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DESCRIPCION

Composicion de 4cido clavuldnico y uso para el diagnéstico en alergologia.

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina, y se refiere a una composicién de acido
clavuldnico de concentracién determinada y a su uso para el diagndstico de la alergia al 4cido clavuldnico. También se
refiere a un kit de diagnéstico que comprende dicha composicién.

Estado de la técnica anterior

Las alergias medicamentosas son reacciones adversas provocadas por una respuesta inmunolégica del organismo,
dosis independientes, dificil de predecir. Las reacciones a los farmacos B-lactimicos representan alrededor del 30%
de éstas alergias, siendo las reacciones inmediatas a las penicilinas la causa mds frecuente de alergia a medicamentos
mediada por mecanismos inmunoldgicos especificos. Estas reacciones aparecen frecuentemente dentro de una hora
tras la toma del medicamento y estdn mediadas por anticuerpos IgE especificos (Anttinez et al., 2006. Pharm Des
12:3327-33).

Las diferentes penicilinas involucradas en las reacciones y los modelos de sensibilizacién han cambiado a lo largo
del tiempo, y estdn relacionados con el nimero de personas que toman el farmaco y el tipo concreto de penicilina
prescrita (Blanca 1995. Allergy 50:777-82, Bigby 2001. Arch Dermatol 137:765-70). Diferentes estudios han detectado
que la amoxicilina (AX) es la penicilina que més frecuentemente se encuentra involucrada en la sensibilizacién y
en la induccién de la respuesta alérgica, con un papel relevante de la cadena lateral como parte de la estructura
del determinante alergénico (Torres et al., 2003. Allergy 58: 961-72). Diferentes estudios han mostrado respuestas
alérgicas sé6lo a la AX, hecho que ha llevado a la inclusién de este farmaco en el panel de haptenos recomendados
por el grupo de expertos en alergia a firmacos de la European Academy of Allergy and Clinical Immunology para la
realizacién de pruebas cutdneas, ademas de los determinantes mayores y menores de la bencilpenicilina (BP) (Blanca
et al., 2009. Allergy 64:183-93).

El 4cido clavulanico es una betalactama con un anillo tetracarbonilo, careciendo de la cadena lateral en la posicién
C6, y con una oxazolidina en lugar del anillo de las tiazolidinas de las penicilinas. Aunque tiene un débil efecto
antibacteriano, se ha comercializado unido a la AX desde 1981 por su capacidad de inhibir la betalactamasa. El uso
creciente de esta asociacion ha llevado a cuestionarse si el 4cido clavuldnico puede inducir respuesta alérgica de forma
especifica y selectiva al mismo. Estudios iniciales con este firmaco han mostrado una baja capacidad inmunogénica
y una muy baja capacidad de inducir respuestas alérgicas (Edwards et al., 1988. Int Arch Allergy Appl Immunol
85:184-9). Sin embargo, posteriormente se han publicado trabajos que sugieren que la capacidad inmunogénica de esta
droga es mayor que lo que inicialmente se pensaba (Gonzalez-Mancebo et al., Simultaneous drug allergies. Allergy
2002;57:963-4; Raison-Peyron et al., 2003. Ann Pharmacother. 37:1146-7; Longo et al., 2008. J invest Allergol Clin
Immunol 18:473-5).

No existen directrices especificas para el diagndstico de reacciones alérgicas inmediatas al dcido clavulanico siendo
el enfoque general que se sigue el mismo que para el diagndstico de alergias a otros betalactamicos (Torres et al.,
2003. Allergy 58: 961-72, Blanca et al., 2009. Allergy 64:183-93). Sin embargo, debido a que los determinantes de
dcido clavuldnico no se encuentran comercialmente disponibles, los investigadores han empleado la combinacién AX-
CLV parenteral para la evaluacion de estos pacientes (Cahen Y et al., 1977 Allergy 52:117-8; Gonzalez-Mancebo et
al., 2002. Allergy 57:963-4; Raison-Peyron et al., 2003. Ann Pharmacother. 37:1146-7; Longo et al., 2008. J invest
Allergol Clin Immunol 2008;18:473-5). En el supuesto de que den positivos, estos casos con reacciones anafilacticas
con AX-CLV son considerados como alergia al dcido clavuldnico.

Estos datos, junto con la experiencia de los inventores evaluando pacientes con reacciones urticariales y anafi-
lacticas tras la administracién de AX-CLYV, ha llevado a los mismos a sospechar que el dcido clavuldnico es capaz
de inducir reacciones mediadas por IgE. Los autores de la presente invencién han evaluado un nimero suficiente de
pacientes con reacciones alérgicas inmediatas, y han confirmado que el 4cido clavulanico es capaz de provocar una
reaccion alérgica de este tipo.

Con el incremento del consumo de AX-CLV, ha surgido en diferentes partes del mundo un nimero creciente de
pacientes con reacciones inmediatas a esta combinacion. Los estudios previos han sugerido que la AX era el principio
activo de los casos en donde esta combinacidn estaba involucrada en una reaccion alérgica (Torres et al., 2001 Allergy
2001;56:850-856; Bousquet et al., 2005. J Allergy Clin Immunol 2005; 15:1314-6; Bousquet et al., 2008. Clin Exp
Allergy 38:185-90; Ponvert et al., 2007. Allergy 62:42-6).

