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DESCRIPCION

NUEVOS COMPUESTOS DE TIPO PIRAZOLONA PARA EL DIAGNOSTICO DE
ALERGIAS A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion pertenece al campo de la medicina, la farmacia y la quimica
biolégica, y se refiere, fundamentalmente, al uso y preparacion de nuevos compuestos de
tipo pirazolona para el diagnéstico de alergias a antibiéticos betalactamicos, preferiblemente

aminocefalosporinas y/o aminopenicilinas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las cefalosporinas, una clase de antibidticos betalactamicos, derivados del acido
cefalosporanico son, después de las penicilinas, los agentes antibacterianos mas
extensamente usados para el tratamiento y profilaxis de enfermedades infecciosas, pero

también una de las principales causas de reacciones adversas inmunoldgicas.
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Cefalosporinas

Sin embargo, a diferencia de las penicilinas, para las que se han identificado las estructuras
responsables de la alergia, los metabolitos de las cefalosporinas que presentan caracter
antigénico, y por tanto responsables de las respuestas inmunolégicas a cefalosporinas,

todavia no estan totalmente caracterizados.

Aunqgue no se sabe con certeza en qué consiste esta estructura, si existe una evidencia
clinica e inmunoquimica de que la cadena lateral R puede contribuir a la inducciéon de
Inmunoglobulina E (IgE) especifica y asi como al desarrollo de respuestas de reactividad
cruzada entre diferentes cefalosporinas. De hecho, algunos pacientes pueden reaccionar
selectivamente frente a la cefalosporina implicada en la reaccién, otros frente a varias
cefalosporinas con igual o similar cadena lateral R, (Antunez et al. J. Allergy Clin. Immunol.
117, 404-410, 2006; Romano, A. et al. J. Allergy Clin. Immunol. 106, 1177-1183, 2000;
Saenz de San Pedro, B. et al. Ann. Allergy, Asthma Immunol. 89, 101-103, 2002) y un tercer
grupo de pacientes puede presentar reactividad cruzada con otras betalactamas, sobre todo

penicilinas, con igual o similar R (Romano, A. et al. J. Allergy Clin. Immunol. 106, 1177-
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1183, 2000; Kelkar, P.S. et al. N. Engl. J. Med. 345, 804-809, 2001; Miranda, A. et al. J.
Allergy Clin. Immunol. 98, 671-677, 1996; Novalbos, A. et al. Clin. Exp. Allergy 31, 438-443
2001).

Antunez et al. prepararon una serie de conjugados monoméricos de cefalosporinas a
butilamina, y evaluaron su reconocimiento molecular por IgE en pacientes alérgicos a
diferentes cefalosporinas (Antunez et al. J. Allergy Clin. Immunol. 117, 404-410, 2006).
Como consecuencia de esta conjugacion a butilamina, se forman una serie de diferentes
estructuras, dificiles de caracterizar, pero se asume que la mayor parte de los conjugados
formados incluyen en su estructura la cadena lateral R. En pacientes alérgicos a
cefalosporinas, se observé un reconocimiento selectivo de la cadena lateral R en el 67% de
los casos, con algun grado de reactividad cruzada a cefalosporinas con cadena lateral R
idéntica o similar. Este estudio fue muy util para confirmar la importancia de la cadena
lateral en el reconocimiento por IgE especifica a cefalosporinas, pero no da mas
informacion acerca de la estructura concreta que forma el epitopo o determinante

antigénico.

Existen 3 estudios que han abordado este problema mediante la sintesis de estructuras
perfectamente definidas, como posibles determinantes antigénicos de cefalosporinas, las

cuales han sido evaluadas inmunoquimicamente.

Sanchez-Sancho et al han identificado una posible estructura basica del determinante
antigénico, que permanece unida a la proteina portadora en el proceso de conjugacion de
las cefalosporinas (Sanchez-Sancho, F. et al. J. Mol. Recognit. 16, 148-156, 2003). Estos
investigadores postularon la formacion de un conjugado cefalosporoilo que sufria una
fragmentacion de la porcion dihidrotiazina tan pronto como se formaba, dando lugar a una
compleja mezcla de compuestos inestables dificiles de aislar y analizar. La estructura
propuesta por estos investigadores fue una a-N-acil-L-alanilbutanamida, que comprende la
cadena lateral acil R de las cefalosporinas y el residuo aminoacidico incluido en la
estructura betalactamica de las cefalosporinas, perdiendo el sustituyente R’. En esta
estructura propuesta, la cadena de N-butilo pretende emular la cadena alquilica de los
residuos de lisina presentes en las proteinas. Sin embargo, el grupo funcional presente en
el Carbono 3 de dichos derivados (llamado grupo G=CHj3) no fue totalmente determinado,
puesto que éste carbono podria presentar diversas funcionalizaciones. Posteriormente se
desarrollaron una serie de moléculas derivadas con diferentes grupos funcionales G
(CH2OH, C(OCHa;),), que demostraron refinar el reconocimiento molecular por las IgE de

pacientes alérgicos a cefalosporinas (Montafiez, M.1. et al. Chem. Res. Toxicol. 24, 706-717,

3
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2011). Estos resultados fueron satisfactorios para una serie de cefalosporinas, pero no pudo

demostrarse con las a-amino-cefalosporinas.

En el caso de las a-amino-cefalosporinas, se plantea como hipotesis que los determinantes
antigénicos podrian presentar una estructura tipo pirazinona, derivada de una ciclacion
intramolecular del grupo amino de la cadena lateral al grupo carbonilo, que se propone que
se forma en el carbono 6 del producto intermedio de aminolisis de la cefalosporina con
proteinas. En el caso de las aminocefalosporinas cefaclor y cefalexina, se ha descrito la
formacion de un producto de degradacion tipo pirazinona (1,6-dihidro-5-fenil-6-oxo-N-
propilpirazin-carboxamida) al hacerlos reaccionar en el laboratorio con propilamina en
medio acuoso (Venemalm, L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 11, 1869-1870, 2001). Sin embargo,
la evaluacién inmunoquimica de esta pirazinona no pudo realizarse debido al bajo
rendimiento obtenido y la dificultad que entrafa su sintesis quimica por otros
procedimientos (sintesis total), recurriéndose a la sintesis un compuesto similar (acido 1,6-
dihidro-5-fenil-6-oxo-pirazin-acético) que se conjugd a moléculas portadoras para su
evaluacion inmunoldgica. Los resultados indican que un 60% de los pacientes con IgE
positivos, mediante ImmunoCAP, al cefaclor presentaban IgE dirigida a esta estructura. No
obstante, el compuesto sintetizado presenta como sustituyente en el anillo de pirazinona un
radical carboximetilo, lo que supone respecto a la hipotesis de degradacion in vivo la
introduccion de un grupo metileno adicional (entre el anillo de pirazinona y el grupo
carbonilo) en un fragmento de la molécula con notable influencia en el reconocimiento

molecular.

