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RESUMEC

0 presente invento refere-se ac processo de preparagidc de
uma mistura de um péptido ou de uma proteina e de uma
hidroxipiridena, caracterizado por compreender a mistura de um

péptido ou de uma proteina e de uma hidroxipiridona, que é&:

{1} uma 3-hidroxipirid-2-ona ou uma 3-hidroxipirid-4-ona, nsa
qual o &tomo de hidrogénio ligado ao datomoc de azotc esta
substituido por um  grupo acilo alifaticeo, por um grupo
hidrocarboneto alifdtico, ou por um grupo hidrocarboneto
alifatico substituido por um cu mais substituintes seleccionados
a partir dos grupos acilo alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida
alifatica, éster alifatico, halogéneo e hidroxi e, na gual,
opcionalmente, um ou mais dos Adtomos de hidrogénio ligados aos
Atomos de carbono do anel estao substituidos per um grupo acilo
aliféatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida alifatica, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, por um grupo hidrocarboneto alifatico ou
por um grupo hidrocarboneto alifatico substituido por um grupe
alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico, halogéneo ou hidroxi, ou um

seu sal;

(2} uma l-hidroxipirid-2-ona, na qual um ou mais dos atomos

de hidrogénioc 1ligados acs atomos de carbono do amnel estac



A

(e

70 989
132479
—9_

substituidos por um substituinte seleccionado a partir dos grupos
acilo alifatico, amida =zlifaticsa, ciano, éster alifatico,
halogéneo e hidroxi, grupos alcoxi e cicloalcoxi e grupos alcoxi
e cicloalcoxi substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi,
amida =alifatica, éter alifético, halogéneo ou hidroxi, e grupes
hidrocarboneto alifatico e grupos hidrocarboneto alifatico
substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, mas excluindo os compostos nos quais a dit
substituicBo dos atomos de hidrogénio 56 ¢é efectuada por
substituintes seleccionados a partir dos grupos hidrocarboneto
alifatico, grupos halogéneo e grupos hidrocarboneto alifético

substituidos por um grupo halogéneo, ou um seu sal; ou

{3) um composto nc qual dois ou mais anéis, seleccionados a
partir de 3-hidroxipirid-2-onas, 3-hidroxipirid-4-onas e 1-
~hidroxipirid-2-onas, estfo covalentemente ligados aos anéis que
mantém os seus grupos hidroxi e.oxo adjacentes; a gual &

importante na estabilizagdo do péptido ou da proteina.



9o

70 989
132479
_..3._

MEMORTA DESCRITIVA

0 presente invento refere-se ao processo de preparagio de
uma mistura de um péptide ou de wuvma proteina e de uma
hidroxipiridona, a qual ¢é importante mna estabilizacgao de

compostos orgénicos, em particular péptidos e proteinas.

5

Os péptidos e as proteinas podem mostrar instabilidade,
o

ocorrendo clivagem nas ligacgdes —g—&—, para formar mocléculas mais
pequenas. Tém sido apresentadas diferentes teorias relativamente
as quais, os residuos de aminoacidos sao particularmente capazes
de conduzir a4 instabilidade, sendo um destes residuos
identificantes dos aminoacidos histidina e prolina. Podem surgir
problemas consideraveis na produg@c e armazenamento destes
compostos, como consequéncia da sua falta de estabilidade, o que
pode ser ilustrado por referéncia a um dos tipos mais comuns, dos
varios péptidos e proteinas usadas em terapia, a insulina, que &
utilizada para o tratamento da diabetes mellitus. Assim, =&
insulina pode formar agregados e, embora isto, por si sé, nac ser
desvantajoso, se estes sofrerem modificacgao quimica de modo a n2o
se desagregarem in vivg, tal terd o efeito de baixar a actividade
fisioldégica da insulina. Além disso, a modificagzo quimica da
insulina pode resultar num produte gque é vrecomhecido como
estranho pelo sistema imunoclégico com a possibilidade do

desenvolvimento de uma reaccgac alérgica pelo paciente.

Foi investigada uma variedade de agentes quelantes para
verificar se eram adequados para efectuar a estabilizacdo dos
materiais peptidicos proteicos usados para fins terapéuticos ou
para outres fins. Surpreendentemente, verificou-se, por exemplo,
gue enguanto que certos agentes quelantes tais como o© Acido
etilenodiaminotetra-acético e a 3-hidroxi-2-metil-4-pirona naoc
tém qualguer efeito estabilizador na insulina, e podem de facto
exibir um efeito desestabilizador, certos outros agentes
gquelantes efectuam a estabilizagao, particularmente a cerca de
40C. Tal estabilizacac a baixa temperatura ¢ de importéncia

consideravel, uma vez que, a insulina é armazenada sob forma de
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solugao ou no estado criodessecado a cerca de 40C antes da
utilizagdo ou, a cerca de -10¢C, durante as varias fases de

produgao e expedigdo do produto a granel.

