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RESUMO

"SAIS DE METAIS ALCALINOS DE ESTERES

SULFATO DE 8, 9-DESIDROESTRONA"

Esta invencao apresenta sais de metais alcalinos
de 8,9-desidroestrona, sais do seu éster sulfato, e compo-
sicbes estdvels com estes compostos, bem como processos
para a sua producao e utilizacgado em terapia de substituicao

de estrogéneo e na proteccgao cardiovascular.
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DESCRICAO

"SAIS DE METAIS ALCALINOS DE ESTERES

SULFATO DE 8, 9-DESIDROESTRONA"

Estado dos Conhecimentos a Data da Invencédo

A 8,9-desidroestrona é um composto conhecido que
¢ util como intermedidrio na producdo sintética de estrona
pela isomerizacdo a insaturacdo em 9,11 (U.S. 3.394.153), e
como intermedidrio na producdao de derivados de 3-ciclo-
pentiloxi-17-etinilo (Exemplo XXVIII na U.S. 3.649.621).
Para além disto, sabe-se que a 8,9-desidroestrona possui
actividade estrogénica e baixa o0s teores 1lipidicos no

sangue (Exemplos 11 e 12; US 3.391.169).

Descrigdo da Invencgao

De acordo com esta invencdo, proporciona-se a
utilizacdo de 8,9-desidroestrona no fabrico de um medica-
mento para o tratamento da aterosclerose e para a remogao
de 1lesdes arteriais que ocorrem no desenvolvimento da

aterosclerose.

Os exemplos de referéncia seguintes ilustram a

preparagao de sais de 8,9-desidroestrona por metalacao
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directa com NaH, KH ou n-butil-litio, em tetra-hidrofurano,
sob uma atmosfera inerte a cerca de 0°C. Utiliza-se direc-
tamente a solucgao contendo o metal alcalino na reacgao de
sulfatacao. Também se ilustra a introdugdo de tris(hidroxi-
metil)aminometano em diversas alturas do processo. Os
exemplos 6 e 7 dilustram a influéncia estabilizadora do

tris(hidroximetil)aminometano.

Exemplo de Referéncia 1

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de sédio

Adicionou-se a uma suspensdo agitada de hidreto
de sdédio (0,24 g, 10 mmol) em tetra-hidrofurano (20 mL), a
0°C, sob azoto, uma solucdo de 8,9-desidroestrona (2,68 g,
10 mmol) em tetra-hidrofurano (30 mL). Passados 10 minutos,
removeu-se o0 banho de arrefecimento para se permitir que a
mistura reaccional atingisse a temperatura ambiente.
Adicionou-se a mistura complexo de trimetilamina com
triéxido de enxofre (1,39 g, 10 mmol). Depois de se agitar
durante mais 10 minutos, adicionou-se tris(hidroximetil) -
aminometano (1,79 g, 15 mmol) e continuou-se a agitar de um
dia para o outro. Retirou-se o solvente por evaporacgado e
retomou-se o residuo em agua (180 mL) e lavou-se com éter
dietilico (2 x 50 mL). Filtrou-se a solucdao aquosa através
de um funil em vidro sinterizado (porosidade média) e
submeteu-se o filtrado a uma liofilizagdo para se obterem

5,2 g de um material sdélido.
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Perfil Analitico

Pureza do 8,9-desidroestrona-3-sulfato de sdédio

por HPLC - 96,3%.

Por acidificacdo de uma solucdao aguosa de 8,9-
desidroestrona-3-sulfato de sdédio para se obter o éster
sulfato livre, seguida por uma extraccdo com n-butanol e
uma neutralizacdo do acido com hidréxido de cédlcio, obtém-
se o 8,9-desidroestrona-3-sulfato de cdalcio. A reaccéo
andloga com hidrdéxido de magnésio ou com hidrdéxido de
aménio permite obter, respectivamente, o 8,9-desidroes-
trona-3-sulfato de magnésio e o 8,9-desidroestrona-3-

sulfato de amdénio.

