105,106,107 S108, 109

experimentales y tedrico: se han interpretado en términos de apertura del
anillo B-lactdmico concertada con la expulsion del grupo R?, en los casos en que R?
actlia como buen grupo saliente, como acetoxi o piridinio, casos en los que no se
demuestra la formacién del cefalosporoilo. Sin embargo, en otros casos se manifiesta
que la expulsién de buenos grupos salientes en R? no tiene porqué ser un proceso
concertado con la apertura del anillo B-lactamico, y que este proceso puede ocurrir en
presencia de B-lactamasas y nucledfilos no enziméticos. El estudio de la cinética
combinado con espectroscopia de absorcion y de RMN ha evidenciado la formacién de

la estructura de la apertura del anillo B-lactémico: cefal osporoilo (CPO).*%31%4

183\, S. Faraci, R. F. Pratt. J. Am. Chem. Soc. 1984, 106, 1489-1490.

%R, F. Prat, W. S. Faraci. J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 5328-5333.

1% ¢. H. O'Cdllahan, S. M. Kirby, A. Morris, R. E. Waller, R. E. Duncombe. J. Bacteriol. 1972, 110,
988-991.

106 R, E. Waller. Analyst. 1973, 95, 535-541.

97 4. Bundgaard. Arch. Pharm. Chemi., Sci. Ed. 1975, 3, 94-123.

1% b, B. Boyd, R. B. Hermann, D. E. Presti, M. M. Marsh. J. Med. Chem. 1975, 18, 408-417.

%D, B. Boyd, W. H. W. Lunn. J. Med. Chem. 1979, 22, 778-784.
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Cefalosporina
H HH
R NP s -R? HH S
hg » RL N P ., > Productos
O = R?  proceso concertado \ﬂ/ N" COxNa de .,
o] o) degradacion
CO, Na* HN O

proceso 9
no concertado )
L Proteina
NH,
<h2
Proteina HH S/Y\R

H"
RL NG AGS Nt R2
\n/ N~ ~CO, Na

o}
HN™ O
8

Figura 46. Los dos mecanismos propuestos para la conjugaci 6n de cefal osporinas con proteinas mediante
la apertura del anillo B-lactdmico: concertado y no concertado.

Sea un proceso concertado o en etapas, como los representados en la Figura 46, la
apertura del anillo B-lactdmico conduce a la eliminacion de R* cuando éste es un buen
grupo saliente, conduciendo a la formacion del derivado 3-metilideno (9). El proceso
esta bien determinado quimicamente, tanto, que esta propiedad se usa como estrategia
para obtener cefalosporinas que pueden aplicarse con doble accion;*0Ht112113.114
cuando el grupo R? se configura como la forma inactiva de un farmaco, la accién de la

[3-lactamasa sobre la cefalosporinaimplicala liberacion del farmaco in situ (Figura 47).

1105 Mobashery, M. Johnston. Biochemistry. 1987, 26, 5878-5884.

M H. A. Albrecht, G. Beskid, J. G. Christenson, N. H. Georgopapadakou, D. D. Keith, F. M.
Koncelmann, D. L. Pruess, P. L. Rossman, C. C. Wei. J. Med. Chem. 1991, 34, 2857-2864.

12 3. W. Grant, T. P. Smyth. J. Org. Chem. 2004, 69, 7965-7970.

113 G, Veinberg, |, Shestakova, M. Vorona, |. Kenepe, |. Domrachova, E. Lukevics. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2004, 14, 1007-1010.

14y, M. Vrudhula, D. E. Kerr, N. O. Siermers, G. M. Dubowchik, P. D. Senter. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2003, 13, 539-542.
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H H
Rl\n/N :H S
' 4 CcoO Na
© o f 2
CO, Na*
B-lactamasa B- Iactamasa

Figura 47. Doble accion de cefal osporina.

Las cefalosporinas también pueden usarse como sensores para monitorizar procesos o
interacciones biolégicas, basandonos en la capacidad del grupo R? para actuar como
buen grupo sdiente (Figura 48).*

=

W ﬁw \©/\jﬁ'aﬂamasa m f CO,Na”

COyNa*
O 0._0
No fluorescente umbelliferona
=~ (fluorescente)
Figura 48. Rotura del anillo B-lactdmico de una cefalosporina: liberacion del grupo salienteen 3.

El producto inicial que se forma como resultado de la aminolisis de cefalosporinas
(CPO, 8) es inestable, y probablemente se degrada tras la ruptura del anillo de
dihidrotiazina'®*" Aparte de la evidencia de la salida de la cadena lateral R?, cuando
ésta puede actuar como grupo saliente, todavia no se conoce con certeza cua es la
estructura quimica resultante, y no ha sido posible ni aislar ni caracterizar los productos
de aminolisis consecuentes de la ruptura del anillo de dihidrotiazina de

cefal osporinas.*®

Recientemente se ha descrito la adicién de agua a doble enlace exociclico de la

estructura 9 para generar la estructura 10 (Figura 49), ambas estructuras son precursores

"5 \W. Gao, B. Xing, R. Y. Tsien, J. Rao. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 11146-11147.

16 3, M. T. Hamilton Miller, E. Richards, E. P. Abraham. Biochem J. 1970, 116, 385-395.
173, M. T. Hamilton Miller, G. G. F. Newton, E. P. Abraham. Biochem J. 1970, 116, 371-384.
18| . Venemam. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 1869-1870.
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119

de los productos de degradacion del anillo de dihidrotiazina. ™ La imina o,f-insaturada

9 también podria sufrir una adicion de Michael por nucledfilos sulfurados para generar

estructuras tipo 11.*%°

Productos

N H S de
CeHs } degradacion
H coy 0 i o
NH Hy RL_NG =S
\ CaHs R S \ﬂ/
Q HN , ° 7N
)NHH__ s NN R y d
CeHs 18 oy ., HHH g
HN N R NG =S 13
o) co, hig
16 o} N~ OH
O
H,0 co,
R? Grupo Nu en R? ‘R2
Rl
HH H
Cefls RL_NG =S \H
hig o N,
o) N~ R? o N _:’S
° |
G N R? - 2
rupo Tt en Cefalosporina 0, O/NH HN R
\\-RZ ) Q- 15 COy
\ 3\ / O \ ONV
% \hy - H u
N HH
Q S H HH g
_NH HNW)\/ )/:'/ Productos
Q _
8 (CPO) CO, degradat:lon
12 COy
1 2
3\ '/_Rz Rl \\ QNH, /
NH R?
© HH Qs O)\NH Productos
O A-S — HH > de
O A S > degradacion HH H
NH Ny RL_NG =S
Q 15 B S o g j;l/ 1
CO;’ ! o} N N
9 2 H,O R 11 COZ’ 5 O
NH
ﬂ O YHy 14 CO,
(e} R 3 S
Productos _g
de _NH HN__~ OH
degradacién O

10 CO,

Figura 49. Posibles rutas de reactividad quimica de cefal osporinas con nucledfilos.

119 K. Baker, C. Belczinski, H. Lin, G. Salazar-Jimenez , D. Sengupta, S. Krane, V. W. Cornish. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 2002, 99, 16537-16542.
120 A Llings, B. Vilanova, M. |. Page. J. Phys. Org. Chem. 2004, 17, 521-528.
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Algunas investigaciones apuntan hacia la formacion de una gran cantidad de productos
de degradacién de diferentes cefa osporinas, dependiendo de la estructura quimica de la
cefalosporina en concreto y de las condiciones de reaccién, principalmente el pH.*??
Se ha descrito la facilidad con la que e grupo R? acetoxi puede ser reemplazado por
diferentes nucledfilos y su reactividad con nucledfilos nitrogenados.”® Las
cefalosporinas que presentan ciertos grupos R? pueden sufrir asi reacciones con los
grupos aminos de las proteinas portadoras, no solo por el grupo carbonilo del anillo -
lactdmico, sino también por la sustitucién de R?, dando lugar a estructuras tipo 12
(Figura 49). Este mecanismo de accidn permite a la cefalosporina unirse a la proteina
portadora conformando un conjugado hapteno-portador en el cual la estructura -
lactamica esta intacta, aunque su capacidad para unirse a nuevos nucledfilos ha
disminuido. Estos tipos de estructuras forman nuevos epitopes en los que la cadena
lateral R? no est& presente.’®

La facilidad de sustitucion de cadenas laterdes R? por nucledfilos sulfurados o
nitrogenados, no es la misma que cuando los nucleofilos son oxigenados, ya que no se
tiene certeza de la formacion directa de una lactona como la estructura 13 (Figura 49).
Sin embargo, tras la hidrdlisis acuosa del éster acético en R? al correspondiente alcohol,
s puede observarse la lactonizacion a la estructura 13. Este derivado puede sufrir la
apertura del anillo B-lactdmico por reaccion con nucledfilos, facilitando su conjugacion
aportadoresy, por tanto también, laformacion de un nuevo epitope.

Ademés de |a hidrdlisis, aminolisis y tiolisis de la p-lactama o de la sustitucion en R?,
también puede ocurrir, aunque con una cinética menor, una isomerizacion del doble
enlace 3-4 y epimerizacion del carbono en posicion 7.2 La isomerizacion del doble
enlace 3-4 a la posicion 2-3, reduce la reactividad del grupo carbonilo B-lactamico,
debido a que disminuye latensién del anillo y la activacion electrénica®® De este modo
se equilibra la reactividad de los dos centros nucledfilos de la molécula v,
consecuentemente, la posible competencia de la posicién 3° permita la formaciéon de

conjugados con estructuratipo 14, ademas de tipo 15 (Figura 49).

121 5, W. Baertschi, D. E. Dorman, J. L. Occolowitz, M. W. Collins, L. A. Spangle, G. A. Stephenson, L.
J. Lorenz. J. Pharm. Sci. 1997, 85, 526-539.

122 3. M. Indelicato, T. T. Norvilas, R. R. Pfeiffer, W. Wheeler, W. Wilham. J. Med. Chem. 1974, 17, 523
527.
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A todo e amplio abanico de estructuras descritas en €l esquema de la Figura 49 podrian
anadirse los correspondientes 7-epimeros y 6-epimeros. En € estudio de la hidrdlisis
alcalina de agunas cefalosporinas se han detectado la epimerizacion en C-7 de
cefalosporina y la epimeracion en C-6 de los compuestos 3-metilidenos (9).%

En las cefalosporinas que presentan grupos nucledfilos en la posicion R, como
cefaloglicina, cefaclor, cefdexina, cefadroxilo y cefradina, puede ocurrir la
autoaminolisis dando compuestos como la estructura 16 (Figura 49), en las que la
apertura intramolecular del anillo p-lactdmico precede a la eliminacién de R?, cuando
éste puede actuar como buen grupo saliente, por gemplo en cefaloglicina. En € caso de
aquellas que presentan un mal grupo saliente en R% como es e caso de cefradina, ha

llegado a aislarse la estructura 18.1%

NH2
Nu—NH2 Cl
);:J\ HN —_— j}(
Cefaclor (20)
NH, H
©/’\H/NICHO
23 Nu

Figura 50. Aminolisis de aminocefal osporinas, ejemplo de cefaclor.

Para cefaclor (20), se han identificado varios productos fluorescentes diferentes con
estructuras derivadas a la pirazina 17 (Figura 49).'* También podrian obtenerse
productos con estructura tipo 19, s después de la apertura de la B-lactama el nucledfilo
en R! reacciona con e carbono en posicién 6, desprendiéndose del resto del anillo de
dihidrotiazina. Este caso se ha descrito para cefaclor y cefalexina: cuando cefaclor
reacciona con nucledfilos nitrogenados (Figura 50) la aminolisis intramolecular compite
con e proceso intermolecular, y e intermedio cefalosporoilo de estructura 21 puede
reaccionar intramolecularmente para dar un compuesto como el de la estructura 22.M8
La formacion de un intermedio tipo adehido de estructura 23 (Figura 50) parece ser la

hipétesis més convincente parala formacion de pirazinona fluorescente (22).

123 B. Vilanova, F. Mufioz, J. Donoso, F. G. Blanco. Helv. Chim. Acta. 1993, 76, 2789-2802.
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Aunque ninguno de los estudios nos lleve a una conclusion claray el problema resulta
mas complejo que para penicilinas, € conocimiento de la reactividad de cefalosporinas
nos puede dar una aproximacion de los derivados de cefalosporinas que las IgE

reconocen, siempre sin ignorar que éstos se forman in vivo a pH fisiolégico.

Aproximaciones a la identificacion quimica del epitope.

Hay muy poca informacion sobre la aergenicidad de cefalosporinas, especialmente
acerca de las diferencias estructural es existentes entre ellas. Se ha investigado muy poco
en identificar qué parte de la estructura de cefalosporinas es reconocida por los
anticuerpos IgE. De hecho, muchos de los datos referentes a la naturaleza quimica de
los determinantes alergénicos se han realizado empleando IgG u otros isotipos de
anticuerpos policlonales humanos.*** En contraste a los muchos estudios sobre e
comportamiento quimico de penicilinas, en los cuales la estructura quimica de los
compuestos implicados estan bien establecidas, son muy pocos los estudios sobre €l
comportamiento quimico de cefalosporinas. A pesar de esta falta de conocimientos, se
asumen modelos clinicos de comportamiento similares entre penicilinas y
cefalosporinas, sin tener en cuenta el hecho de que diferentes cefalosporinas pueden
tener diferentes modelos de reactividad quimica, dependiendo de la estructura de sus
cadenas laterales. Se han publicado varias hip6tesis en articulos de contenido
inmunoldgico Yy clinico, que resultan contradictorias cuando se interpretan los datos.

Los esfuerzos en identificar los determinantes antigénicos han resultado especulativos,
resultando muy dificil tomar decisiones en este campo.®”®'% Pueden ocurrir tres
modelos de respuesta en las personas que son alérgicas a cefalosporinas. personas que
tienen reactividad cruzada con determinantes de penicilinas, personas que presentan
reactividad cruzada con diferentes cefalosporinas y personas con reactividad

exclusivamente a una cefal osporina.*®

124 5, Ahlstedt, A. Kristofferson. “ Immune mechanisms of induction of penicillin allergy” en: P. Kallos
Recent trendsin allergen and complement research: progressin allergy. Basel: Kaerger Publishers; 1992,
67-134.

25N, H. Pham, B. A. Baldo. J. Mol. Recognit. 1996, 9, 287-296.
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2.2. Determinantes antigénicos de Cefalosporinas:

Degradacion

2.2.1. Reactividad de nucledfilos con Cefalosporinas

De la misma manera a como se ha realizado con penicilinas, procedimos a estudiar la
reactividad de algunas cefal osporinas con nucledfilos.

De este modo se estudio € proceso de conjugacion con las siguientes cefal osporinas:
cefuroxima, cefadroxilo, cefaclor, cefonicid, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona y
ceftizoxima (ver estructuras en tabla de cefal osporinas en anexo 11l).

A medida que e consumo de estas cefal oporinas va en aumento, cada vez se encuentran
mas pacientes que presentan una reaccion alérgica a dichas cefalosporinas. Asi que la
razon de escoger éstas, esta en que € grupo de investigacion de aergologia con e que
colaboramos, dispone de sueros de pacientes alérgicos a €ellas y, por o tanto seria
posible realizar los ensayos clinicos de |os productos que se obtengan.

A continuacion se mostraran los resultados de reactividad obtenidos con las 3
cefalosporinas representadas en la Figura 51. De esta manera se gemplificara €
comportamiento con cadenas laterales R* diferentes, asi como grupos R? diferentes. La
cadena lateral R* de 24 consiste en un sustituyente a-metoxiimino-2-furanacetilo y, R?
es un buen grupo saliente. La cefalosporina 25, con cadena latera R* amino-(4-
hidroxifenil)acetilo, pertenece a grupo de las aminocefal osporinas y, su sustituyente R?
consiste en un hidrégeno, por lo que en este caso R? no es buen grupo saliente. La
aminocefaloporina 20 presenta cadena lateral R* amino(fenil)acetilo y, es de aquellas
cefal osporinas que no posee un metileno sustituido con grupo R?en C-3, sino que posee

un sustituyente cloro en esta posicion.

N OCHs
O)\rf j;fwjv NHZHOm % Q/H( ;Ewld
C02 Nat COZ'Na COZ Na*
Cefuroxima (24) Cefadroxilo (25) Cefaclor (20)

Figura 51. Estructura de cefal osporinas.
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La reaccion de cefuroxima (24) con un exceso de equivalentes de butilamina se
monitorizé6 mediante espectroscopia de RMN-'H. Los dobletes correspondientes a los
protones B-lactamicos H-6 y H-7 de 24 (Figura 52d), se afectan tras la adicion de
butilamina (Figura 52b) y, ademés, puede observarse la aparicion de un multiplete a 3.2
ppm. Esto puede indicar que ocurren rapidamente la apertura de la B-lactama y la
formacion de un enlace amida, respectivamente. También las sefiales correspondientes
al metileno en 3" desaparecen, lo que podria apuntar a la expulsion del grupo saliente
R?, y alaformacion del doble enlace entre C-3 y C-3". Tras 180 minutos de reaccion las
sefides correspondientes a los H-6 y H-7 desaparecen, y tras varios dias solo
permanecen |las sefiales correspondientes a la butilamida y sobre todo ala cadena lateral
R* (Figura52d y Figura 52e).

_OCHs3
a | H HH L
S N 2 -S2
b 76
O (0] N 3.0 NH,
c o 2

® ) ,_J d__J\_,NJLU
9 J ] W

SEETEN T (

H-7 H-6 OCH,
J=46Hz J=46Hz |ya
z H-3 Heo

Jo 0

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10

Figura 52. Espectro de RMN-'H de 24 :(a) registrado en D,0; y su evolucién cuando se afiaden 5 eq. de
BuNH, a distintos tiempos de reaccién: (b) 3 min., (c) 10 min. (d), 180 min. y (e) 9 dias.
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Cuando hacemos reaccionar la cefuroxima (24) con butilamina, afadiendo un total de
un equivalente de butilamina, en un tiempo tota de 12 dias, se observa un
comportamiento similar, aunque parece que la velocidad de reaccion depende o bien de

la concentracion de nucledfilo o bien del pH del medio (Figura 53).