Assim, o presente invento compreende o processo de
preparagao de uma mistura de um péptido ou de uma proteina, e de

uma hidroxipiridona, que é:

(1) wuma 3-hidroxipirid-2-ona ou uma 3-hidroxipirid-4-ona,
nes quais o atomo de hidrogénic ligade ao atomo de azoto esti
substituido por um grupo acilo alifatico, por um grupo
hidrocarboneto alifatico, ou por um STUpo hidrocarbeneto
alifético substituido por um ou mais substituintes seleccionados
de entre os grupos acilo alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida
alifatica, éster alifatico, halogéneo e hidroxi e, nas quais,
opcicralmente, um ou mais dos atomos de hidrogénio ligados saos
dtomos de carbono do anel estzo substituidos por um grupo acilo
alifédtico, alcoxi, cicloalcoxi, amida alifatica, éster alifatice,
halogéneo ou hidroxi, por um grupo hidrocarboneto alifatice ou
per um grupo hidrocarboneto alifatico substituido por wum grupo
alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico, halogénec ou hidroxi, ou um

seu sals

(2) uma 1-hidroxipirid-2-ona, na qual um ou mais dos &tomos
de hidrogénio ligados aos atomos de carbono do anel estio
substituidos por um substituinte seleccionado de entre os grupos
aciloalifatico, amida alifatica, ciano, éster alifatico,
halogéneo e hidroxi, grupos alcoxi e cicloalcoxi e grupos alcoxi
e cicloalcoxi substituidos por um grupe alcoxi, cicloalcoxi,
amida alifatica, éter alifatico, halogéneo ou hidroxi, e grupos
hidrocarboneto alifdtico e grupos hidrocarboneto alifatico
substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, exluindo os compostos nos quais a ditsa
substituicio dos atomos de hidrogénio s6 é efectuada por
substituintes seleccionados de entre os grupos hidrocarboneto
alifatico, grupos halogénec e grupos hidrocarbonete alifatico

substituidos por um grupo halecgéneo ou um seu sal; ou

{3) um compostc no qual dois ou mais anéis, seleccionados 2
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partir de 3-hidroxipirid-2-onas, 3-hidroxipirid-4-onas e 1-

~hidroxipirid-2-onas, estdo ligados covalentemente aos anéis que

b

etém os seus grupos hidroxi e oxo adjacentes; mas excluindo

-~

qualgquer ocorrénciz da mistura in vivo.

e}

0 inventc pode ser aplicado a estabilizacioc da ligacido
0
iy
carbono-azoto dos agrupamentos -C-N- em varios péptidos e
proteinas, particularmente naqueles que t&m uma actividade
biolégica, de qualquer tipo incluindo hormonas animais e de
plantas, por exenplo, hormona paratirdide, calcitonina,
corticotrofina, citoquinas, hormonas do crescimento e,
particularmente, insulina, hormonas que controlam a libertacao de

outros compostos, compostos que sdo frequentemente, eles

el

réprios, hormonas, por exemplo, hormona libertadora da
gonadotrofina, LHRH e antagonistas da LHRH, imunoglobulinas, por
exemplo, anticorpos monoclonais, factores de coagulacao de
sangue, por exemplo, Factor VIII, enzimas e inibidores de
enzimas, por exemplo trombina; assim como fragmentos de cada wum
destes. O termo insulina é aqui utilizado para incluir ndo 86 2
hormona de varias espécies, gque ocorre naturalmente, por exemple,
insulina humana, bovina e porcina, mas também versdes sintéticas
da hormona natural e seus anadlogos sintéticos possuindo a

actividade hormonal.

Em adicao 3 estabilizacfio de insulinas, outras &reas de
estabilizacgdo de péptidos e proteinas, nas quais o presente
invento & particularmente aplicadvel incluem as vacinas, i.e.
produtos compreendendo materiais antigénicos ou anticorpos,
produtos anti-alérgicos em geral e, particularmente, as varias-
formas de produtos do sangue. Tais produtos do sangue incluem
plasma humano, fibrinogénio, imunoglobulinas, factores de
coagulagao do sangue, tais como o Factor VIIT, e trombina e
sofrem de problemas similares de armazenamento agueles

experimentados com as insulinas.

Convenientemente, o invento pode ser utilizado, com

hexapéptidos e péptidos maiores ou proteinas, mais especialmente
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com decapéptidos e, particularmente, icosapéptidos, e péptidos
maiores ou proteinas. Em termos .de massas moleculares, a
preferéncia & para a utilizacgdo de um péptido ou de uma proteins
com uma massa molecular de 500 ou 600 daltons ou mais, por
exemplo 1200 ou 2400 daltons ou mais. Assim, a instabilidade de
péptidos e proteinas é mais pronunciada onde a cadeia é
suficientemente longa para sofrer enrolamento com consequentes
interacgdes entre as suas diferentes partes, embora certos
aminodcidos tais como a metionina possam induzir instabilidade

mesmo sem ocorrer um tal enrolamento do péptido ocu da proteina.

Os materiais estabilizados poden, evidentemente, conter
outros agrupamentos além dos residios de aminodcidos ligades, por
exemplo grupos glicosilo ou podem conter outros compostos

misturados com os péptidos e as proteinas.

