Cace 550X

223437

PATENTE
DB
INVENCION

per ""~00 ELIMIENTO PARA EL TRATAMIENTO MICROBIOLOGUCO im
BSTCROIDES Y PROIOCTOS OBTEM’IDOS EN EL SISMO", a favor da
SCHSRIHS CORPORATION, da aacioaalidad aatadonnidanaa, do-
miciliada aa BLOOMPIBLD, Eaaav Coanty, Nav Jorcar, C.S".
Oraage Street, 60.



Caso 530X
SENORIA DESCRIPTIVA i3?

El presente invento se refiere a la sintesis de 1-dehidrocortisona
(1,4-pregnadieno-17a,21-diol-3 ,11,20-triona), 1-dehidrocortisol (I,4-pregna-
dieno-lip,17a,21-triol-3,2C-diona), sus derivados 9&-halo y sus esteres, y
de los compuestos intermedios que pueden convertirse en tales dienos, lo
mismo que a los nuevos compuestos asi producidos y a las composiciones
farmacéuticas que contienen compuestos terapéuticamente activos.

El invmto se relaciona principalmente con la fabricacién de los
10,13-dimetil esteroide 1,4-dienos que pueden considerarse como derivados
del hidrocarburo pregnano, y a fin de facilitar la comprensiéon del invento
en la formula | de la hoja 1 de férmulas cue se acompafia se indica la nu-
meracion corriente de los &4tomos de carbono del esqueleto del pregnano.

Es costumbre omitir el grupo CH™ o.ue va unido a los carbonos 10 y 13?
presentandose unicamente las lineas verticales. Las letras A. B, C, D re-
presentan la manera corriente de identificar los cuatro anillos.

Los productos finales principales del invento estan representados por
las formulas 1l (l-dehidrocortisona y sus asteres 21), 11l (I-dehidro-
cortisol y sus asteres 21), IV (Qa-halégeno-l-dehidrocortisona y sus
adsteres 21) y V (9a.-haldgeno-I-dehidrocortisol y sus esteres 21), estando
todas estas formulas combinadas en la formula compuesta VI. La férmula VII
representa 1l-epi-l-dehidrocortisol y sus esteres 21, es decir, 1,4-
pregnadieno-l1la,17a2l-triol-3,20-diona y sus &asteres 21, siendo estos
compuestos intermedios valiosos cara la preparacion de l-dehidrocortisona
(1). De acuerdo con el invento es posible emplear una gran variedad de
compuestos iniciales, es decir, de compuestos que sirven de punto de partida,

para la preparacién de los compuestos Il a V, y en el curso del tratamiento



de los diferentes compuestos iniclales que se descridben luego en detslle,
se obtienen diversos nueves compuestos intermedios, algunos de los cwmles
poseen de por s{ valor terapéutico.

Al llevar a calto nuestra sintesis de los 1,4-pregmadienos mencionadcs
arriba se somete a uno o més tratamlentos un pregnano saturado o un preg-
nano no saturado que tiene una funcién ox{geno en las posiciones 3 y 20,
peroc que carece de una o més de 1las sigulentes caracteristicas: (a) el en~
lace doble al; (b) el enlace doble u"; {c) el grupo X; (d) el grupo 17a~0H;
(e) el grupo 21-0R; y (£f) el grupo 9a~haldgenoc, con lo que la caracter-
{stica o las caracteri{sticas ausentes se introducen en la molécula.

En la prdctica de nuestro invento se introduce un enlace doble en un
carbono del anillo A, teniendo ya dicho anillo A un enlace doble ligado a
un car‘bpno del mismo, Asf{, puss, al llevar a cabo el invento se introduce
en el compuesto que sirve de punto de partida un enlace doble en la posi-
cién 1,2,con o sin una o més de las siguientes modificaciones de tal com-
puesto gque sean necesarias para producir cualquiera de los compuestos IIX
a ¥V, efectuadas en cualquier orden adecuado:

(1) introduccién de un doble enlace 4 & 5 (pasando finalmente el

enlace doble A° a la posicién 4,5)

(2) introduccién de una funcidn ll-oxigeno;

{5) introduccién de una fuﬁgién 17a~oxigeno;

(&) introduccién de una funcidn 21-oxi{geno;

(5) introduceién de un 9a-halégeno,

E1l grupo ceto en la posicién 3 no se enumera como caracteristica

separads gque se introduce en el compuesto inicial porque en un
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procedimiento mevo, segin el invento, de introducir el emlace doble 1,2,
se reemplaza un grupo hidroxilo o un grupo éster en la posicién 3 simul-
téneamente por un oxigeno ceténico.

Los compuestos iniciales no saturados pueden temer un e;:llace doble
ligado & una o mas de las posiciones 4, 6, 9(11) y 16, En uns modifica-
cién de nuestro método, los compuestos iniciales pueden, en verdad, poseer
ya los dos enlaces dobles en el anillo A, caracter{sticos de los productos i
finales representados por las férmulas II a vV, |

Pueden emplearse diversas vias para la sintesis de los compuestos II
a V, segin la naturaleza del compuesto inicial, teniendo todas estas vias
el distintivo comin de que utilizan procedimientos para introducir una o
més de las caracter{sticas (a) a (f) antes enumeradas, y de dar productos
finales en forma de 1,4-pregnadiencs que tienen los sustituyentes en las
posiciones 3, 11, 17, 20 y 21, indicadas por lag férmulas estructurales

Il a V y con el grupo 9a~haldgeno o sin é1,

e gt

Las operaciones mediante las cuales pueden efectuarse los cambios
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necesarios en el compuesto iniciel pueden ser todas microbiolédgicas, o
todas quimicas, o bien una combinacién de procedimientos microbioldgicos
y quimicos, segin el caLré.cter_ del compuesto inicizl, o segin se prefiera
en determinados cascs cuando ciertas conversiones pueden efectuarse cdmoda-~
mente tante con la ayuda de ciertos microorganismos o com reactivos pura-
mente quimicos.

Si bien algunas reacciones, tanto quimicas como bdloquimicas, que
aqui se describen, se conocen de modo general en relacién con la produccién

de otros compuestos, una de 1-8 transformaciones novedosas que se llevan



a cabo mediante el presente método entraSa el empleo de cultivos de micro-
organismos deshidrogenantes que tienen la propiedad especifica de intro-
ducir un enlace doble aitre los carbonos 1.2 sin producir degradacion
simultanea del esqueleto del pregnano, tal como la division de la cadena
lateral en el carbono 17 6 la apertura del anillo D. Los microorganismos
deshidrogenantes son capaces también de hidrolizar los grupos aster,
generalmente en las posiciones 3y 21 y, con diferente rapidez o efecto

de totalidad, efectuar también la oxidacion de los grupos hidroxilo 3y
20. Estos microorganisnos son muy eficaces en lo que se refiere a intro-
ducir la insaturacion especialmente en compuestos que tienen un enlace
doble que liga los carbonos 4,3 6 3%6*

Los microorganismos deshidrogenantes actian mejor en substratos (es
decir, en el compuesto asteroide que se va a modificar) que tienen un
enuace doble ligado al carbono 3y Que contienen, bien sea un grupo
hidroxilo relativamente estable a la accion del organismo, esto es, que
no se oxida rapidamente, formando un oxigeno ceténico, o0 un aster de tal
grupo hidroxilo que es hidrolizado por el cultivo del microorganismo. Por
eso, compuestos cano la progesterona no son adecuados como compuestos
iniciales, y lo mismo puede decirse de la pregnenolona (3-pregneno-3-ol-
20-ona), puesto que su grupo hidroxilo 3 se exida rapidamente formando un
oxigeno cetoénico, y produciendo progesterona.

Puede introducirse el grupo hidroxilo 11 en compuestos desprovistos
de un sustituyante en el carbono 11 mediante el empleo de un cultivo de
microorganismos hidroxilantes 1lc o hidroxilantes IIP. Esa hidroxilacién

11 puede efectuarse no solamente en los compuestos 4-pregneno.o 3**pregneno
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gino también en los l,4=pregnadiencs, l,4,16-presnatriencs y en los 4,6-
pregnadienos, - Como los compuestos lla~hidroxilo generalmente tienen pocs
o ninguna actividad fisiolégica, el lla~hjdroxilo se oxida de preferencia
por medlo de un agent® oxidante suave, tal como el Acido erfmico en piridina
& la temperatura smblente o a temperaturas menores, y de pi—eferencia. despubs
de acilar el hidroxilo 21, cuando este fltimo grupo se halla presente.

Yuestra sintesis de los compuestos I a ¥ comprende. tembién la intro-
duceidn de un grupo 17c~hidroxilo euando tal grupo esti ausente en el
compuesto inicial. Tal hidroxilacién l7c puede realizarse, ya sea gquimica-
nente, comengando con un compuesto 16- dehidrépregnano. por ejemplo, formando
el correspondiente 16,17-epbxido, wseguido ello de hidr$lisis, o bien par-
tiendo de compuestos que son saturados en el anilio D e introduciendo el
grupo l7a~hidroxilec con ayuda de cultivos de microorganismos l7a~hidroli-
zantes,

Con respecto al grupo 21~-hidroxilo, si bien tal hidroxilo puede intro-
ducirse en el grupo 2l-metilo de una manera conocida por medios puramente
quimicos, preferimos lograr ese resultado por medio de un cultivo de un
microorganismo 2l-hidroxilante.

Camo se ha indicado ya,puede introducirse la insaturacién en el anillo
A por medios puramente oufmicos, por ejemplo, por bromuracibén seguida de
dehidrobromuracifn. En este procedimiento, el compuesto inicial es un
pregnano saturado y se introducen dos enlaces dobles en el anillo A mediante
dehidrohalogenacifn del compuesto 2,4—-dibromo.

Sin embargo, es posible también formar un solo enlace doble en el

anille A de un compuesto pregnanc que tiene ya una sola insaturacidn por
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medios paramente quimicos. Beto puede realizarse mediante substitucién de

una funcién oxigenada en la posicién 2 de la cortisona y la hidrocortisona

y sus asteres. La funcion oxigenada es de preferencia un grupo aster que

es reemplazado finalmente por un 2-hidroxilo. El compuesto 2-hidroxi-3-eeto-
4-pregneno asi obtenido se deshidrata luego, por ejemplo, con un &cido, para

quitar el 2-hidroxilo junto con un &tomo de hidrégeno en la posicién 1, pro-

duciendo el correspondiente compuesto 3-ceto-1,4-pregnadieno.

Otra via mas que queda dentro de los fines del invento para la formacion
de la estructura 3-ceto-1,4-pregnadlense entrakKa el empleo, como punto de
partida, de un l-pregneno no saturado, analogo de la cortisona, hidrocorti-
sona y sus esteres. Primero se forma el 1,2-epoxido del compuesto inicial,
después de 1o cual el anillo oxido se abre para formar la halohidrina saturada
(1-hidroxi-2-halégeno-3-ceto-pregnano) .- Después de la eliminacion del
halégeno y de la acilacion del l-hidroxilo, el compuesto saturado se
halégena en la posicion 4 y luego se dehidrohalogena, formando el l-aciloxi-
3-ceto-4-pregneno. Después de dividir el grupo l-aciloxi, se introduce el
enlace doble en la posicion 1,2, formando el compuesto 1,4—pregnadieno.

El invento tiene también en mira la preparacion de ciertos esteres de
los compuestos de las formulas 1l a V, que segéon se ha visto aumentan la
duracion de la actividad de los compuestos, de modo que se necesita una
administracién menos frecuente, y especialmente memos inyecciones.

El grupo 9a<-halégeno puede eetar presente en el compuesto ll-ceto o en
el HP-hidroxi inicial, o bien puede introducirse por medio de diversos
procedimientos quimicos en cualquier etapa de la fabricacion de loB compues-

tos Il a V en la que esté presente el grupo lla<-hidroxilo o el 110-hidroxilo,

6
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dando por resultado en ambos casos un compuesto 9a»hal$geno-llﬂ-hidroxi. que
puede oxidarse, convirtiéndose en la forma Sa~halégenc-1ll-ceto,

Se ha determinado mediante pruebas clfnicas que los compuestos 1-
dehidrocortisona y l-dehidrocortisecl y sus 21-8steres tienen una accidn
fisiol8gica extraordinariamente mejorala respecto de los compuestos corrientes
que tienen una sola insaturacién {cortisoma, hidrocortisona y sus 21-ésteres,
respectivamente). As{, por ejemplo, acusan una potencia varias veces mayor
que la potencia de las correspondientes hormonas conocidas, tales como la
cortiséna ¥ la hidrocortisona, en el tratamiento de la artritis reunatoide,
Ademfs, las reacciones secundarias inconvenientes de las hormonas conocidas
aparecen tan sflo en un grado disminuf{do cuando se emplean los nuevos
campuestos; y la intensidad de esas reacciones secundarias disminuyen
todavia mis por el hecho de que pueden emplearse dosis mucho més bajas de
los nuevos compuestos, comparadas con las de los correspondientes compuestos
conocidos que tienen una sola insaturacién, Tanto las dosis iniciales
como las dosis de sostén en el tratamiento de la artritis reumatoide se
pueden reducir considerablemente mediante el empleo de los nuevos compuestos,
comparadas con las dosis gque se necesitan cuando se emplea la coftisona ¥y ia
hidrocortisona. Aun éon las dosis reducidas, los nuevos compueatos no exigen
el empleo concomitante de codeina u otro analgzésico para el alivio del dolor,
mientras que tales analgésicos se han empleado con frecuencia junto con la
cortisona y el Compuesto F.

