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cos de preparacidén de las formas Dy L,

{ céuticamente aceptable del mismo, en forma précticamente li-

5 _ REP:ACYLOXYPEN IT (SY 9’31';
- : R

Eéta invenciéﬁ se refiere a un nuevo 4cido a—éminOrd-
(p;aciloxifenil)acetamidopenibilénico que es $til como agen—
ﬁe antibacteriano y también a un nuevo procéd;mientq pafa 1g
produceidén de deido 6—D-(-)-a-amino-au(p~hidroxifenilacétami-
do)peniéilénico (también conocido por gmoxicilina).

Ly patente estadounidense n? 2.985.648 se refiere a la
oc~aminobencilpenicilinas y describe una férmula general para
estas penicilings que incluye, entre otros, los sustituyen-
tes alcanpil(inferﬂu)oxi én el anillo bencénico. Este documen
to no da mds detalles especificos sobre los compuestos asi
sustitﬁidos'y no se dan ejemplos especi{ficos para su.prepa-
racidén. El documento indica que las a-aminobencilpenicilinas

existen en varias formas dpticas y se dan ejemplos especifi-

Ia patente estadounidense n? 3.520.876 se refiere tam-
bién a la misma férmula general de las a-aminobencilpenicili-
nas dada eﬁ'la pétente estadognidense ne 2.985.648 y describe
en una lista de veintiﬁn compuestos, el écido 6-a~amino—4-—ace-
toxi~bencilpenicilénic; (o dcido 6-a-amino-o-(p-acetoxifenil-
acetamido)penicildnico)., Ia patente estadounidense numero
3,520,876 no dg ninguns indicacidn de-si se prepara algin isé
mero dptico particular -de este compuesto y no se dan detalles
de su actividad antibacteriana.

Ahora hemos descubierto que el compuesto dcido 6-D-(-){

a~amino-a-(p-acetoxifenilacetamido)penicildnico tiene especial

valor para uso como agente antibacteriano ¥y, en un aspecto de
la invencidn, se proporciona el compuesto dcido 6-D-(-)~a-ami

no-o~(p-acetoxifenilacetamido)penicildnico, o una sal farma-

bre del isdmero L§(+).
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Las sales farmacéuticamente aceptables citadas compren

den las sales no téxicas del dcido carboxilico, v.g. sales me
tdlicas no téxicas tales como las de sodio, potasio, calcio
y aluminio, la sal aménica y las sales con aminag nec téxicas,

VoL trialquilaminas, procaina, dibencilamina, N-bencil-p-fe-

netilamina, 1-efenamina, N;N'—dibenciletilendiamina} N-ai@uil
piperidina y otras aminas que han sido utilizadas para formar
sales con las penicilinas. También estdn inclﬁidas dentro de
la definicidn de sales,farmacéutiéamente éceptables las sales
no téxicas de adicién de 4cido (sales aminicas), v.g. sales
con 4cidos minerales como clorhidrico, bromhidrico, yodhidri-
co, ‘fosférico y sulfdri06 yrsales con Adcidos orgdnicos como
maléico, acético, citrico, ox4lico, succinico,’benzoico, tar-
tdrico, fumdrico, mandélico, ascdérbico y mélico.

Esta invencidn también -incluye un procedimiento para
la greparacién de 4cido 6=D=(~)=a-amino-a-(p-acetoxifenilace~

tamido)penicildnico, o una sal farmacéuticamente acepbable

del mismo, esencialmente exento del isémero L-(+), cuyo procé

dimiento consiste en hacer reaccionar un compuegto de férmulaj

HZN 3 S CH3
NI Oy
)y anm .
o’// T coo (1)

o un éster sililico o una sal del mismo, con un agente acilan
: /
te de fdérmula:

",
O '

gl ’
CHy=C-0 CH~COOH

NHB

(11)
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' nocidos el producto.en forma de écido-libre, éster silflico

.agente acilante II puede ser protegido mediante un grupo B

| o de bloqueo adecuados el grupo terc-butoxicarbonilo,; czrbo-

“vinilo. Un grupo de bloqueo especialmente Util es un protén,

donde B es un grupo protector del amino, y separar el grupo
protector del amino para producir el compuesto citado o una
sal .farmacéuticamente aceptable del mismo y, gi se desea,

antes o despuds de la separacidn dB,convertir por métrod-0s co

0 sal, en el correspondiente dcido libre o sal farﬁacéutica—
mente éoeptable del mismo; encontrdndose dicho compuesto de-
férmula (II):en la forma D-z-), esencialmente exenta del isd
mero I-(+). ‘

En la preparacidn de los nuevos compuestos de penici-
lina de esta invencién, el correspondiente compuesto de acidol
‘6~aminopenicilédnico de‘fgrmula (I), su éster sililico o una
de sus sales, es acilado pof métodos conocidos con el agente
acilante apropiado de férmula (II). '

Si se desea, el compuesto (I) puede ser convertido,
antes de la reaccidn de acilacién, en un éster sililico o ung
sal de adicién de 4eido del mismo, ILos ésteres sililicos pue-
den ser preparados por métodos descritos en la bibliografia,
v.g. en la patente estadounidense 3,249.622. El.grupo éster
silflico puede ser separado Gespuds dé la reaccidn de acila-
cidn por hidrélisis.