Os compostos de hidroxipiridona dos tipos (1), (2) e (3) sio
descritos em detalhe nas patentes do Reino Unido GB 2118176R e
21368078B; GB 2146990B; e GB 2146989B, respectivamente, que se
referem & wutilizag2o de +tais compostos para a remog¢ao de
quantidades téxicas de metal do corpo; e, os varios tipos

especificos de compostos preferidos, descritos nestas patentes,

podem ser usados no presente invento. Certos compostos dos ipos
(2} e (3) sdo, também, descritos na patente dos Estados Unidos
45984231,

Entre os compostos destas patentes anteriores que podem ser
particularmente mencionados, estdo aqueles, nos guais, os =anéis
nédo estio substituidos a ndo ser por grupos de ligagcdo no caso
daqueles compostos contendo dois ou mais anéis, e, para estes
deis compostos e para os compostos de anel tnico, agueles, nos
quais, os anéis estf@o substituidos por grupos hidrocarboneto
alifatico (no caso das 3-hidroxipiridonas e, particularmente, no
dtomo de azoto do anel), por grupos hidrocarboneto alifatico
substituidos por um grupo hidroxi ou cicloalcoxi ou,
particularmente, um grupo alcoxi ou por mais do que . uvm, por
exemplo dois de tais grupos (no casc das 1- e 3-hidroxipiridcnas

e, particularmente, no 4tomo de azoto do anel, no ultimo caso},
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ou por um grupo amida alifatica ou por um grupo alcoxi ou
cicloalcoxi substituido por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, amida
alifatica ou hidroxi (no caso das 1-hidroxipiridonas). 0 tamanho
das porc¢des hidrocarboneto alifatico e algquile ou cicloalguilo em
tais grupos {incluindo aquelas nos grupos amida alifatica) est3,
convenientemente, numa gama de Ci_g, particularmente, Ci-g, por

exemplo Cy1_4, tal como metilo e etilo.

As hidroxipiridonas Gteis no presente invento sfo discutidas
em detalhe nas patentes anteriores mas os compostos de interesse
particular no contexto do presente invento sfo compostos neutros
soliiveis em 4gua com um caracter hidrofilico. Como mostrado
nestas patentes anteriores, & possivel equilibrar a presenga de
um substituinte hidrofilico pela presenga de um ou mais
substituintes hidrofébicos mas, de forma a alcangar-se o caracter
hidrofilico apropriado no composto, & preferivel, por exemplo,
gue o nUmero de dtomos de carbono mnas porgoes hidrocarboneto
alifatico, alcoxi e cicloalcoxi e em tais porgdes substituidas
seja limitado. Assim, os grupos hidrocarboneto =alifatico sio,
convenientemente, de 1 2 4 atomos de carbono, especialmente 1 ou
2 adtomos de carbonc, quando estes grupos nao estzo eles préprios
substituidos. 83c preferidos os grupos aciclicos aos grupos
ciclicos, =assim como sao preferidos os grupos saturados aos
insaturados; sendo os grupos hidrocarbonete alifatico naoc
substituidos, preferidos, e aqueles nos grupos amida aliféatica,
os grupos alquilo : etilo, e particularmente metilo. Os grupos
hidrocarbonetc alifatico substituidos sic, convenientemente, de 1

a 86 adtomos de carbono, de preferéncia de 1 a 4 Atomos de carbono,

especialmente de 1, 2 ou 3 4dtomos de carbono. Sao, de novo,
preferidos os grupos aciclicos aos ciclicos, e os grupos
saturados aos insaturades, sendo os grupos hidrocarboneto
alifatico substituidos, preferidos, grupos metilo, etilo,

isopropilo e n-propilo substituidos, sendo convenientemente os
trés ultimos grupos alguile, terminalmente substituidos. Os

grupos alcoxi sZo preferidos aos grupos cicloalcoxi e oS

0}

primeiros sao, convenientemente, de 1 a2 6 atomos de carbono, 4

preferéncia de 1 a 4 Atomos de carbono e especialmente de 1 ou 2
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dtomos de carbono. Os grupos amida alifatica contém, conveniente-

i

mente, ndo mais do que um grupo hidrocarboneto alifiatico que

pode, por exemplo, ser etilo ou, especialmente, metilo.

Exemplos especificos de substituintes do grupo
hidrocarboneto alifatico substituido s2o o hidroximetileo, 2-
~hidroxietilo, 3-hidroxipropilo, metoximetilo, 2-metoxietilo, 3~
-metoxipropilo, 2-metoxi-l-metiletilo, etoximetilo, 2-etoxietilo,
3-etoxipropilc e 2-etoxi-l1-metiletilo, sendo de mencor interesse,
no caso dos N-substituintes, os grupos nos quais o adtomo de
oxigénio esta ligado =o atomo de carbono ligante do grupc, devido

[

a2 menor estabilidade do agrupamente -N-C-0- quando comparada a do
|1
T

No que vrespeita quer aos compostos de anel Unico quer
dqueles contendo dois ou mais anéis, de entre as 3-hidroxipirido-
nas, sao as 3-hidroxipirid-4-onas que si@o de especial interesse,
e héa, também, particular interesse nas 1fhidroxipirid—2—onas,
Assim, um primeiro grupo preferido de compostos consiste em 3~
~hidroxipirid-4-onas de amnel dnico, nas quais, cada um dos atomos
de carbono do anel, independentemente dos outros, esta, quer nzo
substituide quer substituide por um grupo hidreocarboneto
alifatico, por exemplo como descritc acima, convenientemente, na
posicao 8 ou particularmente na posigao 2, estando o atomo de
azoto substituido gquer por um grupec hidrocarboneto alifatico quer
por um grupo hidrocarboneto alifatico substituide por hidroxi ou,
particularmente, por um grupo hidrocarboneto alifatico
substituido por alcoxi, por exemplo como acima descrito. Exemplos
especificos de tais compostos sg@o a 3-hidroxi-1,2-dimetilpirid-4-
-ona, l-etil-3-hidroxi-2-metilpirid-4-ona, 3-hidroxi-1-{2’-hidro-
xietil)-2-metilpirid-4-ona, 3~hidroxi-1-{2'-hidroxi-1"-metil-
etil)-2-metilpirid-4-ona, 3-hidroxi-1-{2’-hidroxipropil)}-2-metil-
pirid-4-ona, 3-hidroxi-1-(3'~-hidroxipropil })-2-metilpirid-4-ona,
3-hidroxi-1-{2’-metoxietil})-2-metilpirid-4-ona, 23-hidroxi-1-(2'-

