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ANTECEDENTES DE TA INVENCION
El Streptomyces clavuligerus ha sido descrito con

* detalle por Higgens y colaboradores, Int.Jd. Systematic

Bacteriology, 21, ;26 (1971). Este estreptomicetes tenig
interés porque pro&ucia ciertos antibiéticos B-lactdmices
tales como penicilina N, decido 7-(5-mmino-5-carboxivalera-
mido )-3-~carbamoiloximetil-3-cefem-4-carboxilico y dcido
7=(5-amino-5-carboxivaleramido ) ~3-carbamoiloximetil-7-me~
toxi-3-cefem~4-carboxilico. El egstreptomicetes ha sido
depositado en la Agricultural Research Service Collection
como' NRRL 3585 y eq~1a American Type Culture Collection
como ATCC 27064, El!Streptomyces clavuligerus también ha

sido citado en la patente estadounidense n? 3.770.590 v

también por Nagarajan y'colaboradores, J.Amer,Chem.Soc.,

93, 2308 (1971), Brannon y colaboradores, Antimicrob.
Agents Chemother., 1, 237 (1972) y Antimicrob, Agents

Chemother., 1, 247 (1972) e Higgens y colaboradores, J.
Antibiotics, 27, 298 (1974).

Ias p-lactamasas son enzimas que abren el anillo
de B-lactama ‘de .las penicilinas y cefalosporinas pars dar
productos due estén desprovistos 49 actividad antibacteria-
ne. Estos enzimes son producidos por muchas bacterias, prin
cipalmente las especles o cepas de Escherichia! Klebsiella,

Proteus, Pseudomonas, Interobacter y Staphglococcus ¥y en

muchos casos son la explicacidn de la resistencia de cier-
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taé cepas de estos organismos a algunas penicilinas y ce-
falosporinas, Ia importancia de la produccidn de B-iacta-
masa puede ser comprendida cuando se observa que ﬁna gran
proporcidén de organismos clinicamente aislados prodﬁcen .
B~lactamasas [ véase, por ejemplo, M. Wilson e I.A. Freeman,

Bacteriological Proceedings, 80 (1969) donde, en un arti-

culo titulado Penicillin Inactivation by Gram-negative
Bacilli" demuiestran que.el 84 % de los organismos Gram-
negativos aislados en un hospitel americano producian p~
laotamasaﬁj. En muchos casos, algunas penicilinas o cefa~
losporinas son ineficaces en el tratamiento de enfermeda-
des atribuldas a organismos no productores de P-lactamasa
debido & la aparicién comin de una co-infeccidén por un
producto de B-lactamasa [béase, por ejemplo, R.May y cola-
boradores; Brit.J.Dis.Chest., 66, 185 (1972)]. Cabe espe-

rar que la combinacidn de una sustancia inhibidora de la
f-lactamasa con una penicilina o cefalosporina projeja
éstas Yltimas de la degradacidn de la P~lactamasa bacteria~
na y con ello aumente su actividad antibacteriana contra
muchos organismos infecciosos. Este proceso de potenciacidn
de la actividad antibacteriana es denominado sinergismo
cuando la actividad antibacteriana de la combinacidn es muy
superior a la simple adicidn de las actividades de las dos
sustancias separadas. El componente inhibidor de la p-lacta-

masa de la mezcla se denomina sinergista y estas sustancias
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son valiosas para aumentar la actividad. antibacteriana de
ias penicilinas y de las pefalosporinas contra los organis—
mos resistentes. Uno de los objetos de esta invencidn es
proporcionar estos sinergistas.