Los dienos ter&péuticamente activos del presente invento se administran
de preferencia por la via oral en forma de tabletas que contienen uns dosis

diaria completa, por ejemplo, 50 mg. o un submfltiplo de tal dosis, por

3t ety
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ejemplo. 23 & 20 mg., o aun 10 mg., mezclados con un excipiente farmacéutico
s6lido que contiene uno o mas de loe ingredientes usuales, tal como almidon,
azucar, gomas, arcillas y otros analogos. Sin embargo, pueden administrarse
también en forma de inyeccidn intravenosa e intramuscular, disueltos o
suspendidos en un vehiculo liquido atéxico; o bien pueden aaministrarse en
forma solida mediante implantacion subcutanea, o en forma de supositorios
disueltos o suspendidos en un vehiculo graso o de cera, que se derrite
aproximadamente a la temperatura del cuerpo. Lo mismo que sus derivados
<?a-halBgeno, puede hacerse una aplicacién tépica en forma de un ungiiento o
crema, disueltos en una base de ungiento o crema de composicidn conocida.

Se ha visto que la introduccién del segundo enlace doble en diversos
compuestos intermedios conocidos, de una sola insaturacién, mejora también
la actividad de tales compuestos. Ejemplos de estos ultimos son la corti-
costerona y la ll-dehidrocorticosterona.

Procedemos ahora a explicar con mas detalles las diversas conversiones

a que se ha hecho antes referencia sucinta,

A. Introduccion del enlace doble por medio de un cultivo de
un organismo hidrogenante.

Hemos visto que la modificacién quimica de los compuestos pregneno, VY,
especialmente, la dehidrogenaciéon del anillo A de los pregnenos que ya
poseen un enlace doble ligado a un carbono del anillo A. con o0 sin una o0 mas
de las operaciones de oxidacién, reduccion e hidrolisis del éster, puede
realizarse de manera eficaz y barata incubando o fermentando el asteroide
inicial con un medio de cultivo que contiene un microorganismo deshidrogenante
que no degrada o divide al mismo tiempo la molécula de pregnano. Los micro-

organismos de este tipo pertenecen a la familia Corynebactriaceae, de la
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cual la especie Corynebacterium simplex (American Type Culture Collection

6946) y Corynebacterium hoagii (A.T.C.C. 7005) dan resultados muy satisfac—

torios. Ia primera de estas especies es una bacteria del suelo, mientras
que.la segunda se halla en la gargante humana {donde al parecer no produce
ninguna afeccién patoldégica) y a veces como contaminante de cultivos
expuestos a la atmdsfera, aunque su habitat real u original no se conoce.
Los compuestds iniciales pueden tener grupos hidroxile, ceto, hal8geno :
y éster en diversas posiciones del nfcleo o de la cadena lateral; as{, por
ejemplo, pueden hallarse presentes grupos hidroxilo en una o més de las

posiciones 3,11,17,20 y 21; los grupos ceto pueden ocupar una o més

s gy e

de les posiciones 3,11 y 20; mientras que un haldgeno, por ejemplo, flfor

¢ dbromo puede estar ligado al carbone 9, o hallarse en otros puntos del
nficleo o de la cadena lateral. La presencia de un grupo hidroxilo lidre
parece facilitar la transformacifn cqufmica. Grupos éster de gran variedad,
¥, de preferencia, los ésteres de los Acidos que se emplean corrientemente

en la si{ntesis de estercides y en la preparacién de hormonas estercides de
uso terapdutico, y especialmente los ésteres de &cidos alcanoicos inferiores,
como, por ejemplo, acetato, pueden situarse en une o més de las posiciones
311,17,20 y 21. I carfcter especffico del &ster no es un factor

decisivo en nuetro procedimiento, y pueden emplearse otros ésteres, tanto de
&cidos orghnicos como de #cidos inorghnicos, tales como acetatos de ciclopen-
tilo y ciclohexilo, proplonatos y butiratos; lo mismo que fosfatoa} polifos=~
fatos y sulfatos; necesiténdose dnicamente que los ésteres sean atdxicos
respecto del microorganismo. los productos hidroxilados de nuestro método

pueden, si se desea, convertirse en sus correspondientes ésteres mediante



procedimientos conocidos; por ejemplo, pueden convertirse en sus asteres
alcanoicos inferiores y especialmente en sus asteres de acido acético. Los
grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 11 pueder epimeros a 6 p. Como se
indicara con mas amplitud luego, el aster, especialmente en la posicién 21,
puede ser un acido que actua prolongando la duracioéon de la actividad de los
compuestos terapéuticos.

Utilizando un microorganismo deshidrogenante de acuerdo con el invento,
puede convertirse, por ejemplo, la 4-pregneno-17a,21-diol-3"H"20-triona
(cortisona, el Compuesto E de Kendall) en 1,4-pregnadieno-17a.,21-diol-3,H,
20-triona (l1-dehidrocortisona); la 4-pregneno-l1lp,17a.,2l-triol-3"20-diona
(hidrocortisona o cortisol, el Compuesto F de Kendall) en 1,4-pregnadieno-
11p,17a,21-triol-3,20-diona (I-dehidrocortisol); la 4-pregneno-17a,21-diol-
3.20- diona (el Compuesto S de Reichstein) en 1,4-pregnadieno-17a,21-diol-3,
20- diona y |,4-pregnadieno-17a.,20p,21-triol-3*ona; el 5*Progneno-3P,20-
diol en 1,4-pregnadieno-3,20-diona; la 4-pregneno-HP,21-diol-3,20-diona
(corticosterona) en |,4-pregnadieno-lip,21t-diol-3,20-diona; la 4-pregneno-
21- ol-3,20-diona (desoxicorticosterona) en 1,4-pregnadieno-21-ol-3.20-diona;
la 4-pregneno-21-o0l-3.11,20-triona (el Compuesto A de Kendall) en 1,4-pregna-
dieno-21-01-3,11,20-triona; la 9fluoro-4-pregneno-11p,17a,21-triol-3,20-
diona (fluoro-Compuesto F) en 9a-fluoro-1,4-pregnadieno-lip,17a,21-triol-3,
20-diona; el 3"2l-diacetato de 3**pregneno-3P,17a,2l-triol-20-ona en 1,4-
pregnadieno-1?a,21-diol-3,20-diona y 21-acetato de 4-pregneno-17a,21-diol-
3.20-diona; la 4-pregneno-20-ol-3-ona en 1,4-pregnadieno-3,20-diona; la
3-pregneno-3,17a,20,21-tetrol-11-ona y sus asteres 3y (0) 21 en 1,4-pregna-

dieno-17n,21-diol-3,11,20-triona y su 2l-ester; vy el 5-pregneno-3.11a,17a,



20.21- pentol y sus 3-ésteres y (0) 2l1-astereB en 1,4-pregnadieno-lla-,17a,
21-triol-3*20-diona y s.L 21-aster.

En lugar de los compuestos 3-ceto iniciales, pueden emplearse loe
correspondientes compuestos 3"hldroxi y sus 3-asteres, como la $-pregneno-
3.H.p,17a,2]l-tetrol-20-ona y la 3-pregneno-3,17a.,21-triol-11.20-diona y sus
3-acetatos 6 sus 3,21-diacetatos, para producir los mismos productos finales
3-ceto dienos, hidrolizandose el grupo 3*ester y oxidandose luego el 3*
hidroxilo para formar oxigeno oetdénico. Los grupos aster en las posiciones
11 y 17 no se hidrolizan generalmente, al menos no en grado significativo;
mientras que un grupo aster en la posicién 21 puede o no hidrolizarse,
segan las condiciones de la reaccion. Asi. por ejemplo, cuando el compuesto
inicial es un 3,2l-diaster, el producto de reaccién puede ser un compuesto
3-ceto-21-aster o un compuesto 3*c~to-21-hidroxi. Junto con el 3**hidroxilo,
suele oxidarse un 20-hidroxilo, convirtiéndose en un grupo ceto. Se vera
que los organismos deshidronizantes que se emplean en el presente invento son
selectivos con respecto al paso de oxidacion, limitandose esta casi por
completo a las posiciones 3y 20; mientras que la hidrélisis puede auedar
restringida a los grupos 3**&ster.

Nuestro procedimiento es aplicable también al tratamiento de los
epimeros lla™-hidroxi de los compuestos HP-hidroxi iniciales antes mencion-
ados, tales como la 4-pregneno-lla,17a.21-triol-3.20-diona, 4-pregneno-lla,
17a.20,21-tetrol-3-ona, 3-pregneno-3. lla,17u,21l-tetrol-20-ona, 3-pregneno-
3.lia,17a.20,21-pentol y sus monoasteres y poliasteres, como los 3***cetatos,
3.21- diaeetatos y 3,17a,2]-triacetatos, produciendo estos compuestos

iniciales 1,4-pregnadieno-1l1a,17a.21-triol-3.20-diona o un aster de la misma.
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Los ll-eplmeros del 1,i~dieno del Compuesto ¥ {(1-dehidrocortisol) y sus
8steres pueden convertirse en ol l,4~dieno de cortisona sus Ssteres por
oxidacién del grupo lla~hidroxilo de una maners conocida, por ejemplo,
empleando la cantidad tefrica de 8cido crémico, con o sin piridins o Lcide
acltico, a la temperatura ambiente o inferior (5 a 15° C.)» de preferencia
después de esterificarse el grupo 2l-hidroxilo, si estd libre. Fetos |
compuestos lla~hidroxi iniciales son relativamente ficiles de preparar con
alto rendimiento, segfin se conoce en el arte, y por lo tanto representan
compuestos iniciales convenientes para la preparacién de la l~dehidrocorti-~
sona ¥y del l-dehidrocortisocl.

Pueden realizarse otras transformaciones por medio de los micro-
organismos deskidrogenantes, inclusive la conversién del 3.,21-diacetato de
S~pregneno~3,17a,21~tricl+20~ona en una mescla de 1,4-pregnadieno-17a,21=-
4i01~-3,20-diona y 2l-acetato de L-pregneno-17a,21-diol-3,20-diorna. Alterando
el medio de fermentaciSn puede hacerse gque el Compuesto S dé no sflo l.i~
pregnadieno-17a,21-diol=3,20-diona, sino también 1,4-pregnadienc-17c,208,21~
triol-3-ona, esto es, se efectda una rednceidn en el grupe 20-ceto. Como
se ha indicade ya, los microorganismos pueden también efectuar la oxidacidn
de un grupo 20-hidroxilo secundario, como pasa con la conversién del 5-
pregneno~3,20~-diol en 1,U-pregnadienc~3,20-diona.

El procedimiento del invento es aplicable también & los esteroides
9a~fluoro, eloro y bromo y éstos producen los corresponiientes productos de
reaccién substitufdos. las diversas transformaciones pueden representarse
por las ecuaciones (1), (2) y (3) en la Fpja 1, que $lustran la formacién

de los productos finales que se desean, as{ como los compuestos intermedios
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capaces de convertirse en Aquellos.

En la ecuacién (1) X corresponde a Hg , * O.

senta -CO"CHgOH; y Z" es OH o H. la ecuacién (2) V es H. F. Cl1 or 3r;
Yes -CO-CH20H, -CO"Ci~OOCR"" o -CHOH"C”OH:

Z" es OH o H; y R™ es un radical alcohilo inferior. En la ecuacion (3).

R es un grupo alcanoilo inferior; Y es -CO"CHgOH. -CHOS"CH”. -CO*CEgOOCR",

0 CHOH"CHgOH! Z" es H u OH. y R" es un radical alcohilo inferior.

A fin de obtener un crecimiento conveniente del microorganismo des-
hidrogenante, como el Corynehacterium simplex y el C, hoagii, para el
proceso del invento se prepara un medio nutriente adecuado que contiene
hidrato de carbono nitrégeno organico, cofactores y sales Inorganicas. Es
posible omitir el empleo del hidrato de carbono sin afectar desfavorablemente
por completo el desarrollo del organismo. Después de cudtivar el micro-
organismo en el medio nutriente, puede recogerse la masa de células mediante
centrifugacion del caldo nutriente, decantando el liquido que sobrenada y
suspendiendo la masa de células en suero fisiolégico. Se inocula luego un
volumen adecuado de la suspensién de células en un medio nutriente apropiado
para sustentar el crecimiento del microorganismo. El medio nutriente que
se emplea puede ser un extracto de levadura (Difeo), hidrolizado de caseina
(N-Z-Amina) (Tipo B Sheffield), liquido de maceracién de maiz, extracto
acuoso de harina de aceite de soja, hidrolizado de lactalbumen (Edamine-
Sheffield Enzymatic). materias solubles de pescado y otras por el estilo.