" Antes de la reaccidn de acilacidn, el grupo amino del

convencional de bloqueo de grupos amino, que pueda ser ficil-
mente separado una vez teminada la reaccién por métodos co-

nocidos. Son ejemplos de grupos protectores del grupo amino

benciloxi, 2-hidroxi-t-naftocarbonilo, tricloroetoxicarboni—

io, 2~etoxicarbonil-1-metilvinilo y 2-metoxicarbonil—i-metil-
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dos como agentes acilantes de los grupos amino primarios. Son

ejemplos de derivados acilantes del dcido de férmula (II) ade

como en el compuesto de férmula:

0
|

CHy=C-0 GH~COCL
NH, o HOL.

Por ejemplo, después de la reaccidn de copulécidn con
acilacidn, puede ser fdcilmente separado por neutralizacidén.
Evidentemente, pueden utilizarse otros gruposrde bloqueo fun-
cionalmente equivalentes para el grupo zmino y estos grupos
estdn considerados dentro de los limites de esta invencidn.

Ia acilacién del grupo 6-amino de una penicilina es
uns ‘reaccidn muy conocidé y puede emplearse cualquiera de los

equivalenteé funcionales de férmula (II) cominmente utiliza-

cuzdos los correspondientes anhidridos de dcido, anh{dridos
mix%0s, v.g. anhidridos alcoxiférmicos, haluros de deido,
azidas, ésteres activos y tioésteres activos. El &cido libre
de férmula (II) puede ser copulado con el compuesto (I) des-
pués de hacer reaccionar primero'dicho'écido libre con cloru-
ro de N,N'~dimetilcloroforminio o mediante el uso de enzimas,
de un N,N'-carbonildiimidazol, un N,N'~carbonilditriazol o
un reactivo de carbodiimida, v.g. N,N-di-isoproPiicarbodiimi—
da, N,N'-diciclohexilcarbondiimida, N-ciclohexilcarbodiimide

0 N-ciclohexil—N'-(2~morfblinoeti1)carbodiimida, un reactivo

I+

de alquililamina o un reaciivo de gsal de isoxazolio, Oiro equ
valente déi dcido libre es la azolida correspondiente, es de-
cir, una amida del 4eido correspondiente cuyo nitrégeno ami-
dico pertenece a un anillo de cinco miembros casi aromético,

que contiene por lo ‘menos dos dtomos de nitrégeno, es decir,
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imidazol, pirazol, los triazoles, bencimidazol, benzotriazol
y-sus derivados sustitufdos. Otro derivado reactivo del deido
fenilglicinico de férmula (;;) es el N;carbox;anhidridq (anhi
drido de Leuch). En esta estructura, el grupo que activa al
grupo carboxilo también sirve para proteger al érupo amiﬁo,
Un agente acilante especialmente preferido es el isémexro D-

- (=) del hidrocloruro de cloruro de dcido de férmula

0

|l

CH3—C—0 ~C0oC1

. . Wi, . HCL

qué también realiza una doble funcidn de activaci&n del car-
boxilo y proteccidn del amino., Antes se ha mencionado el uso
de enzimas para copular el dcido libre con su grupo amine

bloqueado éon el compuesto (i). Incluldos en estos procedi--
mientos se encuentra elruso_de un éster, v.g. el éster meti-
lico, de ese éciﬁo libre con_enzimas proporcionados por di-

versos microorganismos, v.g. los descritos por T. Takahashi

y colaboradores, J.Amer.Chem.Soc:, 94'(11), 4035-4037 (1972)
y por T. Nara y colaboradores, J.Antibioties (Japén), 24 (5)]
321-323 (1971) y la patente de Alemania Occidental ntmexo
2216, 113,

Las condiciones particulares del prbceso, v.g. tempe-
ratura, disolvente, tie&po de reaccién; ete, seieccionadas |
para la reaccidn de copuiacidn estén determiﬁadas por la na-
fturaleza del método de acilacidn empleado y son conocidos 7
‘por los expertos en esta téenica. En general, es dtil agre-
gar una amina terciaria orgdnica, v.g. %rietilwmina, N,N~di~
metilanilina, etilpiperidina, 2,6-lutidina o quinoleina, que

sirve como aceptor de protones o agente formador de sal.
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‘cibn son potentes agentes antibacterianos, uUtiles en el tra-|.

%te absorbidos por administracién oral.

cidén pueden ser formulados como compogiciones farmacéuticas

"que comprenden, ademds del ingrediente activo, un vehiculo o

Los.éompuestos de esta invencidén pueden ser aislados
por cualquiera de los métodos habitualmente empleados para el
aislamiento de penicilinas similares. Asi, pugde obtenerse
el producto en forma de molécula neutra aungue probablemente
deba ser representéda con més precisién en forma de zwitteridn
o puede ser aislado en forma de sal. Ia formacién del dcido
carboxilico o de la sal de adicidn de deido farmacéuticamen~
te aceptableideseados se realiza por métodos conocidos, v.g.
reaccidn del 4cido con una base o un 4cido apropiados.

Una vez terminada la reaccidn de acilacidn, el produc-
%o obtenido puede ser convertido (antes o después de separar
el_érupo protector del'aﬁinq), por métodos conocidos, en la
forma deseada del nuevo producto. Por ejemplo, el producto ex
forma de éster sililico o de sal puede ser convertido en el
dcido libre 5 en una sal -farmacéubticamente aceptable del mis-
mo por separacién del grupo égfer sililico, v.g. por hidré-
lisis, '

Los compuestos farmacéuticamente activos de esta inven

taﬁiento de las enfermedades infecciosas en el ganado aviar
y en los animales, inclufdo el hombre, causadas por muchas
bactérias Gram-positivas y Gram-negativas. los compuestos
activos también son valiosos como suplementos nutritivos en
1§s piensos para animales y como agentes para el tratamiento
de la magtitis en el ganéd6 vacuno. También se ha encontrado

inesperadamente que los ‘compuestos preferidos son eficazmen-

Log nuevos medicamentos proporcionados por esta laven
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las, tabletas o emulsiones. En el tratamiento de las infeccig