OCH3
H H H
(@) \n/NHz ‘
C02 Na* O
24

N WS | S
h)w

Iy
o | 1 N

H-2

H-c H-a | H-b H-3 ocH
3

3.0 20 10

Figura 53. Reaccion de 24 con BuNH,en D,O. Adicion de BuNH,: 0.5 eg. (t=0), 0.25 eq. (t = 32 h),
0.25 eq. (t = 12 dias). Espectros de RMN-'H: (a) 24 en D,O; y a distintos tiempos de reaccién: (b) 5 min.,
(c) 1 h, (d), 31 h, (e) 54 h, (f), 6 dias, (g) 12 dias, (h) 12,5 dias (i) 13.5 dias.

Para evitar que otras sefiales solapen con las correspondientes a cefalosporinas, y poder
observar mas claramente las sefides de éstas, procedimos a seguir la degradacion de

cefadroxilo (25) en D,O / NaCOs (Figura 54).

En este caso se observa que cas todas las sefiales permanecen inalteradas las primeros
dias de reaccion, por lo que la reaccion de apertura es més lenta. Parecen conservarse
|las sefiales arométicas de la cadena lateral R y desaparece el protén bencilico de ésta o

se desplaza a campo ato. Ademas aparecen nuevas sefiales en la zona arométicay en la
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zona dlifética Este tipo de cefalosporinas con grupo nucledfilo en R' permite una

ciclacion intramolecular.

NH,
H HH

mN Y
7 6 3 3

o} N~
HO Io jJ\CH3
“Nat
- CO,Na

f)

e) AVYA N
d)

c) Ut

b) J

CeH,

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

Figura 54. Degradacion de 25 en D,O bésico (Na,COs). Registro de espectros de RMN-'H a distintos
tiempos: (a) 0, (b) 15 min., (c) 4 h, (d) 3 dias, (€) 5 diasy () 12 dias.

Un ejemplo de degradacién de cefalosporinas que no poseen grupo R?, también con
grupo nucledfilo en RY, se presenta en la Figura 55, es la degradacién de cefaclor (20)
en D,O bésico. En este caso también se observa que la apertura es mas lenta,
desaparecen o varian las sefidles correspondientes a los protones de la B-lactama, y
aparecen nuevas sefiales en la zona aromética.

Aqui hemos representado tan solo algunos resultados més significativos de numerosas
pruebas realizadas empleando butilamina o medio bésico paralas reacciones de apertura
de la B-lactama de distintas cefalosporinas. De estos estudios podria deducirse que €
anillo B-lactdmico se abre, la cadena lateral R* permanece indterada y e anillo de

dihidrotiazina se degrada.
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Figura 55. Degradacion de 20 en D,0 bésico (Na,COs). Registro de espectros de RMN-'H a distintos
tiempos: (a) 0, (b) 15min., (c) 5 h, (d) 2 dias, (€) 7 dias.
También se redizd la conjugacion de las diferentes cefalosporinas con butilamina
empleando diferentes tiempos de reaccién, se eimind e exceso de butilamina y se
procedié a sucesivas separaciones cromatograficas, pero en todos los casos los
resultados obtenidos tras analisis por resonancia o espectrometria de masas no fueron
satisfactorios. Ademas, otras experiencias realizadas anteriormente en nuestro grupo

empleando HPL C tampoco dieron resultados concluyentes.

A pesar de que los estudios que hemos realizado no nos permitié concluir un resultado
sobre la estructura quimica del producto de reaccién de las diferentes cefal osporinas con
nucledfilos nitrogenados, existe la evidencia clinica de que en €l transcurso de esta
reaccion, cuando € nucledfilo nitrogenado esta soportado sobre una macromol écula,
tiene lugar una haptenizacion de la misma 'y, como resultado, ocurre la conjugacion de
la cefalosporina a portador. Evidentemente, permanece la incertidumbre de cud es la
estructura que corresponde a este epitope, y si comprende la molécula completa de las

cefalosporinas 0 como consecuencia de este proceso reactivo, lamisma se fraccionay €
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epitope lo conforma sdlo determinada parte de la estructura. El hecho de no poder
resolver esta cuestion y sobre todo, s R' y/o R? forman parte del determinante
antigénico tiene sus implicaciones en los ensayos clinicos de evaluacion de respuesta
IgE.

2.2.2. Ensayos clinicos

En € grupo de la Unidad de Investigaciones Alérgicas del Complejo Hospitalario
Universitario Carlos Haya fueron evaluadas | as tendencias de la respuesta de | as pruebas
cutaneas, la especificidad, y la reactividad cruzada frente a derivados B-lactamicos
(cefalosporinas y penicilinas) de 24 sueros de pacientes que sufrieron episodios
alérgicos a cefalosporinas, anivel invivo ein vitro.

Se redlizaron pruebas cutaneas y andlisisin vitro, empleando ensayos de RAST'* y de
inhibicién del RAST, con un panel de diferentes compuestos B-lactamicos, incluyendo
las 3 penicilinas y las 6 cefal osporinas representadas en laFigura 56.

El crudo de estas conjugaciones con butilamina, se empled para hacer ensayos in vitro
de inhibicion competitiva de inmunoensayo RAST con € objetivo de evauar la

respuesta IgE y la reactividad cruzada a p-lactamas en més detalle.**

Los resultados de las pruebas cutaneas mostraron que e 90% de los pacientes eran
negativos a las pruebas cutaneas de |os determinantes de penicilinas. De estos pacientes
gue toleraban penicilinas, pudieron distinguirse dos grupos. dos terceras partes de los
casos reaccionaron solo a la cefalosporina en cuestion y una tercera parte al menos a
otra cefalosporina, ademas de a |la cefalosporina responsable de la reaccion aérgica. En
este Ultimo grupo, excepto para un caso, las cefalosporinas implicadas compartian la
misma cadena lateral. Ceftriaxonay cefotaxima fueron las cefalosporinas con € mayor
grado de reactividad cruzada en pruebas cutaneas, probablemente debido a que

126 M. Blanca, C. Mayorga, F. Sanchez, J. M. Vega, C. Judrez, R. Suau, E. Pérez-Inestrosa. Allergy. 1991,
46, 632-638.

127°C. Antlnez, N. Blanca-Lépez, M. J. Torres, C. Mayorga, E. Pérez-Inestrosa, M. |. Montafiez, T.
Fernandez, M. Blanca. J. Allergy Clin. Immunol. 2006, 117, 404-410



MENU SALIR

Capitulo -2 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas. Degradacién 95

comparten la misma cadena lateral R*, mientras que cefuroxima y cefaclor tendieron a

inducir reacciones més selectivas.

Penicilinas
(L H HH
I X
HO o) <
COzNa CO,Na COzNa
Bencilpenicilina (1) Amoxicilina (4) Ampicilina (26)
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Figura 56. Estructuras de -lactamas empleadas en €l estudio.

El andlisis de anticuerpos IgE especificos mediante RAST mostro bastante concordancia
con las pruebas cuténeas, aunque no se le detectaron anticuerpos IgE a ningun paciente
gue respondio positivo a los determinantes de penicilinas por pruebas cutaneas, debido a
lamenor sensibilidad del RAST %%

Los resultados de la inhibicion del RAST se representan en la Figura 57, e implicaron 4
pacientes alérgicos a cefaclor, 1 a cefotaxima, 1 a ceftazidima, 1 a ceftriaxonay 4 a
cefuroxima. En todos los casos, € inhibidor mas potente fue la cefalosporina
responsable de la reaccion aérgica, con diferentes grados de reactividad cruzada a otras
cefaloporinas y una buena correlacion con los ensayos del RAST.

En estos ensayos, se encontré para los sueros especificos a cefaclor (casos 1, 3,5y 7)
que, en 2 casos, cefaclor fue € Unico inhibidor relevante, y enlos casos 1y 3, se obtuvo
mas del 50% de inhibicion con 2 cefalosporinas diferentes, que tienen distintas cadenas

laterales. Sin embargo, la ampicilina (26), una penicilina que tiene la misma cadena
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lateral R* que cefaclor, no tuvo una contribucion relevante en la inhibicién. Esto puede
explicarse por € hecho de que & determinante generado por cefaclor, la cadena latera
R' unida a parte del resto de la estructura de la cefalosporina, forma parte del
determinante antigénico, pero parala ampicilina aunque si presenta la cadena lateral, se

formaria otra estructura distinta que contendria el anillo detiazolidina.
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Figura 57. Ensayos de inhibicién del RAST de diferentes muestras de suero empleando discos que
soportan ala cefal osporinaimplicada conjugada a PLL como fase sdlida, y diferentes 3-lactamas
conjugadas a butilamina como fase fluida.
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El caso 10, de un paciente alérgico a cefotaxima, fue iguamente inhibido por
cefotaxima y ceftriaxona, que tienen la misma cadena lateral y, en menor grado, por
cefuroxima, cuya cadena lateral R* es muy similar. Es interesante destacar que este caso
dio positivo a estos 3 compuestos tanto por pruebas cutaneas como de RAST. El caso
11 mostré una inhibicion muy fuerte frente a ceftazidima. El caso 14, inicialmente
positivo a ceftriaxona, también fue inhibido por cefotaxima (que tiene la misma cadena
lateral RY) y, en menor grado, con ceftazidima (con R* similar).

La cefuroxima resultd la B-lactama que mas frecuentemente causd aergia en este
estudio.’® Para los pacientes alérgicos a cefuroxima (casos 18, 20, 21 y 24), se
detectaron dos tendencias de respuestas. En los casos 20 y 21, cefotaxima, una
cefalosporina con cadena latera R' similar a cefuroxima, fue e mayor inhibidor
después de cefuroxima, y en los casos 18 y 24, sdlo e conjugado monomeérico de
cefuroxima estaba por encima de 50% de inhibicion a la mayor concentracion
ensayada.

Esto indica que los ensayos de inhibicion del RAST estan de acuerdo con la hipotesis de
que la sustitucion en C-7, e sustituyente R', juega un papel importante en la
determinacion de la especificidad en las reacciones inmunol 0gicas entre cefalosporinas
individuales y, entre penicilinas y cefalosporinas, en un mayor grado que lo observado
para penicilinas'® Este estudio™ nos indica que e reconocimiento va dirigido

principalmente ala cadenalateral R

En resumen, en aquellos pacientes con una respuesta primaria a cefal osporinas, existe €
reconocimiento selectivo dentro del grupo de cefaloporinas, con buena tolerancia a los
determinantes de penicilinas. Ademas, dentro del grupo de cefaloporinas, se observo €
reconocimiento selectivo de la cadena lateral R* en dos terceras partes de |os casos, con
algln grado de reactividad cruzada entre diferentes cefalosporinas, tratdndose casi
siempre de aquellas con cadenas laterales R* idénticas o similares. En consecuencia, en
la practica clinica se recomienda que, en la mayoria de los pacientes con
hipersensibilidad inmediata confirmada a cefaloporinas, s las pruebas cutaneas a
determinantes de penicilinas son negativas, la penicilina puede administrarse con
seguridad. Y para la administracion de otras cefaloporinas, la recomendacion es

seleccionar una cefal osporina con una cadena lateral R diferente.
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2.3. Determinantes antigénicos de cefal osporinas:

Sintesis.

Teniendo en cuenta la evidencia de la pérdida del grupo R? de cefalosporinas tras la
apertura de la B-lactama por la proteina portadora y, la inestabilidad de la estructura
resultante, proponemos la hipétesis de que tanto e grupo R? como el anillo de
dihidrotiazina se pierden en el proceso de conjugacion.

Ademas, de los estudios realizados en nuestro laboratorio mediante técnicas de RMN,
empleando n-butilamina como nucledfilo, se puede deducir, como norma general, que la
cadena lateral R' permanece inalterada tras el proceso de conjugacion. Asi como los
estudios de inhibicion del RAST (Figura 57) indican que e grupo R contribuye al
reconocimiento por IgE y, no parece probable que R? contribuya a la formacion de los

determinantes antigénicos de | as cefal osporinas.

_ T .
H HH
1 L HyH
R\H/N i =S "BuNH, HHH.S |) (R?) | RY N /f -
Rl N,. A \n/ N COZNa
T e |

e} N__~ R2 N~ ~CO, Na*
© CO, Na* O~ "NH © "\IH
2 Na n
| Bu
—- "Bu 8 - - 9 -
Rl — l
OCHjs N,OCHe.

N
! Nj/“\
S X H-N 7
a @o/\ ;b @s/\ e _<s I HH
NH, NH2 OH © NH
|
"Bu
d ©/'\ e HO/©/'\ ; d ©)\ 31

Figura 58. Aminolisis de cefalosporinas y estructura hipotética 31 propuesta como determinante
antigénico de cefal osporinas.

Con todo esto, nuestra hipotesis, esquematizada en la Figura 58, implica que la apertura

nucleofilica de la B-lactama cefalosporinica por nucledfilos nitrogenados lleva a la
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formacion del conjugado cefalosporoilo (8) y ala expulsion del grupo R?, sobre todo si
éste es buen grupo saliente, o que conduce a la formacion del derivado 3-metilideno
(9), cuya estructura inestable sufre sucesivos procesos de fragmentacion en € anillo de
dihidrotiazina dando lugar a compuestos con estructura tipo 31. Este consiste en la
estructura de la B-lactama abierta conjugada a la amina (8 6 9) en la que solo se
conservaria del anillo de dihidrotiazina e &omo de carbono (grupo G) que comparte
con el anillo B-lactamico.

El domo de carbono del que procede e grupo G en la estructura 31, presenta
originariamente el estado de oxidacion de un grupo carbonilo y su naturaleza es a priori

especulativa, debido a que en el medio fisioldgico podria sufrir diferentes reacciones.

Debido a las dificultades encontradas para e aislamiento de compuestos puros de las
mezclas complgjas obtenidas en € proceso de conjugacion, nos hemos propuesto
sintetizar conjugados con la estructura del compuesto 31, en € cual € carbono en la
posicion G es un grupo metilo (sintesis a partir de derivados de aanina). Se empleara n-
butilamina como modeo nucledfilo nitrogenado para emular los restos de lisina
presentes en las proteinas. La sintesis de estos compuestos se hara para seis cadenas
laterales R (a-f), que equivaldrian alas cefal osporinas representadas en la Figura 59, de

importante aplicacion hospitalaria y/o clinica.

R! Cefalosporina R! Cefalosporina
JOCH; NH,
N Cefaclor (20)
a | Cefuroxima (24) d Cefalexina
oS Cefaloglicina
\_0
NH,
b ~ Cefalotina e Cefadroxilo (25)
\ S Cefalonio Cefprozilo
HO
N,OCHs Cefotaxima (29) OH
. | Ceftriaxona (28) . Cefonicid (30)
N Cefep.'”?a Cefamandol
HzN_</ | Cefozidima
S Cefotiam

Figura 59. Cefalosporinas que comparten las cadenas | aterales (a-f).
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La sintesis de este tipo de estructuras, nos permitira tener acceso a compuestos puros
con estructuras quimicas bien definidas y evaluar, de esta forma, su capacidad de
reconocimiento por inmunoglobulinas especificas a antibi6ticos cefa osporinicos.

En caso de que estos compuestos derivados de cefalosporinas que mantienen la cadena
lateral R*, que han perdido € anillo de dihidrotiazina y silo conservan de & e grupo G
(como metilo), sean reconocidos por anticuerpos IgE especificos, significaria que con
estas estructuras tipo 31 se cumplen los requerimientos estructurales béasicos para que
ocurra este proceso de reconocimiento molecular.

Por lo que, teniendo en cuenta que e carbono del anillo de dihidrotiazina que se
mantiene en la estructura 31 proviene de un estado de oxidacion mayor a de metilo, nos
planteariamos la sintesis de estructuras tipo 31 con otro grupo funcional en G, para de
esta manera, poder evaluar si la variacion de funcionalizacion en esta posicion afecta al

reconocimiento por IgE.

Esguema sintético de |os deter minantes antigénicos propuestos

Para abordar la sintesis de estructuras tipo 31 hemos propuesto una esquema general
mostrado en la Figura 60, en € que una primera desconexién del enlace CO-N sefidado
conduce a dos sintones, que corresponden al acido de la cadena lateral (fragmento A) y
alaamina precursora (fragmento B).

Una segunda desconexion del enlace amidico CO-N del fragmento B, lleva a un o-
aminoacido protegido, que proporcionaria la estereoguimica adecuada, y a la n-
butilamina.

De cuaquier modo, ambas desconexiones implicarian la formacion de un enlace amida

mediante |a activacion del grupo carboxilo.

De esta manera, para la mayoria de los productos que nos proponemos Sintetizar,
planteamos que procedan del correspondiente &cido de cadena latera R' (af), un
derivado de un a-aminoécido (dependiendo de G) y n-butilamina. Ademés, la
posibilidad de usar diferentes aminoacidos incrementaria la versatibilidad de la
estrategia sintética, en relacion con la posibilidad de variar la estructura del grupo

funciona G.



MENU SALIR

Capitulo -2 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas: Sintesis 101
H H
RY H H s RL__OH HNG G NG G
\[T\ I i \([D]/ + , - BUNH2
(0] e
07 NH o TBHU 0~ "OH
"Bu

31 Fragmento A Fragmento B

Rl= a OCH
N 3

b
[ @/\
X
o>«
¢ OCH; ¢ NH,

N |
H.N—¢ J/‘\
S
e NH, d OH
Ho/@/v\ ©/V\
Figura 60. Desconexiones parala obtencién de estructuras tipo 31.

El esqguema sintético serd esencialmente el mismo para todos los compuestos, difiriendo

solo en la naturaleza de los grupos protectores empleados para cada caso.