El compuesto asteroide en forma sélida o disuelto o suspendido en etanol
acetona o cualquier otro disolvente miscible con agua que no sea toxico para

el organismo, se agrega al microorganismo cultivado en el medio nutriente



(caldo) en condiciones de esterilidad, Iste cultive se sgite luego, se
airea 0 bien se airea y agita simultfneamente, a fin estimmlar el creci-
miento del microorganismo y la conversidén bioquimica del substrato (esteroide’
El esteroide puede agrezarse al calde e inocularse luego con la bacteria,
o bien puede azregarse al esteroide el microorganismo cultivado en el calds.
En ciertos casos, segin las condiciones del inedio de reaccifn, puede ser
més conveniente obtener el crecimiento $ptimo del microorganismo antes de
agregarse el esteroide, De modo alternative, pueden emplearse preparados
enzimfticos obtenidos de manera conocida de los cultivos de los micro-
organismos pars efectuar el proceso.

las sales inorgénicas son convenientes para mantener un pH en el
medio de reaccidn de 6,8 a 7,2. Sin embargo, puede omitirse el empleo de
sales inorginicas para amortiguar la mezcla de reaccifn. La omisidn de las
sales inorghnicas hace que el pH sumente de un valor inicial de 6,8 a como
de 7,7 a 8. Pero este pH permite siempre la formacién de los productos
esteroldes finales que se persiguen. la temperatura 8ptima para el creci-
miento del microorganismo es de 3700.. pero las temperaturas pueden variar
entre 25° y 370. y sun entre 20 ¥ ‘*Ooc. El tiempo de reaccién puede variar
desde un mfnimum de 3 horas hasta un méximum de 48 horas, la cantidad de
tiempo que se emplea depende dsl esterolde que se estd transformando.
Puede emplearse cualquier disolvente miscible com agua que no sea téxico
para el organismo, a fin de disolver o suspender ej. esteroide, Se pre-
fiere el empleo de etanol o de acetona en cantidadés tales que la concentra-
cidn de esos disolventes en la mezcla de reacciln no sea mayor de 74 y puede

gser de trazas apenas; a causa de la evaporacifn la concentracién final del
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disolvente organico puede set hasta practicamente de cero.
Despnés de terminado el proceso de oxidacidén o deshidrogenizacian,
que puede ir acompaHado de hidrélisis parcial o completa cuando se emplean
obtenerse
monodateres y polidsteres, los productos de reaccion pueden/ /de la
mésela mediante extraccion por medio de un disolvente miscible con agua
adecuado, por filtracion, por adsorciéon en un adsorbente apropiado, o
mediante cualquiera de los otros procedimientos comanmente conocidos en el
arte. Para la extraeion son Utiles los hidrocarburos inferiores clorados,
las cotonas y los alcoholes. Entre 6stoe figuran el cloroformo, el
cloruro de metileno, tricloroetano, bicloruro de etileno, butanol, dietil-
cetona y otros. Preferimos emplear el método Ae extraccion para aislar
los productos asteroides. Despuds de la extraccion los productos pueden
aislarse por concentraciéon de los extractos hasta un pequeKo volumen o hasta
la sequedad. La purificacién de los residuos puede realizarse mediante
simple recristalizacién de una solucidon con un disolvente adecuado o mezcla
de disolventes, tales como acetona, cloruro de metileno, etanol, acetona-
hexano, cloruro de metileno-hexano, etc., que producen el dieno deseado con
excelente rendimiento y un alto estado de pureza.

Las transformaciones quimicas que pueden efectuarse sometiendo los
diversos pregnenos a la accidn de un cultivo de microorganismos deshidro-
genantes son, pues, de muy diversas clases, y pueden tener lugar separada-
mente o bien pueden ocurrir dos o mads de esas transformaciones simultanea o
sucesivamente. Las diversas reacciones no padecen ser afectadas por otros
substituyentes presentes en el ndeleo del esteroide o en la cadena lateral.

Resulta evidente por lo expuesto que no es esencial que el compuesto
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inicial tenga su enlace doble en la posicién 4 del amnillo A; as{, por
ejemplo, el enlace doble puede estar en la posicién 5. E1 compuesto que
sirve de punto de partilla puede tener también mis de un enlace doble.
as{, pues, los U,6~pregnadienos pueden deshidrogenarse o transformarse de i
otra suerte de la manera antes descrita, dande 1,4,5-pregnatrienos, redn-
ciéndose estos Wltimos ficilmente de manera conocida a 1,L-pregnadiencs.
A manera de ejemplo, el 2l-acetato de 4,6-pregnadieno-17a,21-diol-3,11,20~
triona puede convertirse en 1,4,6-pregnatrieno-17a,21-4i0l1-3,11,20-triona
o su 21-éster. Los correspondientes compuestos lla-hidroxi u 11p-hidroxi :
pueden convertirse de manera andloge en 1,%,6~trienos, Los trienos pueden
reducirse mediante procedimientos conocidos a l-dehidrocortisona o l-dehidro- P
cortisol o compuestossaniloges. E1 compuesto inicial puede tener también un
enlace doble en la posicién 16, o en la posicién 9(11), como se explicard
Juego.

Las materias solubles de pescado & que se ha hecho referencia pueden

obtenerse actualmente en el comercio en forma de extracio de arenque,

e e v 8 A eI P et o o

menhaden y diversas mezclas de los mismos, que se han sometido a hidrdlisis
enzimética, HEsta sustancia puede agregarse directamente al caldo de cul-

tivo pare proporcionar la materia nutriente. Cuando se dispone de materias
solubles de pescado (con un contenido de sdélidos de 507) que no se han so-

metido & hidrdlisis enzimdtica, tales extractos deben diluirse con agua y

tratarge con vapor durante unos 10 minutos a una temperatura de 90°¢., Yy

filtrarse a continuecidn, de preferencia con ayuda de Filter-Cel.

gt 3 S

Otro ejemplo de un microorganismo deshidrogenizante que se ha com-

provado efectia las reacciones antes descritas es el Bacillus spheericus,

~18-
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variedad fusiformis (American Type Culture Collectiou 7033), que es capaz
de introducir también un enlace doble en el anillo A sin provocar simul-
taneamente la degradacién de la cadena lateral o dividir el anillo D. Los
esteroides de anilla A no saturado resultantes son sumamente estables en un
cultivo de este microorganismo y no hacen falta precauciones necesarias
para impedir la destruccién del producto final que se desea. EI tiempo de
incubaciéon puede ser de hasta 96 horas y los rendimientos son bastante
altos, siendo con frecuencia casi cuantitativos.

Como ocurre con los otros microorganismos deshidrogenantes antes
mencionados, en lugar de un cultivo en desarrollo del B. sphaericus, var.
fusiformis pueden emplearse las enzimas separadas o el extracto enzimatico
de tal cultivo. De manera semejante los pregnenos iniciales pueden ser de
una gran variedad, pero se prefiere emplear como punto de partida una sus-
tancia que tiene un enlace doble en C-4 6 en C-5, como es el case de un
3-ceto-4-pregneno o de un 3**hidroxi-5*pregneno.

En general, el B. sphaericus, var fusiformis efectia la misma trans-
formacion quimica en los compuestos pregneno antes mencionados, que los
organismos Corynebacterium, s6lo oue no hidroliza tan facilmente, y en
algunos casos no hidroliza del todo un grupo 3-aster, y por lo tanto re-
comendamos emplear con este organismo los 3-ceto pregnenos y los 3**hidroxi
pregnenos, y no los correspondientes 3*ésteres. Los substratos esteroides
pueden contener enlaces dobles nucleares fuera del enlace doble en C-4 0 en
C-5, y tales enlaces dobles adicionales pueden saturarse con un halégeno o
con un haluro de hidrégeno, o mediante formacion de aductos de diendfilos,

como el &cido maleico y el anhidrido maleico. Con la salvedad de no emplear
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“-ésteres, los diversos compuestos iniciales pueden convertirse en los mismos

productos finales por medio del B. sphaericus, var. fusiformis, tanto como

por medio del Corynebacterium simplex ¥y hoagii.
Bl modo de cultivar el B. sphaericus, var. fusiformis y el método de

inccular el medio nuiriente. la naturaleza del medio nutriente, la manera de
poner el substrato de esteroide en contacto con el cultivo en desarrollo
del microorganismo pueden ser iguales que sl se tratan de las especies
Corynebacterium, sblo que, como se ha indicado ya, el perfodo de incubacién
puede ser mée largo, y generalmente es como de 24 a 96 horas. En todos los
casos el cultive que centiene el esteroide se somete a agitacién y se airea,
Fuere de los medios nutrientes antes referidos, pueden emplearse
también protopeptonas, El crecimiento del microorganismo se inicis de pre-
ferencia & un pE de como 6,6 a 7,2; las temperaturas $ptimas para el des~

arrolle del B, sphaericus, var. fusiformis es como de 28°C., pero puede

variar la temperatura entre 19° y 32° C.

los productos de la reaccién bioquimica se obtienen de preferencis
mediante extraceién con los disolventés y de la manera antes descrita, pero
puede emplearse cualquier método adecuado conocido de los guimicos.

Desde luego, en lugar de los microorganismos deshidrogenantes entes
descritos pueden emplearse muteantes de los mismos que tienen una actividad
deshidrogenante semejante, sin que actfien destructivamente en el esqueleto
de ecarbonos del pregnsno,

Ahors pasamos & describir sintesis més complicadas, partiendo de com-
puestos mis sencillos, pera la fabricacién de los compuestos I} a V, y

tombien de compuestos intermedios que se convierten o pueden convertirse en

-18-
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ellos, pero empleando un microorganismo deshidrogenante para introducir un
enlace doble en el anillo A.
B. Fabricacién de l-dehidrocortisona y l-dehidrocortisol de
17c™-hidroxi progesterona y ”~-preaneno-3,170”-diol-20-ona
De acuerdo con una modificaciéon de nuestro método, la deshidrogena-
ron del anillo A por medio de los microorganismos deshidrogenantes antes
descritos puede combinarse, segun hemos descubierto, con otras conversiones
microbiologicas que son conocidas individualmente de modo general, y con un
paso de oxidacién quimica (cuando va a producirse l-dehidrocortisona), para
convertir la 17o-hidroxi progesterona (4-pregneno-17ctr-ol-3,20-diona) y
5-pregneno-3,17ar-diol-20-ona en derivados A™-dehidro, mucho mas valiosos,
de la cortisona y de la hidrocortisona, pudiendo emplearse tales operaciones
en diferentes O6rdenes de sucesion,sélo que el paso de oxidacidon quimica
debe seguir al proceso microbioldgico que introduce un grupo hidroxilo en
la posicion 11. Los procesos microbioldgicos corresponden basicamente a
tres tipos, y son los siguientes:
(1) introduccid6n de una insaturacién A® (es decir, un enlace doble
en la posicién 1,2) con oxidacién simultéanea de un 3*hldi*Mrilo,

cuando se halla presente, mediante la accidn de un microorganismo

deshidrogenante, como los antes descritos,para producir un sistema

1,4-dieno-3-ceto;

(2) introduccién de un grupo lla-hidroxilo o un grupo llp-hidroxilo
mediante la accién de un microorganismo ll-hidroxilante del tipo
del Rhizopus nigricans y Curvularia lunata; y

(3) introduccién de un grupo 2l-hidroxilo mediante la accién de un



miembro del género Ophiobolus.

Los drdenes de sucesidn de estas tres transformaciomes microbioldgicas

pueden variarse y pueden ser, por ejemplo (1), (2), {3); (2), (1), (2)s
(1), (3)y (2)3 8 (3)s (1), (2). '

81 se va a producir l-dehidrocortisona, entonces en cualquier punto
despuds de la introduccién del grupe 1l-hidroxile se oxida el compuesto in-
termedio, por ejemplo, con écido crémico en piridina, de preferencia a la
temperatura ambiente o mis haja, paras convertir el ll-hidroxilo en oxigeno
cetdnico. Sin embargo, cuando el 1l-hidroxilo tiene la configuracién B, y
se desea obtener un derivedo l-dehidro de la hidrocortisona, puede omitirse
el paso de oxidacién. |

La introduccién de un llo~hidroxile, como se ha indicado antes, se
efectiia de preferencia mediznte la accidn de un cultivo (o de la sustancia

enzimdtica separads) de Rhizopus nigricans, de la manera que describe la

patente estadounidense Wo. 2.602.769, de fecha 8 de i,julio de 1952, concedida
a Murray y otro inventor; si bien la introduceidn del grupo 11B-hidroxilo se
efectia de preferencia con un cultivo (o la sustancia enzimbtica separads de

un cultivo) de Curvularia lunata, segin se describe en la patente estado-

unidense Wo. 2.658,023, de fecha 3 de noviembre de 1953, concedida a Shull
y otro inventor, Sin emdargo, pueden emplearse otros organismos lla~hi-
droxilantes, como el Aspergillus niger, Rhigopus arfhizus y otros organismos
‘seme Jantes; auncue pueden emplearse también otros organismos fB~-hidroxilantes,
como la Cunninghamella blakesleeana y otros andlogos.

¥l grupo 21-hidroxilo se introduce en la moléecula esteroide por medio

de un organismo hidroxilante del géneroQphiobolus, de preferencia, el
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O. herbotrichus de la manera descrita por Meystre y otro investigador en
Helvética Chin. Acta 1948 (1934).

La- deehidrogenacién del anillo A del compuesto esteroide para introdu-
cir un enlace doble se realiza por medio de un organismo deshidrogenante,
tal como uno de los antes descritos. Este paso de deshidrogenad” puede
aplicarse al compuesto inicial o en cualquier punto intermedio del proceso

completo.

Los diversos ordenes de sucesian antes indicados pueden representarse

por las siguientes ecuaciones:

VIA A:
17-hidroxi 1,4**pregnadieno- 1.4-pregnadieno-
progesterona Ila, 17ch-diol-3,20-diona Ila, 17u,21-triol-3,20- diona
ic 71 111c n VHa
i V4 AN |
1,4-pregnadieno- |, 4 -prexgraglddeno- 1.4-pregnadieno-17a, 21-
17a”™-0l-3.20-diona 17an-01-3,I1,20-triona diol-3,I1,20-trio™
lic Ve Ha
5-pregnen- ., 4-pregnadieno- 1.4- pregnadieno-Illp,17a,,21-
3.1?7a-diol-20-ona Ilp,17c~diol-3,20-diona triol-3,20-diona
1"c Ve Illa
VIA B:
4-pregneno-lla,l7a-
diol-3'20-diona Ml e ) VHa
Vic ) J
4-pregneno-17a- 4 !
0l-3H 1.20-triona A 7 Ha
Villc '|' T
T 1
4-pregneno-llp,17ar- t
diol*3'20-diona Ve Illa

Vilc
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En el primer orden de sucesién (Vie A), 170~hidroxiprogesterona (Ic),
o 5-pregnenc-3,17a~diol-20-ona (I'c) es transformada fécilmente por la
accién del C, simplex o §. hoazii en 1,4~pregnadienc~l7a~01-3,20-d1iona {Ilc).
Te hidroxilacibn de IIc por el Rhizopus nigricans (de la manera descrita en
la patente estadounidense ¥o, 2.602.769) produce el compuesto IIle, Par

otra parte la hidroxilacibn de IIc con la Curvularia lunate (siguiendo el

método descrito en la patente estadounidense No. 2.658.023) da el compuesto
IVe,

Otros organismos lla~hidrexilantes, como el Aspergillus ni er.r
Rhizopus arrhizus, etc., son iguslmente eficaces para la transformacidén de
IIc en Illo; si bien pueden emplearse otros organismos 11B~hidroxilantes,
como la Cunninchamella blskesleeana, para comvertir IIc em IVe. ¥l IIIc §
el IVc puede oxidarse, convirtiéndose en Vc, mediante la accién de un
agente oxidente suave, como el reactivopiridina~Acido crémico. Ia hidroxi-
lacidn de IIlc, IVe, o Ve en la posicién 21 se efectia, por ejemplo, por
medio del Ophiobolus herbotrichus, produciendo respectivamente Vila, IVa o
Ila (véase la Hoja 1). Tanto VIIa como IIIm (de preferencia en forma de
sus 2l-acetatos 1 otros 21-&steres de alcano{los inferiores) pueden conver-
tirse en Ila por medio de oxidecién suave con el reactivopiridina~édcide
crémico‘ Bl grupo éster puede saponificarsé subsiguientemente. por ejemple
sometiéndose a refludo con una solucién alcohélica de bicarbonato de potasio.