Por tanto, el hecho de que la estructura quimica del determinante antigénico de las
cefalosporinas no se haya caracterizado totalmente, esta dificultando el desarrollo de
herramientas diagnosticas que permitan evaluar de manera adecuada la existencia de una
reaccion alérgica a este grupo de antibidticos. Actualmente, solo existe un método
comercial, immunoCAP-FEIA, para detectar IgE especifica a cefaclor (Ariza, A. et al. J.

Investig. Allergol. Clin. Immunol. 25, 12-25, 2015), el cual no tiene la sensibilidad adecuada.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se enfrenta al problema de proporcionar un método que permita la
evaluacion de la reaccion alérgica a cefalosporinas y que presente una sensibilidad
adecuada. De este modo, los autores de la presente invencion han descubierto un
compuesto de férmula (I) que recrea el determinante antigénico de aminocefalosporinas, asi

como un método para su sintesis, que es util para la deteccion de anticuerpos IgE
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generados por la hipersensibilidad a betalactamas, preferiblemente aminocefalosporinas y/o

aminopenicilinas.

Asi pues, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de formula

general (1):

o cualquiera de sus sales, tautbmeros o hidratos, donde:

R1 se selecciona entre alquilo C4-C, lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, alquenilo
(C2-C1p) lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, y alquinilo (C,-C+o) lineal o ramificado,

sustituido o no sustituido.

R2 se selecciona entre hidrogeno e hidroxilo

Con la condicion de que se excluya el compuesto:
N-propil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una composicidon que comprende o
consiste en al menos un compuesto de la presente invencidn, o cualquiera de sus
combinaciones, de ahora en adelante composicion de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de la invencién, o una composicion

de la invencion, para su uso en medicina.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de la invencién, o una composicion
de la invencion, para la deteccion de anticuerpos IgE generados por la hipersensibilidad a
betalactamas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtenciéon de los compuestos de la

invencion de formula (1) tal y como se describe mas adelante.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro de obtencion de datos utiles
para la prevencion, identificacion, cribado y/o diagnostico de la hipersensibilidad a las

aminocefalosporinas de un individuo.
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Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para la prevencion,
identificacion, cribado y/o diagnéstico de la hipersensibilidad a las aminocefalosporinas de

un individuo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo que comprende o consiste en

al menos un compuesto de la invencion o en la composicion de la invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Resultados de inhibicién de RAST, utilizando como inhibidores el compuesto 1, el
compuesto 3 y el conjugado cefaclor-butilamina, a concentraciones 10 y 100 mM, en 10

casos de pacientes alérgicos a cefaclor.

Figura 2. Resultados de inhibicién de RAST, utilizando como inhibidores el compuesto 2, el
compuesto 4 y el conjugado cefadroxilo-butilamina, a concentraciones 10 y 100 mM, en 11
casos de pacientes alérgicos a amoxicilina. Los casos del grupo A presentan reactividad
cruzada con bencilpenicilina mientras que los del grupo B presentan hipersensibilidad

selectiva a amoxicilina.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El hecho de que la estructura quimica del determinante antigénico de las cefalosporinas no
se haya caracterizado totalmente, esta dificultando el desarrollo de herramientas
diagnésticas que permitan evaluar de manera adecuada la existencia de una reaccion

alérgica a este grupo de antibioticos.

Los autores de la presente invencion han identificado una familia de compuestos, con
estructura de pirazolona, derivados de alfa-aminocefalosporinas que permite la deteccion de
anticuerpos IgE generados en las reacciones alérgicas a betalactamas, preferiblemente
aminocefalosporinas y/o aminopenicilinas, y que eleva la sensibilidad del inmunoensayo

comparado con los determinantes sintéticos propuestos hasta la fecha.

COMPUESTOS DE LA INVENCION

Asi, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de formula

general (1):
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Formula (1)

o cualquiera de sus sales, tautdmeros o hidratos, donde:

R1 se selecciona entre alquilo C4-C+ lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, alquenilo
(C2-C1p) lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, y alquinilo (C,-C+o) lineal o ramificado,
sustituido o no sustituido;

R2 se selecciona entre hidrégeno, hidroxilo y alquiloxi, donde la cadena hidrocarbonada de
la funcion éter es un alquilo, lineal o ramificado, de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo,

metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, etc.
Con la condicién de que se excluya el compuesto:
N-propil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida

El termino "alquilo" se refiere en la presente invencion, y a no ser que se indique lo
contrario, a cadenas alifaticas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 10 atomos de
carbono, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-
pentilo, n-hexilo,etc. Preferiblemente la cadena hidrocarbonada saturada tiene entre 1y 6
atomos de carbono. Mas preferiblemente es n-butilo. Los radicales alquilo pueden estar
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como halégeno, hidroxilo,
azida, acido carboxilico o un grupo sustituido o no seleccionado de entre amino, amida,
ester carboxilico, eter, tiol, acilamino o carboxiamida; preferiblemente el sustituyente es
hidroxilo o azida.

El termino "alquenilo" se refiere en la presente invencion, y a no ser que se indique lo
contrario, a cadenas alifaticas insaturadas con al menos un doble enlace, lineales o

ramificadas, que tienen de 2 a 10 atomos de carbono.

El termino "alquinilo" se refiere en la presente invencion, y a no ser que se indique lo
contrario, a cadenas alifaticas insaturadas con al menos un ftriple enlace, lineales o

ramificadas, que tienen de 2 a 10 atomos de carbono.