El mayor inconveniente en la evaluacién de pacientes con posibles respuestas inmediatas al dcido clavulanico es
la falta de test in vivo e in vitro especificos para este farmaco. El 4cido clavuldnico es un inhibidor enzimético de las
betalactamasas (enzimas generadas por las bacterias capaces de interactuar con antibiéticos betalactamicos para degra-
darlos), se encuentra frecuentemente en combinacidn con antibiéticos, como la amoxicilina o ticarcilina, para evitar la
degradacion de éstos por las enzimas bacterianas. Puesto que no se encuentran disponibles composiciones farmacéu-
ticas dtiles en el diagndstico de alergia especifica al 4cido clavulédnico, es necesario desarrollar dichas composiciones
y un kit capaz de identificar y diagnosticar dichas alergias.
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Descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencién han desarrollado una composicién que permite su uso en el diagndstico
sensible y especifico, y la identificacién de individuos con alergias al 4cido clavulénico.

Por tanto, un primer aspecto de la invencidén se refiere a una composicién, de ahora en adelante composicioén de
la invencion, que comprende como Unico principio activo dcido clavuldnico, o cualquiera de sus sales, profarmacos,
derivados, andlogos, o cualquiera de sus combinaciones, en una concentracion superior a 10 mg/mL. Preferiblemente,
el 4cido clavuldnico, o cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados, andlogos, o cualquiera de sus combinaciones,
se encuentra en una concentracién de entre 12 mg/mL y 30 mg/mL, mds preferiblemente de entre 15 mg/mL y 25
mg/mL, atin més preferiblemente de entre 18 mg/mL y 22 mg/mL. En una realizacién particular de la invencion, la
concentracion del 4cido clavuldnico es de 20 mg/mL.

En los ejemplos de la invencién se muestra que aunque el 30% de los pacientes dieron positivo para la prueba
cutdnea al dcido clavuldnico y tuvo buena tolerancia a la AX, s6lo el 18% se detecté por AX-CLV. Puesto que la
sensibilidad a los determinantes de las betalactamas depende de las concentraciones, esas diferencias se deben a las
concentraciones de 4cido clavuldnico empleadas (20 mg/mL cuando se emplea solo frente a 4 mg/mL cuando se
usa AX-CLV). Por tanto, los autores de la presente invencién han demostrado que para la deteccién de reacciones
alérgicas al dcido cavuldnico sensible y especifica mediante pruebas cutineas, se deben emplear concentraciones de
dcido clavuldnico superiores a 10 mg/mL.

El 4cido clavulanico (dcido (2R,5R,Z)-3-(2-hidroxietiliden)-7-ox0-4-oxa-1-azabiciclo[3.2.0]heptano-2-carboxili-
co), de férmula (I):

OH

HO

Férmula (1): acido clavulanico.

y nimero CAS 58001-44-8, es un inhibidor de la enzima betalactamasa, que se emplea para combatir la resistencia
a los antibidticos betalactdmicos que presentan las bacterias que secretan esta enzima. En su forma més comun se
encuentra como sal de clavulanato potésico.

Tal como aqui se utiliza, el término “derivado” incluye tanto a compuestos farmacéuticamente aceptables, es decir,
derivados del compuesto de férmula (I), que pueden ser utilizados en la elaboracién de un medicamento, como deriva-
dos farmacéuticamente no aceptables, ya que éstos pueden ser utiles en la preparacién de derivados farmacéuticamente
aceptables.