En el segundo orden de sucesién (Via B), se invierte el orden de los
pasos (1) y (a) (enumérados arriva), dando por res:ltado la produccién de
los tres nuevos compuestos intermedios, Vie, VIIc ¥y VIIIec, 8in em‘bargo.

los pasos individuales son los mismos y los productos finales son asimismo
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ieuales,

Como se verd al punto por las ecuaciones arrida indicadas, los com—
puéstos Il¥c, IVc y Vc se producen en ambos drdenes de sucesidn; estos
compuestos representan productos intermedios importantes para la fabrica-
cidn de los derivados A'-dehidro de la cortisona e hidrocortisona. Estén
comprendidos en la férmula X (Hoja 2), en la fue X es =0, B~OH,H o a~OH,H.

C. Conversidn de desoxlcorticosterona Yy _S~pregneno-3,21-di01-20-ona y sus

8steres en l-dehidrogortisona y l-dehidrocortisol

los productos finales preferidos, a saber, l-dehidrocortisona y 1-

dehidrocortisol, y sus ésteres, pueden obtenerse trmbién de la desoxi-

corticosterona (Id, abajo) (U~pregnenc-21-o0l-3,20~diona) y de la 5-pregneno-

3,21~di01~20~0na, y sus ésteres, mediante una combinacidn de ciertos pasos
gue se describen a continuacién, con el paso que consiste en introducir el
17a~hidroxilo por medio de un microorganismo l7a-hidroxilante, como, por
eJjemplo, un microorganiemo escogido de entre el géﬁero Trichothecium,
ebarcando también el proceso el paso de oxidacién de un llo~hidroxilo o

un 11f-hidrexilo, introducido durante el proceso, cuando el producto final
que se desea es la l~dehidrocortisona,

Los diversos pasos pueden emplearse en cualquier orden de sucesibn que
se desee, sblo aue el paso de oxidacién quimica debe efectuarse despuds del
proceso microbioldgico que introduce el ll-hidroxilo.

las transformaciones microbiolédgicas corresponden a trea tipos, y son
las siguientes:

(1) introduccidn de una insaturacidn A1 {es decir, un enlace dohle en

la posicién 1,2) con oxidacidn simultdnea de un 3-hidroxilo, cuando se halla
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presente, o hidrélisis de un j-éster segulda de oxidacién del 3-hidroxilo
resultante, mediante la accidn de un microorganismo deshidrogenizante;
(2) introduccidn de un grapo lla~hidroxilo o un grupe 1lB~hidroxilo

mediante la accidn de un organismo del tipo Rhizopus nigricans o del tipo

Curvularia lunata; y

(3) introduccién de un grupo l7a~hidroxilo por la accidn de un cultive

de un microorganismo hidroxilante escogido de entre el género Trichothecium,

1 orden de sucesidn de estas tres transformaciones microbloldglcas
puede variarse a voluntad y puede ser (1), (2), (3); o (2)» (2)s (3)s 0
(1), (3 (2); o (3)s (1)y (2)s Si se va a prodacir l-dehidrocortisona o
los ésteres de la misma entonces en cualquier punto después de la intro-
duceibn del grupo ll-hidroxilo se oxida el compuesto intermedio, de pre-
ferencia en la forma de su 21~éster, por ejemplo, cSn tridxido de cromo a
bajas temperaturas, para convertir el ll-hidroxile én ox{geno cetdnico.
 Pero cuando el ll-hidroxilo tiene la configuracién B, y se desea obtener
el derivado Al de hidrocortisona, puede omitirse el paso de oxidacién.

El grupo l7x~hidroxilo se une por medio de un organismo hidroxilante
escogido de entre el género Trichothecium, y de preferencia, el T. roseum,
de la menera y con el aparato descritos por Meystre y otro investigador en
Helvetica Chim., Acta, 37, 1548 (1954). .

DBespués de completarse la deshidrogenacidén del anille A, que puede
efectuarse mediante hidrédlisis parcial o completa cuando se emplean mono-
ésteres o polidésteres, pueden obtenerse los productos de reaccidn de la
meszcla mediante extraccidén con un disolvente inmiscibla éon agua adecuado,

filtracidn, adsorcidn en un adsorbente adecuado o por uno de los demés
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procedimientos cominmente empleados en el arte, ixabiéndose indicado antes
los disolventes adecuados para ecste fin,

los grupos éster pueden ser los mismos que se han indicado arriba.
Los productos finales, si contienen un 2l-hidroxllo libre, pueden convertir-
se en sus correspondientes ésteres por procédimientos conocidos, por ejemplo,
pueden convertirse en ésteres alcanocices inferiores y especialmente en sus
ésteres de Acido acético,

Log diferentes drieres de sacesidn en Gue puéde llevarse a cabo esta

modificacidn de nuestro procedir.iento se ilustran por medio del siguiente

Plan:
vIia Q:
b-presneno~21l-ol= 1,4pragnsdieno~-lia,21- 1,4~pregnadieno—
3,20-diona diol-3,20-diona ———311a,170,21-triol~

Id A il14 "3320~diona

i l Vila J/

1,4~pregnadienc— 1,4-pregnadieno~2l-ol-~ 1,4-nregnadieno~-17a,21~
21-01-3,2C~diona 3,11,20~triona 3 diol-3,11,20~-triona

~ Va4 Ils

I1d
1

s-pregneno~2,21-diol- > 1,4~pregnadienoc-118,21~ 1,4-pregnadieno~

20-ona diol~3,20-diona —_—3 118,17a,21=triol=
Itd Ivs 3,20~diona
Illa
YIA D¢
Yepregneno-lla,y2l=- .
diol~-3,20~diona —  IIId - > TVila

VIid \L l '
yd Yepregnenc~-21~0l- N
1a 3,11,20-trions ———>3 V& e .5 Ila

.\j VIII4d T T T

4pregnenc~118,21-
diol-3,20~diona > IVd ——D I1la

VIiid

s ——s
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En el plan arriba indicade, los compuestos IIId, IVd, Vid, VIId, IIIa
¥ Vila se hen presentado, con fines de simplificacidn, como 2i-alcoholes
libres, pero en la practica real preferimos esterificar el grupo 21-0H, por
ejemplo, con un agente alcancilante inferlor, antés de oxidarlos para formar
los compuestos Vd, VIIIA y Ila, hidrolizéndose el grupo &ster luego, en
cualquier momento. In el casc de los compuestos VIA y ViId, la hidrdlisis
puede efectuarse simultdneamente con la introduccilén del enlace doble A1

por medic del Corynebacterium u otre cultivo deshidronizante.

Tn el primer orden de sucesidn (Via C), la desoxicorticosterona (1a)
se transforma ficilmente por la accifn del . simplex en 1,4-pregnadieno~21-
01-3,20~diona (ITd), que se forma también mediante tratamiento seme Jante
de la S~pregneno~3,2lwdiole20-ona {I'd)., Ia hidrolizacibn de IId por
medio del Rhizopus nigricams produce I1ld, Por otra parte, la hidroxil-
acién de 114 con Curvularia lunats produce IVd. Uno u otro de estos
procesos de hidroxilacifén puede llevarse a cabo con facilidad.

Como se ha indicado antes, los organismos lla~hidroxilantes, como el
Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus, etc, son igualmente eficaces para
transformar II4d en IIId; mientras que otros organismos 11B-hidroxilantes,
tal como la Cunninghamells blakesleeana, puede emplearse para convertif Ild
en Nd_. Ya sea el IIXd § el IVd, o, de preferencia, sus 2l-acetatos u otros
ésteres alcanoflos inferiores pueden oxidarse, convirtiéndose en Vd 0 en su
correspondiente fster, mediante la accifn de un agente oxidante suave, tal
como el reactivo piridine-&cido crémico. Ia hidrolizacibm deIrld, IVd o
Yd en 17, se efectia con el T, roseum, obteniéndose, respectivamente, Vila,

Illa o0 Ila. Tanto VIla como IIYa {0, de preferencié. sus 2l-acetatos) pueden
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convertirse en Ha. mediante oxidacion moderada con el reactivo p~rldinn< (Tcidc
crémico.

in el segundo orden de secesion (Via D). el compuesto inicial (1d) se
Il1-hidroxila primero y luego se deshidrogena en el anillo A, dando por resul-
tado la produccién de tres nuevos compuestos intermedios. Vid, VHd y VIIId,
Sin embargo, el producto final sigue siendo igual, y lo mismo puede decirse

de los procedimientos empleados.

D. Conversion de la 16-dehidropregnenolona y sus asteres y la

16-dehidroprogesterona en l-dehidrocortisona y l-dehidrocortisol.

De acuerdo con el invento es posible también convertir la 1é-dehidro-
pregnenolona (le), que es relativamente barata y ficil de conseguir, y sus
Osteres, lo mismo que la 16-dehidroprogesterona (lile) en las sustancias
horménicas corticales, de gran actividad: |1,4-pregnadieno-11(3,17a.,21-triol-
3.20-diona (l-dehidrocortisol) y 1,4-pregnadieno-17a,,21-diol-3,11,20-triona
(I-dehidrocortisona) y sus Osteres, tales con sus asteres de alcanoilos
inferiores mediante un ndmero relativamente pequeHo de operaciones quimicas y
bioquimicas, en el curso de las cuales se obtienen nuevos compuestos inter-
medios. Estas operaciones comprenden:

(@) conversion del sistema 3—hidroxi—A3 en el sistema 3—ceto—A4

(en el caso de la 16-dehidro-pregnenolona):

(b) introduccién de un 17a-hidroxilo por conducto del 16,17-epéxido;

() introduccién da un grupo 2l-hidroxilo por la accién de un miembro

del género Ophiobolus, por ejemplo, O. herbotrichus;

(d) introduccién de un grupo llct-hidroxilo u lip-hidroxilc por la

accion de un microorganismo apropiado, segdn se ha descrito antes; ?
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(e) introducoién del enlace doble A™ por medio del Corynebascterium

simplex u otros microorganismos deshidrogenantes que funcionan de
modo anélogo, segdn se ha descrito arriva.

la oxidaciln del grupo 3-hidroxilo de la 16~ dehidropregnenclona (Ie)
puede realizarse mediante la reaccifn de Oppenaner o por cuidadose oxidacién
con &cido crémico a la temperatura ambiente o a una temperatura inferior a
8sta, pero preferimos efectuar tal oxidacién similtfneamente con la introduc-
cifn del enlace doble A1 medlante tratamiento con tm‘ cultivo de un micro-
organismo deshidrogenante o con un extracto enzimitico de tal cultivo, segin
se ha descrito antes con mis amplitud, pero tal tratamiento debe hacerse
a continuacidn de la adicifn de un grupo hidroxilo en una o més de las
posiciones 11,17 y 21, pues de lo contarioc los rendimientos son deficientes.
Si se desea, pueden emplearse ésteres, tales como &steres de alcanoflos
inferiores de la 15-dehidropregnenolona, como compusstos iniciales pars esta
conversién microbdioldgica., lea introduccién del grupo 17c~hidroxilo puede
efectuarse mediante tratamiento con un perficido, tal como el &cido perif-
télico o el fcido perbenzoico, obteniéndose el 16,17-epéxido intermedio.
Bste Gltimo se somete de preferencia a la accién de yoduro de hidrfgeno
mezclado con fcido acético y anhfdrido ac8tico, obteniéndose el compuesto
16~yodo-17c-hidroxi. TIuego se quita el &tomo de yod.o mediante reflujo del
compuesto disuelto en un alcohol aliffitico inferior, como el etanol, y que
contiene una pequefla cantidad de un 4cido orgénica, como el &cido acético,
en presencia del catalisador de nf{quel de Raney. En esta reaccibn el
hiar8geno adsorbido en el catalisador actfa reemplagzando el grupo yodo con

hidrbgeno.
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El grupo 2I-hidroxilo se introduce de la manera ya descrita, sometiendo
el compuesto 2l-metilo a la accion de un cultivo de un miembro del genero
Ophiobolus: si bien la introduccién del llct-hidroxilo o del 118-hidroxilo
se efectda también bioquimicamente, segan se ha descrito en relacién con otros
compuestos indicados antes. Hemos descubierto que el grupo lip-hidroxilo puede
introducirse en las posiciones deseadas aun en el caso de los 1,16-pregnadienos
y 1,4-pregnadienos y de los 1,4,16-pregnatrienos y en el caso de los 1,4-
pregnadlenos, también el llar-hidroxilo, sin que se sature ninguno de los
enlaces dobles.