2.3.1. Fragmentos A y Fragmentos B.

En primer lugar se describe un esquema sintético para la obtencion de estructuras tipo
fragmento B a partir de a-aminoacidos y, también, la proteccion de las cadenas laterales
R! que lo necesitan. Posteriormente, se describira la sintesis de las aminas precursoras y
su condensacion con las &cidos de las cadenas lateral es correspondientes R

2.3.1.1. Esquema sintético de las aminas precursoras (Fragmento B).

Atendiendo a las desconexiones planteadas en la figura 60, proponemos un esquema
sintético descrito en la Figura 61, para la obtencion del fragmento B. Asi, se utilizarian
como productos de partida aminoacidos protegidos en € grupo amino por Boc,
siguiendo la secuencia mostrada en la Figura 61 mediante procedimientos comunes para

|a preparacion de péptidos.'?1%°

128 R. Paruszewski, G. Rostaifinska-Suchar, M. Strupinska, P. Jaworski, JP. Stables. Pharmazie 1996, 51,
145-148.
129 M. Wagatsuma, S. Terashima, S. |. Yamada. Chem. Pharm. Bull. 1973, 21, 422-427.
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H
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BOC_NiG PBUNH, IG Boc 2 IG
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anhidrido mixto H H

Figura 61. Esquema sintético general parala obtencion del Fragmento B.
2.3.1.2. Proteccion de las cadenas laterales: ¢, dy e (Fragmento A).

Los fragmentos A de las cadenas laterales ¢, d y e, necesitan la proteccion del grupo
amino con un grupo protector que sea estable frente a las condiciones de acoplamiento

con laamina precursora (fragmento B).
Proteccion del &cido 32.

El grupo protector que se empled para esta cadena lateral fue € tritilo, cuyos
procedimientos de proteccion y desproteccion, adecuados para conservar la geometria

del doble enlace isomerizable, se encontraron descritos para este mismo fragmento de la

cadena lateral .**°
N/OCH3 PhsCCl/ TEA N/OCH3
N L oy CHCis DME @D P
7 - — 7
HZNKJ)\W — Ty N%j)\f(
S @] S (0]
32 81% 33

Figura 62. Proteccion del grupo amino de 32.

El procedimiento para la obtencion de la cadena lateral N-tritilada 33 consiste en la
reaccion de 32 en condiciones basicas con cloruro detritilo (Figura 62).

La aparicion en el espectro de RMN-'H de un multiplete a 7.28 ppm que integra por 15
H indica la incorporacion del grupo tritilo a la molécula. Ademas, la existencia de un
sblo singlete en torno a4 ppm, confirma que no se ha producido isomerizacion en torno
al doble enlace C-N. El espectro de RMN-'3C se corresponde con la estructura de 33.

El EM del compuesto presenta el pico base con m/z 243 correspondiente al tritilo, lo que

confirma laincorporacion de dicho grupo alamolécula.

130 R, Bucourt, R. Heymes, A. Lutz, L. Pénasse, J. Perronet. Tetrahedron. 1978, 34, 2233-2243.
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Proteccion de los acidos 34 y 36.

Se empled como grupo protector el Boc, cuyos procedimientos de proteccion y
desproteccién resultaron adecuados para conservar la estereoguimica de este mismo
fragmento y de las estructuras alas que posteriormente se incorpora.

De esta manera, la proteccion del grupo amino de la L-fenilglicina (34) y de la L-4-
hidroxifenilglicina (36) se realizd con rendimientos cuantitativos por reaccion con di-

tert-butil-dicarbonato en medio bésico (Figura 63).

NH,

(Boc),0 / TEA INH-Boc
OH Acetona : H,0 (131)‘ /@/kN/OH
0] ta
o)
X X
X=H 34 90% X=H 35
X=OH 36 X=OH 37

Figura 63. Proteccion del grupo amino de 34y 36.

En los espectros de RMN-'H puede observarse un singlete ancheado a 1.20 ppm, que
integra por 9 H, que indica la presencia en la molécula de los tres metilos del Boc. El
proton del metino de las moléculas 35 y 37, dobletes a’5.11 ppm, se acoplan con un sdlo
proton NH (J = 5.0 Hz), lo que también demuestra que se harealizado la proteccion del
grupo amino. Laincorporacion del grupo Boc en las mol éculas también se confirma por
la presencia en |os espectros de RMN-*C de las sefiadles a 28, 82 y 157 ppm.

Los EM muestran un fragmento con m'z (M* - 45), que indica la pérdida del grupo
carboxilo, y otro fragmento con mvVz (M™ - 101), que implicala pérdida del grupo Boc.
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2.3.2. Estructuras hapténicas tipo 31 con grupo G = CHs.

Nuestro grupo de investigacion ha realizado la sintesis de estas estructuras tipo 31 para
varias cadenas laterales™ descritas en la Figura 64, en e que se evala su
reconocimiento por IgE. La sintesis de los productos 39-43 se llevo a cabo a partir de

132 Para la sintesis de la estructura Z-38,

los &cidos comerciaes de las cadenas laterales.
no se consiguié el &cido de la cadena lateral (R* = &) comercial, por lo que se partié del

acido a-oxo-2-furanacético.

Rl\n/H H ,CHj
) I AN
(0] N
H
31 (G = CHy)
N,OCHg N/OCHS NH2 NH2 OH
= S HN—
\ o) 2 _<S ’ HO
R = a b c d e d
Producto
tipo 31 Z-38 39 40 41 42 43

Figura 64. Estructuras 31 con grupo G = CHa.

131 E Sanchez, E. Pérez, R: Suau, M. |. Montafiez, C. Mayorga, M. J. Torres, A. Romano, M. Blanca. J.
Mol. Recogn. 2003, 16, 148-156.

132 | as estructuras 39-43 fueron sintetizadas por e Dr. Francisco Sanchez Sancho, en e Departamento de
Quimica Orgéanica de la Universidad de Médlaga.
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2.3.2.1. Sintesis de la amina 46.

La obtencién de 46 se llevd a cabo mediante |as reacciones representadas en la Figura

65 partiendo de L-alanina protegida en su grupo amino (N-Boc-Ala, 44).

H i HH H
Boc—“ - _CH; 1)'BUCOCI, NMM, CHCI3 0°C Boc—Nj/:CHS HCI 3M HC"HzNiCH3
I - B
07 OH 2) "BuNH,, CHCI3 0°C a t.a. 1) H/\/\ AcOEt o
94% 96%
44 45 46

Figura 65. Sintesis de 46.

La reaccién de condensacion entre 44 y n-butilamina se realiz6 mediante la activacion
del &cido por formacion del anhidrido mixto. Se obtuvo de esta manera el producto 45
con un 94% de rendimiento.

En el espectro de RMN-H de 45 se confirma la incorporacién de la butilamina en la
estructura. La aparicion de una sefial a 172 ppm en e espectro de RMN-'3C confirmala

formacion de la amida. El espectro de masas muestra el i6n molecular M™* anmvz 244.

La desproteccion del grupo amino se llevd a cabo en condiciones acidas empleando
AcOEt como disolvente para obtener e producto 46 con rendimientos cuantitativos.

La desaparicion del singlete a 1.4 ppm, correspondiente a tert-butilo de 45, en €
espectro de RMN-'H de 46, confirma la desproteccion del grupo amino. En el espectro
de RMN-C también puede comprobarse la ausencia de los tres tipos de carbonos del

grupo Boc a 28, 80 y 155 ppm.

2.3.2.2. Sintesis de Z-38.

Se planted la sintesis de la estructura Z-38 (Figura 66) empleando dos rutas sintéticas
distintas (A y B). Ambas rutas parten de la cadena lateral 47 e implican el uso de los
tres mismos compuestos, diferenciandose entre ellas tan sélo e orden de las reacciones
para formacion de amida con la amina precursora 46 y la formacion del grupo

metoxiimino. Teniendo en cuenta que en la etapa de formacion de imina, tanto en laruta
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A como en la B, se van a obtener dos isomeros, la principal dificultad de esta sintesis se

centra en la obtencion del compuesto 38 con configuracion Z puro.

Ruta A M I

R on

= OH N N 3

\ \-OCHs \

O O — | 0O 0 Ao "~
OH H

47 ~

Ruta B \ O O Z2-38

Figura 66. Rutas sintéticas para la obtencion de Z-38.

2.3.2.2.1. Sintesisde Z-38. Ruta A.

OCH3
0 MeONH HCI
oH 1) C1,SO, CHCly Na2CO3 / MeOH
= I  Refjo I
2) 46, TEA, CHCI eflujo
\o o 2 : N/\/\
40% 84% 1
47 48 :
E-38 z 38

Figura 67. Sintesis de 38. Ruta A

La reaccion de condensacion para la obtencidon de 48 se llevé a cabo mediante la
activacion del &cido 47 como cloruro de &cido con cloruro de tionilo y, posterior
reaccion con la amina precursora 46 en forma de base libre. Tras la purificacion del
crudo de reaccién se obtiene € producto 48 con un 40% de rendimiento.

En el espectro de RMN-'H se observan |as sefial es arométicas correspondientes al furilo
y, la aparicion de un quintuplete a 4.44 ppm, perteneciente a proton del metino
acoplado a metilo y al grupo amino (J = 7.3 Hz), demuestra la presencia del fragmento
de la amina precursora en la molécula 48. Los datos de RMN-*C muestran las sefides
correspondientes a cada uno de los carbonos de la molécula. EI EM muestra € i6n
molecular M™ amyz 295.
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La sintesis de 38 se llevd a cabo por reaccion de condensacion del producto 48 con
hidrocloruro de metoxilaminay Na,COj3, en metanol anhidro y areflujo. El crudo de la
reaccion elaborada presenté mezcla de los dos isbmeros E/Z en torno a doble enlace
carbono-nitrégeno formado, en proporcion relativa 1:6, que fueron separados mediante
exhaustivas separaciones cromatogréficas. De este modo se obtiene el isbmero Z-38 con
un 33% del rendimiento total de reaccion.

Los EM son muy similares para ambos isomeros, mostrando el ion molecular M am/z
295. Los espectros de RMN-"*C de ambos compuestos presentan 14 sefiales, entre ellas

la que aparece en torno a 63 ppm indica la incorporacion del grupo metoxilo a la

molécula.
CH0
pCH3>
N
3 I H :H 3
oo iCHg,
5 (o] (o] o* N/\/\
H-5 H3  H4 H
Z-38
H-2
W N i, _

CHyQ CHL0
N
Ca’ I N H ,
4'\\ iCH3
> o o 0NN
H
H-5 H-3 H-4 E-38

Al ) L

Figura 68. Ampliacion de lazona del espectro de RMN-'H de E-38 'y Z-38 comprendida entre 3.8y 7.8
ppm y representacion de los ef ectos NOE més significativos observados.

La asignacion de estos compuestos pudo realizarse gracias a experimentos NOE, que
confirmaron la configuracion relativa E/Z de la estructura 38. En la Figura 68 se
muestra una representacion de los efectos NOE mas significativos empleados para la

asignacion de la configuracion E/Z en torno a doble enlace. El isbmero que muestra
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efecto NOE entre € metoxilo y € H-3" del furilo, se asigna con configuracion E. El
isomero cuyo metoxilo no presenta efecto NOE con ninguin proton del anilloy si con €
protén amidico, se asigna con configuracion Z.

L os espectros de RMN-H de estos compuestos i sémeros se diferencian notoriamente en
las sefiales correspondientes a metoxilo y al H-3" del furilo. La sefid perteneciente al
H-3" es la que mas se afecta dependiendo de la configuracion E/Z, apareciendo mucho
mas apantallada para el Z que parad E.

2.3.2.2.2. Sntesisde Z-38. Ruta B

_OCH;
o) MeONH,'HCI -OCHz N
NB,CO; //MeOH NI 1) 'BUCOCI, NMM, CHCI5, 0°C | OHH
SN OH_» OH > Nac 3
X
Refluj 2) 46, NMM, CHCl5 0°C a t.a. I
\ o o eflujo \ ) o ) 3, \ o o NN
36% 46% H
47 Z-49 Z-38

Figura 69. Sintesis de 38. RutaB.

Las mejores condiciones de reaccion para la formacion de la metoxilamina del &cido a-
oxo-2-furanacético (47) se consiguieron haciendo reaccionar € acido 47 con exceso de
hidrocloruro de metoxilaminay Na,CO3 en metanol anhidro, a reflujo durante 2 horas.
Pudimos deducir por espectros de RMN-'H (Figura 70) que & crudo de reaccion
corresponde a la mezcla de los dos isomeros 49 en proporcion relativa 1:4 (E/Z). Esta
mezcla se obtuvo con un 90% de rendimiento. Mayores tiempos de reaccion condujeron
aunamayor proporcion del isomero E.

Los numerosos intentos de separacién cromatografica no rindieron buenos resultados.
Los dos isdmeros pudieron separarse mediante columna en almina neutra con
eluyentes polares como (MeOH/TEA, 9.9:0.1) o (MeOH/NHg3;, 9.9:0.1), pero en forma
de sal amonica. Posteriormente en € proceso de extraccion de los compuestos E-49 y Z-
49 en forma de &cido libre, resulté que parte del isdbmero Z en condiciones acidas
isomerizaal E.

Finalmente la purificacion del isdmero Z-49 se consiguié por recristalizacion de
benceno para formar unos cristales blancos, 36% del rendimiento total de la reaccion,

gue corresponden al exceso de isomero Z, quedando en disolucion mezcla 1:1.
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El producto Z-49 puro se conserva bien en frigorifico y reservado de la luz, puesto que
se ha observado la isomerizacion de muestras puras cuando se conserva en otras
condiciones.

A pesar de la similitud estructural de ambos compuestos, la distinta configuracién del
doble enlace se manifiesta en los espectros de RMN-'H en el § del H-3 (Figura 70). El1 &
de H-3 es 7.4 ppm para el compuesto E-49 y, parael Z-49 es 6.8 ppm. Ademas, € 6 del
metoxilo del isdmero Z (4.09 ppm) siempre aparece mas apantallado que e

correspondiente a isomero E (4.17 ppm).

R ON -

o y . CH30 N N OCH3 CH3O
eONH,HCI / Na,CO4 3 | 3 l z
OH MeOH OH + OH
~ - 4 X 4 ~
\ 0 0 Reflujo A 0 [e] 0 0
5
90% 1 : 4
47 E-49 Z-49
CH,O|
E

Figura 70. Ampliacion del espectro de RMN-"H del crudo de reaccion parala formacion de los isomeros
(E/Z)-49 en CDCls.

Los espectros de RMN-'*C son précticamente iguales, la Unica diferencia viene dada

por las sefides correspondientes a C-3: la del isbmero Z (114.0 ppm) se presenta a

campo mas alto que ladel isdmero E (118.8 ppm) con 48 = 4.8 ppm.

El EM de Z-49 muestra e i6n molecular M* a myz 169 (22%), niimero impar que

confirma la presencia de un aomo de nitrégeno en la molécula. Ademas € pico base
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m/'z 93 (M™*-31-45) correspondiente ala pérdida del grupo metoxilo y carboxilo, también
demuestra la formacion de la molécula. EI EM de su isdmero E-49 presenta la mismas

fragmentaciones con abundancias similares.

La obtencién de Z-38 se llevd a cabo mediante la activacion del &cido Z-49 por €
método del anhidrido mixto y condensacion con 46, para obtener @ producto con un
48% de rendimiento (Figura 69), presentando los datos espectroscopicos

correspondientes.

I|somerizacion E/Z de 49.

Hay muchos ejemplos de laisomerizacién E/Z de iminas y compuestos derivados. >33+
135136 Con e objetivo de aumentar la proporcién de isdmero Z, se emplearon dos
métodos de isomerizacion: a) Viatratamiento écido, y b) Viafotoquimica.

Los distintos intentos para aumentar |a proporcion de isdmero con configuracion Z de la
mezcla de reaccidn, por tratamiento acido, dieron como resultado un incremento del
isomero de configuracion E. Los resultados seresumen en la Tabla 7.

Proporcién de isbmeros Tiempo de Proporcién de isbmeros 49
de partida 49 Tratamiento acido reaccion obtenidos en reaccion
E: Z (horas) E:Z
1:15 HCI 10% 2 15:1
1:15 HCI 10% 12 2:1
1:1 AcOH 1M 2 15:1

Tabla 7. La concentracion de los productos de partida es aproximadamente 1M. Laisomerizacion se

Ilevé a cabo atemperatura ambiente.

Se ha descrito la isomerizacion fotoquimica del grupo metoxiimino de otros
compuestos, en los que se definen algunos aspectos de la isomerizacion directa y
sensibilizada de isdmeros Z y E.** La irradiacion de las metoxiiminas implica una

répida isomerizacion E/Z.*° Asi esta descrito que la irradiacion de E-iminas, bajo

133 A, Padwa. Chem. Rev. 1977, 77, 37-68.
134 A. C. Pratt. Chem. Soc. Rev. 1977, 6, 63-81.
15 A Padwa, F. Albrecht. J. Am. Chem. Soc. 1974, 96, 4849-4857.

136 A, Padwa, F. Albrecht. J. Org. Chem. 1974, 39, 2361-2366.
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condiciones de irradiacion directa o sensibilizada, ocasiona la formacion de isomeros-
Z.133

Se procedié a estudio de la isomerizaciéon fotoguimica de estos isomeros (E,Z)-49
empleando distintas condiciones de reaccion que se resumen en la Tabla 8. En primer
lugar se redizo lairradiacion directa del isomero E en cloroformo a 254 y a 320 nm.
Estos resultados fueron esperanzadores, pues la proporcion del isomero Z aumentaba
con €l progreso de la reaccion hasta que alcanza el estado estacionario, quedando la
mezcla en proporcion 1:1 (E/Z). En segundo lugar, y con objeto de que toda
conformacion E isomerice a Z, se irradié en las mismas condiciones una mezcla de
proporcién 1:3.4 (E/Z). Sin embargo, se obtuvo € mismo resultado, la evolucion de la
reaccion finalizo con mezcla en proporciones 1:2. Se realizaron otras irradiaciones a
mezclas de isOmeros en distintas proporciones, con varios sensibilizadores
(acetofenona, benzofenona, fenantreno y antraceno), en concentracion adecuada para
asegurarnos que toda la luz es absorbida por e sensibilizador. Aungue los tiempos de
reaccion son distintos, los resultados obtenidos coinciden en que nunca se aumenta la

proporcién del isdbmero Z.