Asimismo, dentro del alcance de esta invencién se encuentran los profarmacos del compuesto de férmula (I). El
término “profarmaco” tal como aqui se utiliza incluye a cualquier derivado del compuesto de férmula (I), por ejemplo,
ésteres, incluyendo ésteres de dcidos carboxilicos, ésteres de aminodcidos, ésteres de fosfato, ésteres de sulfonato
de sales metdlicas, etc., carbamatos, amidas, etc., que, cuando se administra a un individuo es capaz de generar,
directa o indirectamente, dicho compuesto de férmula (I), en dicho individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un
preparado que aumenta la biodisponibilidad del compuesto de férmula (I) cuando se administra a un individuo o que
potencia la liberacion del compuesto de férmula (I) en un compartimento biolégico. La naturaleza de dicho derivado
no es critica siempre y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el compuesto de férmula (I) en
un compartimento biolégico de un individuo. La preparacion de dicho profarmaco puede llevarse a cabo mediante
métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.
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Como se ha descrito, la composicién de la invencién comprenderd como unico principio activo, el dcido clavula-
nico, o cualquiera de sus sales, derivados, profdirmacos o andlogos. Sin embargo, puede formularse de diversas formas
con distintos vehiculos o excipientes inertes, incluyendo aglutinantes, excipientes, agentes dispersantes, lubricantes,
deslizantes, etc. En una realizacién més preferida, la composicién de la invencién ademds contiene un excipiente far-
macéuticamente aceptable. En otra realizacion preferida, la composicion de la invencién ademds contiene un vehiculo
farmacéuticamente aceptable Los “excipientes” y “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utiliza-
dos en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia. Asi, entre los excipientes se
encuentran, pero sin limitarnos, la celulosa microcristalina y la carboxi-metil-celulosa, trehalosa, buffers reguladores
del pH debido a la inestabilidad de las sales del 4cido clavuldnico (como el clavulanato potdsico), manitol, sorbitol,
dextrina, dextrosa, lactosa, glucosa, sodio cristalino, silicalgel, etc. El 4cido clavulanico, o sus sales, andlogos, deriva-
dos o profarmacos, pueden formularse de varias maneras. Asi, la composicidn de la invencién puede estar contenida
dentro de una forma de dosificacién tal como un gel, crema, ungiiento, pildora, tableta, cdpsula, liquido, suspen-
sién, dispositivo osmético, perla, grdnulo. esferoide, particulado, pasta, pellet, s6lido reconstituible, polvo, o liquido.
Generalmente, si se encuentra en forma sélida, serd posible su disolucién o resuspensién antes de su aplicacion. Prefe-
riblemente, puede formularse como granulado para disolverse o resuspender en agua antes de su administracion, para
llevar a cabo el diagndstico de individuos alérgicos a dicho principio activo. En otra realizacién preferida, puede for-
mularse como una solucién liquida. Son conocidas por los expertos en la materia diversas formas de formular el 4dcido
clavuldnico, teniendo en consideracién su gran higroscopicidad y la rdpida hidrélisis de sus sales, como el clavulanato
potésico, en agua, como por ejemplo pero sin limitarse, mediante la adicion de buffers de fosfato, citrofosfato, borato,
dihidrato/sodio hexameta-fosfato, o cualquiera de sus combinaciones para conseguir el pH adecuado.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicion de la invencién para la elaboracién de un medicamento para el
diagnéstico de la alergia al 4cido clavuldnico, o alternativamente, a la composicién de la invencién para su uso en el
diagnéstico de la alergia al 4cido clavulénico.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto
de la presente invencion se refiere a la composicion de la invencion, que consiste en acido clavulanico, o cualquiera de
sus sales, profairmacos, derivados, andlogos, o cualquiera de sus combinaciones, en una concentracién determinada,
para el diagndstico e identificacidn de individuos con alergia al dcido clavuldnico.

Como se ha descrito anteriormente, el principio activo de la invencidn, el 4dcido clavuldnico, puede formularse para
su administracién a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas
conocidas en el estado de la técnica. Asi, puede estar, sin limitarse, en disolucién acuosa estéril o en fluidos biolégicos,
tal como suero. Las disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen componentes activos o
inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen sales para modular la fuerza iénica, conservantes inclu-
yendo, pero sin limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y nutrientes incluyendo
glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales. El principio activo de la invencién y/o sus formulaciones pueden adminis-
trarse a un animal, incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas, incluyendo, pero sin
limitarse a, subcutaneo, o dérmico. Puesto que estd destinado a su administracién para el diagndstico de alergia a dicho
principio activo (al 4cido clavuldnico), por ejemplo, mediante una prueba cutdnea en prick (skin prick test 6 SPT), la
forma de administracién preferida serd dérmica, y mas preferiblemente subcutdnea, En otra realizacién preferida, la
administracion se realiza inyectando el alérgeno (la composicién de 4cido clavuldnico de la invencidn) bajo la super-
ficie de la piel del antebrazo. Alternativamente, en otra realizacién preferida el alérgeno se puede administrar por via
intradérmica o aplicandolo en un parche sobre la superficie de la piel.

El SPT es el método diagndstico mas adecuado para demostrar la existencia de un mecanismo IgE mediado en una
enfermedad alérgica, ademds es un método sencillo y rdpido empleado de forma rutinaria en la prictica alergolégica.

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “sustancia activa”, “sustancia farmacéuticamente activa”,
“ingrediente activo” ¢ “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.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un envase primario que comprende la composicién de la invencion,
cerrdndose herméticamente el envase primario con un tapén o pistén de caucho que contiene caucho de clorobu-
tilo/bromobutilo, preferiblemente de bromobutilo. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el
envase primario se selecciona de la lista que comprende: un vial, una botella, un cartucho, una jeringuilla prellenada,
o cualquiera de sus combinaciones.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un kit para la identificacién o el diagnéstico de individuos alérgicos al
acido clavuldnico, que comprende la composicion de la invencion, o el envase primario de la invencién. Dicho kit podra
contener, como es obvio, controles positivos (i.e. histamina hidroclérica) y negativos (como por ejemplo, los mismos
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables con los que se formule la composicién de la invencién) sin
ninguna limitacién. Puede contener también una o varias jeringuillas para administrar la composicion de la invencion,
lancetas de cualquier tipo, como por ejemplo, pero sin limitarnos, lancetas de pldstico tipo Morrow-Brown, y cualquier
control que sirva para la medicién de los resultados por planimetria.
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En esta memoria se define como “B-lactdmicos” o “betalactdmicos” una amplia clase de agentes incluyendo deri-
vados de la penicilina, cefalosporinas, monobactams, carbacefem, carbapenems e inhibidores de la betalactamasa (8-
lactamasa), que tienen en comiin la presencia de un anillo S-lactdmico en su estructura molecular.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Breve descripcion de las figuras
Fig. 1. Estructura quimica de la bencilpenicilina, amoxicilina y dcido clavuldnico.