‘ Ya se han descrito en la bibliografia ejemplos
del uso de ciertas penicilinas y cefalosporinas semi-sinté-
ticas resistentes a la P -lactamasa come inhibidores de la
B -lactamasa y sinergistas para penicilinas y cefalospo-
rinas; véase, por ejemplo Sutherland y colaboradores, Nature,
201, 868 (1964); Sabath y colaboradores, Nature, 204, 1066
(1964); 0'Callaghan y colaboradores, Antimicrob. Agents

and Chemotherapy, 1968, 67 (1969). Sin embargo, ninguno

de estos agentes conocidos ejerce un efecto espectacular
sobre.el espectro deltotro antibidtico presente en la mezcla,
Algunos cultivos de actinomicetes han sido descri
t08 como productores de sustancias inhibidoras de la B~lac-~
tamasé que actian sinérgicamente con las penicilinas o ce-
falosporinas, por ejemplo los cultivos descritos en la pa-
tente britdnica n? 1.363,075 y los descritos por Hata y
colaboradores, J. Antibiotics, 25, 473 (1972) y Umezawa y

colaboradores, J. Antibioties, 26, 51 (1973). Ninguno de

estos inhibidores de B-lactamasa de origen actinomicetal
han encontrado todavia utilizacién clinica. Algunas carac-
teristicas especialmente notables que distinguen al dcido

clavuldnico y a otros inhibidores de B-lactamasa de origen
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actinomicetal son su posibilidad de extraccidn en .disolven-~
tes orgdnicos a partir del filtrado del cultivo a pH 2,

su gran estabilidad en la sangre humsna y su amplio espec~

tro de actividad antibacteriang e inhibidora de la f-lacta~-
masa, Su bajo peso molecular y sus altos valores Rf>en cro-
matografia de papel utilizando diversos sistemas disolQen-

tes.

. En huestra solicitud de patente espafiola copendien-
te n? 436.766, se describe el deido clavuldnico, que es el
compuesto de férmula (1):
_*__Ta-io
V. N

0 ' (1)
b02H

GHéOH

%
y sus sales y su preparacién por cultivo aerobio de

Streptomyces clavuligerus.

Ia gran utilidad de los ésteres de 4cido clavuld~
nico puede ser fdcilmente apreciada cuando se observa que
ciertas cepas de Klebsiella serogenes A, cuyo crecimiento
no es inhibido por 125 yg/hl de ampicilina o por 10 yg/hl
de éster metilico de dcido clavuldnico, son inhibidas per-
menos de 12,5 Pg/hl de ampicilina en presencia de Slugﬁml
del éster metilico del 4cido clavuldnico,

Bsta invencién proporciona un procedimiento para

la preparacidn de un compuesto. de férmula (II):
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CH20H

7Y
Y \
\

Ccoz

(11)

donde %2 es un grupo OR o SR y donde R es un grupo alguilo,

. alquenilo, algquinilo, arilo, o arilalquilo, bpcionalmente

sustituido,'de hasta 16 dtomos de carbono, cuyo procedi-
miento consiste elgwwer reaccionar un compuesto de fér-

mula (I)s

¥

CH,0H

"___]/O 5

4??___N

0"

‘ (1)
| g 6o 1
con un diazoaleano § con un alcohol ROH o tiol RSH, en
presencia de un ageéte promotor de la eon&ensacién.-
7 Ia reaccién normalmente tendrd lugar en un di-~
solvente orgdnico inerte de constante dieléctrica relati-
vamente alta, tal como acetonitrilo.

Esta reaccidn se lleva a-cabo normalmente a la

temperatura ambiente o mds baja, por ejemplo entre ~10%¢

¥ +22°C, més habitualmente entre -5°C y +18°G, por ejem—

plo inicialmente a 0°C y después calentando gradualmente

hasta unos 15°C. El agente promotor de la condensacién
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utilizado es normalmente un agente que separa agua de la
mezcla de réaccidn. Los agentes adecuados son las carbodi-
imidas, carbodiimidazoles o reactivos equivalentes. Ila
diciclohexilcarbodiimida ha resultado ser un agente promo-
tor de la condensacién especialmente adecuado para uso en
este procedimiento. Con objeto de reducir al minimo la
auto~-condensacidén del deido clavuldnico, esta reaccidén
habitualmente se lleva a cabo en presencia de un exceso
considerable del alcohol. '

Adecuadamente el grupo R en la férmula (II) con-

. tiene no mds de 12 dtomos de carbono y todavia mejor no

mds de 8 dtomos de carbono.

