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Descrigao referente & patente
de invencao de HOECHST AKTIEN
GESELLSCHAFT, alema, indus-
trial e comercial, com sede em
D-6230 Frankfurt am Main 80,
Republica Federal Alema, (in-
ventores: Dr. Ekkehard Baader,
Dr. Harald Burghard e Dr. Vol
kmar Gunzler-Pukall, residen-
tes na Repiblica Federal Ale-
ma) para "PROCESSO PARA A PRE-
PARACAO DE COMPOSICOES FARMA-
CEUTICAS CONTENDO COMO INGRE-
DIENTE ACTIVO DERIVADOS DE
OXALIL-AMINOACIDOS".

DESCRICADO

Os derivados de axalil-aminoacidos sao conheci
dos e descritos, por exemplo, nas Especificagdes FR-A 20 10 601
e JP 43/10614 ou em Biochemistry, 27 (8), 2934-2943 (1988). Uma
utilizagao destes compostos como medicamento, porém, ainda nao

foi descrita no estado da técnica.

RO - ﬁ - ﬁ - T - TH - ﬁ - OR! (I)
0O O Rl R2 0
na qual
R e R' s3ao iguais ou diferentes e representam Cl—CG—alquilo ou
hidrogénio,
R1 representa hidrogénio ou Cl—C4—alquilo,
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R2 representa hidrogénio, Cl—CG—alquilo, Cl—C3—alcoxi, car
boxilo, Cl—CG-alcoxicarbonilo, arilo, SH, NH, ou halogé
neo, estando os radicais alquilo nao substituidos ou es
tando substituidos por arilo, OH, SH ou NH2, ou

R1 e R2 formam em conjunto uma cadeia de C,-C,-alquileno assim

2 74
como os compostos nas suas formas D e L preponderantemente pu-

ras, assim como os seus sais fisiologicamente aceitaveis, sao

excelentes inibidores da prolino- e lisino-hidroxilase.

A invencao refere-se, portanto, a utilizacao
dos compostos acima citados como medicamentos, especialmente co
mo medicamentos para influenciar o metabolismo de colagéneo e

de substdncias semelhantes ao colagéneo ou a biossintese de Clqg.

E também, portanto, um objecto da presente in-
vencao um medicamento contendo os compostos acima citados com

excipientes farmacéuticos acitaveis.

A invencgao refere-se, especialmente, a utili-
zagao de compostos da formula I, nos quais

R e R' sao iguais ou diferentes e representam Cl—C3—alquilo,

Na ou K,
Rl representa hidrogénio, metilo ou etilo,
R2 representa hidrogénio ou Cl-C4-alquilo, onde o radical

alquilo nado esta substituido ou estd substituido por fe-
nilo ou SH, ou

R1 e R2 formam em conjunto uma cadeia C

o~ ou C3-alquilénica.
Excepcionalmente preferida & a utilizacao de
compostos da formula I, nos quais

R e R' sdo iguais e representam metilo, etilo, Na ou K

Rl representa hidrogénio ou metilo,

R2 representa hidrogénio, Cl—C3—alquilo, benzilo ou tiome-
tilo,

ou

2 . . sz
R™ e R” formam em conjunto uma cadeia etilénica.




As cadeias alquilicas com 3 e mais atomos de
carbono tanto podem ter a cadeia linear como também ramificada.
Por arilo sao entendidos hidrocarbonetos aromaticos, especial-
mente fenilo e naftilo. Por halogéneo sao entendidos flior, clo

ro, bromo e iodo, especialmente cloro e bromo.

A obtencao dos compostos da formula I & conhe-
cida e descrita, por exemplo, em FR-A 20 10 601. Ela & consegui
da, da maneira mais simples, reunindo 1-3 equivalentes de halo-
genidrato de éster de aminoacido, de preferéncia cloridrato, e
1-5 equivalentes de uma base como, por exemplo, carbonatos ou
hidrocarbonatos, como carbonato de sddio ou de potassio ou hi-
drogenocarbonato de sdodio ou de potassio, ou aminas terciarias,
tal como trietilamina, tributilamina, etildiisopropilamina ou
aminas heterociclicas, tal como N-alquilmorfolina, piridina,

quinolina ou dialguilanilinas.