El paso de deshidrogenacién mediante el cual se introduce un enlace
doble en la posicién 1 del compuesto pregneno se efectda sometiendo el compuesto
inicial, de preferencia después de la hidroxilacién antes indicada, a la
accién de un organismo deshidrogenante, tal como se ha descrito arriba. Los
cultivos de los microorganismos deshidrogenantes son capaces de introducir un
enlace doble A™ aunque la molécula del esteroide contenga ya un enlace doble
en y también un enlace doble ligado al C/. Como ocurre con los otros
compuestos indiciales antes descritos, el cultivo es capaz no solo de intro-
ducir un enlace doble sino también de oxidar un grupo 3-hidroxilo, convirti-
éndolo en un grupo ceto con el traspado simultaneo de un enlace doble 5*6 * 1=
posicién 4,3; y en ciertas condiciones se puede efectuar también la oxidacioén
de un grupo 20-hidroxilo, convirtiéndolo en un grupo 20-ceto. Cuando el
compuesto en que se opera tiene un grupo éster en las posiciones 3 é 21,
tal grupo éster se hidroliza, facilitandose generalmente la hidrolisis del

grupo Cg~-éatér con un pH de 6,8 a 7*It y una temperatura como de 26 a

29° C.
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Cuando el producto final va a ser l-dehidrocortisona preferimos intro-
ducir un grupo lla-hidroxilo en vez de un grupo HP-hidroxilo, pues el grupo
llatr-hidrcotilo en general puede introducirse mas facilmente y oxidarse luego
para convertirlo en un grnpo 1l-ceto. Cuando el HP-hidroxilo se introduce
en la molécula esteroide, tal grupo puede retenerse inalterado en el producto
final, dando el derivado A”-dehidro de la hidrocortisona, que es asimismo
sumamente activo.

Los compuestos intermedios nue abarca el presente invento para la pre-
paracién de los derivados A™ de la cortisona, hidrocortisona y sus esteres,
y que se preparan de acuerdo con la modificacién de nuestro método que ahora
se describe, tienen las estructuras indicadas en las féormulas VIII y IX

/OH(a o p) N
' mientras

(Hoja 2)’. En estas formulas, X corresponde a H2' O
que R representa H, OHu O-acilo, siendo el grupo acilico en cada caso el de
un acido organico carboxilico, pero de preferencia un acido alcanoico inferior,
como el acido férmico, acético, propiénico, butirico, valérico o caproico, si
bien tampoco se excluyen otros &cidos, como los &cidos alcanoicos y aromati-
cos substituidos, v.g., el acido ciclohexilacético, ciclopentilpropi6nico vy
benzoico.

Los compuestos en que X representa un hidroxilo y R un grupo acilo se
preparan esterificando la 16,17-oxido-l,4-pregnadieno-Il,21-diol-3,20-diona
para obtener el 21-4ster como paso preliminar a la oxidacién del 1l1-hidroxilo,
después de lo cual se abre el anillo oxido con HI o HBr para formar la 16,17-
halohidrina; el halégeno se quita luego con nigquel da Jhmey o con hidrégeno

en presencia de paladio en un catalizador de carb6n vegetal. La hidrdélisis

del grupo 21-éster puede efectuarse en cualauier momento después de la
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oxidacion.
Como se ha indicado ya, los varios pasos que intervienen en esta forma

de nuestro método pueden realizarse en diversos O&rdenes de sucesion, de loa

cuales se indican algunos en el siguiente plan:

3-pregneno-3'H(c: o P),
17a*21-tetro 1-20 -ona

Xllle I
16,17-epoxi-3-pregneno- 16,17-epoxi-4—
3,ll(o, o P),21-triol- pregneno-li(a. o P),
20-ona . 2]-diol-3,20-diona

IHe ~ XVe

l-dehidrocortisona 1,4-pregnadieno- 4-pregneno- ~ 4-pregneno-

1la Il(a o p), 17a,21-~* I(n o p),17an~"i:7a,21-diol-
triol-3,20-diona 21-triol-3,20- 3,20-diona
Xe diona Ville
1Xe

La mayoria de estos pasos son completamente independientes uno de otro,
de modo que el orden de sucesién de las operaciones puede cambiarse con 4xito

en diversidad de maneras. Pro ejemplo, el compuesto le puede convertirse

-31-



primero en 16,17-epoxi-pregnenolona (lie), y luego en 16,l7-epoxi-progesterona
(IVe) o bien puede convertirse en 16-dehidroprogesterona (lile) y luego en
IVe. Cualquiera de estos compuestos intermedios conocidos (lie, Ule, 1Ve)
puede hidroxilarse en. la posicion 11 (ya sea a o P) y en la posicion 21, y
deshidrogenarse, convirtiéndose en el sistema 3-ceto-A”~'~-dieno. y estas

tres transformaciones pueden efectuarse en cualquier orden de sucesién, solo
gue la hidroxilacion o epoxilacién preferiblemente precede al tratamiento

con el microorganismo deshidrogenante. EI compuesto U le, que contiene un
enlace doble A*~, se convierte en el 16,17-ep6xido (IVe) mediante procedi-
mientos usuales (ya sea empleando perecidos o peréxido de hidrégeno alcalino).
El compuesto IVe se trata luego con un &acido para abrir el anillo oxido y
formar 17a<-hiadroxiprogesterona (Vlle). Esta uGltima se trata con un cultivo
de un microorganismo 2l1-hidroxilante, obteniéndose Vlille; este compuesto
puede l1ll-hidroxilarse para formar el compuesto IXe, EI compuesto IXe se
trata luego con un cultivo de un microorganismo deshidrogenante para formar
el compuesto 1,4-pregnadieno (Xe), que se oxida después para transformarlo

en l-dehiarocortisona (l1la).

El compuesto Xe puede producirse ll-hidroxilando el compuesto 16,17-
epoxi lie, obteniéndose Xle, que luego se 21--hidroxila para producir el com-
puesto Xlle. EI anillo epo6xido de este Ultimo compuesto se abre para intro-
ducir el grupo 17a-hidroxilo, como se indica en el compuesto Xllle, oue puede
oxidarse quimicamente para convertir el 3**hi~roxilo en oxigeno ceténico, ob-
teniéndose 1Xe, que luego se deshidrogena, convirtiéndose en Xe, o bien el
compuesto Xllle puede tratarse inmediatamente con el microorganismo deshidro-

genante, produciendo Xe directamente.
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IVe
Como indica ademés el diagrama, el compuesto/puede 1l-hidroxilarse (XIVe)

¥ £1~hidroxilarse para que dé el compuesto X¥Ve, ZXste dltimo se trata luego
con el fin de abrir el anille 16,17-epbxido y obtener el compuesto IXe, que
luego se deshidrogena, convirtiéndose en Xe., Il diagrama muestra sdemds varias
otras transformaciones que se comprenderdn ficilmente por la descripcién que
antecede;

o importa en qué punto del proceso se abre el anillo 16,17~-epéxido, por
ojemplo, por medio de yodure de hidrdgeno (EB!), dando el grupo l7a~hidroxilo,
0 en qué punto se oxida el ll-hidroxilo para convcrti;se en ll-cetona,
siempre que en el cursc de estas reacciones cualesquiera hidroxilos presentes
en lae posiciones 3 y 21 ostén protegidos por grupos éster gque puedan quitarse
postertormente. !

Z. la convorsifn de 1,4=progmadieno=l7a,21-3101-3,20~diona y sus ésteres en

l-dchidrocortisona y l-dehidrocortisol y sus ésteres.

) Un ejemplo del empleo de un compuesto iniclal que tiene ya la estructura
A-ceto-l,4-pregnadienoc para la preparacién de l-dehidrocortisona y l-dehldro-
cortisol y sus ésteres es la 1,4~pregnadieno-17a,21-d10l-3,20-diona (el deri-
vado l=dehidro del Compuesto S de Reichstein) que puede fabricarse con el
Compuesto §, ya sea quimicamente (véase la patente estadounidense No.
2,579.479, de 25 do diciembre de 1951, concedida a Djerassi y otros), o
medisnte tratamiento con un microorganismo deshidrogenante, segin se ha des-
crito antes.

Hemos descublerto que los eunltivos de microorganismos, o sus enzimas

separadas, que paseen la conocida propiedad de introducir un grupo hidroxilo

en la posicién 11 de pregnanos saturados o me tienen una sola ingaturaciébn,
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y en la posicién lia v IIP, son capaces de introducir tal grupo 1l-hidroxilo
también en los 1,4-pregnadienos, que no estan substituidos en tal posicion;
y que el sistema conjugado de enlaces dobles del anillo A no es modificado
por tales microorganismos. De ese modo pueden prepararse la l-dehidrocorti-
sona y el l-dehidrocortisol de una manera simple cuando se dispone del
derivado A”~-dehidro del Compuesto S.

De acuerdo con la presente modificacién de nuestro método, y segun
hemos descubierto, la |, 4-pregnadieno-17m,21-diol-3,20-diona y sus 21-ésteres
(if, que se indica luego) pueden convertirse, a pesar de la presencia de la
insaturacion doble en el anillo A, en el correspondiente compuesto 11-
hidroxilo, mediante tratamiento con diversos microorganismos 1l1-hidroxilantes
conocidos. Asi, por ejemplo, el compuesto If puede llar-hidroxilarse por la
acciéon de uno de los diversos organismos lla-hidroxilantes conocidos, como
el Rhizcpus arrhizus, Bhizopus delmar, Bhizopus nigricans, Bhizopus reflexus,
Aspergillus niger, Phycomyces blakesleeanus, produciendo IIf; o bien puede
llp-hidroxilarse mediante la accion de la Cunninghamella blakesleeana,
Curvularia lunata o uno de los otros organismos llp-hidroxilantes conocidos,
produciendo Illa o 111b. TI producto de la Illa-hidroxilacion, 11f, en forma
de su 21-éster, de preferencia el acetato, se oxida luego por la accién del
acido cromico en solucion de piridina o por medio de otros agentes oxidantes
moderados de potencial equivalente, convirtiéndose en 2l-acetato de 1,4-
pregnadieno-17&,21-diol-3,I,20-triona (11b), que puede hidrolizarse facil-
mente, convirtiéndose en el compuesto 21-OH (I-dehidrocortisona) (lia).

El producto de la hidrdélisis IIP es el 21-éster 6e la I-dehidrocortisona

(111b), que puede oxidarse y convertirse en el 2l-acetato de l-dehidro-
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cortisona, efectudndose a continuacifn la hidrélisis del 21-éster.
Las reacciones cque intervienen en este procedimiento las indica el
siguiente plan:

1,4~pregnadieno~17a,21~diol 1,4-pregnadienc-1le,17a, 21~
3,20-diona o el 2l-éster -———=—-)triol-3,20~diona o el 2l-éster

1l |

1, 4=pregnadienoc~118,17a,21~ 1,4~pregnadienc-17a,21-diol~
tricl-3,20~diona o el 21-éster—-3 3,11,20~triona o el 2l-éster
I1Ia o IIIb Ila o IIv

S1 If estd en forma del 2l-alcohol livre, luego, después de la 11~
hidroxilacién, se convierte por intermediacién en el 21-8ster con
enterioridad a la oxidacidn. E1 radical acilo, como se ha indicado antes,
es de preferencia el del Acide acdtico, pero puede ser tarbion el de otros
écidos grasos inferiores, como el &cido férmico, propidnico, butirico,
valérico o succi{nico, o el de Acidos arcmiticos, como el &cido henzoico,
salic{lico, ftalico y veritrice. ¥n el casc de los dcidos dibdsicos, el
8ster estd de preferencia en forme de un medio éster. Si se desea, el
grupo acilo puede hidrolizarse, por ejemplo, mediante calentamiento con
una solucidn alcohdlica de bicarbonato de potasio,

F, Introduccidn de insaturacidn en el anillo A por medios gufmicos

Resulta evidente por la descripcidn que antecede que los microorganismes

deshidrogenantes pueden efectuar una sola insaturacidn del anillo A 6 una

insaturacién doble, como en el caso de los compuestos S5~pregneno-3-ol (o sus

ésteres, que se hidrolizan convirtiéndose en los compuestos 3~OH libres), en

los que al oxidarse el grupo 3~0H y convertirse en un grupe ceto, se hace

que el enlace doble 5,6 cambie & la posicién 4,5. Sin embargo, pueden
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introducirse también uno o los dos enlaces dobles eﬁ el anillo A por medios
pursmente quimicos,

Por ejemplo, hemos visto que los 2l-8steres de la pregnano=17a,21l=diol-
3411,20-triona (Ig, indicado abajo) y asimismo el 2l-éster y los 11,21~
difsteres de la pregnano-1l{(o o B),17@.21-tr101—3.20-diona (compuesto Ilg,
13B0H) puede halogenarse en las posiclones 2 y 4 mediante tratamiento con
un haldgeno que tenga un peso atémice superior al dél fldor, para producir
los correspondientes 2,U4-dihalogenuros con rendimiento satisfactorioc., lLa
esteriﬁicaci&n. especialmente del 11f-~hidroxilo, aumenta el rendimiento. la
halogenacidén en las dos posiciones puede llevarse a cabo en uno o en dos
pasos, ¥y en este (ltimo casoc, pueden emplearse haldgenos diferentes, como
el cloro y el bromo, Bl dihalogenuro se trata luego con un agente deshidro-
halogenante a fin dé introducir dos enlaces dobles en el anillo A en las
posicionés 1,2 y 4,5, produciéndose ITb, IIIb (21-éster u 11B,21-didster),

o VIIb (Eoja 1). El éster dieno resultante, si se desea, puede hidrolizarse
entences de manera cemocida cop un fcide o una base, a fin de producir el
aleconol primarioc de les dienos {Ila, Illa o VIIa).;

Preferimos emplear el bromo como agente halogenante y por lo tanto esta
modificacidn del invento se describird mds smpliamente en relacidén con el
empleo de tal halfgeno, Al reaccionar con el bromo, se obtienen los 2,4~
dibromuros de los 21-ésteres de la pregnano—l?a.21-&101-3,11.20—triona ¥
de la pregnano~1l,17a,2l1-triol~3,20-diona, Preferimos efectuar la deshidro-
bromeeidn mediante reflujo con colidina, seguida de separacién ciomato—
gréfica o de otra clase del 21-8ster de l,4-dieno. FEn lugar de la colidina

pueden emplearse otras bases orginicas de alto punto de ebullicifn, como la
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quinaldina y la dimetilanilina.