Proporcién de Tiempo Proporcién de
isdmeros Tipo de reaccion: A de irradicion de isdmeros 49
de partida 49 reaccion obtenidos
E:Z Directa o sensibilizada (nm) (min.) E:Z
1:0 Directa 320 20 1:1
*Descompone a los 50°
1:0 Directa 254 30 1:1
*Descompone a los 60°
1:34 Directa 320 30 1:2
5:1 Sensibilizada (Benzofenona 0.04M) 254 60 1:0
1:23 Sensibilizada (Benzofenona 0.04M) 254 60 1:0
1:22 Sensibilizada (Acetofenona 0.2M) 254 20 1:0
1:2 Sensibilizada (Fenantreno 0.015M) 254 60 1:0
1:23 Sensibilizada (Antraceno 7mM) 254 60 1:0

Tabla 8. Lareaccién siempre se realiza en CHCI; destilado. La concentracion de los productos de partida
es1mM.
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2.3.2.3. Estudios inmunoldgicos. Confirmacién de que la estructura se reconoce.

El grupo de la Unidad de Investigaciones Alérgicas del Complgo Hospitalario
Universitario Carlos Haya ha evaluado in vitro la reactividad y especificidad frente a
estos compuestos sintéticos tipo 31. Durante estos estudios se pudo observar una ata
correlacion en cuanto al patrén de especificidad de |os anticuerpos, obtenidos a partir de

las diferentes metodol ogias: pruebas cutaneas, RAST e inhibicion del RAST.

Ciertamente, € estudio del reconocimiento de las estructuras sintéticas tipo 31 por
anticuerpos IgE especificos se han realizado por estudios de inhibicion competitiva de
inmunoensayo RAST, usando suero humano de pacientes que han ido padeciendo
reacciones aérgicas a cefalosporinas. En estos estudios de inhibicién se ha empleado
como fase sblida discos activados con BrCN, acoplados a PLL y conjugados a la
cefalosporina que provocd el episodio alérgico de cada paciente (Figura 71). Como
productos en fase fluida se han utilizado las estructuras sintéticas tipo 31 (con grupo G
= CHy).

Los ensayos de RAST empleando discos de ceftriaxona con € suero 1 mostraron
inhibicion con las 3 estructuras ensayadas (40, 41 y 42) a una concentracion de 200
mM, siendo e compuesto 40 e que produce una mayor inhibicién. A concentraciones
mas bajas de inhibidor mostro especificidad para el compuesto 40, siendo negativo para
las otras 2 estructuras. EI compuesto 40 contiene la cadena lateral perteneciente a
cefepima, ceftriaxona y cefozidima, cadena lateral también muy similar a la de
cefuroxima, todas ellas cefalosporinas positivas a RAST directo en € suero 1.

El suero 2, con un nivel bgjo de RAST directo a ceftriaxona, presenta una mayor
especificidad parael compuesto tipo 31 que contiene esta misma cadena lateral (40).

Las inhibiciones con el suero 3 (con un ato nivel de RAST a cefa osporinas que poseen
la cadena lateral R' de 40) muestran claramente una especificidad éptima para 40 a

todas las concentraciones.
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Cefotaxima (9.37%)
Cefepima (3.99%)
Ceftriaxona (3.71%)
Cefozidima (3.19%)
Cefuroxima (3.02%)

Cefalosporina (% de RAST directo)

Ceftriaxona (4.53%)
Cefotaxima (0.46%)
Cefalexina (0.41%)
Cefmetazol (0.3%)
Cefaclor (0.2%)
Cefadroxilo (0.18%)
Ceftazidima (0.14%)
Cefuroxima (0.09%)

Cefotaxima (40.7%)
Cefepima (21.13%)
Cefozidima (18.5%)
Ceftriaxona (17.73%)
Cefuroxima (1.86%)
Ceftazidima (0.31%)
Cefonicid (0.29%)
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Suero 1 Suero 2 Suero 3
100
Discos de ceftriaxona Discos de ceftriaxona Discos de ceftriaxona

c

o 75 1 b
S

2 50 : -
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R o5 ] _

0 o— ey .
200 100 15 150 15 150 15
Concentracion de inhibidor (mM)
Suero 1 Suero 2 Suero 3

Cefalosporina (% de RAST directo) Cefalosporina (% de RAST directo)

Cefalexina (0.19%)
Cefmetazol (0.18%)
Cefoxitina (0.17%)
Cefadroxilo (0.02%)
Cefazolina (0%)
Cefminox (0%)

Suero 4 Suero 5 Suero 4 Suero 5
100 Cefalosporina (% de RAST directo)
Discos cefuroxima Discos cefuroxima | Cefuroxima (9.43%)  Cefuroxima (20.76%)
< 75 1 e Cefoxitina (1.22%) Cefotaxima (13.9%)
'g Cefotaxima (0.89%)  Cefozidima (2.22%)
S 50 ] 4 Cefminox (0.48%) Ceftriazona (1.99%)
'E Ceftriaxona 0.16% Cefepima (1.51%)
° 5 j Cefonicid (0.18%)  Cefonicid (1.08%)
(=)
Cefozidima (0.15%)  Cefaclor (0.73%)
0 . .F\.I Cefepima (0.11%) Ceftazidima (0.67%)
100 15 100 15 Cefaclor (0%) Cefoxitina (0.38%)
L. S Cefadroxilo (0%) Cefalexina (0.09%)
Concentracion de inhibidor (mM) Cefalexina (0%) Cefmetazol (0.06%)
Ceftazidima (0%) Cefazolina 0.06%
Cefadroxilo (0.03%)
Suero 6 Suero 6 Cefminox (0.03%)
100
Discos de ceftriaxona Discos de cefuroxima Suero 6
\S 75 1 1 Cefalosporina (% de RAST directo)
] Ceftriaxona (4.49%)
E 50 1 1 Cefuroxima (4.49%)
= Cefotaxima (0.75%)
S 251 - Ceftriaxona (0.21%)
0 T T b
200 100 15 200 100 15
Concentracion de inhibidor (mM)
Inhibidores: Estructuras tipo 31
~OCHg -OCHz NH NH,
N N 2 H H
I H
S O o e
G B e o T
GrupoG ——cH, —@—CH, —@—CH, —@—CH, —A—CH, —=&—CH,| ©O 'E‘H
Bu
Estructura Z-38 39 40 41 42 43

Figura 71. Estudios de inhibicién del RAST con distintos sueros de pacientes a érgicos a cefal osporinas a
digtintas concentraciones de compuestos tipo 31 con G = CHs.
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También se llevaron a cabo ensayos de inhibicion con sueros (4 y 5) especificos a
cefuroxima empleando discos de la misma cefal osporina (Figura 71).

Los resultados con & suero 4 muestran que e reconocimiento Optimo se da con la
estructura que contiene la cadena lateral de cefuroxima, Z-38, seguido por 39 y 40,
cuyas cadenas laterales presentan una estructura similar ala de Z-38. Lainhibicién con
el suero 5 muestra, del mismo modo, un reconocimiento especifico a la estructura Z-38.
Hay también una unién especifica con la estructura 40, cuya cadena lateral similar a la
de cefuroxima, ademés pertenece a cefotaxima (para € que también presenta altos
niveles de RAST directo).

Se ensayaron dos inhibiciones distintas con € suero 6, especifico a cefuroxima y
ceftriaxona (Figura 71). Las estudios empleando discos con ceftriaxona mostraron
inhibicion paralos 3 compuestos testados a concentracion 200 mM, y a 100 mM mayor
inhibicién para 42 y 40, aunque a concentraciones menores es negativo para €l
compuesto 40. Empleando discos de cefuroxima, Unicamente a altas concentraciones
puede distinguirse un patrén diferencial de especificidad para las estructuras 39 y 40,

que poseen, como cefuroxima, también en R* un heterociclo de 5 miembros.

Con estos estudios se ha comprobado que estas moléculas sintéticas 31 (G = CH3) se
reconocen y que la estructura de las distintas cadenas laterales juega un papel
importante en el reconocimiento molecular.

El siguiente paso que nos planteamos es la sintesis de estructuras tipo 31 con otro
grupo G, hidroximetilo, para estudiar si lavariacion del grupo funcional en G influye en

el reconocimiento por las IgE especificas a cefalosporinas.
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2.3.3. Estructuras hapténicas tipo 31 con grupo G = CH,OH

2.3.3.1. Sintesis de la amina 52.

El producto 52 (Figura 72) se sintetizd de manera similar a 46 siguiendo la secuencia
sintética representada en € esquema de la Figura 61 (pagina 102) partiendo de L-serina

protegida en su grupo amino (N-Boc-Ser, 50).

H
H i o H H ]
BOC_H “~on 1) 'BUCOCI, NMM, CHCl3 0 C‘BOC_NI\OH HCI 3M HCl'HZNI\OH
:I/f\ 2) "BuNH,, CHCI; 0°C at.a. PN AcOEt O NN
0~ "OH N N
50 7% 51 88% 52

Figura 72. Secuencia sintética parala obtencion de 52.

La reaccion de condensacion entre N-Boc-Ala y n-butilamina se realizd6 mediante la
activacion del &cido por formacion del anhidrido mixto, para obtener laamida 51 con un
77% de rendimiento.

En e espectro de RMN-'H de 51 aparecen nuevas sefides correspondientes a la
butilamida formada. La sefial a 172 ppm en e espectro de RMN-C confirma la
formacién de laamida. El EM(IE) muestrae ion molecular M™ anvz 260.

La desproteccion del grupo amino de 51, mediante hidrolisis con HCl 3M en AcOEt a
temperatura ambiente, dio e producto 52 con un 88% de rendimiento.
L os espectros de RMN confirman la desproteccion del grupo amino por desaparicion de

las sefial es que corresponden a Boc.

2.3.3.2. Sintesis de Z-53.

Para la obtencion de estructuras tipo Z-53 también plantemos dos rutas sintéticas,
representadas en la Figura 73, variando entre ellas tan solo €l orden de las reacciones
para formacién de amida con la amina precursora 52 y la formacion del grupo

metoxiimino.
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_OCH,4
Ruta A NI
OH
~
7 ! — _OCH;

o) N
oH Z-49 | H H
~ o X I\OH
Lo o — N / Lo o o N
YT 25 O B
0O O A"~
54 H

Figura 73. Rutas sintéticas paralaformacion de Z-53.

Ruta B

2.3.3.2.1 Sintesisde Z-53. Ruta A.

Lasintesis por estavia consiste primero en laformacion de lacadenalateral R' (Z-49) y,

después, en la condensacion con la amina precursora 52 (Figura 74).

OCH. 1)HOBT,DCC, OCHs
o MeONH, HCI / Na,CO3 Nl CH,Cl,/DMF N H
OH MeOH o | | Nal
~ ~ OH —— o OH
Reflujo 2) 52, NMM,
Yo o \o o© CHClo/DMF S A N
H

47 36% 49 40% Z-53

Figura 74. Sintesisde Z-53 (ruta A).

El &cido de la cadena lateral, adecuadamente funcionalizada, Z-49 se condenso con la
amina 52 mediante la activacion del &cido empleando HOBT y DCC, con un
rendimiento del 40%.

Los datos de RMN-'H del producto obtenido corresponden a la estructura Z-53. El
espectro de RMN-*C muestra 7 sefidles aliféticas, 5 sefides entre 111 y 146 ppm
correspondientes a los carbonos del anillo aromético y a carbono de la imina, y dos
sefides a 161 y 169 ppm correspondientes a los dos carbonos carbonilicos. EIl EM

muestra el i6n molecular M* del compuesto Z-53 am/z 311.
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2.3.3.2.2. Sntesis de (E/Z)-53. Ruta B.

La sintesis por esta via consiste primero en la condensacion para la formacion de la
amida 54, y después en la formacién de la imina 53 (Figura 75). El problema de esta
ruta se encontrd en la dificultad para separar |os isdbmeros del crudo de reaccion.

OCH3

o 1) HOBT, DCC, H H MeONH,-HCI
CHZC|2/DMFO)KH/ oH Na2003 MeOH o
AN
\ 2) 52, NMM Reﬂuo I\
O O CH,Cl,/DMF |
47 46% 20% 7.53

Figura 75. Sintesis de (E/Z)-53.

La activacion del &cido 47 con HOBT y DCC en mezcla de CH,Cl, y DMF, y la
posterior adicion de la amina 52 en forma de amina libre dio lugar ala formacion de la
amida 54 con un 46% de rendimiento.

Los datos espectroscopicos de RMN confirman la estructura de la molécula: como son
las sefiales de los protones arométicos a 6.6, 7.7 y 8.1 ppm de la cadena lateral y €
cuartete a 3.22 ppm correspondiente a metileno unido la amida y; las 3 sefides de
carbono entre 168 y 173 ppm pertenecientes a |os tres grupos carbonilos que presenta
54. El EM muestrael ién molecular M™ am/z 282.

La reaccion de condensacion para la formacion de imina 53 se realizd en las mismas
condiciones gque las empleadas para la obtencion del producto 38. Se obtuvo mezcla de
isomeros (E/Z) del producto 53 en proporcion (1:2).

Para a llevar a cabo la separacion de los dos isdmeros, se realizaron sucesivas
cromatografias, y asi se obtuvo un 11% del isbmero E y un 20% de isomero Z,
guedando ain un 40% de mezcla de isbmeros en fracciones mezcladas. Las fracciones
mas puras no presentaron la suficiente pureza como para poder caracterizarlas
adecuadamente. Aungue de estas fracciones si pudieron extrapolarse los datos de RMN-

'H del isémero E-53, puesto que ya se conocian los del isdmero Z.
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2.3.3.3. Sintesis de 56.

H H
WH 1) HOBT, DCC CH,CI/DMF @/\H/N H
\ S O 2) 52, NMM, CH,Cl,/DMF 09 NN
H
56

55 45%

Figura 76. Sintesis de 56.

La obtencion del producto 56 se llevo a cabo mediante la condensacion del acido 55,
activado con DCC/HOBT, con laamina 52 (Figura 76).

Los espectros de RMN-'H de 56 muestran las sefiales correspondientes a los dos
fragmentos condensados: la amina precursora 52 y a del &cido de la cadena lateral 55.
El espetro de RMN-"*C se corresponde con la estructura del producto. EI EM muestra el

ion molecular M* anyz 284.

2.3.3.4. Sintesis de 58.

Lasintesis del producto 58 se llevé a cabo partiendo del &cido 32 mediante la secuencia
sintética descrita en la Figura 77. Consiste en la condensacion del &cido protegido 33

con laamina 52 y posterior desproteccion del grupo amino del producto de 57.

,OCH3 PhsCCl / TEA ,OCHs
N CHCls: DMF (2:1) N 1) HOBT, DCC, CH,Cl,/DMF
N OH > H N OH >
HzN—(J)\H/ 0°Cata Try—N—(J)\ﬂ/ 2) 52, NMM, CH,Cl,/DMF
S 0] S (0]
32 81% 33 63%
OCHs oc:H3

HCO,H 50%
OH — > OH
Try— N—</ I\ pre— HZN—</ I\

75%

Figura 77. Esquema sintético del compuesto 58.
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Los mejores resultados para el acoplamiento de 52 con 33, se obtuvieron con lareaccion
de 33 con HOBT y DCC, de manera andloga a las reacciones anteriormente descritas.
De este modo el producto 57 se obtuvo con un rendimiento del 63%.

Los datos de RMN-'H confirman la formacién del producto 52. Entre las sefides
correspondientes a la cadena lateral protegida, aparece un sblo singlete en torno a 4
ppm, correspondiente al metoxilo, que ratifica la formacion de un solo isdmero. En €
espectro de RMN-3C se muestran 18 sefiales, cuya asignacion se deduce fécilmente por
similitud con los espectros de los productos de partida. EIl EM muestra € pico base a
m/z 243, correspondiente a fragmento del tritilo.

La desproteccion del grupo tritilo se realiz0 satisfactoriamente por tratamiento del
compuesto 57 con acido acuoso, para obtener el compuesto puro 58.

Los datos de RMN confirman la estructura de la molécula 58. Desaparece el multiplete
a 7.2 ppm correspondiente al tritilo en el espectro de RMN-'H. En el espectro de RMN-
3C desaparecen las 5 sefiales correspondientes a grupo tritilo. EI EM muestra el i6n

molecular M* am/z 343 con una abundanciarelativa del 6%.

2.3.3.5. Sintesis de 60.

La secuencia sintética que proponemos para la obtencion del producto 60 se representa
en la Figura 78. El primer paso consiste en la protecciéon del grupo amino de la cadena
lateral 34 parala obtencién del &cido protegido 35, cuya condensacion con la amina 52

y posterior eliminacién del grupo protector da el producto 60.

NH, (Boc),0 / TEA .Boc

Acetona : H,0 (L:1) HN 1) HOBT, DCC,CH,Cl,/DMF
OH > OH >
ta 2) 52, NMM, CH,Cl,/DMF
(@] ) 0]
34 90% 35 32%
-Boc .
B NH, HE'I
Nac HCI 3M Nal
AcOEt
O o N> O o7 N
85% N
59 H 60

Figura 78. Esquema sintético parala obtencion de 60.
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Se han empleado dos procedimientos para laformacion de la amida 59, dependiendo del
método utilizado para activar e &acido 35: @ formacion del anhidrido mixto con
'BUOCOCI/NMM; y b) formacién de aducto con HOBT/DCC. Finalmente, los mejores
resultados se lograron empleando HOBT/DCC parala activacion del acido.