Eventualmente também podem ser usadas varias
bases simultaneamente. As temperaturas da reacc¢do correspondem
a -30° até 150°C, de preferéncia a 20 até 100°C. Eventualmen-
te também se pode trabalhar num dissolvente como éter dietili-
co ou dimetoxietano ou tetrahidrofurano, hidrocloretos clora-
dos como cloreto de metileno, clorofdrmio, tri- ou tetracloro-
etileno, benzeno, tolueno e também dissolventes polares como
dimetilformamida, acetona, alcoois como metanol ou etanol ou
sulfoxido de dimetilo. Em seguida adicionam-se, a temperaturas
entre -78°C e 100°C, de preferéncia entre -20°C e +20°C, lenta~-
mente, 1-3 equivalentes de cloreto de éster de acido oxalico.
Eventualmente aqui também se pode trabalhar com um dissolvente

como acima citado. O termo da reacgao pode ser determinado,por

exemplo, por meio de cromatografia de camada fina.

Eventualmente o processamento dos produtos po-
de ser realizado, por exemplo, por extraccao ou por cromatogra-
fia, por exemplo através de gel de silica. O produto isolado po

de ser recristalizado.

Os compostos da formula I com R e/ou R'=metal
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alcalino como, por exemplo, Na ou K, podem ser saponificados a
partir dos compostos da formula I correspondentes com R e/ou
R‘=C1~C4—alcoxi, em meio alcalino, aos sais correspondentes,por
exemplo, com NaOH ou KOH em um alcool de baixo peso molecular,
como metanol ou etanol, ou em éteres como dimetoxietano ou te-
trahidrofurano, eventualmente na presenga de agua. Nos sais ob-
tidos o catido de metal alcalino pode ser substituido, da manei
ra usual, em permutadores de ides, por quaisquer catides. Para
esta finalidade passam-se os acidos, por exemplo, através de uma
coluna contendo um permutador de catides como, por exemplo, ba-
seado em poliestirol/divinilbenzeno ((R)Amberlite CG150 ou
(R)Dowex—CCR-Z). O permutador de catioes esta carregado com o
catido desejado, por exemplo, com ides de amdnio, que derivam
de uma amina primadria, secundiria ou terciaria. Obtém-se o sal

desejado para evaporacao do eluido.

Os sais de amonio dos acidos que derivam de uma
amina primaria, secundaria ou terciaria, também podem ser obti-
dos adicionando aos acidos livres em uma solucao alcodlica uma
quantidade equimolar de amina correspondente e evaporando o dis

solvente.

A obtencado dos compostos D ou L, preponderante
mente isentos de enantiomeros, a partir dos racematos é realiza
da, igualmente, por processos conhecidos na literatura, por exem
plo pela cristalizacdo fraccionada ou por processamento enzimi-
tico. Outra possibilidade consiste na sintese directa do compos
to, isento de enantiomeros, a partir de precursores D ou L cor-

respondentes (compostos de partida).

As substdncias de acordo com a invencgao sao

eficazes como substancias inibidoras reversiveis da prolilhidro

xilase. Dessa forma, elas provocam uma inibigao selectiva da re
acgado de hidroxilacgdo, especifica do colagénio, durante cujo de
curso a prolina, ligada a proteina, & hidroxilada pelo enzima

prolilhidroxilase. No impedimento desta reacgao por meio de um

inibidor forma-se uma molécula de colagénio subhidroxilada, in-
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capaz de fungao, que somente pode ser fornecida pela célula em

reduzida quantidade ao espaco extracelular. O colagénio subhi-
droxilado, além disso, nao pode ser incorporado na matriz de
colagénio e é facilmente decomposto proteoliticamente. Como con
sequéncia destes efeitos diminui ao todo a quantidade do colagé
nio depositado de forma extracelular. Os inibidores da prolilhi
droxilase, portanto, sdo agentes auxiliares adequados na tera-
pia de doencas nas quais o depdsito de colagénio contribui de-
cisivamente para o quadro clinico. Pertencem ao mesmo, entre ou
tros, fibroses do pulmao, figado e pele (escleroderma), assim
como a aterosclerose.