Exemplo de Referéncia 2

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de sédio

Adicionou-se a uma suspensdo agitada de hidreto
de sdédio (0,24 g, 10 mmol) em tetra-hidrofurano (20 mL), a
0°C, sob azoto, uma solucdo de 8,9-desidroestrona (2,68 g,
10 mmol) em tetra-hidrofurano (30 mL). Passados 30 minutos
sob agitacdo a temperatura ambiente, adicionou-se a mistura
tris(hidroximetil)aminometano (1,79 g, 15 mmol), e findos
mais 30 minutos, adicionou-se complexo de trimetilamina

com tridxido de enxofre (1,39 g, 10 mmol), e agitou-se a
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mistura de um dia para o outro. Retirou-se o solvente por
evaporacdo e retomou-se o residuo em agua (40 mL). Lavou-se
a fase aquosa com éter dietilico (2 x 20 mL), e depois

liofilizou-se para se obterem 5,1 g de um material sdélido.

Perfil Analitico

Pureza do 8,9-desidroestrona-3-sulfato de sdédio

por HPLC - 96,2%.

Passou-se uma solucdao aquosa de 8,9-desidro-
estrona-3-sulfato de sdédio através de uma coluna de
Amberlite IRC-50 para se obter o éster sulfato livre sob a
forma do acido, o qual se trata com etilamina para se obter
o sal de etilamina do 8,9-desidroestrona-3-sulfato de por
liofilizacdo do produto. Com dimetilamina, obtém-se o sal

de dimetilamina do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato.

Exemplo de Referéncia 3

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de sdédio

Adicionou-se a uma suspensao agitada de hidreto
de sdédio (0,24 g, 10 mmol) em tetra-hidrofurano (20 mL), a
0°C, sob azoto, uma solucdo de 8,9-desidroestrona (2,68 g,
10 mmol) em tetra-hidrofurano (30 mL). Depois de se deixar
a mistura reaccional aquecer até a temperatura ambiente,

agitou-se durante 30 minutos e adicionou-se-lhe complexo de
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trimetilamina com tridéxido de enxofre (1,39 g, 10 mmol).
Continuou-se a agitacdo de um dia para o outro. Retiraram-
se 0s solventes por evaporagdo e retomou-se o residuo em
dgua (50 mL), lavou-se a fase aquosa com éter dietilico (2
x 20 mL), e depois adicionou-se-lhe tris(hidroximetil)-
aminometano (1,79 g, 15 mmol). Liofilizou-se a solucgao
limpida resultante para se obterem 5,04 g de um material

sélido.

Perfil Analitico

Pureza do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato de sdédio

por HPLC - 96,2%.

Exemplo de Referéncia 4

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de litio

Adicionou-se n-butil-litio (solucgcdo 2,5 M em
hexanos, 1,4 mL), a uma mistura de tris(hidroximetil)-
aminometano (0,63 g, 5,2 mmol) e 8,9-desidroestrona (0,94
g, 3,5 mmol) em tetra-hidrofurano (14 mL), a -70°C. Depois
de se agitar a mistura reaccional a essa temperatura
durante 10 minutos, retirou-se o banho de arrefecimento. A
0°C adicionou-se-lhe complexo de trimetilamina com tridxido
de enxofre (0,49 g, 3,5 mmol), deixou-se atingir a tempe-
ratura ambiente, e continuou-se a agitacdo de um dia para o

outro. Retiraram-se o0s solventes por evaporagao e retomou-
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se o residuo em adgua (150 mL). Lavou-se esta solucdo aquosa
com éter dietilico (3 x 35 mL), e depois liofilizou-se para

se obterem 1,11 g de um material sdélido.

Perfil Analitico

Pureza do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato de 1litio

por HPLC - 90,4%.