Los datos de RMN-'H se corresponden con la estructura del producto. Hay 3 sefiales
gue integran por un protén cada una y gque intercambian con D, son las que se asignhan a
los 3 NH de la molécula. En e espectro de RMN-C la presencia de dos sefiales en
torno a 171 ppm confirma la existencia en la molécula de dos carbonos carbonilicos de
amida. En el EM se observan dos fragmentaciones am/z 187 y 206 que corresponde ala

ruptura de lamolécula entre el carbono carbonilico y el metino unido a Boc.

La eliminacion del Boc del compuesto 59 se llevo a cabo por tratamiento acido acuoso
en AcOEt para obtener lasal de amina 60 con un 85% rendimiento.

Los datos de RMN-'H y *C se corresponden con la estructura del producto
desprotegido. La desaparicion del singlete intenso a 1.4 ppm en el espectro de RMN-'H,
indica la ausencia del grupo Boc en la molécula. El espectro de RMN-*C tampoco

muestra | as sefial es correspondientes a grupo Boc del producto 59.

2.3.3.6. Sintesis de 62.

El producto 62 se obtuvo mediante la secuencia sintética mostrada en la Figura 79,

partiendo del &cido 36, cuyo producto protegido 37 se hizo condensar con la amina 52,

para obtener e producto de condensacion 61, cuya desproteccion dio la estructura 62.
NH, (Boc),0 / TEA HN—Boc

OH Acetona: HyO (1:1) OH 1) HOBT, DCC,CH,Cl,/DMF
o a o 2) 52, NMM, CH,Cl,/DMF
HO HO

91% 45%
36 37

_Boc NH,*HCl
HN hH "0 H
HE HCI 3M Nt
I\OH e, I\OH
AcOEt
HO O o N HO O o N
N 45% H
61 62

Figura 79. Secuencia sintética parala obtencién de 62.
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Lasintesis de 61 se llevo a cabo mediante la activacion del acido 37 con HOBT/DCC y
posterior condensacion con la amina 52.

Los datos de RMN-'H confirman la estructura de 61. En e espectro de RMN-*C
aparecen 16 sefides correspondientes a los distintos tipos de carbono existentes en la
estructura. EI EM muestra el ién molecular anv/z 409.

La hidrdlisis del grupo amino de 61 en condiciones écidas empleando AcOEt como
disolvente dio e producto desprotegido 62 con rendimientos cuantitativos.

Los datos de RMN-"H confirman |a desproteccion, debido ala desaparicion del singlete
a 1.4 ppm correspondiente al Boc. El espectro de RMN-*C se corresponde con la
estructura 62. EIl EM muestra € cation radical amonio 62 a vz 310, y e ion molecular
de la molécula neutra a m/z 309. El pico base a m/z 122 corresponde al fragmento de
bencilamina.

2.3.3.7. Sintesis de 64.

El producto 64 se obtuvo por reaccion de condensacion del &cido mandéico 63 con la
amina 52 empleando HOBT y DCC parala activacién del acido (Figura 80).

OH 7 HH
1) HOBT, DCC,CH,Cl,/DMF e
OH > I\OH
2) 52, NMM, CH,Cl,/DMF
(e} ) zre (0] O N/\/\
63 23% 64 H

Figura 80. Obtencién de 64.

Los datos espectroscopicos confirman la estructura del compuesto 64. Una ampliacion
del espectro de RMN-'H se muestraen la Figura 81

CH-OH

OH HH oo
'\;ib\OH )
1 N/\/\ jfb\
64 o

5.6 54 52 5.0 48 4.6 44 42 40 38 3.6 34 32

Figura 81. Ampliacion de lazona del espectro de RMN-'H comprendida entre 3.0 y 5.6 ppm del
producto 64 en CDCl; + CD30D.
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2.3.3.8. Estudios inmunoldgicos:. I nfluencia del grupo G.

De la misma manera a como se evalud e reconocimiento de las estructuras 31 con
grupo G metilo, se ha estudiado € reconocimiento molecular de las nuevas moléculas
sintéticas tipo 31 con grupo G hidroximetilo por anticuerpos IgE especificos a
cefalosporinas, mediante ensayos de inhibicion del RAST. Ademas se han comparado
las inhibiciones de los dos tipos de moléculas, para estudiar si la variacion del grupo
funciona en G aumenta o disminuye e reconocimiento por las IgE especificas a

cefalosporinas.
Suero 7 Suero 4 Suero 8
100
Discos Cefaclor Discos Cefuroxima Discos Ceftazidima
~S 75 J J >N -
S 'Y T
o [N
‘= 50 N ~
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— N ~ ~ .\
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=) 25 .- - —\ \. ~ - -
B===< F====g |
150 15 100 15 150 15
Concentracion de inhibidor (mM)
s ; Suero 8
uero . .
Cefalosporina (% de RAST directo) Cefa|o§ Aorlna % de RAST ('!l.recto
Cefaclor (8.68%) Cefepima (0.29%) Ceftazidima (23.31%) Cefoxitina (0.75%)
Cefotaxima (2.27%) Cefalexina (0.15%) Cefotaxima (3.09%) ~ Cefonicid (0.43%)
Cefoxitina (1.95%)  Cefozidima (0.14%) Ceftazidima (2.31%) - Cefadroxilo (0.35%)
Cefuroxima (0.35%) Ceftriazona (0.13%) Ceftriéx'ona (2.27%) - Cefalexina (0'250{:)
Ceftazidima (0.35%) Cefminox (0.04%) Cefoz!dlma (2-02%) ze:m_etazolo(g;smb)
Cefonicid (0.3%) Cefadroxilo (0.03%) Cefepima (1.99%) efminox (0.05)
Cefuroxima (1.72%)
Inhibidores: Estructuras tipo 31
. N-OCHs N-OCHs NH, NH, OH
R ‘ N n A Hn
o S HO \"/ I
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|
n
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Figura 82. Estudios de inhibicion del RAST con distintos sueros de pacientes al érgicos a cefalosporinas a
digtintas concentraciones de compuestos tipo 31 con G = CH,OH.

En la Figura 82 se muestran |os resultados de inhibicion del RAST, obtenidos para tres

sueros especificos a diferentes cefalosporinas. Los datos de estas inhibiciones

manifiestan la misma tendencia que |os representados en la Figura 71. Los ensayos con

el suero 7, especifico a cefaclor, a alta concentracion solo muestra una inhibicion

Optima con las estructuras 60 (que presenta la cadena lateral de cefaclor) y 62 (con

cadena lateral muy similar). Para € suero 4, especifico a cefuroxima, los resultados
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muestran la mayor inhibicion con € compuesto que contiene su cadena lateral, Z-53.

Ademés puede distinguirse también especificidad para e compuesto 56 (con R* similar

al de cefuroxima) si se comparacon el 62.

Inhibiciéon del RAST con discos de cefotaxima
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Figura 83.

Estudios de inhibicion de RAST, con estructuras tipo 31 variando €l grupo funcional en G.
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En la Figura 83 se representan los datos de inhibicion del RAST obtenidos para dos
sueros distintos, comparando tanto la influencia de la cadena lateral como la influencia
del grupo funcional en G (CH3z y CH,OH).

Los resultados para € suero 9, especifico a cefotaxima y cefepima, muestran una ata
especificidad para los compuestos 40 y 58, que contienen la cadena lateral de las
cefalosporinas a las que es especifico. El resto de los compuestos con otras cadenas
laterales no presenta niveles Optimos de inhibicion. Sin embargo, aunque la cadena
lateral demuestra tener una gran importancia en el reconocimiento por IgE, lainfluencia
del grupo funcional en C-3 no parece influir en este caso.

Para el suero 8, especifico a ceftazidima, cuya cadena lateral R* es muy similar ala del
compuesto 40 y 58, la inhibicién mayor se consiguio con estos compuestos, solo a alta
concentracion, presentando la misma tendencia los dos compuestos. Los anticuerpos
IgE presentes en este suero no muestran union especifica con las demas estructuras
ensayadas con otras cadenas lateral es.

Estos datos nos indican que las estructuras tipo 31 con grupos G metilo e hidroximetilo
muestran la misma tendencia en e reconocimiento por IgE, y € hecho de que la
estructura 31 presente un grupo G hidroximetilo no aumenta o disminuye en gran
medida el reconocimiento con respecto a las moléculas con grupo G metilo. Siendo de
esta manera, por ahora, la cadena lateral R* la que tienen una mayor influencia en el

reconocimiento por IgE.

Con estos datos, nos propusimos la sintesis de estructuras tipo 31 con otro grupo
funciona en G, mercaptometilo, para tener mas estructuras distintas con las que estudiar

lainfluencia de esta posicién en e reconocimiento de las IgE.
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2.3.4. Sintesis de estructuras hapténicas tipo 31 con grupo G = CH,SH.

Debido a la dta nucleofilia del grupo tiol y a su facilidad para oxidarse, planteamos la
sintesis de estructuras tipo 31 con grupo G = SH, preparando primero estas estructuras
hapténicas con e grupo tiol protegido, para desprotegerlo en una Ultima etapa sintética.
El bloqueo de esta posicion puede llevarse a cabo mediante la formacion de un tiol-

ester, un sulfuro o un disulfuro.

H
CH,Cl, / TFA HzNj:\s-Try
/ /\/\

yH HH 99% o "N

Boc—NaZg. 1 1)'BUCOCI, NMM, CHCl3, 0°C Boc—Nj:\s-Try H 67
-lry >
OIO\H 2) "BuNH,, CHCI3 0°C a t.a. o NT TN :CC(')?E"I"' H
65 97% H 66 \ HzNj:\SH
80% G N/\/\
H 68
OCH OCHs
_OCHgy N o N H
N 1) HOBT, EDCI, | N.H N LN S-Tr
n N_AL__on_craciome Tw-H(N/\[])\V( I\S-Try HN-C | I\ Y
-N<7 (0]
Try N<S | X 2) 67, CH,Cl, S 0 g NN S o H/\/\
33 50% 69 H a) HCI 3M, AcOEt 70
1) AgNO3, Pyr-MeOH, ta | kc))) ?ISL 12;‘3‘33;6 f

2) AcOEt, HCI 3 (6 THF/MeOH
NaOAc 3M, DTT)

<50%

57%
JOCH;3 HCOOH 50% ,OCHj3
ACOEH, 65°C

N 4 N H
| NH — N | NH
H N v~ “SH % v~ “SH
AgCIl + Try~|\|_</ I I\ <50% H2N—</ ] I\
S O o H/\/\ S (0] o H/\/\
71 72

Figura 84. Primera ruta sintética empleada para: @) la formacion de la amina precursora (fragmento B),
67, de los compuestos con estructuras tipo 31 con G = SH; b) la obtencion del compuesto 72.
En un principio nos propusimos la proteccion del grupo tiol con un grupo tritilo. En la
Figura 84 se muestra como la amina precursora 67 (fragmento B) fue preparada de esta
manera y después condensada a una de las cadenas laterales. El paso mas problematico
resultd ser la desproteccion del tiol, para € que algunos métodos descritos no dieron
buenos resultados y solo desprotegieron la cadena lateral para dar €l compuesto 70. El

procedimiento con € que se consiguié desproteger e tiol necesitaba € empleo de
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AgNO;3, cuyo uso pretendia evitarse debido a peligro que conllevaria un resto de sal de

plata s se empleasen estos compuestos in vivo

Para la sintesis de estas estructuras 31 con grupo G mercaptometilo, en vez de emplear
como precursor un fragmento B derivado de cisteina, decidimos emplear e aminoacido
cistina, de este modo se mantiene protegido € grupo mercaptano hasta una ultima etapa
de desproteccion.

Asi gue finalmente abordamos la sintesis de este tipo de estructuras protegiendo € tiol

de la amina precursora (fragmento B) como un disulfuro simétrico, del cual € tiol puede
regenerarse por reduccion, de manera que en € Ultimo paso de desproteccion se
obtienen 2 equivalentes del producto reducido por cada equivaente de producto de
partida.

Para las seis cadenas laterales (af) adecuadamente protegidas se readizé la
condensacion con ladiamina 75 (Figura 86), se desprotegieron 10s grupos protectores de

las cadenas laterales, y se procedio en e Ultimo paso alareduccion del disulfuro.

Para la obtencién de estructuras tipo 31 con G = SH, empleamos ditiotreitol (DTT) para
la desproteccidn reductiva. La forma activa para e intercambio disulfuro es € anién
tiolato del DTT, por lo que éstas reacciones van mas rapidas a pH alto. El anion tiolato
del DTT sufre intercambio disulfuro para liberar € tiol con pK, més bago, y en una

segunda reaccién € disulfuro mixto cicla rapidamente liberando €l otro monotiol.

OH OH
Ri~_.-S~ HS _ - HS PN
1 S R, + \)\/\S' RS + \)\/\S R,
OH OH

HO ~SR HO
S S
HO HO

Figura 85. Mecanismo de reduccién de disulfuroscon DTT.
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Esta desproteccion se lleva a cabo empleando 2 equivalentes de TEA y 4 equivalentes
de DTT en CH.Cl,, en condiciones de atmésferainerte.*®

Hay que sefialar que algunos de los tioles obtenidos son muy inestables después de
elaborar lareaccion, puesto que se oxidan al disulfuro con mucha facilidad, por ello hay

gue tener la precaucion de protegerlos de la oxidacion del aire.

2.3.4.1. Sintesisdela amina 75

El producto 75 se obtuvo siguiendo €l esquema sintético representado en la Figura 86.

H H

] H
L H Boc—Nj:\S HZNj:\S
i 0,
1) 'BUCOCI, NMM, CHCI3 0°C NH CH,Cl, NH

Boc—Naz S
- 0 —_— o
0”7 “OH 2) "BuNH, CHCl; 0°C a t.a. TFA 2
5

2 99% 97%

73 74 2 [N

Figura 86. Esquema sintético parala obtencion de la diamina 75.

La condensacion entre dos equivalentes de n-butilamina con uno de (N-Boc-Cys),
también se llevd a cabo mediante el método del anhidrido mixto, para obtener €
producto 74 con rendimientos cuantitativos.

Los datos de RMN-'H confirman la incorporacion de dos residuos de butilamida en la
estructura 74. El EM(IE) muestra el ién molecular M™ am/z 550.

La hidrdlisis con TFA en CH.Cl, a temperatura ambiente proporciono el producto 75
con rendimientos cuantitativos. Los datos de RMN muestran la desapariciéon de las

sefiales correspondientes al Boc. El EM(IE) muestrael ion molecular M™ anvz 350.

187 D. Kadereit, H. Waldmann. ChemBioChem. 2000, 1, 200-203.



MENU SALIR

128 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas. Sintesis. Capitulol|

2.3.4.2. Sintesisde Z-77.

El compuesto Z-77 se obtuvo siguiendo € esgquema sintético mostrado en la Figura 87,
que consiste en la condensacion de la cadena lateral Z-49 con la diamina 75, para dar la

diamida Z-76, que tras desproteccion reductivadio lugar a producto Z-77.

LOCH3 _OCH,4

N
| N N| H
JOCH3 A Y S— S > SH
N 1) HOBT, EDCI.CH,CLoMF [\ [ DT TEA
|__oH - OO NH | ———> >0 0 gy
&S 2) 75, CH,Cl, CH,Cl,
N\ o o 2
58% 71%
7-49 276 2 277

Figura 87. Esquema sintético de Z-77.

La condensacién de dos equivaentes de Z-49 con € dimero 75 empleando
HOBT/EDCI, prporciond e producto Z-76 con un 58% de rendimiento.

L os datos espectroscdpi cos se corresponden con la estructuradel dimero Z-76.

En los espectros de RMN-'H, e & del H-2 de la diamina 75 se desplaza a campo bajo en
la diamida Z-76, de 3.7 ppm a 5.5 ppm. Los desplazamientos quimicos que presentan
los protones de la cadena lateral se corresponden con e isdmero de configuracion Z en
torno a doble enlace C-N. En e espectro de RMN-C aparecen 14 sefiales que
pertenecen alos carbonos de la estructura de Z-76. El EM presenta el i6n molecular M*
am/z 652.

Cuando se intento reducir €l producto Z-76 con DTT, empleando una proporcion de
dimero/DTT (1:1) o (1:2), en condiciones de atmoésfera inerte en CH,Cl, 0 en
CH,Cl,/MeOH, la reaccion no tenia lugar. Finalmente subiendo el pH de la reaccién se
obtuvo & monémero Z-77, mediante la reaccion del dimero Z-76 con DTT/TEA en
CH,Cl,,**" con la precaucion de emplear condiciones de atmdsfera inerte y desgasificar
el disolvente antes de llevar a cabo la reaccion. Esta reaccion tiene lugar en menos de
una hora. El espectro de RMN-'H del crudo de la reaccién elaborada mostré que habia
mezcla de isbmeros E/Z en torno a enlace C=N. Tras la purificacion por cromatografia
y recristalizacion de benceno, e producto Z-77 se obtuvo puro con un 71% de

rendimiento.
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En el espectro de RMN-'H del monémero Z-77 (Figura 88) se observan diferencias con

respecto a dimero Z-76. El H-2 en Z-77 se desplaza a campo alto 0.6 ppm. Los H-3

diastereotdpicos resuenan a 6 mas separados y se acoplan entre si, con €l H-2 'y con €
SH. El dd (J = 7.3 Hz, J = 10.7 Hz) a 1.6 ppm, correspondiente al proton del SH,

confirma la reduccion del compuesto. Por otro lado, € & del protdn del anillo H-3

corresponde con € isomero de configuracion Z.
El espectro de RMN-3C se correponde con la estructura del producto. El EM muestra el

ion molecular M™ am/z 327.

SH
JOCH; CHO
N
s I N2
WA o] 3 SH
“Q H,-3
O O i«
e O 1 NH CH,
z-77
B Lk L M ML L R MR L L Bl Bl L
280 276 272 268 166 162 ‘158 154
H-5 H3 H-4 CH,NH
Hy3 ]
/ S V2
H-2
N NH
| R ij: L
.
75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

Figura 88. Ampliacion del espectro de RMN-'H de Z-77.
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2.3.4.3. Sintesis de 79.