En la presente invencion, las cadenas cadenas hidrocarbonadas insaturadas, alquenilo y

alqunilo, pueden estar opcionalmente sustituidas por uno o mas sustituyentes tales como
7
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halégeno, hidroxilo, azida, acido carboxilico o un grupo sustituido o no sustituido
seleccionado de entre amino, amida, ester carboxilico, eter, tiol, acilamino o carboxiamida;

preferiblemente el sustituyente es hidroxilo o azida.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, R1 es un alquilo (C4-Cyo) lineal

o ramificado, sustituido o no sustituido; mas preferiblemente es un n-butilo.

En otra realizacion preferida de este aspecto, R1 esta sustituido por un grupo azida o un
grupo alcohol; preferiblemente R1 es un alquilo sustituido; y aun mas preferiblemente R1 es

un n-butilo sustituido.
En otra realizacién preferida de este aspecto, R2 es hidrégeno o hidroxilo.

En otra realizacion preferida de este aspecto, el compuesto se selecciona de la lista que
consiste en  N-butil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida y/o  N-butil-5-(4-
hidroxifenil)-6-oxo-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida o cualquiera de sus sales, tautdmeros o

hidratos.

En otra realizacion preferida de este aspecto, los compuestos de formula () de la presente
invencidén estan unidos a moléculas portadoras o soporte sélido. Ejemplos ilustrativos, no
limitantes, de moléculas portadoras son proteinas, polimeros sintéticos (como poli-L-Lisina
(PLL)), y dendrimeros. Ejemplos ilustrativos, no limitantes, de soporte sdélido son
nanoparticulas, microparticulas, esferas/laminas de silice, celulosa, zeolitas, plastico, latex,
vidrio, Sepharose (material polimérico polisacarido) y fenil-octil Sepharose CL4B; mas
preferiblemente los compuestos de formula (I) de la presente invencion estan unidos a

dendrimeros.

La uniéon a moléculas portadoras o soporte sélido se puede realizar, pero sin limitarnos, a
través de al menos un sustituyente presente en la cadena hidrocarbonada R1, en base a la
reactividad general de tal sustituyente, y siguiendo las metodologias habitualmente

descritas en la materia. Preferiblemente tal sustituyente es hidroxilo o azida.

COMPOSICION DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicién que comprende o consiste en al
menos un compuesto de la presente invencidn, o cualquiera de sus combinaciones, y a la

que nos referimos de ahora en adelante como composicion de la invencion.
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En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la concentracion del
compuesto de la invencién se encuentra entre 0.5 mM y 500 mM, mas preferiblemente entre

10 mMy 200 mM, y aun mas preferiblemente es 100 mM.

En otra realizaciéon preferida de este aspecto, la composicion comprende al menos otro

principio activo.

Como se emplea en esta invencién el término "principio activo", "sustancia activa",
"sustancia farmacéuticamente activa", "ingrediente activo" 6 "ingrediente farmacéuticamente
activo" significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad
farmacoldgica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento, o
prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del
hombre u otros animales. El término incluye aquellos componentes que promueven un
cambio quimico en la elaboracién del farmaco y estan presentes en el mismo de una forma

modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

En otra realizacion preferida de este aspecto, la composicion ademas comprende al menos

un excipiente y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién alternativa de este aspecto, la composicion consiste en al menos un
compuesto de la presente invencién, o cualquiera de sus combinaciones como unico o
unicos principios activos, aunque puede comprender excipientes y/o vehiculos

farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacién preferida, la composiciéon de la invencion es una composiciéon

farmacéutica.

Asimismo, dentro del alcance de la presente invencién se encuentran los profarmacos de
las composiciones farmacéuticas de la invencién. El término “prodroga” o “profarmaco” tal y
como aqui se utiliza incluye cualquier derivado de un compuesto de la invencion, tal y como
un compuesto de formula (1), que al ser administrado a un individuo o adicionada a una
muestra biolégica aislada de un individuo puede ser transformado directa o indirectamente
en dicho compuesto, tal y como el compuesto de férmula (I), en el mencionado individuo.
Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que aumenta la biodisponibilidad del
compuesto cuando se administra a un individuo o adicionada a una muestra biologica
aislada de un individuo o que potencia la liberacién del compuesto en un compartimento
biolégico. La preparacion de dicho profarmaco puede llevarse a cabo mediante métodos

convencionales conocidos por los expertos en la materia.
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Dentro del alcance de la presente invencion se encuentran los "derivados" que incluyen
tanto a compuestos farmacéuticamente aceptables, es decir, derivados del compuesto de
férmula (1) que puedan ser utilizados en la elaboracion de un medicamento o composiciones
alimentarias, como derivados farmacéuticamente no aceptables, ya que éstos pueden ser
utiles en la preparacion de derivados farmacéuticamente aceptables. Los derivados pueden
incluir estereocisdmeros, dependiendo de la presencia de enlaces multiples, o de centros
quirales. Los estereoisomeros (enantiomeros, diaestereoisomeros, formas meso) y las
mezclas de los mismos caen dentro del alcance de la presente invencion, es decir, el
término esterecisdmero también se refiere a cualquier mezcla de estereoisémeros
(racémicos o mezclas en distintas proporciones de los distintos estereoisémeros). Los
diaestereoisbmeros, asi como sus mezclas, pueden separarse mediante técnicas

convencionales.

Cualquiera de los compuestos de la invencion puede estar en forma cristalina, o en estado
liquido, por ejemplo aceites, como compuestos libres o0 como solvatos. En este sentido, el
término “solvato”, tal y como aqui se utiliza, incluye tanto solvatos farmacéuticamente
aceptables, es decir, solvatos del compuesto que puedan ser utilizados en la elaboracién de
un medicamento, como solvatos farmacéuticamente no aceptables, los cuales pueden ser
utiles en la preparaciéon de solvatos o sales farmacéuticamente aceptables. La naturaleza
del solvato farmacéuticamente aceptable no es critica, siempre y cuando sea
farmacéuticamente aceptable. En una realizaciéon particular, el solvato es un hidrato. Los
solvatos pueden obtenerse por métodos convencionales de solvatacion conocidos por los

expertos en la materia.