_ra ambiente. Se recoge el sélido, se lava tres veces con

| suspensidn se agita durante una hora a 5°C y el sélido se ret

" p-hidroxifenilglicina). ap(1 % HC1 N/10) = =104,5.

diluyente farmacéuticamente aceptabie. Tos compuestos pueden
ser administrados por via oral y parenteral. Los preparados

farmacéuticos pueden encontrarse en forma sélida como cépsu-

nes bacterianas del hombre, los compuestos de esta invencidn
pueden ser administrados.parenteralmente en una proporcidn
comprendida aproximadamente entre 5 y 200 mg/kg/dia en dosis
fraccionadas; v.g. 3 a 4 veces al dfa. Son adhinistrados en
dosis unitarias gue contienen, por ejemplo, 125, 250-0 50C ng
de ingrediente activo, con vehiculos o excipientes adecuadosy.
fisioldgicamente aceptables. ‘

Lo que sigue ilusfra la preparacidén denlos materiales
de partida empleados en la froduccidn de los nuevos compues-—
toé de la invencidn, como se describe en el siguiente Ejem—

,plo 1. .

| . MATERIALES DE PARTIDA

Preparacidn ‘del 4eido D—(-)—a-amino—a~(p—acetoxifenil)aééticc

Método A (en dcido acético como disolvente)
Se agitan 203,5 g (1 mol). de hidrocloruro de D-(-)-p-|.
hidroxifenilglicina, 800 ml de deido acético y 314 g (4 mo-

les) de cloruro de acetilo, durante 48 horas, a la temperatu;

250 ml de acetona cada vez y dos veces con 250 ml de etanol
y se seca a 40°. Rendimiento: 210 g (85,4 %). Este hidroclo-
ruro se disuelve en 3,0 litros de agua; la solucién se enfrig

entre 5 y 10°C y el pH se ajusta a 4,5 con NH,0H al 20 %. la

coge, se lava dos veces con agua y dos veces con acelona y

se seca a 40°C. Rendimiento: 133 g (64 % a partir de D-(-)-




SR N

e X

Wi e RANSAA L uth s A e -

b e Waa o

10

18

20

28

30

Método B (en cloruro de metileno)

Se agitan durante 48 horas, a la temperatura ambiente,
4,07 g (0,02 moles) de hidrocloruro de D-(-)-p-hidroxifenil-
glicina, 30 ml de cloruro de metileno y 6,28 g (0,08 moles)
de cloruro de acetilo. Se recoge el sélido, se lava dos veces
con acetona y dos veces con etanol, Rendimiento: 4,17 g (84)5%

Andlisis: Cl =_i4,8 (4cido calculado).

Método C (en dcido tfifluoracético)

Sg afiaden 1,67 g (0,01 moles) de D¥(~)—p—hidroxifenil—
glic¢ina, con agitacién, a 16 nl de dcido trifluoracético a
la temperaturé ambiente. Después de producirse la disolucidn,
se afiaden 1,57 g (0,02 méles) de cloruro de acetilo. Después
de una ligera reaccidén isotémica, apareée un sélido., la sus~
pensién se agita durante hora y media a la temﬁeratura ambien|
te y el deoido trifluoracético- se separa a vaclo. Se recoge el
sélido residual y se lava con cloruro de metileno y con
etanol. El dcido D-(-)-a-amino-a-(p-acetoxifenil)acético es
idéntico al preparado por 105 ¥étodos A o B. 7 7

Rendimiento: 1,9 g (75 %).

Preparacidén de hidrocloruro de cloruro de D (=) =0~amino—u~(p-

acetoxifenil)acetilo

. Se enfrian a —5?0, con agitacidn, 83,6 g (0,40 moles)
de 4cido D-(-)~0-amino-a-(p-acetoxifenil)acético y 1,25 1 de
clorurc de metileno anhidro. Después se afladen muy lentamen-
te 152 g de pentacloruro de fdésforo, seguidos de 4 ml de ai~
meti}formamida. Ia mezcla se agita durante 4 horas a 0°¢c, Se
recoge el sélido, se lava con cloruro de metileno anhidro y
se seca a vaci& a la temperatura ambiente.

Rendimiento: 61 g (57,5 %).
Andlisis: cloro total = 27,2 % (tedrico: 26,9 %).
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El siguiente ejemplo se da como ilustrativo péro no
;iﬁitativo de esta invencién. Todas las temperaturas se dan
en grados centigrados. El 4cido 6-aminopenicildnico es abre-
viado a 6-APA.

EJEMPIO 1

Acido 6-D—(-)-a-amino-a-(p-acetoxifenilacetamido jpenicildnico

o acetoxi-ampiciling o RN 1395

Método A. Proceso anhidro _ '