La sintesis del compuesto 79 se llevd a cabo siguiendo la ruta sintética mostrada en la
Figura 89.
H
N H H
~ OH " Ch,cliomF S O\ o, TEA LS O 5
Q - - NH
S O 2) 75, CH,Cl, 2 CHCl,
78

55 71%

2 79

73%

Figura 89. Esquema sintético parala obtencion de 79.

La reaccion de condensacion en la que intervienen dos equivaentes del &cido 55 con
uno de la diamina 75 para dar lugar a dimero 78, se realizO mediante otros métodos

(Tabla9), siendo e que empleaHOBT/EDCI € que dié mejores resultados.

Método de activacion del &cido ‘ Problema

Dificil eliminacion de la diciclohexilurea
Queda mucho anhidrido mixto sin reaccionar

HOBT / DCC
'BUOCOCI

Tabla 9. Reacciones parala obtencion de 78.

El espectro de RMN-'H de 78 muestra |as sefiales correspondientes a la cadena lateral y,
las correspondientes a fragmento que provienen de la amina. Los H-3 diastereotdpicos
aparecen a2.82 'y 2.91 ppm, acoplados entre si y con €l H-2.

En el espectro de RMN-3C aparecen 7 sefidles aliféticas comprendidas entre 13 y 54
ppm, 4 aromaticas entre 125y 136 ppm vy, otras 2 a 169 y 170 ppm correspondientes a
los carbonos carbonilicos de amidas, que confirman la estructura del compuesto 78.

El EM presentael i6n molecular M™ am/z 598.

La obtencion del mondémero 79 se obtuvo mediante la reduccion del dimero 78 con
DTT/TEA en CH,Cl,. Lareaccion también tiene lugar rgpidamente y tras purificacion,
el producto 79 se obtiene con un 75% de rendimiento.

El espectro de RMN-'H de 79 muestra un dd a 1.54 ppm, que corresponde a protén del

tiol, lo que confirma que la reduccion hatenido lugar.
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El espectro de RMN-*C de 79 es muy similar a del dimero 78, excepto por el
desplazamiento a campo alto que sufre e C-3 en la especie reducida (de 47 a 26 ppm).

El EM muestra el i6n molecular del monémero am/z 300.

2.3.4.4. Sintesisde 72.

El producto 72 se obtuvo por condensacion de la cadena lateral protegida con 33 con la
diamina 75, posterior desproteccion de la cadena lateral y desproteccion reductiva del

enlace disulfuro. El esquemasintético se muestra en la Figura 90.

JOCH;

N
JOCH, H N N~ g
N Try—N—</]
| o U HOBT, EDCI, CH,Cl,/DMF s o
H N > (0] NH
Ty—N—C | 2) 75, CH,Cl,
(S (@]

58%

33 80 2
_OCH; N
Nl H H N ! H H
acetona / HCO,H 50% (1:1) /N Y S DTT, TEA H N_</ I I\SH
> HzN_< I EEE——— s 0]
65°C, 1.5 h [S 04 NH CH,Cl, O” "NH

78% 2 79% 2
72
81 5

Figura 90. Esquema sintético de 72.

La reaccion de condensacion entre € acido protegido 33 con la diamina 75 se redlizé
empleando HOBT/EDCI para la activacion del &cido, obteniendo e producto de
acoplamiento con un 58%.

Los datos de RMN-H se corresponden con la estructuradel producto.

El espectro de RMN-*C muestra 8 sefiales entre 13 y 72 ppm correspondientes a los
carbonos aliféticos de la molécula 80, 7 entre 113 y 149 ppm, correspondientes a los
carbonos arométicos, una a 162 ppm, perteneciente al carbono de la metoxiimina, y dos

a 168 ppm, que confirman la presencia de |os dos carbonilos en la mol écula.
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Se procedi6 aredlizar lahidrdlisis de 80 como en |os casos anteriores, empleando &cido
formico acuoso a 50% calentando a 60°C, pero no dio buenos resultados porque
necesitaba mas tiempo de reaccion y se producian isomerizaciones. EI empleo de
acetona en proporcion (1:1) con acido férmico acuoso a 50% ayudd a disolver mejor el
producto y, de este modo, la desproteccion se consiguié satisfactoriamente en 30
Minutos Sin isomerizaciones.

El EM muestra el ién molecular M* am/z 716. En el espectro de RMN-'H desaparecen
las sefides pertenecientes a grupo tritilo y se observan todas las sefides
correspondientes a la estructura 81. El espectro de RMN-*C muestra las sefides
pertenecientes a 7 C diféticos, 3 C arométicos, 1 C de imino y 2 C carbonilicos, que

corresponden con 81.

La obtencion del monémero 72 a partir del dimero 81 se llevd a cabo mediante la
ruptura reductiva del enlace disulfuro con DTT y TEA en CH,Cl,, con un rendimiento
del 79%.

El EM muestra € i6n molecular M* a 359, y € pico base a m/z 328 (M*-31)
correspondiente a la pérdida de un radical metoxilo.

Los datos de RMN-'H se corresponden con los del monémero 72. Los datos de RMN-
3¢ son muy similares a del dimero del que procede, siendo e C-2 el que Gnicamente se

afecta mas, desplazandose a campo bajo, de 41 a 25 ppm.

2.3.4.5. Sintesis de 84.

La obtencién del producto 84 sellevd a cabo mediante la condensaci6n de la cadena
lateral protegida 35 con ladiamina 75, posterior desproteccion de laaminay ruptura
reductiva (Figura 91).
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NH-Boc 0
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Figura 91. Esquema sintético de 84.

La obtencion del dimero 82 por condensacion de 35 con 75 empleando HOBT/EDCI se
consiguid con un 77% de rendimiento.

Los datos de RMN-'H muestran las sefidles correspondientes a la estructura del
producto 82. El espectro de RMN-*C muestra las sefidles correspondientes a 9 C
aliféticos, 4 C aromaticos y 3 C carbonilicos que presenta la molécula. EI EM muestra

el i6n molecular M* am/z 816.

El tratamiento de 82 con HCI 3M en AcOEt no desprotegi6 el grupo amino, como se ha
descrito en casos anteriores. El grupo Boc se elimind cuando se hizo reaccionar 82 con
TFA en CH.Cl,.

Los datos de RMN-"H confirman la estructura del producto desprotegido. Desaparece €l
singlete a 1.4 ppm que integra por 9 H en el espectro de RMN-'H, y las sefiales a 28, 80
y 169 ppm en el espectro de RMN-'3C, todas correspondientes al grupo Boc.

En un principio se hizo reaccionar € dimero 83 con DTT y TEA en MeOH, como se ha
descrito en los casos anteriores. Aunque de esta manera se obtenia € producto de
reaccion (84), en las etapas de elaboracion y sobre todo en la de purificacion por
cromatografia nos encontramos con que & producto se oxidaba de nuevo al dimero (83),

mucho més facilmente que en los casos anteriores. Y la poca cantidad de producto
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reducido que se recuperaba, eraun aceite, que aungue se conservara en aimosfera inerte,
se oxidaba muy facilmente a dimero. Por ello se intentd realizar la reaccion de manera
gue en la etapa de purificacion se evite @ proceso cromatografico, para que € producto
no se oxide durante su purificacion. También se planted recuperar € producto en forma
de hidrocloruro, puesto que si la sal es un sdlido, su manipulacion resulta més facil y
podria evitarse su oxidacion.

Aprovechando e hecho de que la cadena lateral posee un grupo amino, y éste podria
aportar el pH necesario paralaactivacion del DTT, lareaccion sellevo acabo sin € uso
de TEA, empleando mezcla de H,O y MeOH desgasificados, en proporcion 1:1, como
disolvente. Cuando todo e producto de partida se ha consumido en la reaccion, € crudo
se elabora y puede obtenerse e hidrocloruro del producto 84 puro como un sdlido
blanco, sin necesidad de procedimientos cromatograficos.

Los datos de RMN se corresponden con la estructura del producto. Los espectros de
RMN-'H del dimero y del monémero son muy similares, los desplazamientos quimicos

gue més varian se comparan en la Tabla 10.

posicion | 83 84

H.3 2.60 (dd, 1H, J= 9.4 Hz, Jp = 142 Hz) 2.72(dd, 1H, J= 7.8 Hz, Jp = 14.2 H2)
Hy-3 2.89 (dd, 1H, J= 4.7 Hz, Jp, = 14.2 Hz) 2.80 (dd, 1H, J=5.1 Hz, Ju = 14.2 H2)

H-2 452(dd, 1H, J=4.7Hz,J=9.4Hz)  4.44(dd, 1H, J=5.1Hz, J= 7.8 H2)

Tabla 10. Comparacion de algunos datos de espectros de RMN-"H registrados en D,O de los productos
83y 84.

2.3.4.6. Sintesis de 87

La estructura 87 se obtuvo de la misma manera: condensacion del é&cido 37 con la
diamina 75, desproteccion del grupo amino y desproteccion reductiva, como se

esquematizaen la Figura 92.
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Figura 92. Esquema sintético de 87.

El acoplamiento de 2 equivalentes de &cido 37 con uno de diamina 75 empleando
EDCI/HOBT, dio e compuesto 85 con un 42% de rendimiento.

Los datos de RMN-'H se corresponden con la estructura del producto. El espectro de
RMN-C presenta 16 sefidles correspondientes a cada uno de los carbonos de la

molécula.

La hidrdlisis del carbamato para la desproteccion de las aminas de 85 se llevo a cabo
mediante tratamiento con TFA en CH,Cl..

El espectro de RMN-'H en D,O se corresponde con la estructura del dimero
desprotegido 86 (Figura 93). En el espectro de RMN-"3C desaparecen 3 sefides con
respecto a producto del que procede (85), pertenecientes al grupo Boc que se ha
eliminado.

NHy HCI
H 3

Hoo H,-3 H.-3 wN¥SH
HO °© [0} NH
b) 87 "Bu

1

H-2
Hb'3 Ha'3 NHz
N
3S
HO OlNH
T T IR P N
4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 .0 2.8 2.6 86 Bu

Figura 93. Ampliacion de los espectros de RMN-'H (D,O, 400 MHz) de los productos 86 y 87.
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La reduccion del enlace disulfuro para obtener € producto 87 consistié en emplear
como disolvente agua desgasificada, y llevar a cabo la reaccién en atmésfera de argon,
ahadiendo los equivalentes de DTT, pero sin utilizar la TEA, puesto que la molécula 84
ya posee un grupo amino en su estructura y puede servir como base para que e DTT
actie como reductor. De este modo nos evitamos las complicaciones de eliminar la TEA

parapurificar e producto, y éste se obtiene con un 87% de rendimiento.

Los datos de RMN-H se corresponden con la estructura de 87 (ampliacién en Figura
93). De igual manera, los espectros de RMN-3C confirman la estructura del monémero
87. El EM muestra €l i6n molecular de la molécula neutra (de labase libre) am/z 325 y
el cation amonio de lamoléculaam/z 326.

2.3.4.7. Sintesis de 89.

La condensacion de 2 moléculas del &cido mandéico (63) con ladiamina 75, dio €
dimero 88, que por ruptura del enlace disulfuro rindié € mondémero 89, tal como se

representaen la Figura 94.

OH 1) HOBT, EDCI, ©J\”/ I\ I\SH
NH DTT.TEA "

50%
63 88 » 89

oH _CHCLDMF
2) 75, CH,Cl, MeOH
o 32%
Figura 94. Esquema sintético de 89.

La obtencidn de 88 se obtuvo mediante activacion del &cido 63 con HOBT/EDCI, y
condensacion con ladiamina 75.

Los datos de RMN-'H se corresponden con la estructura del dimero 88. Los espectros
de RMN-"3C muestran 7 sefiales correspondientes a C aliféticos, 4 pertenecientes a C
aromaticos y, 2 correspondientes a los C carbonilicos. El EM muestra el ién molecular
M* anvz 618.

La ruptura del enlace disulfuro de 88 con DTT/TEA empleando como disolvente

metanol desgasificado paradar el monomero 89, tuvo lugar en menos de una hora.
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El espectro de RMN-'H se corresponde con la estructura del producto. Presenta un dd a
1.5 ppm, perteneciente a tiol del mondmero, lo que confirma la reduccién. El espectro
de RMN-"3C muestra 13 sefiales que corresponden con la molécula 89. El EM muestra

el i6n molecular M* am/z 310.

2.3.4.8. Estudios inmunoldgicos:. I nfluencia del grupo G.

Al igual que paralas otras estructuras 31, se realiz6 € estudio del reconocimiento para
estas moléculas con grupo G mercaptometilo.

En lafigura 3 se muestran los resultados de inhibicion de RAST obtenidos para 5 sueros
especificos a cefuroxima, comparando e reconocimiento de estructuras tipo 31 con la
misma cadena lateral R' y distintos grupos funcionales en C-3. Aunque los resultados
son distintos para cada suero, los datos si coinciden en que lainhibicién con Z-53 sigue
la misma tendencia que con Z-38. Ademas |os sueros con mayor nivel de RAST directo
(4 y 5) presentan una mayor inhibicion con Z-53 que con Z-38. Otra tendencia que
puede observarse en la Figura 95 es que & compuesto Z-77, € que presenta G

mercaptometilo, no provocainhibicion de RAST.

Otra comparacion de los resultados de inhibicion del RAST con estructuras tipo 31,
realizada con sueros especificos a cefaclor, se muestra en la Figura 96. En este caso, la

tendencia de las IgE areconocer los 3 compuestos (41, 60y 84) essimilar.

Con respecto a los resultados de inhibicion obtenidos con estructuras tipo 31 con grupo
G = CH,SH en otros sueros, aparte de los agui representados, hay que sefidlar que las
inhibiciones que se obtienen no son especificas, obteniéndose en la mayoria de |os casos
porcentajes de inhibicion del RAST por debajo de 25. Incluso a veces se han obtenido
mayores valores de RAST cuando se emplean estos “inhibidores’, que cuando se redliza
el RAST directo. Lo que no los capacita como estructuras adecuadas para estos estudios
deinhibicion.

Después de estos resultados nos planteamos la sintesis de estructuras tipo 31 con mayor

grado de oxidacion en e C-3.
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Inhibicién del RAST con discos de cefuroxima
Suero 4 Suero 5 Suero 10
100 i
80 T T h — H—
c — A
© 60+ T m
L .\.
0 € L .
z 40 A ~
= —
= 207 " T ~A
O\ | | B - - ‘- - -u
T T T
0 100 15 100 15 100 15
100 Suero 11 Suero 12 Inhibidor: Estructura tipo 31
R! GrupoG n
c 80 T _OCH,
© N —o— CH, Z-38
2 60+ T l
o) S
% 40+ i \ 4 —A— CH,OH Z-53
§ 20 & | A —— —A - -m- - CH,SH Z-77
“ -~ . - _‘ . _-
0 f f
100 1.5' o 100 15 " v G
Concentracion de inhibidor (mM) Sueros de pacientes alérgicos a cefuroxima: I
Suero n° (% de RAST directo) 19) NH
Suero 4 (9.43%) ;'B
Suero 5 (20.76) u
Suero 10 (2.62%)
Suero 11 (3.46%)

Figura 95. Estudios de inhibicién de RAST, para5 sueros especificos a cefuroxima, con estructuras tipo
31 con lamisma cadenalateral, variando el grupo funcional en G.

Inhibicién del RAST con discos de cefaclor
Inhibidor: Estructura tipo 31
100 Suero 7 Suero 13 Rl Gruno G  n
c 80T T NH, —@—CH, 41
e
goor A T @A —i— CH,0H 60
o)
EX N S - - & =CH,SH 84
c 20T R T
R )\
0 ‘ % "Nt 6
100 15 100 15 I
100 Suero 14 Suero 15 0~ "NH
|
c 80 1 "Bu
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2 60t +
:é Sueros de pacientes alérgicos a cefaclor:
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< A~ 1 N Suero 7 (8.68%)
S 20 Nt N
~ ;! ~N ;! Suero 13 (4.52%)
0 1 % Suero 14 (2.62%)
100 15 100 15 Suero 15 (6.99%)
Concentracién de inhibidor

Figura 96. Estudios de inhibicion de RAST, para 4 sueros especificos a cefaclor, con estructuras tipo 31
con la misma cadena lateral, variando el grupo funcional en G.
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2.3.5. Sintesis de estructurastipo 31 con G = CHO

2.3.5.1. Sintesisde la amina 93.

Para la obtencién del compuesto 31 con G = CHO, proponemos su sintesis a partir de la
amina precursora 93. De este modo e fragmento B (93) proporciona en G un grupo
carbonilo que se encontraria adecuadamente protegido durante la etapa de
condensacion.

Con respecto a la estereoquimica, en un principio cabria proponer la sintesis de laamina
precursora con la estereoquimica que muestrala estructuratipo 31, laque resultariasi se
conservara la estereoquimica de las molécul as de antibioticos después de la aminolisis.
Sin embargo, teniendo en cuenta la estructura de la molécula, nos planteamos sintetizar
el racémico de la amina precursora (Figura 97) cuando G = CHO, debido a que €
carbono quiral de la molécula se encuentra en o a dos grupos carbonilos y, por tanto, el
proton unido a este carbono, tendria la suficiente acidez como para que la molécula
racemicey pierda su actividad Opticaa pH fisioldgico.

Ademas, las condiciones necesarias para la desproteccion de un carbonilo en la etapa
final de la sintesis de la estructura 31 con G = CHO, también podrian provocar la
racemizacion del producto 31, bien sea por formacion del enol en medio &cido o bien

por formacion del enolato en medio bésico.

H kL HHO E OCH; !
Rl\n/N e Ry N R, _OH O HoN :
R=CHO g H — hig + 1 OCH;
o ——> O o) : :
07 “NH 07 NH . 07 NH 5
"Bu "Bu Lo 93."Bu_____. ;
31
OCHs OCH; B T
5
B
L&
07 NOCH, O” "OCH;  "BuNH; 7 TBH
u
90 o1 92

Figura 97. Estructura de 31 cuando G = CHO y su andlisis retrosintético.