Para su aplicacion en diagnéstico o terapia como composiciones farmacéuticas, los
compuestos de la invencién, sus sales, profarmacos o solvatos, se encontraran,
preferentemente, en una forma farmacéuticamente aceptable o sustancialmente pura, es
decir, que tengan un nivel de pureza farmacéuticamente aceptable excluyendo los aditivos
farmacéuticos normales tales como diluyentes y portadores, y no incluyendo material
considerado téxico a niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza para el
principio activo son preferiblemente superiores al 50%, mas preferiblemente superiores al
70%, y todavia mas preferiblemente superiores al 90%. En una realizacién preferida, son

superiores al 95% de compuesto de férmula (I), o de sus sales, solvatos o profarmacos.

Por otro lado, hacemos notar que los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables

que pueden ser utilizados en las composiciones farmacéuticas de la invencién son los

10
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adyuvantes y vehiculos conocidos por los técnicos en la materia y utilizados habitualmente

en la elaboracion de composiciones terapéuticas.

Los compuestos descritos en la presente invencion, sus sales, profarmacos y/o solvatos asi
como las composiciones farmacéuticas que los contienen pueden ser utilizados junto con
otros farmacos o principios activos adicionales para proporcionar una terapia de
combinacién. Dichos farmacos adicionales pueden formar parte de la misma composicion
farmacéutica o, alternativamente, pueden ser proporcionados en forma de una composicion
separada para su administracion simultanea, o no, a la de la composicién farmacéutica que

comprende un compuesto de formula (1), o una sal, profarmaco o solvato del mismo.

USOS MEDICOS DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencién se refiere a un compuesto de la invencién, o una composicion
de la invencion, para su uso en medicina, o alternativamente al uso del compuesto de la

invencion o una composicion de la invencién en la elaboracion de un medicamento.

Los compuestos de la presente invencion pueden emplearse para el diagndstico de alergias

a antibioticos con estructuras de tipo betalactamas.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de la invencién, o una
composicion de la invencién, para la deteccion de anticuerpos IgE generados por la
hipersensibilidad a betalactamas, o alternativamente, al uso de al menos un compuesto de
la invencion, o una composicion de la invencion, en la elaboracién de un medicamento para

la deteccidn de anticuerpos IgE generados por la hipersensibilidad a betalactamas.

En una realizacion preferida de este aspecto, las betalactamas son aminopenicilinas y/o
aminocefalosporinas; mas preferiblemente las betalactamas son aminocefalosporinas, y aun

mas preferiblemente cefaclor y cefadroxilo.

En otra realizaciéon preferida de la invencion, el compuesto para uso en medicina o para la
deteccién de anticuerpos IgE generados por la hipersensibilidad a betalactamas se
selecciona de la lista que consiste en N-butil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida
y/o N-butil-5-(4-hidroxifenil)-6-oxo-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida o cualquiera de sus

sales, tautbmeros o hidratos.

El término "medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia

usada para prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacion de enfermedades en el hombre y
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los animales. En el contexto de la presente invencion, se emplea para el diagndstico de alergias a

compuestos con estructuras de tipo beta lactamas.

METODO DE OBTENCION DE LOS COMPUESTOS

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtenciéon de los compuestos de la
invencion de férmula (1), de ahora en adelante primer método de la invencioén, caracterizado

porque comprende las siguientes etapas:

(1) Obtencion de un compuesto de férmula (VI)

it
_R
W “fNH
O
R2 o O_R6
\R5

Férmula (V1)

haciendo reaccionar los compuestos de férmula (1), (), (IV) y (V) en un disolvente

organico

3
R

\NH R5— i + 1

OH . O\KKH CEN-R

R=NH, REO
R’ °
Formula (I1) Férmula (111) Férmula (V) Férmula (V)

donde R3 y R4 son grupos protectores de aminas que se seleccionan de forma
independiente; donde el compuesto de formula (IV) presenta en posicién alfa al grupo
aldehido un grupo acetal como grupo protector de un grupo carbonilo, de modo que R5 y
R6 se seleccionan de forma independiente del grupo que consiste en cadena carbonada
lineal, ramificada, ciclica, heterociclica, saturada e insaturada, por ejemplo metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, etc.; y donde R5 y R6 también pueden estar unidos por un enlace
covalente carbono-carbono formando un acetal ciclico, por ejemplo del tipo 1,3-dioxolanos o
1,3-dioxanos; y donde R1 y R2 se definen tal y como se han definido los compuestos de

férmula (I) de la presente invencion.

(2) obtencion de un compuesto formula (VIl) a partir del compuesto de férmula (VI) por
eliminacién de los grupos protectores de aminas R3 y R4 y ruptura del acetal formado por —
OR5 y —OR6.
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RZ WNH fL

Formula (VII)

(3) obtencién de un compuesto de formula (1) por ciclacion intramolecular del compuesto de
férmula (VII), a través de un ataque nucleofilico del grupo amino primario sobre el grupo

aldehido, y posterior aromatizacion.

Dicho método también sirve para la obtencién del compuesto N-propil-6-oxo-5-fenil-1,6-

dihidropiracin-2-carboxamida.

Como se utiliza en la presente invencion el término “grupo protector de aminas” se entiende,
a menos que se indique expresamente lo contrario, un grupo de los utilizados habitualmente
en quimica organica que puede estar unido a un atomo de nitrégeno para proteger dicho
atomo de nitrégeno de participar en una reaccion no deseada y que puede retirarse
facilmente después de la reacciéon. Ejemplos ilustrativos de estos grupos protectores, pero
sin limitarse, son un grupo t-butoxicarbonilo (Boc), fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc),
benciloxicarbonilo (CBz ) o 2,5-dimetoxibencilo. Otros grupos protectores adecuados
pueden encontrarse en textos tales como Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis,
4th ed.; Wuts, P. G. M.; Greene, T. W.; John Wiley & Sons: Hoboken, New Yersey, 2007.

La eliminacion de los grupos protectores y ruptura del acetal del paso (2) tiene lugar segun
métodos conocidos en la bibliografia y que pueden encontrarse en textos tales como el
anterior. Por ejemplo, el grupo Boc puede escindirse con medio acido, el grupo CBz con

medio acido o con H,/Pd, etc.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, R3 y R4 se seleccionan de
forma independiente entre tert-butoxicarbonilo (Boc), 2,5-dimetoxibencilo, tritilo,
fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y benciloxicarbonil (CBz ); mas preferiblemente R3 es tert-

butoxicarbonilo (Boc) y R4 es 2,5-dimetoxibencilo.