Preferiblemente, el grupo R deriva nocionalmente
de wn aleohol ROH o (menos favorablemente) de un tiol
RSH que sea farmacéuticamente aceptable,

Los sustituyentes adecuados que pueden incluirse

en el grupo R son 4tomos de haldgeno y grupos alcoxilo infe-~"

rior, hidroxilo, aciloxi inferior, alquil(inferior)amino,
dialquil(inferior)amino y similares. El témmino "inferior"
significa que el grupo contiene hasta 6 dtomos de carbono

¥y preferiblemente hasta 4 dtomos de carbono. As{, por ejem-
plo, R puede ser un grupo metilo, etilo, n-propilo, isopro-
pilo, butile lineal o ramificado, pentilo, heptilo, octilo,
nonile, decilo, undecilo, dodecilo, vinilo, alilo, buteni-

lo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
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ci‘c loheptilo, ciclohexenilo, ciclohexadienilo, metilciclo~-
ventilo, metileciclohexilo, bencilo, benzohidrilo, fenileti~
lo, naftilmetilo, fenilo, naftilo, propinile, tolilo, 2-
cloroetilo, 2,2,2-tricloroetilo, 2,2,2-trifluoretilo, ace-
tilmetilo, benzoilmetilo, 2-metoxietilo, 2-dimetilamino—
etilo, 2-dietilaminoetilo, 2-piperidinoetileo, 2-morfolino-
etilo, 3-dimetilaminopropilo, p-clorobencilo, p-metoxiben-—
cilo, p=-nitrobencilo, p=bromobencilo, m~clorobencilo, 6-me-—
toxinaftil-2-metilo, p—glorofenilo, p-metoxifenilo o cual~
quier grupo similar, asi como los grupos que en el campo
de las penicilinas o cefalosporinas son conocidos por pro-
ducir ésteres que se sabe que son fdcilmente hidrolizados
in vivo para formar el antibidtico-de origen.

Ios ésteres fécilmente hidrolizables comprenden,
aungue sin limitarse solamente a ellos, los dé férmulas

(III) y (IV):

0 CH,0H

Y e

o—cq°
(=

(111)
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CH,_OH

T\ ‘2.

e

AN

\ (V)

o

—p—t

donde A1 es un dtomo de hidrdgeno o un' grupo alquilo,
arilo o aralquilo; A, 63 un dtomo de hidrdgeno o wn gru-~
po metilo; AS es un grupo alquilo, arilo o aralquilo;

X es oxfgeno o azufre; Y es oxigeno o azufre y 2 es wn
grupo orgdnico divalente. los ésteres de férmulas (III)
¥y (IV) que liberan con bastante facilidad el 4cido clavu~
ldnico a la corriente sanguinea después de la administra-
cidn son aquéllos donde Ay esun dtomo de hidrégeno, A,
es un dtomo de hidrdgeno o un grupo metilo y A3 es un
grupe metilo, etilo, propilo, butilo, bencilo o fenilo y
aquéllos donde X es oxigeno, Y es oxigeno y Z es -Ci-IZCHz—,

~CH=CH~,
OCH
3

OCH3
Cuando se utiliza en combinacidén con las férmu-

las anteriores, el témmino "alquilo" incluye los grupos

alquilo de hasta 6 dtomos de carbono; el término "arilo"

~incluye los grupos fenilo, naftilo o fenilo sustitufdo
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con un sustituyente inerte tal como un é.ti:mo de fldor o,
cloro o un grupo metilo o metoxi o similares; cuando se'
utiliza aquf, el término "aralquilo" significa un grupo
alquilo sustitufdo con un grupo arilo.