Fig. 2. Resultados del test cutdneo usando amoxicilina (20 mg/mL), amoxicilina - 4cido clavulanico (20-4 mg/mL),
y écido clavuldnico (20 mg/mL) en el paciente 55C. A la izquierda se muestran los resultados del prick test (todos
negativos) y en la derecha los resultados intradérmicos (sélo positivos al dcido clavuldnico).

Fig. 3. Media y desviacién estandar de SI de BAT en casos positivos en el grupo B y C usando AX-CLV y 4cido
clavuldnico a diferentes concentraciones (mg/ml). AX-CLV expresa la concentracion de amoxicilina en la combina-
cion.

Fig. 4. Media y desviacion estdndar de SI de BAT en casos positivos en el grupo B y C usando AX-CLV y
acido clavulédnico a diferentes concentraciones (mg/ml). AX-CLV expresa la concentracion de dcido clavuldnico en la
combinacion.

Fig. 5. Efecto inhibitorio de la wortmanina en la activacion de baséfilos bajo diferentes condiciones, controles posi-
tivos (fMLP y anti-IgE) y con diferentes haptenos BP, AX, AX-CLV vy &cido clavulanico a diferentes concentraciones
(mg/ml). Estos datos muestran dos pacientes representativos del grupo C.

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de ma-
nifiesto la especificidad y efectividad de la composicién de la invencién para la identificacién o el diagndstico de
individuos con alergia al dcido clavulénico.

Pacientes y controles

Se incluyeron todos los pacientes (N0307) evaluados en el Servicio de Alergologia del Hospital Carlos Haya a
causa de una reaccién alérgica tras la administraciéon de AX-CLV por un periodo de tres afios (2006-2008). Tras
completar la evaluacion, aquellos pacientes que fueron finalmente diagnosticados como que habian tenido una reaccién
alérgica inmediata (Blanca et al., 1990. Clin Exp Allergy 20:475-481; Torres et al, 2001. Allergy 56:850-6), y con una
prueba cutdnea (skin test) positiva a cualquiera de las betalactamas derivadas usadas, fueron incluidos en el grupo
de estudio. Se establecieron dos categorias clinicas: anafilaxis y urticaria. La anafilaxis se defini6 segun el criterio
de Sampson (Sampson et al., 2006. J Allergy Clin Immunol 2006;117:391-7). El criterio para urticaria fue cuando
las manifestaciones se limitaron exclusivamente a la piel y consistieron en edemas y habones cutdneos, con un halo
eritematoso, acompafiado de prurito, que palidece con la presion, en varios sitios del cuerpo, asociados o no con
angioedema.

Treinta casos con un test cutdneo negativo para los determinantes mayores y menores de BP, peniciloil-polilisina
(PPL), mezcla de determinantes menores (MDM), AX y 4cido clavuldnico con buena tolerancia a la AX-CLV fueron
usados como control negativo.

El estudio fue aprobado por los comités de revision institucionales relevantes y se obtuvo el consentimiento infor-
mado para los procedimientos de diagndstico de los pacientes y los controles.

Prueba cutdnea (skin test)

El test cutaneo se llevé a cabo usando 0.02 mL de solucién preparada diariamente. Los reactivos empleados fueron
PPL (5x107°M), MDM (2x10->M), ambos proporcionados por Diater (Madrid, Espafia), AX (Glaxo Smithkline Bee-
cham, Madrid, Espafia) (20 mg/ml) y 4cido clavulanico (Diater, Madrid, Espafia) (20 mg/mL). En aquellos casos en
los que fue positivo para acido clavuldnico, también se test6 AX-CLV (Glaxo Smithkline Beecham, Madrid, Espafia)
a 20 mg/mL para AX y 4 mg/mL para 4cido clavuldnico (expresado como 20/4 mg/mL).Las concentraciones 6ptimas
para el test del pinchazo intradérmico con acido clavuldnico y AX-CLV fueron determinadas probando diferentes
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concentraciones (4 y 20 mg/mL para 4cido clavuldnico y 5/1 y 20/4 mg/mL para AX-CLV). Se test6 la falta de una
respuesta irritante en un grupo de 30 controles.

En las pruebas cutdneas por pinchazo (skin prick tests), una papula mayor de 3 mm con una respuesta negativa al
control salino fue considerada positivo. En el test intradérmico, el didmetro de la pdpula se marcé inicialmente y 20
minutos después de la prueba, y un incremento del didmetro mayor de 3 mm se consideré positivo.

Prueba de Provocacion con el Fdrmaco (Drug Provocation Test-DPT-)

Se llevo a cabo un ensayo DPT simple ciego controlado por placebo usando BP, AX y AX-CLV a intervalos regu-
lares y dosis crecientes. Este enfoque nos permitio clasificar pacientes como alérgicos a BP, AX 6 acido clavulédnico.