MENU SALIR

140 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas. Sintesis. Capitulol|

Se propone como grupo protector y precursor del grupo aldehido un dimetilacetal, por
lo que nos planteamos un esquema retrosintético del compuesto 93 (Figura 97), € cual
pueda derivar mediante interconversién de grupos funcionales de una molécula que
posea un buen grupo saliente en la posicion a introducir €l grupo amino, como e
compuesto 92. La desconexion del enlace C-N amidico de dicho compuesto implicaria
dos sintones que corresponden a n-butilamina y a un derivado de &cido carboxilico
como puede ser €l éster 91, el cual, asu vez, puede proceder del metoximetacrilato 90.
De este modo, se deduce € esguema sintético mostrado en la Figura 98 para obtener la
amina precursora 93, en e que e metoxiacrilato 90 se convierte en e bromoacetal 91
por reaccion de bromo-eterificacion. La formacion de un enlace amidico entre n-
butilamina y 91 proporciona e compuesto 92, el cua mediante el desplazamiento del
bromo con bencilamina aporta la amina protegida 94, que en una Ultima etapa de
hidrogenolisis genera la amina precursora 93.

Esta sintesis tiene como ventgja la utilizacion de productos asequibles, como son €
trans-metoximetacrilato de metilo, n-butilamina, bencilamina y NBS. Ademés
productos similares a 93 se han preparado como precursores para la sintesis de

ifetroban™® empleando rutas sintéticas and ogas.

OCH3 OCHs OCH;
B Br
7 NBS / MeOH / H* ' OCH,  "BuNH, OCH,
S —— —_—
O™ "OCH;, 5a20%C 07 “OCH; 5a20°C o H/\/\
82% 90%
90 91 92
BnNH,

95%
110°C

OCHj3 y OCH;,
HoN H,, Catalizador de Pearlman N

MeOH
19 H/\/\ 90 psi o N/\/\
99% H
93 94

Figura 98. Sintesis de 93.

138 5, Swaminathan, A. K. Singh, W-S Li, J. J. Venit, K. J. Natalie, J. H. Simpson, R. E. Weaver, L. J.
Silverberg. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 4769-4772.
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La NBS proporciona un tipo de bromo eficaz tanto para reacciones de sustitucion
radicalaria como de adicion electrofilica. La bromo-eterificacion de alquenos se puede
llevar a cabo usando NBS en d alcohol deseado como disolvente con catalisis &cida.
Asi, se hizo reaccionar e aqueno del trans-metoxiacrilato de metilo con NBS bajo
catélisis acida en metanol para obtener un producto correspondiente a a-bromo dimetil
acetal 91.1%

En e espectro de RMN-'H se aprecia laincorporacién del grupo acetal por la aparicion
de un singlete a 3.4 ppm, que integra por 6 H, correspondiente a los dos metoxilos del
mismo. Ademés, la presencia de 2 dobletes a 4.2 ppm y 4.7 ppm, correspondientes alos
2 protones de los metinos acoplados (J = 8.1 Hz) presentes en la molécula, confirman la
formacion del compuesto 91. Iguamente, se aprecia la formacion del acetal en €
espectro de RMN-"*C con la aparicion de una sefid a 103 ppm. El EM(IE) muestra el
ion molecular M™ am/z 225y & (M* + 2) a 227.

Esta descrito que la reaccion de 91 con una amina primaria aquilica proporciona la
amida, mientras que la reaccién con amoniaco conduce a la indeseada amino-amida,**®
es decir reacciona con |las dos posiciones electrofilicas de lamolécula 91.

Cuando se hizo reaccionar 91 con un exceso de n-butilamina a temperatura ambiente
rindio selectivamente la bromo-amida 92.

Los datos de RMN confirman la desaparicion del metoxilo del éster y la aparicion de

butilamina. El EM indicala presencia de bromo en lamolécula

La incorporacion del grupo amino en la posicién que nos interesa se llevé a cabo
mediante e desplazamiento nucledfilo del bromuro 92 con bencilamina a 110°C, lo que
suministro la amina protegida 94.

La presencia en & espectro de RMN-'H de las sefides a 3.7 ppm y 7.3 ppm
correspondientes a grupo bencilico, confirman la reaccion de desplazamiento
nucleofilico. El espectro de RMN-*C muestra 5 nuevas sefides que confirman la
incorporacion del resto bencilico en la molécula. El EM muestra el i6n molecular M* a
m/z a 294 y un fragmento principal a m/z 91 (65%), correspondiente a fragmento

bencilico.
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La hidrogenacion catalitica empleando Pd/C del producto 94 en distintos disolventesy a
distintos tiempos de reaccion no dio lugar ala desbencilacién. Sin embargo, empleando
el catalizador de Pearlman™® a temperatura ambiente a una presién de H, de 90 ps
durante dos dias de reaccion, se logro la desproteccion del grupo amino del compuesto
94 para obtener 93. Los espectros de RMN confirmaban la desproteccion de la amina
con la ausencia de las sefiales correspondientes al resto bencilico. EI EM(IE) muestra el

ién molecular M™ am/z 294.

Para llevar a cabo la sintesis de estructuras tipo 31 primero se realizo la condensacion
de la amina precursora 93 con las distintas cadenas laterales, después se procedio ala
desproteccion, si la necesitan, de los grupos funcionales de las cadenas laterales y, €
ultimo paso consistia en la desproteccion del dimetilacetal para obtener e adehido,
reaccion cuyo resultado no fue el esperado. Por ello, por ahora se describe la sintesis

hasta |a obtencién del producto protegido en € grupo G como dimetilacetal .

2.3.5.2. Sintesis de Z-95.

N0 © \
OCH,
o / (E/2)-49 s OCH;

CHs \
H O O
N / 07N
OCH,4 H
(E/2)-95

\
Ruta B O 04 H/\/\

96

Figura 99. Rutas sintéticas planteadas para la obtencién de Z-95.

La sintesis del producto Z-95 se planted siguiendo las dos rutas sintéticas representadas
en la Figura 99. La ruta B resultd ser inadecuada debido a que en la primera etapa
sintética, para la formacion del compuesto 96, se obtenian rendimientos escasos. Por

esta razon, se abandond esta via. Sin embargo, la estructura derivada del acido 47, la

139 \W. M. Pearlman. Tetrahedron Lett. 1967, 17, 1663-1964.
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molécula 49, resultd ser mas reactiva frente alaamina 93, y de este modo, atendiendo a
la ruta sintética A se consiguieron muy buenos resultados. Otra posibilidad, que no se
ha probado y mejoraria el rendimiento, serialasintesis por reaccién de acoplamiento del

isdmero con la configuraci én adecuada (Z-49) con laamina 93.

2.3.5.2.1. Sintesisde Z-95. Ruta A.

OCHjz
&
o MeONH; HCI NN‘OCH3 1) HOBT, DCC, NT OCH3
on Na2C0s/ MeOH | CH,Cl, / DMF N
~ - > SN OH AN OCH3
\ Reflujo Q 2) 93, CH,Cl, \
90% 85% H
1: 4 1:4
47 E-49: Z-49 E-95 : Z-95

Figura 100. Sintesis de (E/Z)-95. Ruta A.

En esta ruta (Figura 100) primero se funcionalizé adecuadamente la cadena lateral por
formacion del metoxiimino, y se empled la mezcla de isomeros (E/Z)-49 en la
proporcién en la que se obtienen en esta reaccion para la siguiente etapa de
condensacion.

La condensacioén se realizdé empleando la mezcla de (E/Z)-49, HOBT, DCC y la amina
libre 93. Se obtuvo la amida 95 con un 85% de rendimiento, conservando la misma
proporcion de configuracion E/Z del producto de partida 49. El isomero de
configuraciéon Z puede obtenerse puro tras varias cromatografias en columna, con un
62% de rendimiento con respecto a globa de reaccion. El de configuracion E se
obtiene siempre impurificado por € Z, con un 18% de rendimiento.

En e espectro RMN-'H se observan las sefiales correspondientes a la estructura del
compuesto. Se asignan las sefidles que corresponden a isomero Z-95
fundamentandonos en que en éste € singlete del metoxiimino sale mas apantallado que
ene Evy, e H-3 dd furilo también sale a campo més alto que e H-3 correspondiente
del isomero E.

El espectro de RMN-'*C del producto Z-95 muestra dos sefidles a campo bajo, 161 ppm
y 167 ppm, indicativas de grupos amidas, lo confirma la formacion del nuevo enlace

amida.
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En e cromatograma de mezcla (E/Z)-95 pueden observarse dos picos, correspondientes
a cada uno de los isdbmeros, presentando ambos compuestos € mismo EM. En é
précticamente sélo puede verse €l pico base a nvVz 75, correspondiente al resto acetélico,
aunque también puede verse con una abundancia menor a 1% el i6n molecular M* con
m/z 355.

2.3.5.2.2. Sintesisde Z-95. Ruta B.

o o, OCHs
@)J\H/OH 1) Reactivo de Vilsmeier, 20°C= Q)HVN rOCHB
2 NaH AcOE @)
\ o o ) 93, NaHCO3 AcOEt 0" N AN
47 23% 96 N

Figura 101. Primera etapa de laruta sintética B de Z-78: Sintesis de 96.

La condensacion del &cido 47 con la amina 93 se realizd mediante varios métodos, no
consiguiendo con ninguno de €ellos rendimientos cuantitativos. La activacion del acido
se realiz6 empleando distintos reactivos y los rendimientos méas significativos tras e

acoplamiento con laamina 93, seresumen en laTabla11.

Método de activacion del &cido | Rendimiento

HOBT / DCC 9%
Cl,SO 12%
Reactivo de Vilsmeyer 23%

Tabla 11. Procedimiento parala obtencion de la amida 96.

Laactivacion del acido més efectiva resultd empleando € reactivo de Vilsmeier.

Los datos de RMN confirmaron la estructura de la molécula. En el espectro de RMN-
13C, las 4 sefiales que aparecen entre 13 y 35 ppm corresponden a resto butilo; otras 3
comprendidas entre 55 y 57 ppm, pertenecen a los dos metilos acetdlicos y a carbono
en a al acetal; a 104 ppm se observa una sefial que corresponde a carbono acetélico; las
sefides comprendidas entre 113 y 145.5 ppm pertenecen a heterociclo aromético; y las
3 restantes que salen a campo més bgjo, corresponden alos 3C carbonilicos presentes en

lamolécula. El EM muestrael ién molecular M™ am/z 326.
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2.3.5.3. Sintesis de 97.

H
@/\H/OH 1) HOBT, DCC CHCLIDMF_ mN OCH,
N5 o 2) 93, CH,Cl, N\ s o PN
85% c” N
H

55 97

Figura 102. Sintesis de 97.

La reaccién de acoplamiento entre el &cido 55 y laamina 93, representada en la Figura
102, dalaamida97.

El EM muestra el ién molecular M™ am/z 328, y € pico base am/z 75, correspondiente
al fragmento acetdlico.

El espectro de RMN-'H muestra laincorporacién del resto acilo de 55 y de la amina 93
a la estructura 97. El espectro de RMN-3C se corresponde con la estructura de la
molécula. La presencia de 2 sefidles a campo bajo, indican la presencia de 2 carbonilos
y, confirman por tanto laformacion del enlace amida.

2.3.5.4. Sintesis de 99.

Lasintesis del compuesto 99 se llevd a cabo mediante el esquema mostrado en laFigura

103.
OCH
_OCHj N > OCHs
’\: 1) HOBT, DCC, CH,Cl,/DMF Hon H
NN OH > Try-N< OCHjg
TW_N{J)\H/ 2) 93, CHoCl ’ -<S ) o) NN
S o 60% H
33 98

HCO,H 50%, 60°C, 30min

60%

Ny OCHs
N AN
HN— ) OCHs
NN
H

99

Figura 103. Sintesis de 99.
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La amida 98 se sintetizd mediante la activacion del acido 33 con HOBT/DCC, y
posterior acoplamiento con laamina 93.

Los datos espectroscopicos confirman la estructura del producto. El espectro de RMN -
3C presenta 10 C aliféticos, 7 C arométicos y 3 C carbonilicos. Los datos de RMN-'H
presentan las sefiales correspondientes a la cadena lateral y a fragmento procedente de

laamina.

La desproteccion del grupo amino se llevo a cabo por tratamiento acido acuoso a 60°C
durante 30 minutos. De esta manera se obtiene el compuesto 99. Cuando se emplean
mayores tiempos de reaccién, para intentar desproteger € grupo dimetilacetal, puede
observarse que no se desprotege la posicion C-3, pero s empieza a formarse € isdmero
en torno a doble enlace C-N de configuracion Z.

Los datos espectroscopicos del producto resultante cuando la reaccion dura 30 minutos
corresponden con la estructuradel producto 99 (de configuracion Z). En los espectros de
RMN de 99 se observa la desaparicion de las sefiaes correspondientes a tritilo con
respecto a los espectros del producto protegido 98. EIl EM muestra el ién molecular M*
am/z 387,

2.3.5.5. Sintesis de 100.

.Boc
HN/Boc HN " OCHj
1) HOBT, ECDI, CH,Cl,/DMF N
OH > OCHs
2) 93, CH,Cl,
0 O >N
34% H
35 100

Figura 104. Sintesisde 100.

La condensacion del acido 35 con la amina 93 empleando HOBT y DCC proporciond €l
compuesto 100. El espectro de RMN-'3C presenta 11 sefidles comprendidas entre 13 y
105 ppm, correspondientes a los C aifaticos, 4 entre 127 y 138 pertenecientes a C
arométicos y, 3 més desapantalladas de C carbonilicos. El espectro de RMN-'H se

corresponde con la estructura del producto de condensacién (100).
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2.3.5.6. Desproteccion del grupo dimetilacetal en estructurastipo 31.

En una primera aproximacion hacia la sintesis de estructuras tipo 31 con grupo G =
CHO (Figura 105), se han llevado a cabo numerosos intentos de desproteccién de este
grupo, y los resultados que se obtuvieron no fueron satisfactorios. Cuando se han
tratado los productos Z-95, 96, 97, 99, 100 y, también su amina precursora 93 en
condiciones de desproteccion del acetal, han podido observarse dos casos distintos: a) la
obtencion del producto de partida sin reaccionar o, a menos sin eliminar € grupo
dimetil acetal, y b) consumo del producto de partida, sin deteccion ni aislamiento del
aldehido correspondiente mediante técnicas de RMN o técnicas de EM. Algunas de las

reacciones llevadas a cabo se resumen en la Tabla 12.

4 OCHg H
N

Rl\n/ rOCHs Desproteccion acetal Rl\ﬂ/NICHO
0] o 0]
(0] I}IH (0] I}IH
nBu nBu
31, G= C(OCH3)2 31, G=CHO

Figura 105
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Producto Tiempo
de Tratamiento de Productosresultantes
partida reaccion

Z-95 Ac. p-toluensulfoénico, acetona/ H,O (1:1) t.a 8h No reacciona

Z-95 Ac. p-toluensulfoénico, acetona/H,O (1:1). Reflujo. | 24 h Formacion de  nuevos
productos. E-78y 79

Z-95 HCO,H /H,0O (1:1) t.a 18 h No reacciona

Z-95 HCO,H / H,0 (1:1) 70°C 7h Z-78 + E-78 + 79

Z-95 THF/HCI 3N (1:1), t.a 24 h Z-78 + E-78 + 79

Z-95 THF/HCI 6N, t.a 3 dias Z-78 + E-78 + 79

Z-95 THF/HCI 1N, (1:1) Reflujo 6h Z-78 + E-78 + 79

Z-95 Acetona/ HCl 10%, t.a. 10 h No reacciona

Z-95 Acetona/ H,0 (1:1) t.a, ac oxdlico, t.a 12 h No reacciona

Z-95 TFA 50%, ta 18 h No reacciona
Z-78 + E-78 + productos

Z-95 TFA 95%, 0-4°C 18h €n muy poca proporcion
sinidentificar

Z-95 Ce(OTf)sxH,0 / CH3NO,(sat. H,O) 40°C 6 dias No reacciona
Degradacion. No  se

97 HCl 4N, THF, ta 12h detecta formacion de
aldehido

99 Ce(OTf)sxH,0 / CH3NO,(sat. H,0) 40°C 3dias No reacciona
Z-78 + E-78 + productos

99 TFA 95% , 0-4°C 20h en muy poca proporcion
sinidentificar

100 Ac. Oxdlico 4%, acetona/ H,O, 0°C 48 h No reacciona

100 HCl/acetona, ta 16 h No reacciona

100 TFA 50%, CHCl5, H,O, 0°C 20h No reacciona
Degradacién. No  se

100 TFA 95%, 2h detecta formacion de
aldehido
Degradacién. No  se

100 HCI 4N, THF, ta 12 h detecta formacion de
aldehido

100 Ac. p-toluensulfénico, THF/ H,0O, t.a 48 h No reacciona

93 TFA 50%, ta 8h No reacciona

93 TFA 95%, ta 5h No reacciona

93 Ce(OTf)sxH,0 / CH3NO,(sat. H,0), t.a. 2h No reacciona

93 CHClIs;, TFA, H,S0O, (2:1:1), 16 h No reacciona

93 CuCl, x 2H,0, CH5CN, t.a. 3h No reacciona

93 2.5 eg. CAN, CH;CN / H,0 (1:1), 70°C 21h No reacciona

. -2 (4.
93 ioi Ce:q CAN, CH5CN / tamp6n CO;“ (1:1), NaCOs 5h No reacciona

Tabla 12. Reacciones para la desproteccion del dimetilacetal.




MENU SALIR

Capitulo -2 Determinantes Antigénicos de Cefalosporinas: Sintesis 149

2.3.5.7. Oxidacion de estructurastipo 31 con G = CH,0OH.

H H
Rl\n/N oH Oxidacion Rl\n/N CHO
0 » 0

o \ (0] II\IH
nBu nBu
31, G = CH,OH 31, G =CHO
Figura 106

Otro modo de obtener € grupo aldehido en e C-3 de estructuras tipo 31, seria mediante
la oxidacion del acohol (Figura 106). Y aunque hasta ahora no se han probado muchos
métodos, |os primeros intentos realizados no han dado lugar a lareaccién. En latabla 10

se resumen | os distintos procedimientos.