En otra realizacion preferida de este aspecto, R5 y R6 son cadenas carbonadas lineales o
ramificadas (C4-Cs) que se seleccionan de forma independiente; mas preferiblemente son

metilos.

En otra realizacién preferida de este aspecto, R5 y R6 se encuentran unidas por un enlace
carbono-carbono formando un acetal ciclico de 5 o 6 miembros; mas preferiblemente un
acetal ciclico de 5 miembros.
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En otra realizacion preferida de este aspecto, R3 es tert-butoxicarbonilo (Boc), R4 es 2,5-

dimetoxibencilo, y R5 y R6 son metilos.

En otra realizacion preferida de este aspecto, la etapa (2) de desproteccion se lleva a cabo
por tratamiento del compuesto de formula (VI) con un medio acido, y opcionalmente con un

tratamiento previo o posterior con un medio basico suave.

En otra realizacion preferida de este aspecto, la etapa (2) se lleva a cabo por tratamiento
del compuesto de férmula (VI) con un medio acido; mas preferiblemente el medio acido es

una disolucion de acido trifluoroacético (TFA).

En otra realizacion preferida de este aspecto, las etapas (2) y (3) del método se realizan en
un unico paso de reaccion por tratamiento del compuesto de férmula (V1) con un medio
acido; mas preferiblemente el medio acido es una disolucion de acido trifluoroacético (TFA);
aun mas preferiblemente es una disolucién de acido trifluoracético (TFA) en un disolvente
organico clorado; y aun mas preferiblemente es acido trifluoracético (TFA) al 30% en

dicloroetano.

METODO DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro de obtencion de datos utiles
para la prevencion, identificacion, cribado y/o diagnostico de la hipersensibilidad a las
aminocefalosporinas de un individuo, de ahora en adelante segundo método de la

invencién, que comprende o consiste en los siguientes pasos:

a. Recoger una muestra de sangre de un sujeto, e incubar su suero con un

compuesto o una composicion tal y como se han definido en la presente invencion;

b. Cuantificar la cantidad de anticuerpos IgE especificos que se generan contra el

compuesto del apartado a); y

c. comparar la cantidad obtenida en la etapa b) con la cantidad obtenida en una

muestra control negativa.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la cuantificacion de la etapa b)
se lleva a cabo mediante una técnica seleccionada de entre el grupo que consiste en: RAST
(test de radioalergoadsorcion), ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas),
FAST (test de fluorescencia alergoadsorcion), MAST (test multiple de

quimioluminiscenciaalergoadsorcion), LAST (test latex-alergoadsorciéon), e inmunoensayo
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realizado en soporte de microarray con deteccion fluorescente; mas preferiblemente se lleva
a cabo mediante RAST.

La muestra control puede ser analizada, por ejemplo, simultdnea o consecutivamente, junto
con la muestra bioldgica problema. Las comparaciones descritas en los métodos de la

presente invencion pueden ser realizadas manualmente o asistida por ordenador.

Los pasos (a), (b) y/o (c), del método descrito anteriormente pueden ser total o parcialmente
automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la cuantificacion

en el paso (a) y (b) o la comparacion en el paso (c).

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método in vitro para la prevencion,
identificacion, cribado y/o diagndstico de la hipersensibilidad a las aminocefalosporinas de
un individuo, de ahora en adelante tercer método de la invencion, que comprende los
pasos (a) — (c) segun se han descrito en el segundo método de la invencién, y ademas

comprende:

d. diagnosticar al individuo como alérgico cuando el valor obtenido en la etapa c) es

superior al control negativo.

Un “individuo” o "sujeto", como se usa aqui, se refiere a un mamifero, humano o no
humano, en observacion, y mas preferiblemente un ser humano. El individuo puede ser
cualquiera, un individuo predispuesto a la alergia a las aminocefalosporinas o un individuo

que padece la alergia.

KIT O DISPOSITIVO DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo que comprende o consiste en

al menos un compuesto de la invencion o en la composicion de la invencion.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el kit o dispositivo de la
invencién ademas comprende los elementos necesarios para la realizacion de un test de
deteccion de anticuerpos Inmunoglobulina E (IgE) generados en reacciones alérgicas a

aminocefalosporinas.

En otra realizacion alternativa de este aspecto, el kit o dispositivo consiste en al menos un
compuesto de la invencion o en la composicion de la invencidén, aunque ademas puede

comprender los elementos necesarios para la realizacién de un test de deteccion de
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anticuerpos Inmunoglobulina E (IgE) generados en reacciones alérgicas a

aminocefalosporinas.

El kit o dispositivo de la invencién puede incluir otro dispositivo adicional para la toma de la

muestra biolégica aislada, preferiblemente suero sanguineo.
EJEMPLO DE LA INVENCION

A continuacion se ilustra la invencion mediante la sintesis de algunos compuestos quimicos
que responden a la formula general (l), tal y como se define en la presente invencion, junto
con ensayos inmunoquimicos realizados por los inventores con estos compuestos sintéticos
y que ponen de manifiesto su utilidad en el campo de la medicina y quimica biolégica, y en
particular, para la deteccion de anticuerpos IgE generados en las reacciones alérgicas a

aminocefalosporinas.

NMNH/R

/@)\/NH
|

(0]

R2

Férmula (1)
Compuesto 1 (H) Compuesto 2 ?
L_NH NH
| l
0 HO °

N-butil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida N-butil-5-(4-hidroxifenil)-6-oxo-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida
Sintesis y caracterizacion de los compuestos sintetizados