Além disso, & conhecido que a inibicdo da pro-
lilhidroxilase por meio de inibidores conhecidos, como alfa, al
fa-dipiridilo, conduz a uma inibigao da biossintese de Clg de
macrofagos (W. Muller et al., FEBS Lett. 90, 218 e seguintes
(1978)). Desta forma, nao ocorre a via classica da activacgao
complementar; os inibidores da prolilhidroxilase, portanto, tam
bém agem como imunossupressivos, por exemplo, em caso de doen-

gas imunoldgicas complexas.

As substancias, de acordo com a invencgao, po-
dem ser, portanto, usadas como fibrossupressivos, imunossupres-

sivos e antiaterosclerodoticos.

O efeito antifibrotico pode ser determinado no
exemplo da fibrose do figado induzida por tetracloreto de carbo
no. Para esta finalidade tratam-se ratos duas vezes por semana |,
com CCl4 (1 ml/kg) - dissolvido em azeite. A substancia a ser
examinada & administrada diariamente, eventualmente até duas ve
zes por dia, por via oral ou intraperitoneal - dissolvida num
dissolvente aceitavel adequado. A extensdo da fibrose do figado
€ determinada histologicamente e a fraccao ee colagénio no figa
do é analisada por meio da determinacdo de hidroxiprolina - co-
mo & descrito por Kivirikko et al. (Anal. Biochem. 19, 249 e se
guintes (1967)). A actividade da fibrogénese pode ser determina

da por meio de determinacao radioimunologica de fragmentos de co
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lagénio e de péptidos de procolagénio no soro. Os compostos de
acordo com a invencao sao eficazes, neste exemplo, numa concen-
tracdo de 1-100 mg/kg. Um outro exemplo para a avaliacdo do efei
to antibiotico é a fibrose do pulmao induzida por bleomicina,
como € descrito por Kelley et al. (J. Lab. Clin. Med. 96, 954
(1980)). Para a avaliacao do efeito dos compostos de acordo com
a invencgao pode ser usado o exemplo do granuloma de chumaco de
algodao, como & descrito por Meier et al, Experimentia 6, 469
(1950) . A seguir a invengao é descrita mais pormenorizadamente

por meio de exemplos.

Exemplos

Processo geral para a obtencao dos compostos
dos exemplos 1-6.

Colocam—-se previamente num recipiente um equi-
valente do cloridrato do éster de aminoacido, dois equivalentes
de trietilamina e dois equivalentes de N,N-dimetilaminopiridina,
a temperatura ambiente, sob atmosfera de azoto, em cloreto de
metileno. Em seguida adiciona-se, a 0% - 100C, lentamente, go-
ta a gota, um equivalente de cloreto de metileno. Agita-se du-
rante 12 horas a temperatura ambiente, adiciona-se solucgao satu
rada de hidrogenocarbonato de sodio e extrai-se. Separa-se a fa
se orgadnica, lava-se com solucdo de cloreto de sddio, seca-se
com sulfato de magnésio e evapora-se. O produto bruto & cromato

grafado.

Exemplo 1

Ester dimetilico de (N-oxalil)-L-alanina

R =R'= CH3; Rl = H; R2 = CH3

5 g do cloridrato de éster metilico de L-alanina e 3,3 ml de
cloreto de éster metilico de acido oxdlico fornecem 6 g do exem
plo 1 como Oleo

(Crom. : EE/CH3OH 5/1).