Prueba de activacion de basdfilos por citometria de flujo (Basophil activation test by flow cytometry -BAT-)

La prueba BAT se llevé a cabo incubando la sangre completa con diferentes farmacos a cuatro diferentes concen-
traciones: BP (4, 2, 0.4 y 0.2 mg/mL); AX (2.5, 1.25, 0.25 y 0.05 mg/mL); AX-CLV (2.5/05, 1.25/0.25, 0.25/0.05 y
0.05/0.01 mg/mL) y 4cido clavuldnico (1.25, 0.5, 0.25 y 0.05 mg/mL). Estas concentraciones se eligieron en base a las
curvas dosis-respuesta y estudios de citotoxicidad. Las células fueron analizadas por el citometro FACSscalibur por
incorporacién de al menos 1000 baséfilos por muestra, y los resultados fueron considerados positivos cuando el indice
de estimulacion (SI), calculado como el ratio entre el porcentaje de baséfilos activados con los diferentes haptenos y
el control negativo, fue > 2 en al menos una de las concentraciones mencionadas arriba.

Con el fin de confirmar que la activacion de los baséfilos fue mediada por IgE se analizé el efecto inhibitorio de la
wortmanina a diferentes concentraciones (5, 1, 0.1 uM). Se realiz6 con los controles positivos (fMLP y anti-IgE) y los
diferentes haptenos BP, AX, AX-CLV y 4cido clavuldnico a las concentraciones descritas anteriormente.

Estudios estadisticos

Las comparaciones de las variables cuantitativas sin una distribucién normal (intervalos de edad y tiempo) se rea-
lizaron mediante el test de Kruskall-Wallis. Todos los valores P reportados representan test de dos colas, considerando
valores < 0,05 como estadisticamente significativos. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa
SPSS versién 15.0.

Resultados

Del grupo inicial de 307 pacientes evaluados a causa de una posible reaccion alérgica inmediata tras la administra-
ciéon de AX-CLYV, 31 renunciaron o no completaron el estudio. De los restantes 276, el 19,9% fueron diagnosticados
con una reaccién alérgica inmediata a AX-CLV con una prueba cutdnea positiva a diferentes determinantes de la pe-
nicilina. En aquellos con un test cutdneo negativo (N=221), se realiz6 la DPT, con el siguiente resultado: 199 tuvieron
una buena tolerancia a BP, AX y AX-CLYV, y por tanto se consideraron como no alérgicos; 15 tuvieron una buena
tolerancia a BP y desarrollaron una reaccidn inmediata a AX y por tanto fueron considerados alérgicos a AX;y 7
tuvieron una buena tolerancia a BP y AX y desarrollaron una reaccién inmediata tras la administraciéon de AX-CLV, y
por tanto se consideraron alérgicos al dcido clavuldnico.

Aquellos que fueron positivos a la prueba cutdnea (N=55) fueron sometidos a mas andlisis. 25 fueron pacientes
del sexo femenino, y 30 del masculino; la edad media fue de 43,27 afios (rango: 18-67); el tiempo medio entre la
reaccion alérgica y el estudio alergolégico fue de 6,09 meses (rango: 1-46), 44 tuvieron anafilaxis y 11 urticaria.
Fueron clasificados en diferentes grupos, de acuerdo con la positividad de la prueba cutdnea: Grupo A, pacientes
con prueba cutdnea positiva a los determinantes mayores y menores de BP; Grupo B, pacientes con prueba cutinea
negativa a los determinantes mayores y menores de BP, buena tolerancia a BP por DPT y prueba cutdnea positiva para
AX; Grupo C, pacientes con una prueba cutidnea negativa a los determinantes mayores y menores de BP y AX, buena
tolerancia por DPT a BP y AX, y prueba cutdnea positiva al 4cido clavulédnico.