Se emplean cantidades equimolares de todos los reactivos: solucion acuosa al 60% de 2,2-
dimetoxiacetaldehido, isocianuro de butilo, 2,5-dimetoxibencilamina y N-Boc-fenilglicina
(para la sintesis del compuesto 1) o N-Boc-hidroxifenilglicina (para la sintesis del compuesto
2), y se dejan reaccionar en metanol a temperatura ambiente durante un minimo de 48
horas. Cuando la reaccion ha terminado se afade diclorometano (CH.Cl;) y dos
equivalentes de acido para-toluensulfénico soportado sobre una resina de poliestireno (PS-
p-TsOH) y se mantiene en agitacion a temperatura ambiente durante un minimo de una
hora para la eliminacion de posibles restos del isocianuro. Transcurrido ese tiempo, se filtra
para eliminar PS-p-TsOH y éste se lava tres veces con methanol (MeOH), acetato de etilo
(AcOEt) y diclorometano (CH.Cl;). Las fracciones organicas se unen y se elimina los
disolventes para obtener un residuo que corresponde al aducto de UGI. Para la etapa de

desproteccion, se afiade acido trifluoracético (TFA) al 30% en dicloroetano (DCE) y se
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mantiene a reflujo (80°C) durante dos horas, tiempo tras el cual se deja enfriar, se basifica
con disolucién saturada de NaHCO; hasta pH 8 y se extrae con AcOEt. La fase organica se
seca sobre MgSO, anhidro vy, tras eliminar el disolvente, se obtiene un sirope amarillo que
se purifica mediante cromatografia en gel de silica con mezclas de CH,Cl,/MeOH para
obtener el compuesto final (compuesto 1 o en su caso compuesto 2) en forma de sdlido
amarillo. Las estructuras se caracterizaron mediante resonancia magnética nuclear (RMN-

'H , RMN-"3C) y espectrometria de masas (EM).

Compuesto 1: N-butil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida

RMN-'H (400 MHz, MeOD): & (ppm) 8.52 (s, 1H; N-CH=CCO), 8.19 (m, 2H; Ar-ortho), 7.45
(m, 3H; Ar-meta+para), 3.41 (t, 3J(H,H) = 7.2 Hz, 2H; -CONH-CH_-), 1.62 (m, 2H; -CH,-CH,-
CH,-), 1.43 (m, 2H; -CH,-CH,-CHj3), 0.98 (t, 3J(H,H) = 7.6 Hz, 3H; -CH,-CH,).

RMN-"C (100 MHz, MeOD): & (ppm) 164.3, 157.7, 149.8, 136.9, 133.5, 131.0, 130.29,
129.1(x2), 40.41, 32.61, 21.14, 14.08.

ESI EM calculado para C1sH17N3O, (M + H)+ 271.13, encontrado: 272.1393.

Compuesto 2: N-butil-5-(4-hidroxifenil)-6-oxo-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida

RMN-"H (400 MHz, MeOD): & (ppm) 8.39 (s, 1H; N-CH=CCO), 8.17 (d, *J(H,H) = 9.5 Hz,
2H; Ar-ortho), 6.86 (d, 3J(H,H) = 9.5 Hz, 2H; Ar-meta), 3.39 (t, 2H; -CONH-CH,-), 1.60 (m,
2H; -CH,-CH,-CH,-), 1.40 (m, 2H; -CH,-CH,-CHs), 0.97 (t, J(H,H) = 7.6Hz, 3H; -CH,-CHs).

RMN-"C (150 MHz, MeOD): & (ppm) 164.1, 160.9, 157.1, 150.5, 135.6, 131.7, 130.4, 128.0,
115.9, 40.4, 32.6, 21.1, 14.1.

ESI EM calculado para C1sH:7;N3O3 (M + H)" 287.13, encontrado: 288.1342.

Estudio del reconocimiento de las estructuras sintéticas por anticuerpos IgE

especificos

El estudio del reconocimiento de las estructuras sintéticas tipo (I) por anticuerpos IgE
especificos se han realizado por estudios de inhibicién competitiva de inmunoensayo RAST,
usando suero humano de pacientes que han ido padeciendo reacciones alérgicas a
aminocefalosporinas (concretamente cefaclor) o penicilinas que poseen las mismas
cadenas laterales (concretamente amoxicilina). En estos estudios de inhibicion se ha
empleado como fase solida discos activados con BrCN, acoplados a PLL y conjugados a la
betalactama que provocé el episodio alérgico de cada paciente. Como productos en fase

fluida se han utilizado las estructuras sintéticas tipo (l).
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Antes de realizar el estudio de inhibicidn con las nuevas estructuras sintéticas, es necesario

hacer el RAST directo para poder conocer a qué es alérgico cada paciente.

Radioinmunoensayo para la determinacién de IgE: RAST

La determinacion in vitro de la presencia de anticuerpos IgE se realizé por RAST a cefaclor,
amoxicilina y bencilpenicilina, empleando como fase sodlida discos de celulosa

funcionalizados con cada uno de los farmacos conjugados a poli-L-Lisina.

A partir de sangre periférica se obtuvo el suero que se mantuvo a -20°C hasta su inclusion
en los ensayos. Brevemente, los ensayos se realizan por duplicado, incubando 30 ul de
suero con la fase sélida previamente funcionalizada con los conjugados betalactama-PLL
durante 3 horas. Tras tres lavados con tampén PBS-tween, se afiade anti-lgE marcada
radioactivamente y se deja incubando durante toda la noche. Los discos se lavan 3 veces
con tampon PBS-tween y su radiactividad se mide con un contador gamma. Los resultados
se calculan como un porcentaje respecto a un maximo y se consideraron positivos si eran
superiores a 2%, valor resultado de la media (M) mas dos desviaciones estandar (SD) de un

grupo control negativo.

Estudio del reconocimiento inmunoquimico: Inhibicion de RAST

Para determinar el reconocimiento de los anticuerpos IgE a las diferentes estructuras
sintéticas se realizaron inmunoensayos competitivos en aquellos sueros que mostraron
unos niveles altos de RAST (>7%). Para ello, en la fase sdlida se us6 la betalactama
implicada en la reaccion alérgica conjugada a PLL. El test de inhibicion del RAST consiste
en un estudio de competicidon entre los conjugados en fase fluida frente a un conjugado en
fase solida, por captar la IgE especifica disponible en fase fluida. Los resultados se
calcularon a través de la siguiente formula: % Inhibicion = (%RAST suero no inhibido -
%RAST suero inhibido) x 100 / %RAST suero no inhibido.