-metoxi-1’-metiletil }-2-metilpirid-4-ona, 3-hidroxi-1-{2'-metoxi-
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propil)-2-metilpirid-4-ona, 3-hidroxi-1-{3'-metoxipropil )-2-me-
tilpirid-4-ona, 1-(2’-etoxietil)-3-hidroxi-2-metilpirid-4-ona,
1-(2'-etoxi~1"-metiletil}~-3-hidroxi~2-metilpirid-4-ona, 1-(2leto-
xipropil)-3-hidroxi-2-metilpirid-4-ona, 1-{3"-etoxipropil )-3-
~hidroxi~2-metilpirid-4-ona, e seus sais. Outros exemplos
especificos, incluem os andlogos dos compostos acabados de
mencionar, nos quais, o grupce metilo na posigao 2 esta
substituido por wum grupo etilo, por exemplo, 1,2-dietil-3-
~hidroxipirid-4-ona, e seus sais. De especial interesse s&o os
compostos contendo um grupo metoxi, particularmente a 38-hidroxi-

-1-(2"-metoxietil )-2-metilpirid-4-ona e seus sais.

Um segundo grupo de compostos, preferido, consiste em 1-
—hidroxipirid-2-onas de anel Unico nas quais os Atomos de carbono
do anel estdao substituidos convenientemente na posigao 6~ ou 4-
por um substituinte alcoxi, alcoxialcoxi ou amida alifatica.
Exemplos especificos de tais compostos sdc a 1-hidroxi-4-(2'-
-metoxietoxi)pirid-2-ona, 1-hidroxi-4-{2’-etoxietoxi)pirid-2-ona
e 6-carbamoil-1l-hidroxipirid-2-ona e o0s seus analogos 6~(N-

~metilcarbamoil) e 6-(N-etilcarbamoil) e seus sais.

Um terceiro grupo de compostos, preferido, consiste em
compostos contendo trés anéis 3-hidroxipirid-2- ou -4-ona, nos
quais, os Aatomos de carbono e azoto dos anéis estdao quer nao
gubstituidos, a nfo ser por grupos ligantes, quer substituidos
por um grupo hidrocarboneto alifatico, por exemplo comoc descrito
acima, particularmente na posicdo 6- ou, especialmente, na

posigao 2- no caso das 4-onas.

Um gquarto grupo, preferido, consiste em compostos contendo
trés anéis l-hidroxipirid-2-ona, nos quais, os Atomos de carbono
dos anéis estaoc quer nao substituidos, a ni3o ser por ¢grupos
ligantes, quer substituidos por um grupo hidrocarboneto alifatico
ou por um grupo amida alifatica, por exemplo como acima descrito,
particularmente na posicgaéao 6- ou 4-. A ligacao dos anéis através
dos seus atomos de carbono ou particularmente através dos seus

atomos de azoto para as 3-hidroxipiridonas é efectuada convenien-

temente por grupos ligantes que sao de uma natureza de hidrocar-
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bonete alifatico ou que conténm, adicionalmente, um ou mais grupos

-NH-, -N-, -CONH- e -CON . Exemplos especificos de tais
compostos saoc o composto N,N-di-[2-(38-hidroxi-2~oxopirid-1-ilace-
tamido}etil]—z—(3—hidroxi—2-oxopirid—1~i1acetamidc}etilamina do
Exemplo 8 da GB 21468989B e os compostos 8B, 6C, 9 e 10 registados
na Tabela 4 daquela patente.

Certos tipos de compostos de hidroxipiridona podem ser mais
adequados do que outros para utilizac@o em meios particulares.
Assim, os péptidos e as proteinas podem ser armazenados a varios
pHs, sendo, as diferentes formas de preparacdes de insulina,
armazenadas, em particular, quer a pHs acidicos quer a pHs
alcalines. Para pHs na gama de cerca de 3-5 os compostos de 1-
~hidroxipirid-2-ona, quer na forma de anel tnico, quer na forma
de wmulti-anel, por exemplo, na forma de trés anéis, sao de
interesse particular, enquanto que, para pHs mais elevados, os
compostos de 3-hidroxipirid-4-oma, quer na forma de anel dunico
quer na forma de multi-anel, por exemploc na forma de trés anéis,

sao de interesse particular.