Tuestro método es aplicable a la serie del pregmano alo, as{ como a la
serie normal. Asi, por ejemplo, la didbromacién del 2l-acetato de la alo-
pregnanc-17a,21-di01=3,11,20-triona y del 2l-acetato de la alo~pregnano-
11B,17a,21~triol-3,20~3iona, produce los correspondientes dibromurcs (IIlg
¥y 11I'g) aue al deshldrobromarse da los 2l-acetatos de los dienos II y III
respectivamente,

Los dienos de los esteroidces llo-hidroxilados pueden prepararse de la
misma manera. La dibromacién del 2l-acetato de la pregnano-lla,l7a.2l-triol-
3,20~dione da el correspondiente 2,4-dibromaro (IVg) que, al deshidrobromar-
se produce el 2i-acetato de 1,4-pregnadieno-lla,l7a,21-triol-3,20-diona
(VITv). 1la oxidacién de VIID da IIb (R = acetilo) con buen rendimiento,

La hidrflisis de ITb produce IIa.
Las reacciones que intervienen en este procedimiento quimico se ilustrar

t{picamente por medio de lae siguientes ecuasiones:
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(1) 21-éster de ' 21-8ster de

Bro
Pregnano-17a,21- 5 compuesto 1,4-presnadieno- 3 IIa
diol~3,11,20~ 2, 4=dibromo 170,21~di0l-3,11,
triona 20-triona
Iz I»
(2) 21-éster e Brp 2l-éster de
precnano~l11Bg,17a S compuesto 3 1,4-pregnadieno > I
21-triol=3,20- 2,4=-dibromo 118,170,21-triol- Iia
diona 3,20-diona
Iiz IITh
(3) 21-éster de 2,4~ (4) 21-éster de 2,4-
dibromo-alo-pregaano dibromo~alo~pregnano~ 111
17a,21-d101-3,11,20~ 7 LIV 118,17a,21-triol- ?
triona 3,20~diona
I1lz Ill'g
(5) 21-éster de 2,4~ 21-8ster de 1yk=  groq
dibromo-pregnano- \, - prescnadieno- s o 3
llasl7ay2l=triol~- < 1loul7a,21-triol- » 11D I
3,20-diona 3,20~diona
Ivg VIIb

Los nuevos compuestos intermedios obtenidos mediante este procedimiento
quimico estdn representados por la férmula XI (Hoja 2),» en donde X es =0, o
0.08{c 0 B) ¥ R es H o un radical alcanoflo inferior. ¥l ndcleo del preznano
puede ser el normal o tener la configuracién alo., Tanto los lla~hidroxiloes
como los 11B-hidroxilos pueden oxidarse para formar oxijeno cetémico, antes o
después de la hidrolisis, Si bien pueden emplearserdiversos agentes oxidantes
hemos visto que el Acido crémico es un azente eficaz y barato para este fin.

la bromacibn del compuesto inicial, que es de preferencia un 2l1-&ster,
se lleva a cabo en Acildo acdtico u otro disolvente orgénico virtualmente an~
hidro, que sea inerte respecto del bromo. No es necesario purificar el
divromuro as{ formado antes de la reaccién con el agzente deshidrobromante
gue, como se ha indicado antes, es de preferencia una base orgénica de

alto punto de ebullicidn, siendo 1la colidins la més adecuada por regla
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general, Il éster de doble insaturacién resultante puede, si se desea,
hidroligarse entonces con una base de metal alcalina, como carbonatos, bi-
carbonatos e hidrdxidos de metal alemlino de manera conocida en un dlsoi—
vente neutro adecuado, como el alcohol metflico y el alcohol etilico.

Hemos mostrado antes que el enlace doble 1,2 puede introducirse en las
U~pregneno~3-onas cuya moléculo tiene un grupo hidroxilo en otra parte,
mediante tratamiento con microorganismos deshidrogenantes. De acuerdo con
otro distintivo del presente invento, tal enlace doble 1,2 puede también
introducirse en los pregnencs no saturados por medios quinicos; ademés, el
enlace doble 4,5 puede también introducirse por reacciones puramente
quimicas en los 3-~ceto pregnenos en los que el enlace doble estd situado
en la posicidn 1,2.

Para efectuar la introduccidn del enlace doble 1,2 en los U-pregneno-
3-onas, podemos partir de la 6-bromo-U-pregneno-17e,21-dinl-3,11,20-triona
(Kendall et al., J. Biol, Chem,, 197, 261 (1952) )} y del 1ll-formiato 21~
acetato de 6-bromo-~b~pregneno-11p,17a,21-triol-3,20-diona (de la bromacién,
de acuerdo con Kendall, del ll-formiato 21-acetato de U~pregneno-118,17¢,21-
triol-3,20-dionn) que se tratan con una sal de un metal alcalino de un
Acido alecanoico inferior, de preferercia abetato de sodio o acetato de
potasio. ¥n esta forma se preparan loz respectivos 2-alcanoatos, Puede
enplearse una hidr8lisis moderada con #cidos o bases en soluciones acuosas
o alcohdlicas para.convertir los 2-alcanocatos en los 2-hidroxiesteroides.
la deshidratacidn mediante eliminacién del 2-hidroxilo junto con el
hidrdgeno en el carbone 1 efecta la introduceidn del enlace dobdle 1,2, Las

reacciones que intervienen se indican en la siguiente serie de ecuaciones:
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(1) 21-éster de 6~bromo~l- 2,21+d18ster de U-pregnenc
Pregneno-17a,21-d101-3,11,20- — 3  2,17a,21=triol-3,11,20= ——3

triona triona .
Ih IIn
L4-pregneno~2,17a,21-triol-~
3,11,20~triona S Ila
IITh
{2) 1i1-formiato 2l=-alcanocato de 11-formiato 2l-alcanocato

6~bromo~4-pregneno-11g,17a,21- ——3 de L—-pregneno~2,11B,17a, Y
triol-3,20-diona 21~tetrol-~3,20~diona

Ih Vh
L~pregneno=2,11p,17a,21-~
tetrol-3,20-diona -> Illa

Vih

1as férmulas estructurales de IITh y VIh se indican en XIT y XIII,
Hoja 2. BEn estas férmulas, R representa hidrégeno o un radicél alcanoico
jnferior fcido, ¥n la f8rmula XIII, el grupc 11B-0F puede reemplazarse
por OR.

Pn lugar de deshidratar el compuesto IITh o VIh, los 2,21-diésteres
pueden scmeterse a la accidén de un agente deshidratante. As{, por ejemplo,
el 2,21~diacetato del compuesto IITh puede tratarse con bromuro de hddrégeno
en dcido acético, obteniéndose el 2l-acetato de l-dehidrocortisona.

Tambien puede introducirse el enlace doble 1,2 por medio de un sub-
stituyente hidroxi o aciloxi en el carbén 1 de los 21~-ésteres de la corti-
sona e hidrocortisona, por ejemplo, Ia estructura de estos compuestos se
indica en XIV (Hoja 2), y los compuestos pueien prepararse a base de l-
pregnenos mediante la signiente serie de reaccliones, en las que X corres-

ponde & «0 ¢ H,0B; ¥ Y representa OHw O-acilos
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21-éster de l-pregneno- 21-éster de 1,2-epoxi-lIX-
I1X-17a,21-diol-3,2C-diona —” pregnano-17a,21-diol-3,2C-diona
li Ll

21-éster de 2-brcmo-pregnano- 21-éster de pregnano-IlIX-
IHXx-1,17a,21-triol-3,20-diona— ~ [I,17a.21-triol-3'20-diona
i 1Vi
1,21-diéster de pregnano- 1,21-diéster de 4-bromo-
IIX-1,17a,21-triol-3,20-diona pregnano-l1X-1,17a,21-triol-
Vi 3,20-diona
VIi

1,21-diéster de h-pregneno-
IIX-1,17a,21-triol-3,20-diona I o Il
Vi

los ginpos éster de las ecuaciones arriba indicadas son de preferencia
los de yadicales alcanoicos inferiores. Por ejemplo,al convertir el 21-
acetato de I-pregneno-17a,21-diol-3'l1If20-triona (Hattox y Kendall,
188, 287 (1951)) en 4-pregneno-Il,17a,21-triol-3.H,20-triona y el corres-
pondiente 1,21-diacetato, el compuesto inicial (li) se epoxida por medio de
uno de los "bien conocidos agentes epoxidantes, tal como el acido perbenzoico,
el acido monoperftalico, el acido peracético, etc. En este paso se emplea
de preferencia el acido perbenzoico o el 4cido monoperftalico en un medio
inerte, tal como cloroformo o cloruro de metileno. EI producto de epoxida-
ci$n (ili) se trata luego con un acido halihidrico anhidro, tal como el
bromuro de hidrégeno en cloroformo, yoduro de hidrégeno en acido acético
glacial, etc. La halohidrina resultante (lili), de preferencia la yodo-
hidrina, pero también la bromohidrina, se deshalogena luego con niquel de
Raney en acido acético, o con hidrégeno y un catalizador de paladio en
carbonato de calcio, obteniéndose la pr3gnano-I,17a,21-triol-3*11,20-triona

(iVi). EI compuesto IVi se acila con un anhidrido de un acido alcanoico
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inferior o cloruro &acido* tal como el anhidrido acético en solucién de
piridina, para obtener Vi. De modo alternativo puede prepararse el com-
puesto VI invirtiendo el orden de los Gltimos dos pasos. La bromacién y
deshidrobromacién de Vi produce ell-AAacetato de 4-pregneno-I,17c.,21-
triol-3,11,20-triona (VIlI i) deseado. La bromacion se efectia de preferencia
con bromo en presencia de acetato de sodio para regular la acidez. La des-
hidrobromaciéon se efectlla mas comodamente con la ayuda de semicarbazida.

La semicarbazona resultante se convierte en VIli por la accién del acido
pirdvico.

De manera semejante puede convertirse el compuesto IVi en 2l-acetato
de 4-pregneno-I1,17a,21-triol-3,11,20-triona (VIIli), omitiendo el paso de
acilacién. La bromacién en presencia de acetato de sodio, seguida del
mismo procedimiento de deshidrobromacién efectGa la transformacién deseada.

Los compuestos HP-hitiroxi correspondientes se preparan de la misma
manera, partiendo del 2l-acetato de I-pregneno*-lip,17a,21-triol-3,20-diona.

Los compuestos V Ili, VIIIi y los compuestos llp—hidroxi conexos pueden
tratarse con un acido o base, tal como alimina, Tritén B (hidroxido de
tetrametilamonio), y otras sustancias semejantes, a fin de dividir el 1-
substituyente, obteniéndose las poderosas sustancias antiartriticas Il y
Il (Hoja 1).

&. Substituciéon del halégeno en la posicién 9a

No es necesario para la fabricacién de los compuestos de las formulas
IV y V que los compuestos iniciales contengan el atomo de halégeno (flGor,
cloro o bremo) en la posicién 9.< Este substituyante puede introducirse

en la molécula del esteroide después de la deshidrogenacion del anillo A,
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La substitucidn se realiza comenzando con el compuésto 11{a o B)-hidroxi-
1,4-pregnadienc y convirtiéndolo en 1,4,9(11)~pregnatrieno, que puede tra-
tarse luego de diversas maneras para introducir el halégeno deseado en la
posicién 9o y un 11B-hidroxilec, al mismo tiempo, El 1ll~hidroxile puede
oxidarse entonces en condiciones moderadas para reemplazarlo con un oxigeno
cetdnico y formar la 9o~halégeno-l-dehidrocortisona.

Preferimos emplear como comruesto inicial ya sea la 1,4-pregnadienc~
11B,17as 21-triol-3,20-Giona {III1) o el correspondiente compuesto lla~
hidroxi (1) o sus 21-8steres, Rl cbmpuesto inicial se esterifica primero
(I1Iv) en la posicién 21 (si no es ya un 21-8ster) por tratamiento con un
anh{drido 4cido en piridina o bilen utilizando el cloruro &cido a fin de pro-
ducir, por ejemplo, un éster de alcanoflo inferior, tal como el 2l-acetato
o propionato o cualquier otro éster adecuado, como el 21-ciclopentilpropic-
nato, 2l-enentato y otros sémejantes.- 1a deshidratacién para efectuar la
introduccién del enlace doble 9,11 se realiza cémodamente en el case del com~
puesto IIIb por la accidn del oxiclorure de fésforoc en piridina. Sin em~
bargo, preferimos formar el 1,4,9(11)~trieno tratando el 21-8ster del com-~
puesto lle~hidroxi (YIIb) con cloruro de p~toluenesnlfonilo en Mridina, a
fin de producir el llo~tosilato correspondiente (1la~p-toluenosulfonatoc)
(13)s TPratando este Gltimo compuesto con un compuesto bésico, tal como el
acetato de sodio en écido acédtico (o con acetato de potasio, propionato de
litio y otros semejantes), se efectia la eliminacidn del #cido p-tolueno~
sulfénico, con introduccidn del enlace doble 9(11); En lugar del p~tolueno-
sulfonato puede introducirse, como compuesto intermedio, el correspondiente

metanosulfonato, bencenosulfonato u otros ésteres semejantes del Acido

~43-

i A R gt oA

VAR Mg S e e o



sulfénico. Detas reacciones se indican en el siguiente esguemas

anhidrido 2l-acetato de 1,4,2(11)-
l1-dehidrocortisol _acético S 2l-acetato P0013 5 pregnatrieno~17a,21~

I1la piridina I1lb piridina” d10l-3,20~-diona

I1s A

cloruro de i

1,4-pregnadieno~ p-tolueno~ 2l-acetato de !
lla,17a,2l=triol= __9'21~acetato sulfonile . lloc~p-tolueno calor‘
3,20~diona Vil piridina sulfonato NabOCCES
Yila I CH4U0CH

la estructura de los 1,4,9(11)-pregnatriencs, de los que es un ejemplo
el compuesto I1Jj, se indica en XV (Hoja 2), en donae R representa H o acilo,
de preferencia un alcanoflo inferior,

El trieno (IIj) se trata ahora con un compuesto que proporciona un
bromién, tal como N-bromacetamida o thrumo§uccinimida en Acido perclérico
u otro 4cido fuerte, como el Acido sulfdrico., De ese modo se obtiene el
derivado So~bromo (IIIj). Si se desea introducir fidor o cloro, como
substituyente en la posicidn 9a, el campuesto CSo~bromo (la bromohidrina,
II1j) se deshalogena por la accifn de una base débil, tal cemo el acetato
de potasio o de sodio en un disolvente relativamente neutro, como la acetona
o el alcohol, obteniéndose de ese modo el epdxido IVJ. Tate Gltimo se
somete & la accidn de fluoruro de hidrdgeno anhidro, con lo cual se abre
el anillo epbxido y se introduce un Atomo de fldor 9a, junto con un grupo
11B-hidroxilo, obteniéndose el compuesto V {2 = ?). Empleando cloruro de
hidrdgeno anhidro se forma el Qa~cloro anéiogo, Tste dltimo se puede
hidrolizar para dividir el grupe 2l-acilo y preoducir ei 2l=-alcohol, por

medio de &cido acuoso.