En particular, el test de inhibicion del RAST se realizé incubando en la fase fluida el suero
de los pacientes a diferentes concentraciones (100 mM y 10 mM) de los compuestos de
férmula (l) durante toda la noche (16h). Posteriormente se afade la fase soélida para su
incubacion y se sigue el mismo protocolo empleado para el RAST. El test de inhibicion del
RAST se considera significativo, esto es, que las IgE muestran un reconocimiento

especifico, cuando la inhibicion del RAST es igual o superior al 50%.
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Resultados:

Se han sintetizado moléculas derivadas de cefaclor y cefadroxilo, que corresponden a
determinantes antigénicos de férmula (I) (Compuesto 1 y Compuesto 2) de acuerdo con la
degradacion de aminocefalosporinas. La estrategia sintética empleada ha consistido en la
reaccion de Ugi/Desproteccion/Ciclacion (UDC). Esta estrategia ha empleado la reaccion
multicomponente de Ugi (U-4CR), en la que se emplean simultdneamente un aldehido o
cetona, un isocianuro, una amina y un acido carboxilico para dar lugar a una bisamida
(aducto de Ugi). En dicho aducto, el aldehido y los grupos amino estan adecuadamente
protegidos. La posterior eliminacion de los grupos protectores y aromatizacion, da lugar a
estructuras tipo pirazinona. Se trata de un método bastante eficiente en el que todos los
productos de partida son comerciales y la molécula objetivo se consigue tras solo dos pasos

sintéticos y una etapa de purificacion.

Se evalud el reconocimiento inmunolégico de estos nuevos compuestos 1 y 2 (estructuras
tipo pirazinona), junto con determinantes sintéticos anteriormente descritos (Compuesto 3 y
Compuesto 4 — estructuras en Figura 1 y Figura 2. Montafiez, M.l. et al. Chem. Res. Toxicol.
24,706-717, 2011) y los conjugados monomeéricos con butilamina (Antunez et al. J. Allergy
Clin. Immunol. 117, 404-410, 2006) mediante estudios de inhibicion del radioallergosorbent
test (RAST) empleando suero de pacientes alérgicos a betalactamas. De esta manera se
comparé el reconocimiento de las estructuras sintéticas perfectamente definidas,
compuesto 1 y compuesto 2, con la mezcla de compuestos resultante de la conjugacion

cefalosporina-butilamina.

La evaluacién inmunolégica de las estructuras derivadas de cefaclor (1, 3 y cefaclor-
butilamina) se realiz6 a dos concentraciones (100 y 10 mM) con 10 sueros de pacientes
alérgicos a cefaclor. El ensayo consiste en una competicion entre el reconocimiento de la
IgE por la fase solida (poli-L-lisina-cefaclor) vs los inhibidores (compuesto 1, compuesto 3 y
cefaclor-butilamina) en fase fluida. Los resultados de inhibicion de RAST se muestran en la

Figura 1.

Los resultados comparando ambas estructuras sintéticas, a concentracion 100 mM,
mostraron que en el 70% de los casos el compuesto 1 presentd un mayor porcentaje de
inhibicion, es decir mayor reconocimiento, que el compuesto 3. En general, a concentracion
10 mM, el reconocimiento decayd siendo similar para ambas estructuras. Considerando el
porcentaje de inhibicién significativo cuando es mayor al 50%, el reconocimiento a la
concentracion mas alta, fue significativo en el 50% de los casos para el compuesto 1, en el

30% para el compuesto 3 y en el 60% de los casos para el conjugado cefaclor-butilamina.
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La evaluacion inmunoldgica de las estructuras derivadas de cefadroxilo (2, 4 y cefadroxilo-
butilamina) se realizé a dos concentraciones (de 100 y 10 mM) con un grupo de pacientes
con reactividad cruzada amoxicilina/bencilpenicilina (6 casos) y otro grupo con
hipersensibilidad selectiva a amoxicilina (5 casos), todos con RAST directo positivo a
cefadroxilo. El ensayo consiste en una competicion entre el reconocimiento de la IgE por la
fase solida (poli-L-lisina-amoxicilina) vs los inhibidores (compuesto 2, compuesto 4 y
cefadroxilo-butilamina) en fase fluida. Los resultados de inhibicion de RAST se muestran en

la Figura 2.

Los resultados comparando ambas estructuras sintéticas en 6 pacientes con reactividad
cruzada, a concentracion 100 mM, considerando el porcentaje de inhibicion significativo
cuando es mayor al 50%, mostraron que el reconocimiento fue significativo en el 50% de los
casos para el compuesto 2, en el 83% de los casos para el compuesto 4 y en el 100% de

los casos para el conjugado cefadroxilo-butilamina.

Los resultados comparando ambas estructuras sintéticas en 5 pacientes con
hipersensibilidad selectiva a amoxicilina, a concentracion 100 mM, mostraron que el
reconocimiento fue significativo en el 40% de los casos tanto para el compuesto 2 como

para el compuesto 4, y en el 80% de los casos para el conjugado cefadroxilo-butilamina.

Estos resultados confirman que el reconocimiento en caso de los pacientes con reactividad
cruzada a otras betalactamas va dirigida a la region nuclear de la misma (anillo
betalactamico), presente en la estructura 4 y modificada en la estructura 2. Por el contrario,
en los pacientes con hipersensibilidad selectiva, el reconocimiento de ambas estructuras
sintéticas es muy similar, tal como cabia esperar debido a que el reconocimiento esta

dirigido a la cadena lateral R1, presente en ambas estructuras.

Los resultados englobando los 11 casos de pacientes alérgicos a amoxicilina muestran un
54% de casos en los que el compuesto 2 inhibe mas que el 4. Sin embargo, considerando
el porcentaje de inhibiciéon significativo cuando es mayor al 50%, el reconocimiento fue
significativo en el 45% de los casos para la estructura 2, el 64% para la estructura 4 y el

91% para el conjugado cefadroxilo-butilamina.

Conclusién: se han preparado con éxito estructuras bien definidas, que corresponden a
determinantes sintéticos de formula (I) derivados de las aminocefalosporinas (con las
cadenas laterales de cefaclor y cefadroxilo). Estos compuestos son reconocidos por las IgE
de pacientes alérgicos a aminocefalosporinas y/o penicilinas en mayor grado que las

estructuras sintéticas previamente descritas. Su empleo como inhibidores en la inhibicion
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del RAST es util para determinar el grado de reconocimiento y si existen reactividades
cruzadas. El uso de estas estructuras ancladas a fase solida en la cuantificacion de IgE

especifica mediante RAST, puede incrementar la sensibilidad del ensayo.