As hidroxipiridonas podem ser preparadas pelos procedimentos
descritos nas quatro patentes anteriores, acima referidas. Em
particular, as C-carbamoil- e as C-carbamoil alquilado-1-hidrexi-
piridonas podem ser preparadas como descrito na Patente dos
Estados Unidos 4 698 431 e os compostos de N-alcoxialquilo e N-
~hidroxialquilo-3-hidroxipirid-4-ona podem ser preparadocs Ccomo
descritos na patente do Reino Unido GB 2138807B. Esta ultima via
envolve a reacgao de uma 3-hidroxi-4-pirona correspondente, ou de
uma 3-hidroxi-4-pirona contendo grupos convertiveis nos C-
-substituintes presentes na hidroxipiridona desejada, com um
composto R'NHp, no qual, R’ representa o grupo presente no atomo
de azoto do composto desejado ou num grupoe convertivel nele,
sendo a reacgdo realizada na presenca de uma base, por exemplo de
um hidréxido de metal alcalino tal como hidréxido de s6dio. Este
procedimento esta exemplificado especificamente na GR 21388073
para a 3-hidroxi-1-(2’-hidroxietil)-2-metilpirid-4-ona e para

compostos contendo grupos N-hidroxialquile maiores, e pode ser
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aplicade de um modo exactamente analogo a preparagao dos
compostos de N-alcoxialquilo correspondentes. Assim, o usc da 2-
~metoxietilamina em lugar da 2-hidroxietilamina no Exemplo 11 da
GB 2136807B dera o composto 3-hidroxi-1-(2"-metoxietil -2~

-metilpirid-4-ona que & de algum interesse particulear.

Onde apropriado, as hidroxipiridonas podem ser utilizadas na
forma de sal, particularmente como um sal fisiologicamente
aceitavel. Assim os salis podem ser formados entre o anizo
produzido pela perda do protdo do grupo hidroxi e um catizc tal
como um iao de metal alcalino, por exemplo Nat, ides de aménio
quaternario ou aminas protonadas tais come tris (5 tris
representa o 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-dicl). Como uma
alternativa & formagdo de sal com uma base, o adtoms de azote de
um anel 3-hidroxipiridona pode ser suficientemente bagico,
particularmente no caso das 3-hidroxipirid-4-onas, para a
formacac de sal ser efectuada através de reacgfo com um acido tal
como Acido cloridrico. Serd apreciado que, gquando o péptido ou =a
proteina estio em solugdo, a questi@o de ser apropriado usar um
sal, dependera do pH dz solugzo, sendo os sais formados com um
catido apropriados para usc acima de cerca de pHS, no caso das
1-hidroxipiridonas, e acima de cerca de pHS, no caso das 3-

~hidroxipirid-4-onas, enquanto que os sais de 3-hidroxi

ye!

[y

=

foda
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-ona formados com um anido sdo apropriados para uso acima de

cerca de pHT.

O presente invento &, particularmente, aplicavel a
estabilizacao de péptidos e proteinas a temperatura ambiente ocu a
temperaturas inferiores, por exemplo até -108C, especialmente a
1002C ou menos e, particularmente, a 40C, ou menos, embora também
seja de interesse para uso a cerca de 372C, especialmente quando
se usam compostos incorporando mais do que um anel hidroxipiride-

na, por exemplo os compostos hexadentados de trés anéis.

A proporcgic de composto de hidroxipiridona relativamente ao
péptidoc ou a proteina pode variar dependendo da natureza dos
materiais individuais envolvidos e das condicbes as quais o

péptido ou a proteina estabilizados estdo sujeitos. Contudo, como
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orientacac, pode ser referido que a utilizagdo de uma vrazao em
peso entre a hidroxipiridona e o péptido ou a proteina de 0,01:1
a 100:1, em particular, de 0,1:1 a 10:1, por exemplo 2:1, ¢,

muitas vezes, adequada.

Onde desejade, pode ser utilizado mais do que um composto de
hidroxipiridona, por exemplo quer um composto bidentado de anel
tnicoe quer um composto hexadentado de +trés anéis, aplicando,
depois, as proporgoes dadas ao total de compostos de hidroxipiri-

dona.

Como indicado, as vezes, a mistura pode comsistir sé nals)
hidroxipiridona{s) e no péptido ou na proteina, mas em mnuitos
outros casos, a mistura pode conter outros ingredientes, por
exemplo diluentes, particularmente na forma de soclventes tais
como &Agua, etc., e/ou compostos que aumentam, adicionalmente, a
estabilidade do péptido ou da proteina. Um componente de valor
potencial na Gltima categoria, ¢é o =zincoc que pode ser
proporcionade na forma de varios tipos de compostos contendo
zinco embora estes sejam, muitas vezes, requeridos numa forma e
numa gquantidade fisiologicamente aceitaveis. Exemplos de
compostos adequados s80 os sais de zinco tais como cloreto de
zinco, particularmente quando o péptido ou a proteina estio num
meio de pH < 5,0 e complexeos de hidroxipiridona e =zinco,
particularmente quando o péptido ou a proteina estze num meio de
pH > 5,0, sendo convenientemente, tais complexos, de uma
hidroxipiridona como aqui descrita, por exemplo do mesmo tipo que

a que estd presente na forma livre de metal. Tais complexos s2o

“

adicionalmente descritos na Patente do Reince Unide GB 2148888

el

ara o©s compostos de 3-hidroxipiridona de anel dGnico; e os
complexos de zinco das 1-hidroxipiridonas de anel Gnico e dos
compostos de multi-anel, podem ser preparados de uma forma
geralmente similar. Convenientemente, & utilizado um excessc de
hidroxipiridona relativamente ao zinco, por exemplo, uma razao
molar de, pelo menos, guatro moles de anel de hidroxipiridona

para cada mole de zinco.