E1 compuesto 9a~fluoro puede scmeterse a oxidacibn moderada, por ejemplo

con Acido crémico en piridina.a la temperatura ambiente, para reemplagar
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el 11B-hidroxilo con ox{geno cetdnico, obteniéndose el compuesto IVh, que
puede hidrolizarse luego con écido, para produciz; la 9a~flnoro-1,4—preszna~
dieno-l7a,21-4i01-3,11,20~triona,

Se prefiere emplear la 1.4-?regnadieno—11u.i7a. 21-triol~3,20-diona,
en ver del compuesto 11B-hidroxi correspondiente como compuesto inicial,
produciéndose este nuevo compuesto lla-hidraxi de lo manera antes deecrita.
Importa que, con anterioridad al tratamiento con el cloruro de p-tolueno—~
sulfonilo, el 21-hidroxilo se proteja selectivamente antes de esterificarse
el grupo llo~hidroxilo con un derivads del Acido sulfdnico. Femos visto
que cuando no se protege el grupo 2l-hidroxilo contra la accién de un
haluro de sulfonilo, como el cloruro p-toluenosulfonilo, se producen
mezclas no rectificables. =En la esterificacién de 1a posicibn 21 preferi-
mos, ademis, emplear un agente acilante suave, como los anhidridos antes
deacr;tos. con lo cual se obtiene una verdadera selectividad y el 11~
hidroxilo cueda sin esterificar,

E. Fabricacién de ésteres con aumento en 1la duracidn de su actividad.

¥l invento tiene también en mira 1a prepéra.cién de los compusstos de
las férmulas II a V en forma de 2l-ésteres aue no se metabolizan rédpidament
en el cuerpo comc los compuestos 2l~nlcohol libres, de modo que la activi-
dad fisiolégica. de los compusstos se mantiene durante un perfodo de tiempo
més prolonzado y de ese modo se disminuye considerablemente la frecueneia
de las inyecciones,

Los &cidos cuyos ésteres poseen, segin se ha visto, un per{odo de
actividad mds largo, son el écido ciclohexanocarbox{lice, el Acido 4-metil-

ciclohexanocarbox{lico, el Acido 3-etil-ciclohexilacético, el 4cido ciclo-
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hexilpropiénico, el écido ciclopentilpropidénico, el dcido fenilacético,

el Acido trimetilacético, el &cido t~butilacético, el cido butoxibutiriec,
el cido etoxicaproice, el dcido metiltiovalérico, el 8cido isopropil-
tioacético, el Acido feniltioac8tico, el &cido caproico, el Acide iso-
but{rico, el &cido endntico, el dcido isocaprflico, el icido ciclohexil-
caproico, el &cido undecilénico, el &cido 2-etilbutfirico, el Acido

téluico y el &cido etoxidenzoico. 7

Hemos visto en particular que los 4cidos de los grupos de los &cidos
ariloxialcanoico y furoico producen una duraciénéde la actividad homonal
notablemente superior, proporcionando asi una terapéutica mds eficasz,
ctmoda y 4til que la que puede obtenerse con las.hormonas madres. Acidos
tpicamente $tiles de estos grupos son: el &cido fenoxiacético, el dcido
p-clorofenoxiacético, el &cido Z.Hiclorofenoxiécético. el &cido 2.4,5-
triclorofenoxiacético, el &cido S5~clorofurcico, el éctdo S-metilfuroico,
el dcido 5-bromofuroico, el dcido 4-bromofenoxiac8tico, el Acido L~metil-
fenoxiacético, el dcido 4-metoxifenoxiacético, el &cido 4-t.-butil-
fenoxiacético, el fcido 5~t.~butilfuroice, el icido fureico y el &cido
fenoxipropidnico, .

Se ha visto cue los ésteres de los Acides mencionados arriba aumentan
la duracién de la actividad, no sélo de la l-dehidrocertisona, l-dehidro-
cortisol, dehidro-9a~halégeno-cortisons y l-dehidro-Sa~haldgeno-cortisol
(en los que el Atomo del haldgeno es cloro o bromo), sino también la de
los compuestos intermedios fisioldgicamente a.ctivﬁs. como 1a l~dehidro-
corticosterona, l-dehidro-ll~desoxi-corticostercna, ledehidro~ll~-desoxi-

cortisona, l-dehidro~-l7-desoxicortisona y l—dehidlro-al dosterona,
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Como ejemplos del sumento de la duracién de la actividad, se ha visto
' que en ratones adrenalectomizados, una inyeccidn de 0,25 mg, de l-dehidro-
cortisona o de l-dehidrocortisol o sus acetatos, causa eosipenia por
espaclo de dos a cuatro dfas. Una inyeccidn similar de 21-(2%,4'~dicloro-
fenoxi-acetato) de ledenidrocortisona dura de 12 a 20 dfas; su 21-(5'-
bromofuroato) dura de 10 a 18 dfas; el 21-furoat6 de 1-dehidrocortisol
dura de 10 a 16 dfas; y su 21{4'~t.-butilfenoxiacetato) dura de 14 & 20
dias, |

En otra prueba, una inyeccidn de 21-(5'~-clorofurocato) de l-dehidro-
cortisona administrada a ratas hizo que el peso de la gléndula timo dis-~
minuyera durante un periodo einco a ocho veces més largo que con la
hormona litre; mientras que el 21—(#'—terciarioQbutilfenoxiacetato) de
1-hidrocortisol proveed la involueibn del timo un tiempo cuatro a seis
veces mds largo que la hormona libre. 3ZBstas pruebas san indicaciones
normales de la actividad glucocorticoide (es decir, antiartritica), De
1gual manera la actividad mineralo-corticoide de las hormonas se aumenta
merced a la esterificacidn con estos Acidos. Asf{, per ejemplo, el 21-(4'~-
clorofenoxiacetato Jde 1-dehidro-ll-desoxicorticoéterona mantiene la vida
de ratones adrenslectomizados cinco a siete veces mis tiempo que la hor-
mona libvre, y el 2l-furoato de l-dehidroaldostiercna mantiene la vida por
términos seis a diez veces més largos que la corfespondiente hormona.

Bn la terapéutica humana, se observe la misma proteccidn de la
hormona contra la destruccidn, con la prolongacidn concomitante de la
duracidn del nivel de actividad terapdutica, Asf, por ejemplo, una o

dos inyecciones por semana de 21-furoato de le-dehidrocortisona o de
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RESROTE, Y

21-(4'~t.-butilfenaxiacetato) de l-dehidrocortisol reemplaza 7 medicaciones

diarias con la homona libre, De manera seme jante, inyecciones de 50 a 100

og. de 21~(5t'-t.-tutilfuroato) de l-dehidrocortisol o de Zl~(4t~clorofenoxi-
acetato) de l-dehidrocortisona tiene una actividad que dura de 7 a 10 dfas,

comparada con la éfi caclia de un dfa de la hormona libre,

Ejemplos especificos de Zl-dsteres de derivados Sa~halégeno de 1a 1-
dehidrocortisona y del l-dehidrocortisol son les 21-(2!'-furocato), 21-[(_5'-
g.-butil)-Z'-furoatoJ + 21-fenaxiacetato y 21-(2t,4' ,5'=triclorofenoxi~
acetato).

Los ésteres pueden a.dministrarse de la manera usual en que se ad-
ministran las hormonas corticales. Asi, por ejemplo, pueden prepararse en
forma de tah®letas con material inerte para administracidn oral o sublingual,
Otra forma comfnmente emplomds es la de un unguento o locidn para uso
t8pico, Generalmente el modo mAs eficaz de administracidn es mediante
inyeccidn intramuscular, sibcutdnea o intra-articular, de soluciones o sus—
pensiones en aceite o medios aciosos. |

Los ésteres pueden Prepararse de varias maner#s. siendo la mas simple
la esterificacidon de las correspondientes hormonas lidbres, por e jemplo, por
tratamiento del hidroxiesteroide con el correspondiente anhidrido écido o
cloruro en presencia o en aisencia de una Tase: o bien mediante tratsmiento
del hidroxiesterolde con el 4cido libre en presencia de un catalizadar écido
en condiciones de deshidratacidn.

Los ésteres pueden prepararse también mediante esterificacifn de los
compuestos intermedios en la preparacién de las hormonas, empleando estos

més bien cue el acetato como grupos protectores. As{, per ejJemplo, en la
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preparacién de la l~dehidrocortisona y del l-~dehidrocortisol per los métodos
quimicos descritos, puede formarse & través de intermedios el Zl-éster de uno
de los &cldos antes mencionados que producen absorecién retardada, antes de la
introduceidn del haldgeno (generalmente bromo) en la posicibn 2 y 4, llevéndo~
se a cabo este procedimiento edmodamente medisnte reaccién del compuesto
21-bromo del esteroide con una sal metflica del dcido. Esto se ilustra por
medio de la ecunacién siguiente. en la que ha de entenderse que el compuesto
pregnanc inicial pusde ser de configuracidn normal o de configuracién alo:
21-bromo- 21-8ster de ' 21-8ster de 1,b-
pregnano-—_llX-l?a.— — pregnano~11x- _ derivado __) pregnadieno=-11¥-
01-3,20-diona 17¢,21=diol~ 2,4=-didromo 17a,21~3i0l~-
3+20=diona 3,20-d1lona

¥n esta ecuacidn, X representa O & H,0H; mlentras que el éster es el de
cualquiera de los &cidos antes descritos que aumenta la duracién de la
actividad del dieno.

Con fines de i1lustracidn se presentan procedimientos detallados para
llevar a cabo las diversas realizaciones del invento en los ejemplos que se
dan a continuacién, describiéndose primero la deshidrogenacién del anillo A
con ayuda de microorganismos.

Bjenpleo 1

Conversidn del Compuesto E en 1,4-pregnadieno—17a,21-diol-3,11,20-triona

De una solucidén de 30 g. de extracto de levadura (Difco) en 3,0 1litros
de agea del tubo aque contiene 13,2 g, de fosfato monobasice de potasio y
26,4 g, de fosfato dibdsico de sodio (pH de la solucién, 6,9) se retiran 27

porciones de 100 ml. cada una, se colocan en frascos de Erlermeyer de 300 ml,

¥ se esterilizan en una antoclave durante 15 minutos a una presidn de vapor de

- e et oo e e 1

T A 81 AR T TN 8 N A Qe T 9



1.055 kilogramo (120° C.) Después de poner el caldo en la autoclave y enfriar-
lo, se pone en cada frasco una suspensién de Corynehacterium simplex (A.T.C.C.
g°46). Los frascos se agitan luego en una mesa agitadora a 220 revoluciones
por minuto y a una tanperatura de 28° C. durante 24 horas.

En cada uno de los 27 frascos de Erlanmeyer se colocan 170 mg. del Com-
puesto E de Kendall. Los frascos y sus contenidos se esterilizan luego a una.
presién de vapor de 1,055 kg. (120° C.). Se agregan luego a cada frasco
3,0 mi. de etanol. EI cultivo bacteriano de 24 hcras se traslada luego en
condiciones asépticas y las suspensiones resultantes se agitan en una mesa
agitadora a 220 revoluciones por minuto y a 28° C. durante 48 horas. EI pH
final es de 7,2.

Se reunen los contenidos de todos los frascos y se hace la extraccion
con un total de 9,0 litros de cloroformo en tres porciones iguales. Los ex-
tractos reunidos se concentran hasta dejar un residuo, que ae cristaliza de
una solucion de acetona y hexano. Se obtiene 1,1 g. de l,4-pregnadieno-17a,21-
diol-3.11,20-triona, con punto de fusién de 210 a 215° (dése.). Varias re-
cristalizaciones mas elevaron el punto de fusion a 230 - 232° (dése.);

+175,3° (dioxano);"g2g 13.400 (metanol).