Son ésteres especialmente adecuados de férmulas

(II1) 7 (IV) los de férmulas (V) y (VI):

. CH,0H
] v)
//—-—-N A4-
0 00 ~CH—0—C0—Ag
’z}
o CH,0H
Ve
0 00=0—GH—” As
0
o;l ~ 4
(v1)

donde A4 es un dtomo de hidrdgeno o un grupo metilo, .A5
es un grupo metilo, terc-butilo o fenilo y A, es un dtomo
de hidrégeno o un grupo metoxi.

Muchos ésteres del 4cido clavuldnico difieren -
de los ésteres andlogos de las penicilinas o cefalosporinas

en que presentan una mayor tendencia a hidrolizarse a 4eci-
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do clavuldnico bajo condiciones suaves. Asi, por ejem-
plo, los ésteres alquilicos simples como el éster met{li-
co se hidrolizan lentamente a dcido clavuldnico en agua
regulada a pH 7. Los ésteres que experimentan cierta hi-
drélisig bajo condiciones suaves estdn incluldos dentro

de la férmula (VII):

\ 1

COR (VII)
donde R1 es un grupo hidrocarbonado de 1 a 9 dtomos de car—
bono opcionalmente sustituldo por haldgenoc, alcoxi infe-
rior, hidroxilo o grupoé bdsicos opcionalmente salificados

2

de férmula NR2R3, donde R® es un dtomo de hidrégeno o un

grupo alquilo inferior, R3 es un 4tomo de hidrégeno o un
grupo alquilo inferior o estd unido a R2 de manera que
I‘IR2R3 es un anillo de 5 o 6 miembros.

Cuando se utiliza con referencia a la fémula
(VII), el término "inferior" significa que ei grupo con=—
tiene 1-4 dtomos de carbono.

Adecuadamente, los grupos R1 incluyen grupos
elquilo y aralquilo opcionalmente sustitufdos con halége-
no, metoxi, hidroxilo o grupos NR2R3 salificados, donde

R2 es un grupo metilo o etilo y R3 es un grupo metilo o

- 11 -
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etilo o estd unido a RZ de maners que NR2R3 es wn grupo
pirrolidino, piperidino o morfolino.

Mds adecuadamente, los grupos alquilo R son
grupos de cadena lineal de hasta 6 dfomos de carbono, opcio
nalmente sustituldos Qén-un grupo metoxilo, hiéroxilo 0
-NR233 salificado o un 4tomo de cloro, bromo o yodo o ‘con
un grupo CC1ly o CF,.

Ios ésteres del 4cido clavuldnico de especial
utilidad como sinergistas son los que se hidrelizan en los
tejidos de los mam{feros, especialmente en la sangre huma-
na, para dar 4cido clavuldnico o una sal del mismo, porque
se cree que el dcido clavuldnico y sus sales suelen ser
agentes sinergisticos algo mds dtiles que los ésteres. Mu-
chos de los ésteres de férmulas (III)-(VII) son dtiles pa-
ra este fin. ’

Otro gfupo de ésteres especialmente adecuados de
esta invencién son los intermediarios dtiles que se con-
vierten fdecilmente en dcido clavuldnico o en una de sus sa-
les por técnicas quimicas o bioguimicas que son conoci-
das en el campo de las penicilinas o cefalosporinas por
ser suficientemente suaves para no degradar a los anillos
de P-~lactama reactivos y 1ldbiles frente a los dcidos.

El éster mds adecuado es el que puede separarse
pof hidrogenolisis. Log ésteres convencionales para estos

procesos son los ésteres bencilico, bencilico sustituido,

- 12 -
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benzohidrilico, benzohidrilico sustitufdo, tritilico y si~
milares. El éster bencilico ha resultado especialmente dtil
para este fin.

Con mnmucho, la naturaleza de cualquier sustituyen-—
te del radical éster carece de importancia siempre gque no
interfiera con la reaceidn de hidrogenolisis,

' Como ya se ha dicho anteriommente, el dcido clavu-
lénico y sus'éales y ésteres poseen valiosas propiedades
terapéuticas. Ia administracidn de un éster de decido clavu-
lénico se realiza en forma de composicién farmacéutica que
comprende el éster de deido clavuldnico junto con un vehi-
culo farmacéuticamente aceptable.