Exemplo 2
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Ester dimetilico de (N-oxalil)-IL~fenilalanina

R =R' = CH R1 = H; R2 = CH,C_H

37 265

5 g do cloridrato de éster metilico de L-fenilalanina e 2,2 ml
de cloreto de éster metilico de acido oxadlico fornecem 6,5 g
do exemplo 2 como Oleo

(Crom.: EE/CH3OH 5/1).

Exemplo 3

Ester dimetilico de (N-oxalil)-L-glicina

R=R'= CH3; R1 = H; R2 =H

15 g de cloridrato de éster metilico de L-glicina e 11 ml de
cloreto de éster monometilico de axido oxalico fornecem 23 g do
exemplo 3; ponto de fusdo 49°C;

(Crom.: EE).

Exemplo 4

Ester dimetilico de (N-oxalil)-L-prolina

R=R'= CH3; R1 = CHZ—CH2 = R2
2 g do cloridrato de éster metilico de L-prolina e 2,9 g de
cloreto de éster monometilico de axido oxalico fornecem 1,5 g

como O0leo (Crom.: EE).

Exemplo 5

Ester metilico de (N-oxalil)-L-valina
1 2

R=R'=CHy; R =H; R° = CH(CH]),
2 g do cloridrato de éster metilico de L-valina e 2,8 g de clo
reto de éster monometilico de acido oxalico fornecem 2 g como

0leo (Crom.: CH/EE 1/1).

Exemplo 6

Ester dimetilico de (N-oxalil)-L-cisteina
R =R'= CH3; Rl = H; R2 = CH25H

2 g do cloridrato de éster metilico de L-cisteina e 3,9 g de
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cloreto de éster monometilico de acido oxadlico fornecem 1,5 g
como O6leo (Crom.: CH/EE 1/1).

Exemplo 7

Ester dietilico de (N-oxalil)-sarcosina

R=R'= C2H5; R1 = CH3; R2 = H

Colocam-se previamente 2 g de cloridrato de éster etilico de
sarcosina em 50 ml de etanol e adiciona-se, a temperatura am-
biente, gota a gota, uma solugao de 3,5 ml (2 equivalentes) de
éster dietilico de acido oxalico e 1,8 ml de trietilamina em
25 ml de etanol. Agita-se durante 5 horas a SOOC, depois aque-
ce-se durante 2 horas ao refluxo. Arrefece-se a solucao eevapo-
ra-se até a secura. Retoma-se o residuo em cloreto de metileno,
lava-se uma vez com agua, seca-se a fase organica sobre sulfato
de magnésio e evapora-se.

0 produto bruto & cromatografado (EE/CH 1/1)
Rendimento: 0,35 g.

Processo geral para a obtencao dos compostos
8-14.

Dissolve-se um equivalente dos compostos dos
exmeplos 1-7 a temperatura ambiente, em 2 equivalentes de um hi
droxido alcalino em solucao alcodlica 0,1 N. Agita-se durante
12 horas a temperatura ambiente e evapora-se até & secura. O re
siduo & submetido duas vezes a vapores de tolueno, lavado varias
vezes com pentano e seco sob vacuo.

Exemplo 8

Sal dipotassio de (N-oxalil)-l-alanina

R = R' = K; R1 = Hj; R2 = CH3

Fazem—-se reagir 300 mg do composto do exemplo
1 com 32,5 ml de hidroxido de potassio etandlico 0,1 N.

Rendimento: 370 mg de cristais brancos, ponto de fusao »300°c.
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Exemglo 9

Sal dissdodico de (N-oxalil)-L-fenilalanina
R = R2 = Na; Rl = H; R2 = CH2C6H5

Fazem-se reagir 420 mg do composto do exemplo
2 com 32,5 ml de hidroxido de sddio metandlico 0,1 N.

Rendimento: 440 mg de cristais brancos, ponto de fusdo: }3OOOC.