Exemplo de Referéncia 5

8, 9-Desidroestrona-3—-sulfato de potédssio

Adicionou-se a uma suspensao agitada de hidreto
de potédssio (0,14 g, 3,5 mmol) em tetra-hidrofurano (14
mL), a 0°C, sob azoto, tris(hidroximetil)aminometano (0,63
g, 3,5 mmol), e em seguida uma solucdao de 8,9-desi-
droestrona (0,94 g, 3,5 mmol) em tetra-hidrofurano (14 mL).
Passados 15 minutos, adicionou-se-lhe complexo de trime-
tilamina com tridéxido de enxofre (0,48 g, 3,5 mmol). Depois
de se deixar a mistura reaccional atingir a temperatura
ambiente, adicionou-se-lhe mais uma porgao de tetra-
hidrofurano (15 mL), e continuou-se a agitacdo de um dia
para o outro. Retiraram-se o0s solventes por evaporacao e
retomou-se o residuo em &agua (150 mL). Lavou-se esta fase
aquosa com éter dietilico (3 x 35 mL), e depois liofilizou-

se para se obterem 1,63 g de um material sdlido.
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Perfil Analitico

Pureza do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato de potéas-

sio por HPLC - 91, 3%.

Passou-se uma solucao aquosa de 8,9-desidroes-
trona-3-sulfato de potdssio através de uma coluna permita
idénica contendo de Amberlite IRP-64, utilizando como
eluente uma solugdo concentrada de hidréxido de calcio para
se obter o 8,9-desidroestrona-3-sulfato de célcio. Obti-

veram-se do mesmo modo os sais de magnésio e de amdnio.
Destes procedimentos pode verificar-se que o
processo desta invencado decorre facilmente para se obter

produto com elevado grau de pureza.

Exemplo de Referéncia 6

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de sédio

Adicionou-se a uma suspensdo agitada de hidreto
de sdédio (0,57 g, 24 mmol) em tetra-hidrofurano (50 mL), a
0°C, sob azoto, uma solucdo de 8,9-desidroestrona (5,36 g,
20 mmol) em tetra-hidrofurano (100 mL), ao longo de um
periodo de 10 minutos. Deixou-se a mistura reaccional
aquecer até a temperatura ambiente e adicionou-se-lhe
complexo de trimetilamina com tridéxido de enxofre (3,34 g,
24 mmol). Continuou a agitar-se durante 24 horas. Retirou-

se o0 solvente por evaporagao e retomou-se o s6lido residual
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por suspensdo em éter etilico, extraindo-se com &agua (100
mL) . Separou-se a fase aquosa e liofilizou-se para se

obterem 5,65 g de um material sdlido.

Perfil Analitico

Contetdo em 8,9-desidroestrona-3-monossulfato de

sédio por HPLC - 73,8%.

Conteudo em 8,9-desidroestrona-3-monossulfato de

sédio por HPLC - 33% (testado passadas duas semanas) .

Exemplo de Referéncia 7

8, 9-Desidroestrona-3-sulfato de sbédio

Adicionou-se a uma suspensao agitada de hidreto
de sédio (0,72 g, 30 mmol) em tetra-hidrofurano (50 mL), a
0°C, sob azoto, tris(hidroximetil)aminometano (5,38 g, 44
mmol), e em seguida uma solucdo de 8, 9-desidroestrona (8,04
g, 30 mmol) em tetra-hidrofurano (110 mL). Depois de se
deixar a mistura reaccional aquecer até a temperatura
ambiente, adicionou-se-lhe complexo de trimetilamina com
tridéxido de enxofre (4,21 g, 30 mmol), e continuou a
agitar-se durante 24 horas. Purificou-se a mistura
reaccional tal como no Exemplo 6, para se obterem 15,2 g de

um material sdélido.
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Perfil Analitico

Conteudo em 8,9-desidroestrona-3-monossulfato de

sédio por HPLC - 55,8%.