Estas composiciones incluyen 1as'que se encuentran
en forma adaptada para uso oral, tdépico o parenteral y pue-
den ser utilizadas para el tratamiento de las infecciones
en los mamiferos, incluido el hombre.

Ias formas adecuadas de estas composiciones son
tabletas, cdpsulas, cremas, jarabes, suspensiones, solu=-
ciones, polvos reconstituibles y formas estériles adecuadas
para inyeceidn o infusidén. Estas composiciones pueden con-
tener.materiales convencionales Ffammacéuticamente acepta-
bles como dilﬁyentes, ligantes, colorantes, aromatizan—
tes, preservativos, desintegrantes y similares, de acuerdo
con la prdctica farmacéutica convencional, en la forma co-
nocida por los expertos en la  técnica de'formu}acidn de

- 13 -
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antibidticos.

Las composiciones en forma de dosis unitarias
que comprenden un éster de decido clavuldnico adapfadas a
una forma de administracién oral constituyen un aspecto
de composicién preferido en esta invencién.

Bajo ciertas condiciones, la eficacia de las com-—

posiciones orales de los ésteres de deido clavuldnico pue-

de ser aumentada si estas composiciones contienen un agen~
te regulador del pH o un agente de revestimiento entérico
de tal forma que ios compuestos de la invencidn no estén
en contacto proloﬁgado con los jugos gdstricos de gr%n
acidez. Estas coméosiciones reguladas o entéricamente re~

vestidas pueden ser preparadas por métodos farmacéuticos

. convencionales,

El éster del dcido clavuldnico puede estar pre-
sente en la compoéicidn como agente terapéutico dnico o

)
puede estar pres?nte junto con los otros agentessterapéu-

ticos tales como én antibiético B-lactdmico. Tos antibidti~
cos P-lactdmicos édecuados para inclusién en estas composi-
ciones sinérgicaszcomprenden no solo los conocidos por ser

altamente suscept%bles a las p-lactamasas sino también los
gque presentan un ﬁuen grado de resistencia intrinseca a

las B -lactamasas. Asi, los antibidticos f-lactdmicos ade-

cuados para ser igcluidos en las composiciones de esfa in-
g .

vencidn son la bgncilpenicilina, fenoximetilpeniciling,

r -

?
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carbenicilina, meticilina, propicilina, ampicilina, amoxici~
lina, epicilina, ticarcilina, ciclacilina, deido 6-aminopeni~
cildnico, dcido T-aminocefalospordnico, decido 7-aminodesaceto-
xicefalospordnico, cefaloridina, cefalotina, cefazolina, ce-
falexina, cefoxitina, cefacetrilo, cefamandol, cefapirina,
cefradina, cefaloglicina y otras penicilinas y cefalosporinas
conocidas o pro-irogas, como hetacilina, metampiciling, los
ésteres acetoximetilico, pivaloximet{lico, o ftalidflico de
bencilpenicilina, ampicilina, amoxicilina o cefaloglicina o
los a=-ésteres fen{lico, tolflico o indanflico de carbenicili-
na o ticareilina o similares.

Naturalmente, si la peniciling o cefalosporina pre-
gente en la composicidn no es adecuada para administracidn
oral, entonces la composicién serd adaptada a la administra-
cidn parenteral. '

Cuando estd presente en una composicidn farmacdutica
junto con un antibidtico de P-lactama, la relacidén del’ éster
de deido clavuldnico pfesente a antibidtico de B ~lactama pre-
sente puede estar comprendida, por ejemplo, entre 10:1 y 1:10

y ventajosamente puede ser de 3:1 a 1:3,

Ia cantidad total de agentes antibacterianos presen-
tes en cualquier dosis unitaria estard comprendida normalmen-—
te entre 50 y 1500 mg y habitualmente serd de 100 a 1000 mg.

las composiciones de ésteres de dcido clavuldnico

pueden ser utilizadas para el tratamiento de infecciones, entre
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otras, del tracto respiratorio, del tracto urinario y de los

- tejidos blandos de los seres humanos.