Se agitan 15,27 g (0,071 moles) de 6-APA en 500 ml de
clofuro de metileno anhidro; se separan por destilacién 120 m
de cloruro de metileno y se afaden 11,8 ml de hexametildisi-
lazeno. La mezcla se agifa y se calienta a reflujo durante
20 horas (al cabo de unas 10-15 horas todo el 6-APA ha pasado
g solucién). Ta solucidn anterior se enfria a 0°C y se afiaden)
120 ml dé cloruro de metileno.seguidos de la adicidn de 9,5 m
de dimetilanilina y 7 ml de una -solucidn de hidrocloruro de
dimetilanilina en cloruro de metileno (30 %). Después se afia-
den poco a poco (alrededor de hora y media) 20 g (0,0756 mo-
les) de hidrocloruro de cloruro de D-(-)-a-amino-a-(p-aceto-
xifenil)acetilo, a +20°C & se deja en‘feposb durante la noche
a +5°C, Después se afiaden 5 ml de metanol seguido de 240 ml
de agua. El pH se ajusta a 2,5 con trietilamina y la mezcla
;e filtra a través de una capa de Celite; después se comprue
ba el pH y la fase acuosa se separa, se lava dos veces con
150 ml cada vez de cloruro ‘de metileno y se trata con carbén
activo, Ia solucidn se ajﬁsta a pH74,5 v se concentra a va-
cio hgsta un volumen de¢150 ml gproximadamente., Se deja Laﬂ
suspensidén en reposo durante la noche a +590 & el sélido se
recoge, se lava cdn agua y acetona ¥y se seca a 40°c pars dar

el producto del $2tulo esencialmente exento del isdémero I-(+)

[ =)
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. El producto obtenido es idéntico al preparado por el Método A

N

Rendimiento = aproximadamenteZ30 % (de un material con
una pureza del 85—?0 %)

ap (0,5 % HCL N/10) = +205,5

Andlisis elemental del trihidrato:

Tedrico . Encontrado
¢ 46,85 47,17
E 5,89 5,72
N 9,10 9,02
s 6,93 7,27
H,0 TR 11,33 (KF) ¥ 10,77 (168] -

El espectfo RMN concuerda con la estructura atribuida.
Ensayo yodométricé (frente a un patrén de.ampicilina)
= 738 meg/ml. ’
Método B. Proceso himedo _

Se disuelven 10,8 g (6;05 moles) de 6-APA en 45 ml
de agua y 11,7 ml de HC1l 6N; se-afladen 300 ml de acetona y
la mezcla sé enfria a -5°C, Después se afiaden poco a poco
7,4 g (0,028 moles) de hidrooloruré de cloruro de De=(=)=0-
amino-o~(p~acetoxifenil)acetilo y el pH'se mentiene constan-—
te & 1,4-1,6 por adicién de. trietilamina.

Se afiade la segunda fraccidn del hidrocloruro de clo-
ruro a pH 1,2-1,4. Al cabo de una hora a —5°C, la acetong.se
separa a vacio y el pH de la solucidn se ajusta a 4,3~4,5.
1 mzterial sélido se recoge y desprecia. Las aguas madres
se siembran y se dejan cristalizar durante la noche a +5°C.
Se recoge el RN 1395{ se lava cuidadosamente con un poco de

agua y con acetona y se seca a 40°C. Rendimiento: 2,0 g (9%).

Datos biolégicos'

Ia Tabla I contiene los datos comparativos de la CMI.

[
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Organismos : (BL=P1410) lina RN 1395 ]
D, pneumoniae# (10_3)tt 49585 ' 0;608 ; 0,008|
Str, pyogene.s]t (10-3)ﬁt A3604 0,008 o 0,008
S. aureus Smith (10-4) A9537 - 0,06 E : 0,13
T 0 T s 0,06 0,13
'S, aureus BX 1633 (10-3) A9606 8 : , 8
S. aureus BX 1633 (10-2) 49606 > 125. . o >125
S. zureus Meth-Res (10-3) A15697 63 63
Sal. enteritidis (10~4)} 49531 0;i3 0,13
E. coli Juhl (10-4) 415119 2 Lo 4
E. coli (10-4) A9675 32 32

12

para la amoxicilina (BL-P1410: ahélogo p-hidroxi de la ampi-
cilina) y la p-acetoxiampieilina (RN-1395)., Las concentracio-
nes minimés de inhibicidén fueron determinadas_por el método
‘de dilucidén al doble del caldo, utilizando concentréciones
equimoleculares de cada compuesto. '

Iz Tabla II y las Figuras I y I que acompafian a esta
mémoria muestran los datos comparatives de los niveles en san| -
gre en ratas y perros cuando se administra amﬁxicilina
(BL4P141Q) y p-acetoxiampicilina (RN-1395). ILa Tabla'III con-
tiene los resultados obtenidos de las Figuras I y II.

Como podrd observarse en los datos bioldgicos, la p-
acetoxiampiciling y la amoxicilina presentan propiedades si=-
milares dé CMI pero la p-acetoxiampicilina presenta propie-
dades de niveles en sangre sorprendentemente sﬁperiores.