Producto Tratamiento Tiempo de | Productosresultantes
de partida reaccion

47 P,0Os, DMSO (1:1) t.a 24 -48h No reacciona

Z-45 TEMPO / NaBr, CH,Cl,, NaOCl, NaHCO;, 24 h No reacciona

Z-45 TEMPO / Oxone®, Buy;NBr, CH,Cl,, t.a 40h No reacciona

48 COCl,, CH,Cl,/ DMSO, CH,Cl,/ TEA, -60°C 20 min No reacciona

48 SOCl,, CH,Cl,/ DMSO, CH,Cl,, - 60°C 24 h No reacciona

48 KMnQ,, eter-18-corona-6, benceno, t.a 5h No reacciona

48 PCC, CH,Cl, 2 dias No reacciona

Tabla 13. Métodos empleados para la oxidacién del acohol.
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2.3.6. Discusion de los resultados obtenidos por inhibicion de RAST.

Estos estudios indican que existen diferencias en el comportamiento de los anticuerpos
especificos IgE del suero de cada paciente estudiado. En la mayor parte de los sueros
ensayados, € reconocimiento ha sido més especifico a la estructura de la cadena lateral
acilo. Con estos datos se demuestra que la cadena latera R estd especiamente
involucrada en la induccion de anticuerpos IgE especificos, aunque también es cierto

gue se necesita parte de la estructura nuclear para que éste sea Optimo.

Sin embargo, las inhibiciones de los sueros ensayados no varian mucho con respecto a
los distintos grupos funcionales en el C-3 (metilo e hidroximetilo) de la estructura
nuclear de 31. Asi por gemplo, para los sueros 4, 8 y 9 (Figura 107), especificos a
cefuroxima, ceftazidimay cefotaxima, respectivamente, puede observarse que, en lineas
generales, reconocen mejor las estructuras que contienen la cadena lateral de la
cefalosporina que provocd la reaccion aérgica y, mantienen la misma tendencia en
relacion a los diferentes grupos G: € reconocimiento de los derivados sintéticos con G
= CH,OH mejora levemente 0 es similar a de las estructuras con G = CH3. Estamejora
nos indica que e determinante antigénico real podria contener en esa posicién un grupo
con un estado de oxidacién mayor a del metilo.

Aungue la presencia del grupo mercaptometilo también aporta un estado de oxidacion
mayor a del metilo, puede ocurrir que sea el volumen mayor del &omo de azufre con
respecto a de oxigeno & que impida que e reconocimiento seatan efectivo.

L os resultados obtenidos con las estructuras 31 con G = CH,SH no manifiestan siempre
el mismo comportamiento: en algunos casos muestran la misma tendencia que las
estructuras con metilo e hidroximetilo, pero nunca inhibiciones mayores a 50%; en
varios casos muestran inhibiciones inespecificas con respecto a la cadena lateral (como
es €l caso del suero 7 de la Figura 107); y en otros casos presentan mayores porcentajes
de RAST cuando se redliza la inhibicion que cuando no (suero 10 y 16 de la Figura
107).
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Inhibidores: Estructuras tipo 31
Suero 4 Suero 4
100 - - R Grupo G n
Discos cefuroxima Discos Cefuroxima
£ 757 : S~ NOM ——cH,  z38
B oo o~ e S — — CH,OH 7-53
= 50 ] S o \_&
= ~o sensens CH,SH Z-77
X 257 1 ~e = CH, 39
N
o . . Q/\ — — CH,OH 56
100 15 100 15 ssxsse CH,SH 79
.OCH,
100 Suero 8 Suero 8 | NI = CH, 40
c Discos Ceftazidima Discos Ceftazidima H N K/ J/‘\ = == CH,OH 58
S 757 T S ssssses CH,SH 72
(&]
2 501 1 Y2 e cH, 41
c
R 251 1 .“\N @/'\ == == CH,0H 60
__\\ ====*=* CH,SH 84
0" A NH,
150 15 150 15 CH, 42
s 9 s 9 == == CH,OH 62
uero uero
100 HO ss=ssss CH,SH 87
Discos cefotaxima o Discos cefotaxima OH
:E 75 1 .\' 1 =~ ~ [ ©/'\ - CH3 43
3 . — — CH,OH 64
E 1 ssasees CH,SH 89
o\o 25 E B
: ~ (@) H
0 ~—— == ANG G
150 15 150 15 I
100 Suero 7 Suero 7 Suero 16 o '}‘H
"Bu
75 Discos cefaclor o Discos cefaclor Discos Cefuroxima
c .:.
el o
‘5 50 O Suero 16
a " Unién‘ en cuentas
= 'Y ' UYSEN por minuto mucho
€ 2 e LE 3N mas alto que el
X - sgE<z-0 "‘i no inhibido en: 87
0 S~ :. . y72
150 15 150 15 150 15
Suero 10 Suero 10 Suero 16
100 . . i j Cefalosporina (% de RAST directo)
Discos cefuroxima Discos cefuroxima Cefuroxima 3.46%
75 E Ceftriazona 0.29%
S Cefonicid 0.29%
o Suero 10 Cefotaxima 0.18%
g 50 T Union en cuentas  cefoxitina 0.16%
< o~ _ por minuto mucho  ceftazidima 0.15%
= 25 T~ - mas alto que el Cefaclor 0.06%
X -9 - no inhibido en: 87 etadroxilo 0%
0 g====-9 =:!i="i::Q y 89 Cefalexina 0%
150 15 150 15
Concentracion de inhibidor

Figura 107. Estudios de inhibicion de RAST, para sueros especificos a distintas cefal osporinas, con

estructurastipo 31 con distintas cadenas laterales y diferentes grupos funcionales en G.
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Un factor a tener en cuenta en estos resultados de inhibicion es la reactividad de los
grupos mercaptanos, pudiendo ocurrir (@) reaccion de formacion de puente disulfuro
entre las estructuras sintéticas formando dimeros, o entre las estructuras sintéticas y los
anticuerpos, que se traduciria en una menor inhibicion; o (b) reaccion entre las
estructuras sintéticas y las cefalosporinas acopladas a la fase sdlida, 10 que podria
explicar mayores porcentgjes de RAST cuando se lleva a cabo la inhibicion que cuando
serealizael RAST directo.

b

o1 2
e R2
RY HH-H'S“/I\
\n/ < 6 H COZ-Na+
@)
HN™ O
Proteina Proteina
8 9

Intermedio del proceso no concertado Producto que ha eliminado R?

Figura 108. Hipétesis de | os productos que podrian formarse en caso de larupturadel enlaceay b delas
estructuras procedentes de la apertura de la B-lactama.

Estos datos que no muestran especificidades hacia las estructuras con € grupo
mercaptano ni porcentgjes de inhibicion éptimos, podrian ayudarnos a comprender el
mecanismo de formacion de estos metabolitos, concretamente cua es € enlace que se
rompe en € anillo de dihidrotiazina de la cefalosporina durante la formacion de sus
determinantes anti génicos.

En la Figura 108 se representan |as hipotéticas estructuras intermedias que se formarian
tras la conjugacion de la cefalosporina a proteinas y se sefidan los enlaces que
posiblemente podrian sufrir ruptura.

La ruptura del enlace a (S1-C6) formaria un carbocation secundario, estabilizado por
resonancia por la presencia en o de una enamina (en la estructura 8 que no ha perdido
R?) o estabilizado por la presencia de una imina conjugada a un doble enlace (en la
estructura 9 que ha perdido el R?). Tras la formacién de este carbocation, la entrada de
una mol écula de agua explicaria la existencia de un aomo de oxigeno en esta posicion.

La ruptura del enlace b (S1-C2) formaria un carbocation primario alilico (en ambas
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estructuras 8 y 9) y por tanto estaria estabilizado por resonancia. Esta rupturaimplicaria

la presencia de un aomo de azufre unido al carbono en laposicion G.

Las estructuras tipo 31 con el grupo alcohol en C-3 se reconocen por las IgE especificas,
por lo que la ruptura del enlace a puede ser una via para la formacion de los
determinantes antigenicos de cefalosporinas in vivo. Sin embargo, aunque las
estructuras tipo 31 con € grupo tiol en C-3 no se reconocen, no podemos descartar que
el enlace b se rompa durante la formacion de |os determinantes antigénicos in vivo. Pues
estas estructuras presentarian la misma reactividad in vivo que in vitro, de este modo
podrian reaccionar a través del grupo tiol intramolecularmente y formar dimeros o,

unirse a proteinas o anticuerpos inespecificamente.

Estos resultados revelan que las estructuras tipo 31, que representa un fragmento del
cefalosporoilo intermedio propuesto, se reconocen favorablemente por anticuerpos IgE
dirigidos a cefalosporinas, y estas especificidades son relativas tanto a la cadena lateral
acilo como también a fragmento B-lactamico, € cual queda unido a la proteina
portadora en €l proceso de conjugacion.

El grupo funcional en C-3 de estructuras tipo 31 no parece influir de forma decisiva en
el reconocimiento. A priori, las estructuras con grupo hidroximetilo parecen ser las que
dan mejor reconocimiento, siendo también Optimos los resultados obtenidos con las que
presentan e metilo. Las estructuras con € grupo hidroximetilo presentan una ventgja
adicional, y es unamayor facilidad para su disolucion en medio acuoso para realizar |os
ensayos clinicos. Por ello podrian usarse en la meora de los métodos in vitro
disponibles para la deteccion de dichos anticuerpos, ya que con estas estructuras pueden
detectarse con una alta especificidad.

La sintesis de estas estructuras ha proporcionado informacion estructural referente alas
implicaciones quimicas requeridas en e proceso de reconocimiento. Asi, estos
compuestos tipo 31 incorporan € epitope apropiado, o a menos muy similar d
determinante antigénico real, que es reconocido por anticuerpos IgE y, € grupo
funcional en G podria modular € grado de reconocimiento. Estos estudios proporcionan
las bases para comprender el mecanismo por e que las cefalosporinas se conjugan a

proteinas portadoras.
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Dendrimeros

En los Ultimos afios se ha descubierto que las propiedades de las macromoléculas
altamente ramificadas pueden diferir mucho de los polimeros convencionales. La
estructura de estos materiales tienen gran importancia desde € punto de vista de sus
aplicaciones. El desarrollo de nanoestructuras moleculares con tamafio y forma bien
definido tiene gran interés en aplicaciones biomédicas.*****

En la década de 1980 uno de los pioneros en €l estudio y sintesis de estas moléculas
muy ramificadas fue Donald A. Tomaia’*? quien llamé a estos compuestos
dendrimeros. En la misma época, G. R. Newkome, otro investigador importante en este
campo, nombré a estos compuestos arborols. La palabra dendrimero, que proviene del
griego (dentro: arbol, y meros: parte de), y el término arborol, que tiene su origen en €l
latin (arbor: arbol), se emplean debido a la similitud de su patron estructural con las
copas de los &rboles. También se conocen como arboles moleculares o polimeros en

cascada.

10 5 Svenson, D. A. Tomalia. Adv. Drug Deliv. Rev. 2005, 57, 2106-2129.

11 U. Boas, P. M. H. Heegaard. Chem. Soc. Rev. 2004, 33, 43-63.

Y2 D, A. Tomalia, H. Baker, J. Dewald, M. Hall, G. Kallos, S. Martin, J. Roeck, J. Ryder, P. Smith,
Polymer. J.(Tokyo) 1985, 17, 117-132.
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Definicion de dendrimero.

Un dendrimero se describe generalmente como una macromol écula, que se caracteriza
por una estructura tridimensional altamente ramificada, y bien definida, 1o que le
proporciona un alto grado de funcionalidad superficial y versatibilidad. Su estructura se
construye siempre arededor de un centro multifuncional que es € nucleo de la
molécula, con ramificaciones y grupos terminales. 344145

En la Figura 109 se representa esquematicamente la estructura general de un
dendrimero: del nucleo emergen ramificaciones, que en cada nudo se vuelven a
ramificar en un nimero de ramas determinado; y los grupos terminales son los que
guedan expuestos en su superficie. A cada capa de crecimiento de un dendrimero se le

[lama generacion.

@ Nicleo

O Nudos o Ramificaciones

. Grupos terminales

Delimitacién de
generacion (G)

Figura 109. Representacion de la estructura de un dendrimero.

Los dendrimeros pueden formarse précticamente a partir de cualquier material que
pueda ramificarse (&tomos metalicos, grupos organometalicos, o materiales organicos

puros) y pueden presentar una amplia variedad de funcionalidades dependiendo de lo

3 Willems & van den Wildenberg. http://www.nanoroadmap.it/ (acceso 13/07/2006) “Road map Report
on Dendrimers’.

144 3. M. J. Fréchet, D. A. Tomalia Dendrimers and Other Dendritic Polymers. Wiley: Chichester, 2001.
% G. R. Newkome, C. N. Moorefield, F. Végtle. Dendrimers and dendrons: Concepts, Syntheses,
Applications. Wiley-VCH: Wheinheim, Alemania, 2001.
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gue estén construidos y como. Se construyen etapa por etapa mediante una secuencia de
reacciones de acoplamiento, cuya repeticion permite la multiplicacion del nimero de
unidades repetitivas y grupos funcionales terminales, y por tanto conduce a dendrimeros
de generaciones mayores. Cuando €l nimero de generaciones es alto, la molécula llega

atener aspecto de esfera '

¥ lex
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Figura 110. Ejemplos de estructuras dendriticas.

Las estructuras dendriticas se consideran actuamente como la cuarta clase de
arquitectura macromolecular (junto con las arquitecturas lineales, entrecruzadas y
ramificadas). Una descripcidn esquemética de estas estructuras se ofrece en la Figura
111.

I I T IV
Lineal Entrecruzada Ramificada Dendritica

Hiperramificadas
al azar Dendrigraftts  Dendrones  Dendrimeros

i il J

Arguitectura tradicional Nueva arguitectra

Figura 111. Esqguemade las 4 clases de arquitectura macromolecular y de los 4 subtipos dentro de la
dendritica.

Esta clase de arquitectura se divide en 4 subcategorias: libremente hiperramificadas,
estructuras dendriticas insertadas (o dendrigraft), dendrones y dendrimeros.}42143144
Siendo estas dos Ultimas las que han llamado més poderosamente la atencién de
investigadores de muy diversas ramas de la ciencia, ya que presentan un tamario

nanomeétrico, una estructura globular o semiglobular, y sus métodos de sintesis permiten
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un buen control estructural y la obtencién de materiales esencialmente monodispersos,
es decir con todas las moléculas de exactamente e mismo peso molecular, estructura y
dimensiones. Estas caracteristicas diferencian a los dendrimeros de las moléculas

hiperramificadas, dendrigrafts y polimeros convencionales.

Sintesis

La sintesis de dendrimeros se puede llevar a cabo a través de diferentes métodos. Sin
embargo, en general, todos pueden englobarse dentro de los métodos sintéticos

convergentes y divergentes.**

Con € enfoque divergente, la sintesis comienza a partir del nicleo y e dendrimero seva
haciendo crecer desde dentro haciafuera (Figura 112). El nacleo, que presenta multiples
grupos reactivos, se trata con un exceso del primer mondémero, que reacciona con todos
los sitios reactivos del nucleo. Este mondmero también posee grupos reactivos
adicionales. Un exceso del segundo mondémero se hace reaccionar con la primera media
generacion formada (ndcleo y mondémero), dando lugar a la primera generacion. La
repeticion de este proceso conduce a mayores generaciones. Generalmente los
dendrimeros con estas generaciones dltas, llegan a ser bastantes globulares y

manifiestan algunas de sus propiedades excepcionales. 143144

Con la sintesis convergente, € dendrimero se hace crecer desde fuera hacia dentro
(Figura 112). Este méodo implica la creacién de dendrones y sus acoplamientos
alrededor del nucleo. Se requiere un nimero limitado de reacciones en cada etapa del
proceso de crecimiento. La sintesis convergente hace més fécil conseguir el dendrimero
deseado y tener bastante control sobre todos los parametros de disefio

molecul ar, 14143144

El método divergente es exitoso en la produccion de grandes cantidades de
dendrimeros. Sin embargo, presenta problemas debido a reacciones incompletas y a
reacciones colaterales de los grupos funcionales terminaes, que ocasionan defectos

estructurales. Por €llo, la mayoria de las sintesis divergentes requieren exceso de
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monomero y largos procesos de separacion, sobre todo en las generaciones superiores.
Por otro lado, el método convergente disminuye los defectos estructurales y facilita la
purificacion, en comparacion con la sintesis divergente. No obstante, las estrategias
sintéticas convergentes sdlo permiten la construccion de dendrimeros de generaciones
inferiores, debido a los efectos estéricos que dificultan las reacciones entre los

dendronesy e niicleo.**?

Método Divergente
4x 8x 16 x l

Método Convergente

2x Oi\ }_{3
2 :
. ﬂ,.}?\;@ C]i O: %

Figura 112. Representacion esquemética de los métodos sintéticos de dendrimeros: divergente y
convergente.

Historicamente los primeros desarrollos en este campo se basaron en métodos

146

divergentes. Vogtle™ en 1978 publico la sintesis de varias estructuras (Figura 113)

mediante una metodol ogia repetitiva, o gue se definid como una sintesis en cascada.

Entre 1979 y 1981, Denkewalter'*’ %% patent6 las tres primeras preparaciones de
polipéptidos dendriticos, utilizando la L-lisina diprotegida en los grupos aminos como
unidad monomeérica basica. La repeticion de secuencias de acoplamientos peptidicos y
de desproteccion condujeron a polimeros de lisina. Los biopolimeros publicados en
estas patentes implican un patron de ramificacion asmétrica 1 — 2 y la incorporaci