Ias composiciones de ésteres de dcido clavuldnico
también pueden seré?tilizadas para tratar las infecciones de
los animales domés%icos tales como mastitis en el ganado
vacuno. ? '

Nonnalmenﬁé se administran entre 50 y 6000 mg de las
composiciones de éétereé de 4cido clavuldnico cadu dia de tra-
tamiento pero mds ﬁabitualmente se administran entre 500 y
300 mg de la compo;icién al dia. Sin embargo, péfa el trata-
miento de infecciones sistémicas graves o de infecciones de
orgaﬁismos especialﬁente intransigentes, pueden emplearse do-
sis més a1tas de aéuerdo con la prdctica clinica.

EJWIPIO 1 |
Preparacidn de clavulanato de metilo

Se traten 130 mg de deido clavuldnico en 10 ml de eta-
nol con un exceso de diazometano en éter. Al cabo dé 2 minutos
a la temperatura ambiente, se demuestra por cromatografia en
capa fina que la reaccién es completa. Ia solucidn se evapora
a vaclo ¥y el residuwo se purifica por cromatografia sobre gel
de silice, eluyendo con acetato de etilo. Se combinan las
fracciones que contienen el clavulanato de metilo ¥y se evapo-

ran para dar 104 mg de un aceite transparente.

- 16 -
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BJENMPIO 2

Preparacién de clavulanato de metilo

Se enfrian y agitan a 0° 200 mg de deido clavuld-
nico en 5 ml de acetonitrilo. Se afiaden 0,5 ml de metanol
vy después 206 mg de diciclohexildicarbodiimida y la mezcla
de reaccidn se agita a la temperatura ambiente durante la
noche, Se filtra la suspensién y el filtrado se evapora a
vaclio para dar el clavulanato de metilo crudo. EL producto
erudo se purifica por cromatografia sobre gel de silice,
eluyendo con acetato de etilo para dar 140 mg derun aceite

transparente.

EJRMPLO

Preparacién de clavulanato de fenilo

Se enfrian y agitan a Oo 100 -mg de dcido clavu-

ldnico en 5 ml de acetonitrilo., A la solucidn se afiaden
0,94 g de fenol y 100 mg de diciclohexildicarbodiimida y ia
mezcla de reaccidén se agita a la temperatura ambidnte duran-
te la noche. Se filtra la suspensidn y se evapora el filtra-
do. El residuo se fracciona sobre gel de sflice, eluyendo
con acetato de etilo/hexano (1:1) para dar 70 mg de clavu-
lanato de femilo,

IR (pelfeula): 1800, 1770, 1690 cu™!.

RN (CDC1,) 2,18 (s ancho, 1), 3,06 (aa; 1, § =17
He, J, = 0,9 He), 3,54 (dd, 1, J; = 17 Ha, 7, = 2,6 Ha),
4,29 (4, 2, 7 = 7.5 Hz), 5,1 (4%, 1, Jy = 7,5 Hzy Jp = 1,5
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Hz); 5,29 (4, ﬁ, J = 1,5 Hz), 5,76 (ad, 1, Jq = 2,6 Hz, J, =
0,9 Bz), 7,35 & (m, 5). |

Peso molecular (espectrometria de masas): 275,0777
que corresponde a 514H13N05 (calculado: 275,0794).

EJEPIO 4

Los siguientes compuestos se preparan por un método
andlogo al descrito en el Ejemplo 2. |

Clavulanato de bencilo: IR (pelicula): 1800, 1745,
1695 em™ . ; RMN (cDC1,): 2,25 (s, 1, intercambiable con Deo),
3, 05 (4, 1, J =17 Hz), 3,51 (a4, 1, J = 17 Hz, J, = 2,5 Hg),
4,24 (&, 2, § = 17,5 Hz), 4,92 (d%, 1, J = 7,5 Hzy, Jp = 1,5 Hz),
5,15 (4, 1, J = 1,5 Hz), 5,24 (s, 2), 5,71 (& 1, J = 2,5 Ha),
7445 & (8, 5).