El Grupo A incluy6 5 casos (9%), tres del sexo femenino y dos del masculino, y la media de edad fue de 55,6
afios (rango: 47-63); dos desarrollaron urticaria y tres anafilaxis, y el tiempo de intervalo medio entre la reaccién y
el estudio fue de 6,2 meses (rango 1-18). El Grupo B incluyé 34 pacientes (62%), 13 del sexo femenino y 21 del
masculino, la media de edad fue de 44,7 afios (rango: 18-67); 5 desarrollaron urticaria y 29 anafilaxis, y el tiempo de
intervalo medio entre la reaccién y el estudio fue de 5,7 meses (rango 1-46). El Grupo C incluyé 16 pacientes (29%), 7
del sexo femenino y 9 del masculino, la media de edad fue de 36,4 afios (rango: 18-59); 3 desarrollaron urticaria y 13
anafilaxis, y el tiempo de intervalo medio entre la reaccion y el estudio fue de 6,9 meses (rango 1-22). En este grupo
también se llevo a cabo la prueba cutdnea testando AX-CLV y fue positivo en 10 casos (Fig. 2). Las comparaciones
entre los tres grupos de edad e intervalo de tiempo entre la reaccién y el estudio mostraron diferencias significativas
por edad (P<0,005), siendo los pacientes del Grupo A los mayores, y los pacientes del Grupo C los mds jovenes. Los
intervalos de tiempo entre la reaccién y el estudio no mostraron diferencias significativas entre los tres grupos.
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Se realiz6 el BAT en los 55 pacientes, y fue positivo en 29 (52,7%), 3 casos en el Grupo A, 18 en el Grupo B, y 8 en
el Grupo C. Los valores de SI medios en los casos positivos para cada grupo se muestran en la Fig. 3. En los pacientes
del Grupo A, BAT fue positivo para BP, AX y AX-CLYV, pero no para el dcido clavuldnico; en los pacientes del grupo
B, BAT fue positivo para AX y AX-CLYV, pero negativo para BP y dcido clavuldnico; y en los pacientes del Grupo C,
fue positivo para el dcido clavulanico y AX-CLV. Cuando se compararon los resultados BAT para el 4cido clavuldnico
Y AX-CLYV, a las mismas concentraciones de dcido clavuldnico (Fig. 4), se confirmé que todos los pacientes del Grupo
B fueron negativos para el 4cido clavuldnico, mientras que para el Grupo C la respuesta BAT fue similar tanto para la
combinacién de AX- CLV como para el dcido clavuldnico unicamente. Se realizé también el BAT en el grupo control
con una prueba cutdnea negativa a los determinantes de la penicilina, con buena especificidad, 90% para BP y 86,6%
para AX, AX-CLV y 4cido clavulanico.

Se confirmé6 que los resultados BAT indicaban que se trataba de una respuesta mediada IgE mediante el empleo del
inhibidor de PI3K, wortmanina, que inhibe el BAT cuando es estimulado con anti-IgE y con haptenos, especialmente
aquellos que mostraron resultados BAT positivos, pero no cuando se usé fMLP como estimulador baséfilo (Fig. 5).

Aunque el 4cido clavulanico tiene un anillo de betalactama con capacidad para unirse covalentemente a las protei-
nas, tiene importantes diferencias quimicas con las penicilinas; carece de la cadena lateral y el anillo de tiazolidina ha
sido sustituido por una oxazolidina (Fig. 1). Estas diferencias deben contribuir a la generacién de determinantes anti-
génicos con baja o nula reactividad cruzada con aquellos generados por BP 6 AX. Més aun, el metabolismo del dcido
clavuldnico es completamente diferente del de las penicilinas, dando lugar a varios productos que no se encuentran
quimicamente relacionados con los derivados de BP (Haginaka et al., 1985. Chem Pharm Bull 33:218-44.). M4s atin,
el 4cido clavulanico ha sido inicialmente considerado como de un muy bajo potencial inmunogénico, probablemente
porque su reaccién con grupos amino de proteinas produce varios determinantes haptenos (Edwards et al., 1988. Int
Arch Allergy Appl Immunol 85:184-9.).

En este estudio, se confirmé que el 20% de los pacientes evaluados habian tenido una reaccion alérgica inmediata
al AX-CLV con una prueba cutdnea positiva para uno o mds de los reactivos empleados. Se encontré que sélo el 9%
(Grupo A) reconocia los determinantes de BP. Puesto que la droga responsable de la reaccion en este grupo era AX-
CLV y el test cutdneo fue positivo para diferentes determinantes de la penicilina, esto se considera como un grupo que
reacciona de forma cruzada respondiendo a los determinantes de penicilina. Estos datos estdn en concordancia con
los estudios previos e indican que la sensibilizacién a estos determinantes tiende a decrecer, como corresponde a un
principio activo que se prescribe mucho menos que AX y AX-AX-CLV en la actualidad y desde hace muchos afios
(Blanca et al., 1990. Clin Exp Allergy 20:475-481; Torres et al., 2001. Allergy 56:850-856; Bousquet et al., 2005. J
Allergy Clin Immunol 115:1314-1316). Como se ha descrito previamente, un porcentaje importante de pacientes (62%)
reconocieron los determinantes de AX, indicando que este hapteno continua siendo la penicilina mas frecuentemente
involucrada en la sensibilizacion (Torres et al., 2001. Allergy 56:850-856, Bousquet et al., 2005. J Allergy Clin Immu-
nol 115:1314-1316; Bousquet et al., 2008. Clin Exp Allergy 38:185-90; Ponvert et al., 2007. Allergy 62:42-6; Abuaf et
al., 2008. Clin Exp Allergy 38:921-8). Notar que aunque el 30% de los pacientes dieron positivo para la prueba cutdnea
al dcido clavuldnico y tuvo buena tolerancia al AX, sélo el 18% se detecté por AX-CLV. Puesto que la sensibilidad a
los determinantes de las betalactamas depende de las concentraciones, esas diferencias se deben a las concentraciones
de 4cido clavuldnico empleadas (20 mg/mL cuando se emplea solo frente a 4 mg/mL cuando se usa AX-CLV). Puesto
que el AX-CLV es con diferencia el reactivo disponible para las pruebas cutdneas, esto debe explicar por qué no se
han comunicado mds reacciones con pruebas cutdneas positivas al 4cido clavuldnico. Considerando estos hallazgos,
se recomienda emplear el dcido clavuldnico para la evaluacion diagndstica en caso de reacciones inmediatas donde
la asociacién amoxicilina - 4cido clavuldnico esta implicada cuando las pruebas cutdneas convencionales con BP y
amoxicilina dan negativas. Esto quizd gane importancia en el futuro, puesto que el consumo de amoxicilina - dcido
clavulénico es creciente.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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SKIN TEST
Pac. | Edad | SEXO INTERVALO REACTION AX-
meses PPL { MDM AX CLV