Exemplo 10

Sal dipotassico de (N-oxalil)-L-glicina

R = R2 = K; Rl = H; R2 = H

Fazem-se reagir 5,5 g do composto do exemplo 3
com 314 ml de hidrdxido de potdssio metandlico 0,1 N.

Rendimento: 5,4 g de cristais brancos, ponto de fusao: »300° c.

Exemplo 11
Sal dissddico de (N-oxalil)-L-prolina
R = R' = Na; R1 = CHZ—CH2 = R2

Fazem-se reagir 300 mg do composto do exemplo
4 com 1,5 ml de hidrdoxido de sddio etanolico 0,1 N.
Rendimento: 290 g de cristais brancos, ponto de fusao: »300°C.

Exemplo 12

Sal dissodico de (N-oxalil)-L-valina

R=R' =Na; R' =H; R%= CH(CH,),

Fazem-se reagir 300 mg do composto do exemplo
5 com 14 ml de hidroxido de s6dio etandlico 0,1 N.

Rendimento: 235 mg de cristais brancos, ponto de fusao: »300°cC.




Exemplo 13

Sal dissodico de (N-oxalil)-IL-~-cisteina

R = R1 = Na; R1 = H; R2 = CHZSH

Fazem-se reagir 300 mg do composto do exemplo
6 com 13,7 ml de hidrdoxido de s6dio metandlico 0,1 N.

Rendimento: 300 g de cristais brancos, ponto de fusao: »300°C.

Exmeplo 14

Sal dipotassico de (N-oxalil)-sarcosina
R=R'=K; R = CH3; R™ =H

Fazem-se reagir 120 mg do composto do exemplo
7 com 11,4 ml de hidroxido de potassio etandlico 0,1 N.

Rendimento: 130 mg de cristais brancos, ponto de fusao: )BOOOC.

A seguir os compostos dos exemplos 1-14 estao

reunidos em forma de tabela (Tabela 1).

RO - ﬁ - ﬁ - T - ?H - ﬁ - OR' (I)
0] 0] R1 R2 0
Tabela 1

Exem 1 2 Ponto de
plo R R' R R fusao/0Oleo

1 CH3 CH3 H CH3 ?leo

2 CH3 CH3 H CH2C6H5 0130

3 CH3 CH3 H H 49°C

4 CH3 CH3 CHZ---— CH2 oleo

5 CH3 CH3 H CH(CH3)2 ?leo

6 CH3 CI-I3 H CH2SH 0leo

7 C2H5 C2H5 CH3 H oleg

8 K K H CH3 »300°C

o

9 Na Na H CH2C6H5 »300°C

- 10 -
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Tabela 1 (continuacgdo)

Exem 1 5 Ponto de
plo R R! R R Fusao/0Oleo
10 K K H H y 300°C
11 Na Na CH, ===~ CH, » 300°C
12 Na Na H CH(CH,) >300°C
13 Na Na H CH,SH »300°C
14 K K CH, H >300°C

O efeito da inibigao dos compostos de acordo
com a invencao foi determinado num teste de enzima analogamente
ao método de B. Peterkofsky e R. DiBlasio, Anal. Biochem. 66,
279-286 (1975). Neste teste o colagénio subhidroxilado & hidro-
xilado enzimaticamente com propilhidroxilase na presenca de
ices de ferro (II), alfa-cetoglutarato e ascorbato e & determi-
nada a concentracao do composto de acordo com a invencdo adicio
nado, a qual conduz a uma inibicao de 80% da actividade do enzi

ma (o valor é referido como Ki).

Na tabela 2 constam os resultados com os com-
postos dos exemplos 8 a 10.