TABLA I
CMI (mg/ml).
Caldo nutriente o

Amoxicilina p-acetoxiampicl

K. pneumoniae (i0—4) AS97T . 0,3 , 0,3
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TABLA I (continuwacidn)

" Amoxicilina p-acetoxiampici-
" Organismos - (BL-P1410) ling, RN 1395

16,9 19,8 13,4 11,0

K. pneumoniae (10-4)  A15130 125 © >125
Pr. mirabilis (10-4)  A9900 0,3 0,6
Pr. morganii (10-4) A15153 125 . 35125
Ps. aeruginosa (10-4)  A9843A >125' >125
Ser., marcescens (10-4) 420019 32 63
Ent. cloacae (10—4)‘ A9656 >125 > 125
Ent. cloacae (10-4)  A9657 63 63
Ent. cloacae (10-4)  A9659 63 >125
45 % MaB + 5 % suero + 50 % NB _
dilucidén de un cultivo de caldo de una nocheé
| TABLA IT ‘
Niveles en sangre en ratas (mcg/ml)
100 mg/kg - via oral
. . Horas
Compuesto Sexo 0,5 1 1,5 2 4 6
RN 1395 B 15,1 20,2 21,8 18,9 2,8 0,5
"M 22,4 23,0 20,2 18,6 2,9 0,8
¥ 14,2 18,9 19,5 12,2 6,1 0,5
H 12,2 21,8 20,7 17,3 3,6 0,8
H 'A18,9 23,0 23,0 18,9 2,9 0,7
H {4,3 22,4 20;7 18,6 3,5 0,4
Promedio 16,18 21,55 20,98 17,41 3,63 0,6
BL-P1410 M 16,0 23%0 1443 12;2 2,9 0,2
' M 17,9 16,9 16,4 13;4 ,4%1 0,6
M 18,6 15,5 16,4 11,0 3,3 0,5
b: ' 0 2,6 0,6
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' Compuesto

BL-P1410

_ 14

PABIA II (continuacidn)
. "Horas
Sexo 0,5 1 1,5 ‘ 2 4 6

H

- H

17,7 15,6
16,8 22,4
17,31 18,86

Promedio
i
t
I
\
]
\

13,4 15,1 3,4 0,2
12,5 12,5 2,6 0,5
14,40 12,50 3,15 0,4
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/ 0 horas
| 0,5 horas:

1 hora
Concentracién media :
1,5 horas
en suero (meg/ml) al
- : 2 horas

cabo de
4 horas
{ 6 }idras

48

Miximo de la curva concentracién media en suero-tiempo

Promedio de la concentracidén mixima individual en suer

Tiempo del mdximo de la curva de :concentracién media e

tiempo (horas)

"Pro.medio de log tiempos miximos individuales (horas)

. N 8 ,
Promedio de las dreas bajo la curva de concentracidn 1

vidugl en suero-tiempo meg/ml x horas

0—~6 horas

Elimingeidn urinaria (mg)0-3 horas
al cabo de

3—§ horas
0-6 horas
Eliminacidén urinaria en
porcentaje de la do-

sis agbsorbida 0-6 horaes

x .
n.s, = no significativo.




TABLA III
RN 1395 DQ IV 148 BI-P1410 PR 4 |
‘ratas, via oral ratas, via oral, Ensayo t esta-
100 mg/ke 100 me/kg distico
horas L= . A - _ n,s. X
,5 horass | 16,18 17,31~ >0,05
hora SR ) 21,55 ' 18,86 p >0,01
,5 horas 120,98 14,40 p> 0,01
horas ' Y 12,50
horas o T 3;63 o 3;15 N.S..
Yoras ’ ) ; 0;61 0;4,3 . n.s.
tracién media en suero-tiempo (meg/ml) 21;55 -18;86 > 0;05
ién mAxima individual en suero (incg/ml) 21,9 L 19,90 ‘ > 0,05
urva de :concentracién media en suero- - ) . . o
_ ‘ 1,0 " 1,0 N.8e
dximos individuales (horas) 0;7§ - -‘ll;16 S -
gcﬁmiuyriviog:sconcentracidn indi- | :
0-6 horas . 58,99 ‘ 47,68  p<0,001
0-~3 horzs ‘ : 5,06 L 4,53
3~6 horas ] T 1;1‘1 ' 0;90_
0-6 horas o . ' 6,17 - 5,43
\\ . ’ 7- ; . - “.
0-6 hores _ A 39,9 D> 0,05

-
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Ademds de lo anterior, loé compuestos de la invencidn
también son ttiles como intermediarios para la preparacidn del -
los correépondientes compuestos p-hidroxi que se sabe que son
potentes agentes antibacterianos, utiles en el tratamiento de
las énférmedades'infecciosas en el ganado aviar y en los ani-

males, incluido el hombre, producidas por muchas bacterias

‘Gram-positivas y Gram-negativas.

_ Hemos encontrado que el dcido 6—D—(—)—&-amino-a-(p—ac§
toxifeni}acetamido)peqicilénico, aunque estable en una solu-
¢iéh salina normal, es hidrolizado enzimdticamente al conoci-
do y potente 4cido 6=D=(-)-c-amino~a~(p-hidroxifenilacetami-
do)penicildnico., '

Por consiguiente, esta invencidén también proporciona

un nuevo procedimiento para la preparacién de deido 6-D-(=)=

' a-amino—a-(p-hidroxifenilacetamido)penicilénioo, un hidrato

o una sal farmacéubticamente aceptable del mismo, cuyo proce-
dimiento éonsisté en tratar una solucidp acuosa del dcido
6—D—(—)-a-amino-a—(p-acetoxifenilacetamido)penicilénico con
wna esterasa, a un pH comprendido aproximadamente entre 5,0
y 7,5; aislar el producto'ﬁor métodos.conocidos ¥y, 8i se de~
sea, convertir por métodos conocidos el producto . en forma de
dcido libre o hidrato en la correspondiente sal farmacéuficar
mente aceptable del mismo. '

Una realizacién preferida es la preparacién del dcido
6-D~(=~)—a-amino-a~(p-hidroxifenilacetamido)penicildnico, su
hidrato o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, cu-
yo procedimiento consiste en tratar en solucidn acuosa el
dcido 6—D—(-)-a-wmino—a—(p-acetoxifeﬁilacetamido)peniciléni—
co con una esterasa seleccionada entre suero humano, suero

enimal, esterasa citrica, salvado de trigo, germen de trigo
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mg/ml de esterasa por volumen total de la solucidn acuosa;

‘y o una concentracid de unos 5 a 10 mg/ml de esterasa por vo-

- M-

y Bacillus subtilis, a un pH comprendido aproximadamente en-

tre 5,0 y 7,5 ¥ a una concentracidn de alrededor de 5 a- 10

aislar el producto por métodos conocidos y, si se desea, con-
vertir el producﬁo en forma de deido libre o hidrato en la

correspondiente sal farmacéuticamente aceptable déel mismo.