Clavulanato de p-nitrobencilo: p.f. 117,5-118°,

Clavulanato de nonilo: IR (pelicuia): 1800, 1745,

© 1690 en”?, Peso molecular (espectrometria de mases) = 325,18qg

que corresponde a 017H27 5 (calculado: 325, 1889) .
Clavulanato de 2,2,2—trlcloroetllo' IR (Pelicula)

1800, 1760, 1690 cm™ s RUN (CDC1,): 1,56 (s ancho, 1), 3,07

- (a4, 1, 3, = 17,5 Hz, J, = 0,7 Ha), 3,56 (4a, 1, J; = 17,5 Hy,

Ty = 2,5 Ha), 4,24.(4, 2, § ='7,5 Hz), 4,69 (4, 1, T = 12 Hy),
4992 (&, 1, J = 12 Hz), 5,02 (d%, 1, J4 = 7,5 Hz, I, = 1,3 § 2),
5,19 (4, 1, 7 =1,3 Ha), 5,73 6 (4, 1, Iy = 2,5 Hz, I, = .
0,7 Hz). Peso molecular (espectrometria de masas) = 328,9621

que corresponde a C1OH10N0 013 kcalqulado: 328,9625) .

5
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EJEMPIO 5
Ejemplos de asctividad del éster metilico del 4eido clavuldnico

Los ensayos de la achividad antibacteriana en caldo ine-

" dican que el dster metflico de 4ecido clavuldnico presenta una

actividad de amplio espectro pero de un orden inferior a la
presentada por el deido clavuldnico. No se sabe con certeza

gl esta actividad era la actividad del propio compuesto o del
dcido clavuldnico 1iberédo por la lenta hidrélisis acwosa del
éster. ELl éster metilico del deoido clavuldnico presenta un mar~
cado sinergismo antibacteriano en combinacién con la ampicilina

o la cefaloridina contra las bacterias resistentes a estos anti-
biéticos. Asf, la concentracién minima de inhibicién (C.M.I.)

para la ampicilina contra Staphylococcus aureus (Russell) se

redujo de 500 pg/ml a menos de 0,4 en presencia de 1,0 pg/ml
de éster metilico de dcido clavuldnico. Ia C.M.I. para la ce-
faloridina se redujo desde 1,5 yg/hl a menog de 0,03 yg/hl en
presencia de 1 pg/ml de éster metflico de deido claﬁhlénico;
Ia C.M.I, paratlé ampicilina contra Proteus mirabilis €889

se redujo desde 500 pg/ml hasta 31 pg/ml en presencia de 5 pg/ml
de éster metilico de 4eido clavuldnico.

EJENPIO 6

Egpectro antibacterianoc de los ésteres del geido clavu-
ldnico '
la actividad antibacteriana de dos ésteres de dcido

clavuldnico contra diversas bacterias fué determinada utilie~

-19 -
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zando el método del microtitulo. Unas diluciones seriadas de

. varios ésteres de dcido clavuldnico en caldo Oxoid de ensayo

de la sensibilidad, contenido en wuna bandeja de pldstico
para microtitulaciones, fué inoculado con wn cultivo de eal-
do de una noche de cada organismo de forma que la dilucién
final del inoculum era de 0,01, Ios cultivos fueron incubados
durante la noche y los puntos de crecimiento bacterianos fue~
ron registrados a la mafana siguiente observando la turbidesz
del cultivo. Los resultados, expresados como valores CMI apro-
ximados (concentragién minima de inhibicidn, pg/ml) estén
registrados en 1%§Tab1a I.