Estas estructuras de féormula (I) abarcan también los correspondientes determinantes
antigénicos de otras aminocefalosporinas con las mismas cadenas laterales R1, como

cefprozilo, cefaloglicina y cefalexina.
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto de formula general (1):

Formula (1)

o cualquiera de sus sales, tautdmeros o hidratos, donde:

R1 se selecciona entre alquilo C4-C lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, alquenilo
(C2-C1p) lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, y alquinilo (C,-C+o) lineal o ramificado,

sustituido o no sustituido.

R2 se selecciona entre hidroégeno e hidroxilo

Con la condicién de que se excluya el compuesto:
N-propil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida

2.- El compuesto segun la reivindicacion 1, donde R1 es un alquilo (C4-Cyo) lineal o

ramificado, sustituido o no sustituido.

3.- El compuesto segun las reivindicaciones 1-2, donde R1 esta sustituido por un grupo

azida o un grupo alcohol

4.- El compuesto segun las reivindicaciones 1-2, donde R1 es butilo

5.- El compuesto segun las reivindicaciones 1 a 4, donde R2 es hidrogeno
6.- El compuesto segun las reivindicaciones 1 a 4, donde R2 es hidroxilo

7.- Una composicion que comprende al menos un compuesto segun cualquiera de las

reivindicaciones 1-6, o cualquiera de sus combinaciones.

8.- La composicion segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende al menos un

excipiente y/o un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9.- Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o una composicién segun

cualquiera de las reivindicaciones 7-8, para su uso en medicina.
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10.-Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o una composicion segun
cualquiera de las reivindicaciones 7-8 para la deteccion de anticuerpos IgE generados por la

hipersensibilidad a beta-lactamas.

11.- El compuesto o la composicion segun la reivindicacién anterior donde las betalactamas

son aminopenicilinas y/o aminocefalosporinas.

12.- El compuesto o la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 10-11, donde

las betalactamas son aminocefalosporinas, preferiblemente cefaclor y cefadroxilo.

13.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 9-12, seleccionado de la lista
que consiste en N-butil-6-oxo-5-fenil-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida y/o N-butil-5-(4-
hidroxifenil)-6-oxo-1,6-dihidropiracin-2-carboxamida o cualquiera de sus sales, tautdmeros o

hidratos

14.- Un método de obtencion de un compuesto de férmula (I) como el descrito en una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende las

siguientes etapas:

(1) Obtencion de un compuesto de formula (VI)

| _R
W Nf““
o)
R2 o O—R6
\R5

Férmula (V1)

haciendo reaccionar los compuestos de férmula (1), (), (IV) y (V) en un disolvente

organico

3
R

\NH R5— i + 1

OH s O\KKH C=N-R

R=NH, REO
R? ©
Formula (I1) Férmula (111) Foérmula (V) Férmula (V)

donde R3 y R4 son grupos protectores de aminas que se seleccionan de forma
independiente; donde el compuesto de formula (IV) presenta en posicién alfa al grupo

aldehido un grupo acetal como grupo protector de un grupo carbonilo, de modo que R5 y
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R6 se seleccionan de forma independiente del grupo que consiste en cadena carbonada
lineal, ramificada, ciclica, heterociclica, saturada e insaturada y donde R5 y R6 también
pueden estar unidos por un enlace covalente carbono-carbono formando un acetal ciclico; y
donde R1y R2 se definen tal y como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones
1-6.

(2) obtencion de un compuesto formula (VIl) a partir del compuesto de férmula (VI) por

eliminacién de los grupos protectores de aminas R3 y R4 y ruptura del acetal formado por —

OR5 y —OR6.
NH, o} 1
| _R
WNHﬁNH
R © 1o

Formula (VII)

(3) obtencién de un compuesto de formula (1) por ciclacion intramolecular del compuesto de
férmula (VII), a través de un ataque nucleofilico del grupo amino primario sobre el grupo

aldehido, y posterior aromatizacion.

15.- El método segun la reivindicacion anterior, donde R3 y R4 se seleccionan de forma
independiente entre tert-butoxicarbonilo (Boc), 2,5-dimetoxibencilo, tritilo,

fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y benciloxicarbonilo (CBz ).

16.- EI método segun cualquiera de las reivindicaciones 14-15, donde R4 es tert-

butoxicarbonilo (Boc), R5 es 2,5-dimetoxibencilo y R5 y R6 son metilos.

17.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 14-16, donde la etapa (2) se lleva a
cabo por tratamiento del compuesto de formula (VI) con un medio acido, y opcionalmente

con un tratamiento previo o posterior con un medio basico suave.

18.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 14-16, donde la etapa (2) se lleva a

cabo por tratamiento del compuesto de férmula (VI) con un medio acido.

19.- El método segun la reivindicacion anterior donde las etapas (2) y (3) se realizan en un

unico paso de reaccion por tratamiento del compuesto de formula (VI) con un medio acido.

20.- Un método in vitro de obtencion de datos utiles para diagnosticar la hipersensibilidad a

las aminocefalosporinas que comprende los siguientes pasos:
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a. Recoger una muestra de sangre de un sujeto, e incubar su suero con un
compuesto, tal y como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o
con una composicion, tal y como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones
7-8;

b. Cuantificar la cantidad de anticuerpos IgE especificos que se generan contra el

compuesto del apartado a);

c. comparar la cantidad obtenida en la etapa b) con la cantidad obtenida en una

muestra control negativa; y

21.- Un método in vitro para diagnosticar la hipersensibilidad a las aminocefalosporinas que

comprende los pasos (a), (b) y (c) segun la reivindicacion anterior, y ademas comprende:

d. diagnosticar al individuo como alérgico cuando el valor obtenido en la etapa c) es

superior al control negativo.

22. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 20-21, en el que el paso (b) se lleva
a cabo mediante una técnica seleccionada de entre el grupo que consiste en: RAST (test de
radioalergoadsorcion), ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), FAST (test
de fluorescencia alergoadsorcion), MAST (test multiple de
quimioluminiscenciaalergoadsorcion), LAST (test latex-alergoadsorcion), e inmunoensayo

realizado en soporte de microarray con deteccion fluorescente.

23.- Un kit o dispositivo que comprende al menos un compuesto segun cualquiera de las

reivindicaciones 1-6 o una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7-8.

24.- El kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior que ademas comprende los
elementos necesarios para la realizacion de un test de deteccion de anticuerpos

Inmunoglobulina E (IgE) generados en reacciones alérgicas a aminocefalosporinas.
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