Una realizacidn comerciclmente preferida de esta invenp

cién es la preparacién de 4eido 6-D-(~)-c~amino-a~(p-hidroxi-
fenilaceﬁgﬁido)penicilénico, hidratos o sales farmacéutica-
mente aceptables del mismo, gue consiste- en:

tratar en solucidn.acuosa el 4cido 6=D=(=-)=a-amino-a-
(p—acetoxifenilacetamidojpenicilénico con una.esterasa selec-
cioﬁada entre esterasa citrica, salvado de tiigo b4 éérmen de

irigo, a un pH comprendido aproximazdamente entre 5,0y 7,5

lumen total de la solucidn acuosa; y

aislar el‘ﬁroducto po? métodos conocidos y, si se de~
sea, convertir el producto enlforma de 4dcido libre o de hi-
drato en la.correspondiente sél famacéﬁficamente aceptable
del mismo.

De especial interés comercial-és el procedimiento pa-—
ra la preparacidén de dcido 6-D-(-)-a-amino~a-(p—hidroxifenil—
acetamido )penicildnico, un hidrato o una sal farmacéuti camen-
te acéptable del mismo, ‘que consiste eﬁ:

" tratar en una solucidn acuosa el deido 6;D—(7)—a—ami—
no-o-(p-acetoxifenilacetamido)penicilédnico con la esterasa
9omefcial,'salvado de trigo grosero, a un pH comprendidc en-
tre 5,5 y 6,0 uhopcionalmente en presencia de un regulador a
un pH de 7,0, 2 una concentracidn de unos 10 mg/ml de estera-

sa por volumen total de solucidn y
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..aislar el producto por métodos conocidos y, si se dé—
séa, convertir el producto en forma de dcido libre o hidrato
én su{correspondiente_sal farmacéuticamente-aqeptable.'

_El écido'6—D—(«)—a—amino-a-(p-hidroxifenilacetamidq)-
ﬁenicilénico (améxicilina), preparado mediante esta invencién

es conocido como potente agente antibacteriano, Util en el :

tratamiento de las enfermedades infecciosas en el ganado

aviar y en los animales, incluido el hombre, producidas por
muchas bacterias Gram-positivas y Gram—negativas. -
Los siguientes ejemplos ilustran la preparacidén de

amoxiciline de acuerdo con la invencién. | |

- EJEMPLO A _ AR

 Se pfeparanrséluc;ones de 0,5 mg/ml de doido 6=Dm(-)=
a—amino-a—(p-acgtoxifenilacetamido)penicilénicb (p-acetoxiam-
picilina) en solucidn salina normal y en suero humano. Tam-
bién se preparan soluciones patrén de 05 mg/ml de deido 6~D-
(-)-a—amino—a-(p;hidroxifenilaeetamido)penicilénico (p~hidro-

xiampicilina) en solucidén salina normal y en suero humano.

S . . 0
Todas lag soluciones -anteriores se incuban a 37°C, sa-.

cudiendo y se muestrean péra cromatografia a intervalos de
tiempo de 0, 2,.4, 8 y 24 horas. Ias soluciones, aproximada-

mente 5 microlitros por raya, se depositan sobre tiras de '

-medis pulgada (12,7 mm) de papel Whatman n® 1, que se secan

y desarrollan en un sistema disolvente que contiene 80 partes

de acetato de butilo, 15 partes de n~butanol, 40 partes de )
gcido acético y 24 partes de agua. Después las tiras son bio-

autografiadas sobre placas sembradas con bagcillius subtilis,

a un pH de 6,0,
Los biocromatogramas indican que la p—acetoxiampicilina

es rapidamente hidrolizada a la-forma p-hidroxi en el suero

?
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humano pero parece estable en_solucién salina normal.

. EJEMPLO B
., Se preparan las siguientes soluciones:

.70,5 ng/ml de dcido 6-D-(-)—a—amino-a-(p-acetoxifenil—
acetamido)penicildnico (p-acetoxiampicilina) en solucién sa-~
lina; -

0,5 mg/ml de p-acetoxiampicilina en una solucidn de
.esterasa citéica dilulda diez veces con solucién reguladora

de fosfato potdsico 0,1M para mantener el pHa 70y

0,5 mg/ml de p-acetoxiampicilina en una solucidn de

| 10 mg/ml de salvado de trigo grueso (Shiloh) conteniendo

041 M. de solucidn reguladora de fosfato potédsico.

. Podas las soluciones.énteriores se incupaﬂ a 37°C con
sacudidas y se muestrean pars crbmatografia coﬁo se ha desecri
t0 en el Ejemﬁlo A, 77

O Estos biocromatogramas indican que la p-acétoxiampici—
lina es estable en solucidn salina pero que sé hidroliza rdpi
damente a la forma p-hidroxi con la esterasa eitrica y con ls

esterasa de salvado.
EJEMPIO C
Se preparan las siguientes mezclés de reaccidn, gacu~-
didas a 28°¢ y muestreadas a intervalos de 0, 0,5, 1, 2, 3;
4 y 6 horas, como se deséribe en el Ejemplo A. -
1..25 g de sal&ado desengrasado (salvado de trigo ob-
tenido de Shiloh, trafado'cbn acetons Y secado), 4,5 ml de
solueidn reguladora de fosfato potdsico 0,1M, pH 6,0 y 0,5 nl
'qe deido 6—D—(—)—a—amino—a—(p-acefoxifenilamido)penicilénico
(p—acetoxiampicilina) a una concentracién de 5 mg/ml en la .

misma solucidn reguladora.