Muitas vezes, a mistura pode estar na forma de uma
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compesigao farmac&utica contendo os materiais péptido ou proteina
e hidroxipiridona conjuntamente com um diluente ou veiculo
fisiologicamente aceitavel. A natureza de tais composigdes pode
ser de vérias formas, muitas das quais sdo descritas nas cinco
patentes anteriores, no que respeita 3 formulagao das hidroxipi~
ridonas como agentes terapduticos. No gque respeita & insulina,
S20 de particular interese solugdes e suspensoes aguosas
estéreis e livres de pirogénios, para injecgéo. Estas e outras
formulagdes de péptidos e de proteinas, as quais o invento pode
ser aplicado, s3oc descritas na arte em relacio azo péptido ou a

proteina em guestio.

As hidroxipiridonas s@c compostos relativamente nic toéxicos
e as composigbes farmacéuticas, nas quais o componente active &
um péptido ou uma proteina estabilizados por uma hidroxipiridona,
numa proporgac como aqui indicada, serfoc normalmente bastante

aceitéaveis para utilizacdo directa.

Por consequéncia, o presente invento inclui, adicionalmente,
o processo de preparagido de uma composicdo farmacéutica,
caracterizade por compreender uma mistura de um péptido ou de uma

proteina fisiologicamente activos e de uma hidroxipiridona que

é:

{1) uma 3-hidroxipirid-2-ona ou uma 3-hidroxipirid-4-ona, na
qual o atomo de hidrogénic ligado ao 4tomo de azoto esta
substituido por  um grupo acilo alifatico, por um grupo
hidrocarboneto. alifatico, ou por um grupo hidrocarboneto
alifatico substituido por um ou mais substituintes seleccionados
a partir dos grupes acilo alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida
alifatica, éster alifatico, halogéneco e hidroxi e, na gqual,
opcionalmente, um ou mais dos atomos de hidrogénio ligados aos
dtomos de carbono do anel est3o substituidos por um grupo acilo
alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida alifatica, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, por um grupo hidrocarboneto alifatico ou
por um grupo hidrocarboneto alifatico substituido por um grupo
alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico, halogéneo ou hidroxi, cu um

seu sals
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(2) uma 1-hidroxipirid-2-ona, na gual um ou mais dos 3stomos
de hidrogénio ligades aos atomos de carbono do anel estio
substituidos por um substituinte seleccionado de entre os grupos
acilo alifdtico, amida alifatica, ciano, éster alifatico,
halogéneo e hidroxi, grupos alcoxi e cicloalcoxi e grupos alcoxi
e cicloalcoxi substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi,
amida alifatica, éter alifdtico, halogéneo ou hidroxi, e grupos
hidrocarboneto alifdtico e grupos hidrocarboneto alifatico
substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, éster aliféatico,
halogéneo ~ou hidroxi, mas excluindo os compostos, nos quais, a
dita substituicio dos atomos de hidrogénio, s6 & efectuadsa por
substituintes seleccionados de entre os grupes hidrocarboneto
alifatico, grupes halogéneo e grupos hidrocarboneto alifatico

substituidos por um grupo halogéneo, ou um seu sz2l; ou

{2} um composto no qual dois ou mais anéis, seleccionados a
partir de 3-hidroxipirid-2-onas, 3-hidroxipirid-4-onas e 1-
~hidroxipirid-2-onas, estio covalentemente ligados aos anéis que
mantém os seus grupos hidroxi e oxo adjacentes, conjuntamente com

um diluente ou veiculo fisiclogicamente aceitavel.

A composigdc 1ird, geralmente, conter uma quantidade
terapeuticamente eficaz do péptido ou da proteina como indicada
na literatura, como sendo adequada para produzir o efeito

fisiclogico desejado.

Na produgdo da mistura, os componentes hidroxipiridona e
péptido ou proteina podem ser misturados na forma sélida ou em
olugao, dependendo da natureza fisica da mistura a ser
estabilizada, sendo, convenientemente, aplicaveis procedimentos
de mistura padraoc. Contudo, muito normalmente, a composicao
farmacéutica final estabilizada contendo uma mistura de péptide
ou proteina/hidroxipiridona, sersd armazenada na forma de solucac
ou, para uma menor extensdo, na forma criodessecada. Assim,
embora seja uma pratica bastante comum, produzir preparacdes
criodessecadas de péptidos e proteinas por causa da falta de
estabilidade das suas solugbes, o presente invento pode permitir

a materiais, que s30 normalmente liofilizados serenm produzideos na
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forma de solugao, devido ao efeito de estabilizacdo dos compostos

de hidroxipiridona.

Em adigao ao seu efeito de estabilizagido, as hidroxipirido-
nas podem exercer um outro efeito benéfico em algumas
circunstadncias. Assim, ha um problema potencial quer com os
péptidos e as proteinas sintéticos quer com os bioelaborados, no
qual, estes podem ficar contaminados com o ferro, niquel, zinco e
aluminio a partir de procedimentos de purificagao por HPLC. Tais
metais ligar-se-ao, de prefer&ncia, as hidroxipiridonas em vez de
se ligarem ao péptido ou a proteina, condig@o na qual eles sdo
mais aceitaveis, quando sido administrados o péptido ou a proteina
contaminados. Pode ser apropriado aumentar a proporcéo entre o
composto de hidroxipiridona e o péptido ou a proteina, se for

prevista uma quantidade significativa de tal contaminacio.