Tabela 2 (Sais):

Composto Ki [mM]
Exemplo 8 0,04
Exemplo 10 0,01

O efeito inibidor também pode ser determinado
em culturas de células ou tecidos. Para esta finalidade podem
ser usados fibroblastos ou outras células ou "calvaria" que pro
duzem colagénio, ou outros Orgdaos que produzem colagénio. Na
tabela 3 encontra-se o efeito inibidor de substancias de acordo
com a invengao na cultura de "calvaria". E citada a concentra-
cao que conduz a uma diminuicdo de 50% do quociente de hidroxi-
).

prolina/prolina na marcacao metabdlica com 14C—prolina (IC50

- 11 -
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Tabela 3 (Ester):

Composto ICSO[mM]
Exemplo 1 0,35
Exemplo 3 0,002

REIVINDICACOES

Processo para a preparacao de composicdes far-
macéuticas para influenciar o metabolismo de colagénio e de sub
stancias semelhantes ao colagénio, ou da biossintese de Clg, ca
racterizado por se incorporar como ingrediente activo um compos
to da formula I

RO-C-C-N-CH-C - OR'

[ P PR
o o r' R? 0

na qual

R e R' sdo iguais ou diferentes e representam Cl—CG-alquilo ou

hidrogénio
Rl representa hidrogénio ou Cl-C6-alquilo,
R2 representa hidrogénio, Cl—C6—alquilo, Cl-C3—alcoxi, car-

boxilo, Cl—CG—alcoxicarbonilo, arilo, SH, NH, ou halogé-

2
neo, estando os radicais alquilo ndo substituidos ou es-

tando substituidos com arilo, OH, SH ou NHZ'
ou

Rl e R2 representam em conjunto uma cadeia de C,~C —alquileno

4
assim como os compostos nas suas formas D e L, preponderantemen

te puras, assim como os seus sais fisiologicamente aceitaveis.

- 12 -




Processo de acordo com a reivindicacao 1, ca-
racterizado por R e R' serem iguais ou diferentes e representa-

rem Cl—CB—alquilo, Na ou K,

R1 representar hidrogénio, metilo ou etilo,

R2 representar hidrogénio ou Cl-C4-alquilo, estando o radical
algquilo nao substituido ou estando substituindo com fenilo
ou SH

ou

R1 e R2 formam juntos uma cadeia de C2— ou C3-alquileno.

Processo de acordo com as reivindicacoes 1 ou
2, caracterizado por R e R' serem iguais e representarem metilo,
etilo, Na ou K,
R1 representar hidrogénio ou metilo,
R2 representar hidrogénio, Cl—C3—alquilo, benzilo ou tiometi-
lo,
ou

R1 e R2 formarem juntos uma cadeia etilénica.

Processo de acordo com uma ou mais das reivin-
dicagdbes 1 a 3, caracterizado por se obterem composicdes efica-
zes para a inibigao dos enzimas prolinohidroxilase ou lisinohi-

droxilase.




Processo de acordo com uma ou mails das reivin-
dicacOes 1 a 3, caracterizado por se obterem composicdes efica-

zes para a aplicagao como fibrossupressivos e imunossupressivos

Processo para a preparacao de uma composigao
farmaceéutica contendo um composto tal como & definido em uma ou
mais das reivindicagoes 1 a 5, caracterizado por se incorpora-

rem ainda excipientes farmacéuticos aceitaveis.

A requerente reivindica a prioridade do pedido
de patente alemdo apresentado em 12 de Maio de 1990, sob o neo.
P 40 15 255.3.

Lisboa, 10 de Maio de 1991
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RESUMDO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE COMPOSICOES FARMACEUTICAS CON-

TENDO COMO INGREDIENTE ACTIVO DERIVADOS DE OXALIL-AMINOACIDOS"

A invengado refere~se a um processo para a pre-
paragao de composigOes farmacéuticas para influenciar o metabo-
lismo de colagénio e de substdncias semelhantes ao colagénio, ou
da biossintese de Clg, o qual compreende a adicdo de um compos-

to da formula I

RO-C-C-N=-CH-C - OR'

FRPE
o o ®r & 0

assim como dos compostos na sua forma D e L, preponderantemente
pura, assim como dos seus sais fisiologicamente aceitaveis, even

tualmente em combinacdao com excipientes.
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