CLV

1A 61 F 6 Urticaria | ID(+) () ) @) nd
2A 47 F 5 Urticaria () | D& [IDH]| () nd
3A 63 M 1 Anafilaxis | () | P(+) |P(H) | () nd
4A 59 F 1 Anafilaxis | ID(+) | ID(+) | P(+) (-) nd
5A 48 M 18 Anafilaxis | (-) P+ |[P&H | () nd
6B 49 F 4 Anafilaxis | () () |[IDH| ¢ nd
7B 20 F 2 Urticaria ) ) ID(+)| () nd
8B 37 M 9 Urticaria (-) -) ID (+) (-) nd
9B 55 F 5 Anafilaxis | () (O [ID&H] () nd
10B | 41 F 7 Urticaria (-) () DH) | () nd
11B | 42 M 4 Anafilaxis | (-) () _|IbH] () nd
12B | 52 F 6 Anafilaxis | () (0 [DbH] ) nd
13B | 47 F 5 Anafilaxis | (-) () PH | () nd
14B | 30 M 24 Anafilaxis | (-) () |IDH#H]| ) nd
15B | 46 M 46 Anafilaxis | (-) () _|[DH]| ) nd
16B | 19 F 12 Anafilaxis ) () [ () nd
17B | 57 | M 2 Anafilaxis | () G |[PH]| ¢ nd
18B | 45 F 4 Urticaria () () _[IDH#H] () nd
19B | 46 M 6 Anafilaxis | (-) () _|Ib&H] ) nd
20B | 31 M 5 Anafilaxis (-) () |ID&)] ¢ nd
21B | 37 M 4 Anafilaxis | (-) () |IDH| ¢ nd
22B | 54 M 2 Anafilaxis () (-) DH) | () nd
23B | 38 F 1 Anafilaxis () () PH | ) nd
24B | 67 M 2 Anafilaxis | (-) () |ID#H| ) nd
25B | 46 M 1 Anafilaxis | () ) PH ] () nd
26B | 60 F 1 Anafilaxis | () () {PH| © nd
27B | 60 M 1 Anafilaxis | (-) () [ ¢ nd
28B | 18 | M 2 Anafilaxis | (-) () || ) nd
29B | 47 F 4 Anafilaxis () () PH) | () nd
30B | 53 M 2 Urticaria ) () |D#H| nd
31B | 36 F 5 Anafilaxis | (-) () |[IDH| ) nd
32B | 41 M 4 Anafilaxis | (-) () _[ID&] nd
33B | 35 M 6 Anafilaxis | () () D& () nd
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34B 44 F 12 Anafilaxis ) (-) ID (+) {-) nd
358 47 M 1 Anafilaxis () -) P (+) {-) nd
368 59 M 1 Anafilaxis (-) -) D (+) {-) nd
37B 55 M 1 Anafilaxis (-) (-) P(+) (-) nd
38B 48 M 2 Anafilaxis ) (-) P (+) (-) nd
39B | &7 M 1 ~ Anafilaxis | (-) () |« ¢ nd
Anafilaxis ID

40C 42 F 22 ) -) ) ID (+)
(+)
Anafilaxis ID

41C | 26 M 5 ) ) () | ID()
(+)
Anafilaxis ID

42C | 59 F 4 ) ) () |IDH
(+)
o D
43C 18 M 2 Urticaria -) () -) P {+) )
+
_ 1D
44C | 35 M 2 Anafilaxis () () () | ID(+) )
+
45C | 56 F 12 Urticaria () ) () |DH] O

46C | 42 M 1 Anafilaxis ) ) () | P& [P

47C 30 M 11 Anafilaxis -) -) (-) DH) | ()
Anafilaxis ID

48C 30 M 3 () -) ) ID (+)
(+)
Anafilaxis ID

49C | 18 M 1 Q] ) () | D
(+)
50C 38 F 10 Anafilaxis ) ) ) D(+) | ()
51C | 47 F 4 Urticaria (-) Q) () (B ] ()

52C | 49 F 1 Anafilaxis | (-) (-) () | P |P(#)

Anafilaxis ID

53C | 28 M 7 () () () (IO
(+)
54C 34 M 10 Anafilaxis () ) -) ID(+) | ()
55C 31 F 15 Anafilaxis () (-) ) DH+) | ()

Pac: Paciente PPL: Peniciloil-polilisina; MDM: mezcla de determinantes menores; AX:

Amoxicillina; CLV: &c. clavulénico; AX-CLV: amoxicillina-clavulénico P: Prick; ID: Intradérmicol,

nd: no realizado.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende como unico principio activo el 4cido clavuldnico, o cualquiera de sus sales,
profarmacos, derivados, andlogos o cualquiera de sus combinaciones, en una concentracioén superior a 10 mg/mL.