O invento & ilustrado pelos exemplos seguintes:

Exemplollt Formulacéo Injectavel de Insulina

Uma solugao aquosa estéril, livre de pirogénios de pH 7,0
contendo

bicarbonato de sédio (12 mM)

fosfato de sédio (54 mM)

fenol (0,2% p/v)

glicerol (1,6% p/v)

insulina (bovina, paorcina ou humana - 10 unidades/ml;

aproximadamente 1074 M)

3-hidroxi-1-(2'metoxietil}-2-metilpirid-4-ona (100 uM)

€ preparada por dissolucaoc dos ingredientes, as concentragdes
indicadas em agua estéril e livre de pirogénios sob condigdes
assépticas, para proporcicnar uma preparacao injectavel de

insulina(l),

(1) As formas alternativas de formulagdc de insulina podem
ser, de outros tipos padrdo, por exemplo, suspensido de insulina e

zinco pronta, injecgdo de globina, zinco e insulina, suspensido de
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Exemplo 2: Comparacaoc do Efeito Estabilizador da 3-hidroxi-1-(2’-

~metoxietil)-2-metilpirid-4-ona e 3-hidroxi—-2-metil-

-4-pirona

Foi preparada uma solugdo correspondente dquela descrita no
Exemplo 1 contendo insulina de porcincs e sendo livre de
pirogénios mas nac estéril. Para fins comparativos foi preparada
uma solucdo adicional, na qual, a hidroxipiridona foi substituida

pelo agente quelante alternativo, a 3-hidroxi-2-metil-4-pirona.

As solugoes foram incubadas quer a 49C quer a 379C e a
estabilidade da insulina foi estudada, durante um periodo de 12
semanas, através do uso do processo de HPLC de fase inversa
descrito por Seipke gﬁ-gl, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1986, 25,
535-552 e por Grau, Diabetologia, 1985, 28, 458-4863. A quantidade
de insulina presente na solugadoc as 4, 8 e 12 semanas foi entdo

calculada como uma percentagem da quantidade original presente.

Os resultados sao mostrados na Figura, a partir da qual sera
visto que a 3-hidroxi-2-metil-4-pirona desestabiliza a insulina
gquer a 379C quer a 49C enquanto que a 3-hidroxi-1-(2'-metoxi-
etil}-2-metilpirid-4-ona estabiliza a insulina, em alguma
extensao até 37¢C mas, particularmente, a 42C gquando nao foi

observada degradagao durante o periodo total de 12 semanas.

isofano e insulina, suspensao de insulina e zinco e suspensao de
protamina, zinco e insulina mas contendo, adicionalmente, uma
quantidade similar de 3-hidroxi-1-(2'-metoxietil)-2-metilpirid-4-

ona.
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REITVINDICACODES
1 - Processo de preparacio de umz mistura de um péptido ou

de wuma proteina e de uma hidroxipiridona, caracterizado por
compreender a mistura de um péptido ou de uma proteina e de uma
hidroxipiridona, que é&:

{1) uma 3-hidroxipirid-2-ona ou umsa 3-hidroxipirid-4-ona, na

-

qual o Atomo de

P

ridrogénio ligado aoc atomo de azoto esta
substituido por um grupo acilo alifatico, por um grupo
hidrocarboneto alifatico, ou por um grupe hidrocarbeneto
alifético substituido por um ou mais substituintes seleccionados
a pertir dos grupos acilo alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida
alifatica, éster alifatico, halogéneo e hidroxi e, na gual,
opcionalmente, um ou mais dos atomos de hidrogénio 1ligados aos
dtomos de carbono do anel estdo substituidos por um grupo acilo
alifatico, alcoxi, cicloalcoxi, amida alifatica, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, por um grupo hidrocarboneto alifatico ou
por um grupo hidrocarboneto alifdtico substituido por um grupo
alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico, halogéneo ou hidroxi, ocu um

seu sal;]

{2) uma 1-hidroxipirid-2-ona, na qual um ou mais dos Atomos
de hidrogénio ligados aos Atomos de carbono do anel estdo
substituidos por um substituinte seleccicnado a partir dos grupos
acilo alifédtico, amida =alifatica, ciano, éster alifatico,
halogéneo e hidroxi, grupos alcoxi e cicloalcoxi e grupos alcoxi
e cicloalcoxi substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi,
amida alifatica, éter alifatico, halogéneo ou hidroxi, e grupos
hidrocarboneto alifatico e grupos hidrocarboneto alifatico
substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, éster alifatico,
halogéneo ou hidroxi, mas excluindo os compostos nos quais a dita
substituicio dos atomos de hidrogénio s6 & efectuada por
substituintes seleccionados a partir dos grupos hidreocarboneto
aliféatico, grupos halogéneo e grupos hidrocarboneto alifatico

substituidos por um grupo halogéneo, ou um seu sal; ou

(3} um composto no qual dois ou mais anéis, seleccionados =a

partir de 3-hidroxipirid-2-onas, 3~hid}oxipirid~4—onas e 1-
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~hidroxipirid-2-onas, estio covalentemente ligados aos anéis que
mantém os seus grupos hidroxi e oxo adjacentes; mas excluindo

gualguer ocorréncia da mistura in vivo.

2 — Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
por o péptido ou a proteina ser uma hormona, uma imunoglobulina,
um factor de coagulagio do sangue, uma enzima ou um inibidor de

enzima, ou um seu fragmento.

3 - Processo de acorde com az reivindicacgfo 2, caracterizado

por o péptido ou a proteina ser uma insulina ou um seu fragmento.

4 -~ Processo de acordo com a reivindicagio 1, 2 ou 3,

caracterizado por a hidroxipiridona ser uma 3-hidroxipirid-4-ona
do tipo (1).