Conteudo em 8,9-desidroestrona-3-monossulfato de

sédio por HPLC - 55,3% (testado passadas duas semanas).

Contetdo em tris(hidroximetil)aminometano por

HPLC - 30,9%.

Caracterizacado Espectral

RMN de 'H e de '°C - consistentes.

O RMN de 'H também indicava que a razdo entre
estrogéneo conjugado e tris(hidroximetil)aminometano era de

cerca de 1:1,5.

Do Exemplo 6, observa-se qgue na auséncia de
estabilizacdo, o éster sulfato se degrada rapidamente,
enquanto que o tris(hidroximetil)aminometano proporciona
uma protecg¢ado contra a degradacado hidrolitica tal como se
ilustra no Exemplo 7, em gue o contetdo em éster sulfato
continua substancialmente constante ao longo de um periodo
de duas semanas, demonstrando desta forma um melhor con-
trolo do produto do gue o obtido na auséncia de tris(hidro-

ximetil)aminometano. Isola-se o produto estabilizado no
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estado sé6lido, com um grau de pureza elevado, e possuindo
as propriedades pretendidas de solubilidade em adgua a um pH
neutro ou préximo desse wvalor, em conjunto com a sua

actividade farmacéutica estrogénica.

Estabeleceu-se a actividade estrogénica dos com-—
postos desta invencgao administrando-os gquer por via oral,
quer por via parentérica (subcutdnea) a ratos e a ratinhos,
ao longo de, respectivamente, periodos de 7 dias e de 3
dias, e medindo o aumento da massa uterina em comparacao
com o verificado no veiculo de controlo. Os resultados

destes procedimentos experimentais eram como se segue.

TABELA T

Estrogenicidade do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato de sdédio -

Massa Uterina no Rato

Tratamento® Egggfiggl Via Massa (mg)
Veiculo (&leo) - s.C. 46,3%x2,7
Veiculo (dH0) - S.C. 43,4%+3,5

8, 9-desidroestrona-3- 0,1 s.c. 39,8%2,1
sulfato de sdédio 0,3 s.c. 46,1%2,4
1,0 s.c. 50,3x2,7

3,0 s.cC. 71,9+1, 2

10,0 S.C. 92,2%5,7

Seis ratos por grupo

® Dose didria ao longo de 7 dias
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TABELA T

Estrogenicidade do 8, 9-desidroestrona-3-sulfato de sdédio -

Massa Uterina no Ratinho

Tratamento® EEEE?LEEL Via Massa (mg)
Veiculo (dH0) 0,3 mL S.C. 11,2+0, 3

8, 9-desidroestrona-3- 0,1 s.cC. 17,9%3,0
sulfato de sddio 0,3 s.cC. 18,9+2,3
1,0 sS.C. 21,3%+2,6

3,0 s.c. 23,13, 2

10,0 s.cC. 22,7+0, 8

8, 9-desidroestrona-3- 0,1 oral 18,44+1,4
sulfato de sddio 0,3 oral 14,6%1,7
1,0 oral 17,8%0,4

3,0 oral 19,1+0,9

10,0 oral 24,1+1,1

" Quatro ratinhos por grupo

® Dose diaria ao longo de 3 dias

O tratamento da aterosclerose é em geral dirigido
para a atenuacao das sequelas (angina pectoris, enfarte do
miocadrdio, arritmias, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal, apoplexia, oclusao arterial periférica, e estados de
doenca relacionados) pela administracao de farmacos
antilipidémicos, diminuindo-se da tensdo sanguinea entre 10
e 20% e aumentando os teores de lipidos de alta densidade
no sangue pela dieta e pelo exercicio. Estas medidas sado em

geral concebidas para diminuir a taxa de progressao do
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estado de doencga, mais do gue para inverter a sua direccgao.
administram-se frequentemente agentes contra a ateros-
clerose em conjunto com outros medicamentos habitualmente
utilizados para o tratamento desse estado de doenca, tais
como agentes antilipidémicos, agentes antiarritmicos,
blogqueadores beta, e outros semelhantes. As propriedades de
diminuicdo dos lipidos no sangue dos compostos utilizados
nesta invencdo proporcionam portanto uma vantagem adicional

para a sua utilizacdo no tratamento da aterosclerose.