| mABIA I
Actividad antibacﬁgriang}de los égteres del dcido clavuldnico

x
: CMI del dcido clawvuldnico -

Ester ben  Ester noni

Organismo ‘ cilico lico Sal sédica

Bacillus subtilis A 250 : 31 . 62

Staph. aureus Oxfbfd 62 31 15

Staph. aureus Russell 125 ‘ 31 15

Escherichia coli 10418 125 250 125
EJEMPIO

Sinergismo antibacteriano entre la ampicilina y los ésteres
del deido clavuldnico

Ia actividad antibacteriana de la ampicilina y de

ampicilina en combinacidn con -los ésteres metilico y bencilico

- 20 =
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del deido clavuldnico fué deteminada por el método del
Ejemplo 6, con una dilucidn final del inoculum del caldo de
wna noche de 0,5 x 1072,

Los resultados, expresados como valores CMI aproxima-
dos (concentracidén minime de inhibicién, pe/ml) estén regis-
trados en la Tabla II.

TABLA IT

Sinergismo_gntibacteriano entre ampicilina y éateres de dei-

do clavuldnico con cepas de Klebsiellg aefogeries

Ampicilina + Ampiciling + 5 pg/ml
5 pe/ml de és de éster bencilico
Ampicili  ter met{licode de deido clavuld~-
Cepa na sola daido clavuldnico nico
A © 500 1,9 1,9
E 70 500 39 3,9
62 - 500 39 3,9

- 2] -
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REILVINDICACIONES

1+ Un procedimiento para la preparacidn de &ido clsvu-

lénico de férmula (II):

CH,OH

7

\
\ (11)
COZ

donde 2 es un grupo OR o SR y donde R es un grupo alqﬁilo,

alquenilo, alquinilo, arilo o arilalquilo, opcionalmente sus—

. tituldo, de hasta 16 4tomos de carbono, cuyo procedimiento

consiste en hacer reaccionar un compuesto de férmulas

cﬁzog

\
Co H ‘

con un diazoalcano o con un alcohol ROH o un tiol SRH, en pre-
sencia de un agente promotor de la condensacién.
2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don-

1, doiide R1 es un grupo hidrocar-

de el grupo Z es un grupe OR
bonado de 1 a 9 dtomos de carbono opcionalmente sustituido

por haldgeno, alcoxi 01_4, hidroxilo o grupos bdsicos salifi-
cados de férmula NR2R3,vdonde R® es un dtomo de hidrdgeno o

un grupo alquilo Cq_y, R es un 4tomo de hidrdégeno o un grupo

- 22
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alquilo Cy_, © estd wnido a R? de manera que NR?R3 es un ani-
1llo de 5 o 6 miembros,

3. Un procedimiento segun la Reivindicacién 2, don-
de el grupo R1 es un grupo alquilo o aralquilo opcionalmente
sustituido con haldgeno, metoxi, hidroxi o grupos NRZQB sa~-
lificados, donde R2 es un grupo metilo o etilo y R3 es un gru-
po metilo o efilo o estd unido a R de forma que NR2R3 es wn
grupo pirrolidino, plperldlno o morfolino.

4, Un procedimiento segﬁn.la Reivindicacién 2, donde

el grupo R1 es un grupo alquilo de cadena lineal de hasta 6

- 4tomos de carbono, opcionalmente sustitufdo con un grupo me-

toxi, hidroxi, NRPR> salificado o un dtomo de cloro, bromo o
yodo o un grupo 0013 o CF3.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacién 2, donde .
R1 es bencilo, benzohidrilo o tritilo.

6. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin-
dicaciones 1 a 5, donde la reaccidén se lleva a cabo én aceto-
nitrilo a una temperatura comprendida entre -10°C ¥y +22°G,
en presencia de diciclohexilearbodiimida como agente promotor
de la condensacidn.

7.- BSe reivindica por (ltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

" UN PROCEDIMIENTO PARA LA FPREPARACION DE ACIDO CLAVULANICO “

-23 -



Todo conforme queda descrito y reivindicado
en la presente Memoria Descriptiva que consta de veinti-

cuatro pAginas mecanografiadas.
: Madrid, 9 de Enero de 1976
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