5 - Pocesso de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
por cada um dos Atomos de carbono do anel da 3-hidroxipirid-4-
-ona, - independentemente uns dos outros, estar quer nR2o
substituidos gquer substituidos por um grupo hidreocarboneto
alifatico, estando o atomo de azoto substituido gquer por um grupo
hidrocarboneto alifatico quer por um grupo hidrocarhoneto

alifatico substituido por hidroxi~ ou alcoxi-.

8 - Processo de acorde com a reivindicagéo 5, caracterizado

por a 3-hidroxipirid-4-ona ser seleccionada a partir da

3-hidroxi-1,2-dimetilpirid-4-ona,
1-etil-3-hidroxi-2-metilpirid-4-ona,
1,2-dietil-8-hidroxipirid-4-ona,
3-hidroxi-1-{2'-hidroxietil})-2-metilpirid-4-ona,
2-hidroxi-1-{2’-hidroxi-1’-metiletil }-2-metilpirid-4-ona,
3-hidroxi-1-{3’-hidroxipropil }-2-metilpirid-4-ona,

3~hidroxi—1—(2’—metoxieti1)—Z—metilpirid—é—ona,

3-hidroxi-1-{2'-metoxi-1"-metiletil)}-2-metilpirid-4-ona,
3-hidroxi-1-{3'-metoxipropil )-2-metilpirid-4-ona,
1-{2"-etoxietil }-3-hidroxi-2-metilpirid—-4-ona,
1-{2'-etoxi-1"-metiletil )-3~hidroxi-2-metilpirid-4-ona,
1-{3’-etoxipropil }-3-hidroxi-2-metilpirid-4-ona ¢ seus sais.
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7 - Processo de acordo com a reivindicag@o 6, caracterizado
por a 3-hidroxipirid-4-ona ser 3-hidroxi-1-{2'-metoxietil)-2-me-

tilpirid-4-ona ou um seu sal,

8 - Processo de acordo com a reivindicacio 1, 2 ou 3,

caracterizado por a hidroxipiridona ser do tipo (2).

9 - Processo de acordo com qualquer uma das reivindic e
a 8, caracterizado por a relacio em peso entre a hidroxipiridona
0

e o péptido ou a proteina estar na gama de 0,1:1 a 1

10 - Processo de preparacgio de uma composigao farmacéutica,
caracterizado por compreender associar um péptido ou uma proteina

fisiclogicamente activos e uma hidroxipiridona, que &:

(1) uma 3-hidroxipirid-2-ona ou uma 3-hidroxipirid-4-ona, na
qual o dtomo de hidrogénio ligado ao adtomo de azoto ests substi-
tuido por um grupo acilo alifdtico, por um grupo hidrocarboneto
alifatice, ou por um grupo hidrocarboneto alifatico substituido
por um ou mais substituintes seleccionados a partir dos grupos

cilo alifatico, alcoxi, cicloalcexi, amida alifatica, éster
alifatico, halogéneo e hidroxi e, opcionalmente, na qual um ou
s dos atomos de hidrogénic ligados aos atomos de carbono do
1 estao substituidos por um grupo acilo alifédtico, alcoxi,
loalcoxi, amida alifética, éster alifatico, halogéneo ocu
roxi, por um grupo hidrocarboneto alifatico, ou por um grupo
hidrocarboneto alifatico substituido por um grupo alcoxi,
cicloalcoxi, éster alifatico, halogéneo ou hidroxi, ou wum seu

sal;

{2} wuma l-hidroxipirid-2-ona na gual um ocu mais dos atomos
de hidrogénio ligados zos atomos de carbono do anel estio

tuidos por um substituinte seleccionado a partir dos grupos
acilo alifat

c amida alifatica, ciano, é&ster alifético,

ico,
halogéneo e hidroxi, grupos alcoxi e cicloalcoxi e grupos alcoxi

e cicloalcoxi substituidos por um grupo alcexi, cicloalcoxi,

amida alifédtica, éter alifatico, halogéneo ou hidroxi e grupos

hidrocarboneto alifatico e grupos hidrocarboneto alifatico

N

substituidos por um grupo alcoxi, cicloalcoxi, éster alifat

pate

o

o)

b

logéneo ou hidroxi, mas excluindo os compostos nos quais a dit

ja\]
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substituicio dos Atomos de hidrogénio sé6 ¢é efectuada por
substituintes seleccionados a partir dos grupos hidrocarboneto
alifatico, grupos halogéneo e grupos hidrocarboneto alifatico

substituidos por um grupo halogéneo ou um seu sal; ou

{3) um composto no gual dois ou mais anéis, seleccionados a
partir de 3-hidroxipirid-2-onas, 3-hidroxipirid-4-onas e 1-
~hidroxipirid-2-onas, estio covalentemente ligados aos anéis que
manté&m os seus grupos hidroxi e oxo adjacentes; com um diluente

ou veiculo fisiclogicamente aceitavel.

11 - Precesso de acerde com a reivindicagao 10, caracteriza-—
do por a composigio compreender uma insulira ou um produto

sanguineo ou ser uma vacina.

12 - Processo de acordo com a reivindicagzo 10 ou 11,
caracterizado por a hidroxipiridona ser definida comc em gqualquer

uma das reivindicagdes 4 a 8.

Lisboa, -7 g 1990
Por NATIONAL RESEARCH DEVELOPMENT CORPORATION
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