2. 25 mg de salvado desengrasado, 4,5 ml de solucidn
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reguladors de fosfato potdsico 0,1N, pH 7;0 v 0;5 ml de p—écg
toxiampicilina & razdn de 5 mg/ml en la misma solucidn regu~
ladora. | o .

3. 25 mg de salvado desengrasadg, 4,5 ml de.solucidn
regulédéra de fosfato potdsico 0,1M, pH 7,5 y 0,5 ml de @-ace
toxiampiciling a una concentracidn de75 ng/ml en la misma so-
lucidén reguladora. |

4, 50 mg de salvado desengfasado, 4,5 ml de solucidn
reguladora de fosfato potdsico 0,1M a pH 6,0 y 0,5 ml de p-
acetoxiampicilinag a una concentracién-de 5 mg/ml en la misma
golucidn reguladora. |

5. 50 mg de salvado desengrasado, 4,5 ml de solucidn
reguladora de fosfato potdsico 0,1M a pH 7,0 y 0,5 ml de
p-acetoxiampicilina a una concentracidén de 5 mg/ml en la mis-

ma solucidn .reguladora.
6. 50 mg de salvado desengrasado, 4,5 ml de solucidn

reguladora de fosfato potdsico 0,1 a pH 7,5 ¥y 0,5 ml de p-
écetoxiampicilina a una conceptracidn de 5 mg/ml en la mismg
solucidn reguladora. '
Los resultados de los bidcromatogramas se encﬁentran
en la Tabla IV. _
TABLA.IV

% de conversién en p-hidroxiampicilina

Tiempo de reaccién (horas)

Reaccidn
ne 0 0,5, 1 2 3 4 6
1 12 23 2 64 100 91 95 %
2 11 34 45 68 120 75 77 %
3 11 32 39 45 68 75 98.%
4 9 . 32 55 59 80 80 T %
5 14 . .34 64 109 131 104 104 #
6

16 66 66 91 98 116 86 %
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Por lo tanto, se obtienen resultados éptimos utilizan-
déglé mezcla de reaccidn n? 5; la converéidn total en p—hidrgi
xiampiciling es completa en 2 horas g una congentrgcidn de
enzima de 10 mg/ml y a un bH de 7,0. -

' " EJEMPIO D

. Se prepara la siguiente mezcla de reaccidn conteniendg
iqo mg de salvado desengrasado (Shiloh), 2,5 mg de dcido 6-D-

~)=0=gmino~a=(p-acetoxifenilacetamido )penicildnico (p-aceto-

iampicilina) y 5,0 mk de agua. Ia mezcla se sacude & Unos
28%¢ y se evalda por cromatograffa al cabo de 1, 2 y 3 horas
como se ha descrito en el. Ejemplo 2. ‘ '

:, o Los resultados de.los biocromatogramas indican una
coéversién del 100 % de p-acetoxiampiciiina en_thidroxiampin
¢ilina en 3 horas. El pH de la mezcla de reaccidn permanece
constante a 5,7 aproximadamente, a pesar de la ausencia de
solucidn reguladora, »
EJENPLO E

Se combinan los siguientes materiales: 20 g de salva-

do desengrasado (Shiloh), 1,0 g de deido 6~D~(-)~-o~amino-c~

(p-acetoxifenilacetamido)penicildnico (p-acetoxiampicilina)
.y 21 de una'solucidn acuosa 0,01M de regulador de fosfato
quésico a pH 7,0.Lé mezela resultante se agita a unos 28°C
y se muestrea cada hora como se ha descrito en el Ejemplo A.
Los biocromatogréﬁas indican una conversidn del 100 %

,en 3 horas., Después se centrifuga la mezcla. El 1fquido que

/ sobrenada se recoge, se ajusta a pH 4,0 con 4cido clorhidri-

co ¥ se liofiliza. El liofilizado se vuelve a analizar como
se ha descrito antes y se encuentra que contiene aproximada-
mente 900 mg de p-hidroxiampicilina. -

" Se suspenden 6,0 g del liofilizado en 20 ml de agua.
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A la mezcla resuitante se afiade d4cido clorhidrico 6N para
redﬁcir gradualmente el pH hasta 2,0. Se continta agitando
durante otros 15 minutos y después se filtra el sdélido. El
filtrado se trata con 1,0 g de carbdn decolorante, se filtra
y el filtrado transparente se ajusta a un pH de 4,5. Tiene

lugar la cristalizacidn al rascar las paredes de la solucidn

y se deja gue continue durante una hora. Los cristales se Te~

cogen en un filtro, se lavan con agua y acetona ¥y después se
secan para-dar 180 mg de trihidrato de acido 6-D-(=)=Gmami~

no-a-(p-hidfoxifenilacetamido)penicilénico, punto de descompo
sicidén 2o1°cL

\ ~

% teérico % encontfado'

Anélisis para 016H19N30581 ¢ 45,82 ,4§,§7
' ‘ . H 6,01 T 5,71

N 10,02 10,48

Hy0 K.F. - 12,89 13,68

DATOS BIOLOGICOS

Datos sobre la actividad in vivo

Lag dosis curativas medigs (Dcso) en ratones contra
un ataque letal en exceso ae &arios organismos patdgenos fue-
ron determinadas para el dcido G-ED—(-)—a—amino—u-(4—hidroxi-
fenil)acetamidc) penicilénico. Los datos DOgy cbtenidos se enq

cuentran a continuacién en mg/kg.