De acordo com o elemento de proteccdo cardio-
vascular desta invencdo, proporciona-se um método para o
fabrico de um medicamento para o tratamento da ateros-
clerose, incluindo uma administracdo por via oral ou paren-
térica. E claro que a 8,9-desidroestrona, metabolito puta-
tivo ou produto de hidrdélise in vivo dos seus sals de éste-
res sulfato, exibe a mesma influéncia protectora cardio-
vascular que 0s seus sals de ésteres sulfato, e pode ser
utilizada ela prépria caso se encontre disponivel, e a sua
utilizacdo seja realizdvel numa dada situacgdo. Estes este-
réide pode reduzir significativamente tanto as &reas das
lesbdes das superficies arteriais, como o conteudo arterial

em colesterol, de uma forma relacionada com a dose.

Quando o esterdéide desta invencdo é utilizado
como agente estrogénico ou como uUnico agente protector
cardiovascular em animais de sangue quente, ele pode ser
administrado por si sé ou em combinacdo com veiculos farma-

cologicamente aceitdveis, cujas proporcdes sdo determinadas
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pela solubilidade e pela natureza quimica do composto, pela
via de administracdo escolhida, e pela pratica farmacéutica
habitual. Por exemplo, ele pode ser administrado por via
oral sob a forma de comprimidos ou cdapsulas, contendo
excipientes tais como amido, leite, acucar, determinados
tipos de argila, e outros semelhantes. Ele também pode ser
administrado por via oral sob a forma de solucgdes que podem
conter agentes corantes e saborizantes, ou pode ser
injectado por via parentérica. Para administracdo por via
parentérica, ele pode ser utilizado sob a forma de uma
solucao estéril contendo outros solutos; por exemplo, SOro

salino ou glucose para tornar a solucao isotdnica.

A dosagem do agente terapéutico presente variara
de acordo com a forma de administracdo e com o composto
especificamente escolhido. Para além disto, ele variara
consoante o sujeito especifico que recebe o tratamento. Em
geral, estd indicado o tratamento com dosagens peqguenas,
substancialmente inferiores a dose ¢éptima do composto. Em
seguida, aumenta-se a dosagem com pequenos incrementos até
se obter o efeito oéptimo, para aquelas circunsténcias. Em
geral, ¢é preferido administrarem-se os compostos desta
invencdao em teores de concentracdo que permitam obter
resultados eficazes, sem causar dquaisquer efeitos colate-
rais nocivos ou inconvenientes, e de preferéncia a um teor
que se encontre na gama de entre cerca de 0,02 mcgm e cerca
de 500 mcgm, por quilograma e por dia, embora tal como se
mencionou acima possam ocorrer variacgdes baseadas na idade,

no sexo, na massa corporal, na severidade do estado de
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doenca, no regime profildtico, etc. Em qualguer dos casos,
€ necessario assegurar observacdo detalhada e uma vigilan-
cia continuada por parte do médico assistente, para se

conseguir uma reaccgao terapéutica pretendida, num determi-

nado paciente.

Lisboa, 24 de Novembro de 2006
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REIVINDICACOES

1. A utilizacao de 8,9-desidroestrona para a
preparagdo de um medicamento para o tratamento da ateros-

clerose.

2. A utilizacdo da 8,9-desidroestrnona para a

preparacao de um medicamento para remover as lesdes arte-

rials ocorridas no desenvolvimento da aterosclerose

Lisboa, 24 de Novembro de 2006
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