2. La composicién segtin la reivindicacion anterior, donde la concentracién del dcido clavuldnico se encuentra entre
15 mg/mL y 25 mg/mL.

3. La composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la concentracion del 4cido clavuldnico se
encuentra entre 18 mg/mL y 22 mg/mL.

4. La composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la concentracién del 4cido clavuldnico es
de 20 mg/mL.

5. La composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que ademads contiene un excipiente farmacéutica-
mente aceptable.

6. La composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que ademds contiene un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable.

7. Uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para la elaboracién de un medicamento
para el diagndstico de la alergia al acido clavuldnico.

8. Uso de una composicién segun la reivindicacion anterior, donde la composicién se administra por via dérmica.

9. Uso de una composicién segtn la reivindicacién 7, donde la composicién se administra por via intradérmica.

10. Envase primario que contiene una disolucién acuosa para administracién parenteral, que comprende una com-
posicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, cerrdndose herméticamente el envase primario con un tapén o

pistén de caucho que contiene caucho de bromobutilo.

11. Envase primario segun la reivindicacién anterior, en el que el envase primario se selecciona de la lista que
comprende: un vial, una botella, un cartucho, una jeringuilla prellenada, o cualquiera de sus combinaciones.

12. Kit para la identificacién o el diagnéstico de individuos alérgicos al 4cido clavulanico, que comprende la com-

posicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, o el envase primario segin cualquiera de las reivindicaciones
10-11.

10
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-12

7-9
1-6, 10-12

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200930781

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 GB 1508977 A (BEECHAN GROUP LTD.) 26.04.1978
D02 FERNANDEZ-RIVAS, M. y col. Selective allergic reactions to

clavulanic acid. The Journal of Allergy and Clinical Immunology.
1995, Vol. 95, N° 3, paginas 748-50.

D03 CAHEN, Y.D. & WUTHRICH, B. Drug allergy to the B-lactam
antibiotics clavulanic acid and amoxicillin. Allergy, 1997, Vol. 52,
paginas 117-118.

D04 YOUNG HOON KIM y col. A case of allergic contact dermatitis to
clavulanic acid. Contact Dermatitis. 2008, Vol. 59,

paginas 378-379.

D05 LONGO, N. y col. Diagnosis of clavulanic acid allergy using
basophil activation and leukotriene release by basophils.

J Investig Allergol Clin Immunol. 2008, Vol. 18, N° 6,

pagina 473-5.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion se refiere a una composiciébn que comprende como Unico principio activo &cido clavulanico, o
cualquiera de sus sales, o derivados en una concentracién superior a 10 mg/ml, utilizandose en una realizacion particular la
concentracion de 20 mg/ml. También se refiere al uso de esta composicion para la elaboracién de un medicamento para el
diagnostico de la alergia al &cido clavulanico en administracion dérmica o intradérmica, al envase primario que contiene esta
composicion y al kit para el diagnodstico de individuos alérgicos al acido clavulanico que utiliza esta composicion.

En la elaboracion de este informe se ha obviado el término “profarmaco” que aparece tanto en la descripcion como en las
reivindicaciones, ya que es un término vago e impreciso y deja al lector en duda respecto al significado real de las
caracteristicas técnicas que conlleva.

El documento DO1 tiene por objeto una composicién farmacéutica que comprende acido clavulanico o cualquiera de sus
sales junto con excipientes farmacéuticamente aceptables.

Aunque se pueda reconocer novedad a las composiciones que contienen como Unico principio activo acido clavulanico en
concentraciones superiores a 10 mg/ml, no se puede reconocer actividad inventiva a las composiciones de clavulanico que
concretan un rango de concentracién determinado, ni al envase o kit que contiene las mismas.

En consecuencia, se considera que las reivindicaciones 1 a 6 y 10 a 12 de la presente solicitud carecen de actividad
inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986).

Los documentos D02, D03 y D04 describen la utilizacion en pruebas cutaneas por pinchazo (skin prick test) la utilizacion de
acido clavulanico en estado puro en concentraciones de 1 mg/mly 10 mg/ml obtenidos de Beechan en D01 y de SmithKline
Beecham AG en DO02.

El documento D05 en la prueba in vitro de activacion de baséfilos por citometria de flujo (BAT) utiliza &cido clavulanico en
concentraciones de 0,625 y 0,156 mg/ml.

No se ha encontrado divulgado en el estado de la técnica el uso de una composicion que comprende como Unico principio
activo acido clavulanico, sales o derivados del mismo en concentraciones superiores a 10 mg/ml, en particular 20 mg/ml
para el diagndstico de la alergia al acido clavulanico. Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones 7 a 9 de esta
solicitud tienen novedad e implican actividad inventiva (Art. 6.1y 8.1 LP 11/1986).
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