Organismo _Via de administracién ' DCg, (mg/kg)
S. aureus Smith intramusculaf 0,2
' oral ‘ - 0,9
Sal. enteritidis intramuscular 5.4
.‘ . loral . 4,0
K., pneumoniae intranuscular . T
oral T

orai;' : 3,5

S. enteritidis )

a5
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sal farmacéuticamente aceptable del mismo y, Si se desea,

- 23,

Détos de la absoreidn oral

Se realizaron medidas de los niveles eﬁ sangre obteni-
dos en ratones por administracidn oral de deido 6-[D—(;)~a-
aminq-qf(4-hidrogifenil)acetamido]penicilénicé. En el énsayo,
cuatro ratones fueron medicados oralmente con 30 mg/kg del

compuesto. A continuacidén damos los niveles medios en sangre

obtenidos: 7
. Nivéles en sangre
Tiempo, (horas) (mcg/ml)
0,5 8,1
1,0 ' 4,0
2,0 T 1,40
3,5 " 1,1

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:

7
-
e

'REIVINDICACIONES

- o Wi

e A e e+

- Y S o T
1. Un procedimiento para la preparacidn de acidos |
acetamido penicilédnicos que consiste en a) hacer reaccionax

un compuesto de férmula: ey e T
S CHj ‘

H N.;. : ' '
2" T [ CH,
X .
64’ COOH (1)

o un éster silflico o una sal del mismo, con un agente aci-

lante de un 4cido de férmula:

0
cﬁs_g_ CH-COOH

NHB ‘ (II)

donde B es un grupo protector del amino y separar el grupo

protector del amine para producir el compuesto citado o uns

L e
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' producto por métodos conocidos y, si se desea, comvertir el

‘diente sal farmacéutlcamente aceptable del mismo.

anﬁes o después‘de separar B; convertir por métodos conoci-
dos el producto en forma de Acido libre, de éster sililico
o de sal, en el correSﬁondiente fcido libre o en una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; estando dicho com—.
pesto de férmﬁla (II) en la forma D-(-) esencialmente exen-
ta del isomero. I-(+); y opcionalmente b) tratar en una so-
iucién acuosa el &cido 6-D-(=)-X~amino—ol~(p-acetoxifenila~
l'etamido) penicildnico obtenido en la etapa anterior con

na esterasa, a un pH.comprendido aproximadamente entre 5,0

1 7,5; aislar ei producto y, si se desea, convertir el pro-
ducto en forma de &cido 6-D-(-)-¢-amino-«-(p-hidroxifenila-
c§tamido)penicilénico libre o hidrato en ‘su cqrrespondiente
sal farmacéuticamente aceptable.

2. Un procedimiento segin la reivindiéacién 1, don-

de el agente acilante es hidrocloruro de cloruro de D—(—}—
o —amino-«~(p-acetoxifenil) acetilo. |

3. Un procedlmlento segin la re1v1nd1ca01onl, que
consiste en tratar en solucidn acuosa el dcido 6~D—(-)-0-ami-

no-a-(p—acetoxifenilacetamido)penicilénico con una esterass
gseleccionada entre el grupo formado por suero humano, sﬁe:o
gnimal, esterasa citrica, salvado de triéo, geruen de trigo,
y bacillus subtilis, a un pH comprendido aproximadamente én-‘
tre 5,0 ¥y 7,5 ¥ & una concentracidn de unos 5 a 10 mg/ml de

esterasa por volumen total de la solucidn acuosa; aislar el

producto en forma de dcido libre-o hidrato en la correspon-

/
4, Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 ¥y

3,que consiste en tratar enwna solicidn acuosa el deido 6-D-(-~)
a—amino-a-(p—aeetoxifenilacetami@o)penicilénico‘con una este-

rasa seleccionada entre el grupo formado por esterasa citrica,

salvado de trigo y gémen de trigo, a un pH comprendido apro-

RSV S-SR VRO yn 5. P S-SV - P VP SR
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EROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ACIDOS ACETAMIDOPENICI-

la. 10 mg/ml de esterasa por volumen total de la solucidn acuosg

~ .

-25 .

ximadamente entre 5,0 % 7,5 Y a una'éoncentracidn de unos 5

aislar el producto por métodos conocidos y, si se desea, con-
vertir el prdducto en forma de Acido libre o nidrato en la
correspondiente sal faiﬁacéqticamente aceptable del mismo.

Se Un‘procedimiento_segﬁn cualquiera de las reivin-
diéaciones'i,B ¥y 4, que consiste en tratar en uﬁa solucidn a-
cugsa el 4cido 6-D-(-)-A-amino-&-(p-acetoxifenilacetamido) pd
ro, a ﬁ;‘gg-comprendido entre 5,5 y 6,0 u opcicnalmente en pi
sencia de'un regulador a un pH de 7,0 a una concentracidn de
Lnos lémg/ml de estefasa por volumen total de solucidn; ais-
lar el producto por métodos conocidos y, si se desea, conver-
Eir el producto en forma de &cido libre o hidrato én la co-
rrespondiente sal farmacéuticamente'aceptable del mismo,

6. Se reivindica por Ultimo como objeto sobre el

que ha de fecaer la Patente de Invencidén que se solicita: UN

ANICOS.
Todo conforme queda descrito.y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de veinticinco pagi-

nas mecancgrafiadas,

nidilédnico con la esterasa comercial, salvado de trigo grosed-
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