Analisis: calculado para 0217°267"3* C, 70*37! E, 7.31- Se encontré:

C. 70,38; H. 7,67.
21-acetilacion de l,4-pregnadieno-17a.,21-diol-3,II,20-triona

A una solucién de 0,5 g. de |, 4-pregnadieno-170.,21-diol-3,H,20-triona
en 3 mi. de piridina anhidra se agregaron 3 ni* de anhidrido acético. La
mezcla de reaccion es dejéo en reposo de un dia para otro a la temperatura

ambiente, y luego se diluydé con hielo y agua. EI precipitado resoltante se
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filtro y se volvié a cristalizar de una solucion de acetona y hexano. Se
obtuvieron 0,35 g. de 2l-acetato de I|,4-pregnp.dieno-17u,21-diol-3'H,20-triona,
con punto de fusiéon de 227 a 228~ d. Después de varias recristalizaciones de
una solucién de acetona y hexano, el producto tuvo un punto de fusién de
233 a 236° (dése.).

Ejemplo 2
Conversiéon del Compuesto F en |,4-pregnadieno-HP,17a,21-triol-3,20-diona

Se trataron 150 mg. del Compuesto ? de Kendall en cada uno de los 27
frascos de Erlenmeyer, segun se describe en el Ejemplo 1. EI pH al final del
periodo de agitacion fué de 7,0.

Se reunié el contenido de todos los frascos y se hizo la extracci6on con
un total de 9,0 litros de cloroformo en tres porciones iguales. Se concentra-
ron luego los extractos reunidos hasta quedar un residuo, que pesaba 3'75 g.
El punto de fusidon del residuo fué de 227 a 232°. De 2,75 g. de esta materia
cruda al diluirse con 50 mi. de acetona y enfriarse se obtuvieron por filtra-
cion 1,35 g. de 1l,4—pregmdieno-liP,17a.,21-triol-3.20-diona, con punto de
fusion de 237 a 239° (dése.). Del agua madre puede obtenerse una cantidad
adicional del producto. La recristalizaciéon de una solucién de acetona elevod
el punto de fusién a 239 * 24|° (dése.). ”"ajp”™4-10?° (dioxano);

272 14.600 (metanol).
Anélisis: Calculado para C, 69,9?; H, 7,83.
Se encontr6: C, 70,24; H, 8.13.
21-acetilaclon de l,4-pregnadieno-lH3,17a,21-triol-3.20-diona
A una solucién de 0,85 g, de 1,4-pregiadieno-liP,17a,21-triol-3,20-diona

en 5 "1, de piridina se agregaron 3 "1* de anhidrido acético. Se dejé reposar
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la mezcla de reaccién de un dfa para otro 8 la temperatura ambiente y luego
se diluyé con agia heladm. Tl precipitado remultante se filtrd de la mezela
¥ se cristalizd nuevamente de una solucién de acetona y hexano., Se obtavieron
045 g. de 2l-acetato de l,4~pregmadienc~118,17a,21l-triol-3,20-diona, con
punto de fusidn de 235-239°, Al recristalizarse, el punto de fusién aumenfd
a 237-2%9°; [cglz.f 4 116° (dioxane); Ezus 15.000 (metanol)

Anflisis: Calculado para CpaBq00gt Cy 68,63; H, 7,51,

Se em:ontrd: €, 68,62; H, 7,78.
Eismplo 3

Conversidn del Compuesto § en l,i4—presnsdienc-17c,2l-diol-3,20-diona

Clen ml, de un concentrads al 1,0 £ de extracto de levadura, que con-

ten{a 0,2 M de FH,P0, y 9,0 ml. de 0,2 M de NapHPOy, se esterilizd en la
forma antes indicada y se inocald con una suspensidn al 1,0 ¢ de Coryne-
bacterium simplex (A.T.C.C, 6946) procedente de un cultivo en caldo de 24
horas. El cultivo recién inoculadc se incudd y se agitd (en una mesa agita~
dora) durante 20 horas a una teuperatura de 28° C. Después de la incubacidn,
se trasladd el cultivo ern caldo, en condiciones asépticas, a un segundo frasco
de Erlenmeyer, estéril, de 300 ml., que contenfa 150;0 mg. del Compuesto §
de Reichstein, estéril, (4~pregnenc-17a.,21~d101-3,20-diona) en 5,0 ml, de
etanol o acetons, X1 pH de la mezcla de reaccidn era de 7,0. El cultivo
vacteriano que contenfa el esteroide y el disolvente se incubd y se acitd
por espacio de 48 horas, a una temperatura de 28° ¢, Xl pH final de la
mezcla de reaccidén fué de 7.2 a 7,4. Se hizo luego la extracciédn completa
del cultivo con cloroformo. Se reunieron los extractos y la mezcla se

concentrd en balo de vanor hasta la sequedad., Tl extracto ecrudo pesaba 196,0 -

-
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El extracto crudo total se diluyé con metanol y se obtuvieron 80 mg.
de un solido cristalino, con punto de fusion de 246 a 230°. Después de dos
cristalizaciones de una solucién acetona se obtuvo un producto con punto
de fusion de 246 a 249° dése., (CHCI?), ~*245 15-500 (CgH”OH).

Analisis: Calculado para Cg"H”™NON: C, 73,22; H, 8,19

Se encontrd: C, 73*56: H, 8,40.

El espectro infrarojo y el andalisis quimico indicaron que el producto

es l,4-pregnadieno-170.,21-6i0l-3,20-diona.
21-acetilacion de 1,4—pregnadieno-17&,21-diol-3.20-diona

A una solucién de 0,23 gramos de I|,4-pregnadieno-l?u,21-diol-3,20-
diona en 2 mi. de piridina se agregé 1 mi. de anhidrido acético. Se dejé
reposar la mezcla de reaccion de un dia para otro a la temperatura ambiente
y luego se diluy6é con hielo y agua. EI precipitado resultante se filtro
y se cristalizé nuevamente de una solucion de cloruro de metilefio y hexano,
obteniéndose 0,20 g. de 2l-acetato de l,4-pregnadieno-17n,21-diol-3,20-
diona, con punto de fusion de 226,3 a 228°.

Ejemplo 4
Conversion del Compuesto S en |,4-pregnadieno-17cf..21-diol-5.20-diona y
l,4-pregnadieno-17a..20,21-triol-3-0na

Cien mi. de un medio que consistia en 1 % de materias solubles de
pescado, 0,1 % de extracto de levadura, 9*0 mi. de 0.2 Mde KHgPO™Ny 9-0
mi. de 0,2 M de NagHPO™ se esterilizaron segun se ha descrito antes y se
inocularon con una suspension de Corynebacterium simplex de un cultivo en
caldo, de 24 horas. EI cultivo recién inoculado se incub6 y se agit6 (en

una mesa agitadora) durante 20 horas a una temperatura de 28° C. Después
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de la incubacién, el cultivo en caldo se traslad6 en condiciones asépticas
*a un segundo frasco de Erlenmeyer, estéril, de 30C mi., que contenia 150 mg.
del Compuesto S estéril en 5,0 mi. de etanol. EI pH de la mezcla de reaccion
era de 6,9. EI cultivo bacteriano que contenia el esteroide y el disolvente
se incubé y se agité durante 48 horas a una temperatura de 28° C. EI pH
final fua de 7,3* Se hizo la. extraccién del cultivo con 2 litros de cloro-
formo en 5 porciones iguales, se reunieren los extractos y la mezcla se
concentré en bafio de vapor.

El residuo crudo se absorbidé en cloruro de metileno y se cromatografié
sobre Florisil. Se aislaron del cromatograma: materia inicial (1$ mg.),
l,4-pregnadieno-17a.,21-diol-3,20-diona (30 mg.) y 1,4—pregnadieno-17a,20-,21-
triol-*3*ona (90 mg.). EI triol se recristalizé de una solucién de acetona
y tenia un punto de fusién de 195 a 196°jja”p-5 ~"33° (metanol).

Analisis: Calculado para C, 72,80; H, 8,73*

Se encontrd: C, 72,79: H, 9,08.

En lugar del etanol pueden emplearse otros disolventes organicos solubles
en agua que no sean toxicos para el microorganismo, tal como la acetona,
mezclas de etanol y acetona, y otros por el estilo.

Ejemplo 5
Reaccién del 5-pregneno-3i3,20-diol

Cien mi. de concentrado de extracto de levadura al 0,1 %, que contenia
9,0 mi. de C,2 Mde KH2PO4,y 9,0 mi. de 0,2 Mde Na2HPOQgj se esterilizaron
en una autoclave, en un frasco de Erlenmeyer de 300 mi. Después de estar
en la autoclave durante 15 minutos a una presiéon de 1,055 kilogramos (120** C.)

ee dejo en reposo el frasco a ia temperatura ambiente. EI frasco se
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inoculé luego con suspension de Corynebacterium siaplax. El frasco
inoculado ae incub6 y ae agitd (en una mesa agitadora) durante 24 horas a una
temperatura de 28° C.

Un segundo frasco de Erlenmeyer, de 300 mi.* que contenia 130 mg. de
3-pregneno-3a,20-diol, se esterilizd en una autoclave durante 13 minutos a
una presién de 1.033 kilogramos (120°C.). A este frasco se agregaron
3.0 mi. de acetona o etanol para disolver el esteroide. EI cultivo de 24
horas de desarrollo de Corynebacterium simplex se trasladdé en condiciones
asopticas a un frascogae contenia el esteroide, y se agité la mezcla de
reaccion (en una mesa agitadora) durante 36 horas a una temperatura de 28° C.
Al final del periodo de transformacién el pE era de 7,1 a 7,2.

Luego se hizo la extraccion de la mezcla con cloroformo, se reunieron
los extractos al cloroformo y la solucidn resultante se concentré hasta
obtenerse un residuo (de 0,20 g.). TI extracto crudo se cristalizo de una
solucion de Oter, obtenidndose el producto en forma de prismas largos, con
punto de fusién de 133 a 1380- Dos cristalizaciones de una solucién de cloruro

de metileno y hexano produjo 0,06 g. de 1 .4-pregnadieno-3,20-diona, con punto

243 13,000
de fusioén de 132 a 133° C., 0*3~ + A~ ° (CHCI3),/
Cc2&3MH). El espectro infrarrojo indicaba la presencia de un sistema
1,4 , N
A -dieno-3-ona, otro carbonilo (anillo de 6 miembros o cadena lateral) y

ausencia completa de hidroxilo.
Ejemplo 6
1,4-pregnadieno-17a,,21-diol-3,20-dieno
Cien mi. de un cultivo en caldo, que contenia una concentracion de

extracto de levadura al 0,1%, 9,0 mi. de 0,2 M de EEPOJ™. vy 9,0 mi, de



0:2 M de Na HPO;, e inoculd con 1 ml, de un cultivo en caldo de 24 horas de

Corymebacterium simplex. E1 frasco se incubd durante 24 horas & una tempera-

tura de 28° C. 7

Ciento cincuenta ml, de 3,2l-diacetato de S-pregneno~38,17a,21-triol-20-
ecna en 50 ml, de acetona, en un frasco de Erlemmeyer de 300 ml, se inocularon
con un cultivo de 24 horas y se incubaron durante 48 horas a una temperatura !
de 28° & 30° ¢, |

Se éxtra.,jeron los productos con cloroformo, se éoncentra.ron los extractos r
al cloroforme hasta un pequeffo volumen y se crematografisron sobre Florisil.
El orden de elucidn es el siguiente: primero,materia inicial sin reaccionar
(75 mg.)s luego 2l-acetato del Compuesto S (15 mg.) y finalmente 1,4-pregnadienc~ ,e
17¢,21-d101-3,20-d1ona (30 mg.), Los productos se identificaron todos por "
comparacidn de los espectros infrarrojos de los mismos con los de muestras
auténticas,

Mediante el empleo del mismo medio de reaccidn e igual organismo que en
el Ejemplo 6, y con la misma proporcién del substrato esteroide, la 4~pregneno-
118,21~di01-3,20-diona (corticosterona) se convirtid en 1,4-pregnadienoc-118,21=-
d10l1-3,20-diona. De manera aniloga, la b-pregneno~21-01-3,20~diona (desoxi-
corticosterona) produjo 1,4-pregnadieno-21-0l-3,20-diona en forma de un sdlido
crietaliné, mientras que la u-pregneno—21-ol-3.11.20-tfiona {1l-dehidrocorti-
costerons) se transformd en l.h-pregnadieno-zl-ol-B.ll.20-triona. cristalina.

Con respecto a la acetilacibn de los dienos descritos en los Ejemplos
1, 2 y 3y resulta evidente gque pueden prepararee de modo semejante otros ésteres
de los compuesto dienos, por eldemplo, mediante reacciGﬁ con el anhfdrido del

&cido © con su cloruro, de une manera conocida, como formiatos, propionatos,
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butiratos y valeriatos, y asimismo los asteres de otros Acidos atéxicos, como
los benzoatos, y también los Asteres neutros y esteres Acidos de Acidos
polibasicos, como el Acido succinico. maleico, mAlico, citrico, tartrico,
ftalico y hexahidroftAlico. En el caso de los &steres &cidos, las sales
metalicas pueden formarse de la manera usual por reaccién con el hidréxido,
carbonato o bicarbonato del metal, por ejemplo de metales alcalinos y térreo—
alcalinos.

En vez de formar los 1,4-dienos de cortisona e hidrocortisona y de la
subsiguiente esterificacion de los productos, los correspondientes asteres
de cortisona e hidrocortisona y sus compuestos intermedios pueden someterse
al proceso del presente invento y hacer que produzcan los dienos de los
asteres. Asi, en el Ejemplo 1, el Compuesto E puede reemplazarse por su
21-éster o por su 17u,2l-diaster, o por el 21-acetato de 3-pregneno-3'17cn21-
triol-11,20-diana o por el 17u,2l-diacetato, o por el 3"17a.t2l-triacetato y
otros asteres; mientras que en el Ejemplo 2, el Compuesto F puede reemplazaral
por su 2l-acetato, o 17a.,21-diacetato o por Ilp,17a,2l-triacetato; or por el

0o 3"HP*17&"21l-tetracetato

3.,21-diacetato, 3,17u,2l-triacetato,/de la 5-pregneno-3,1iP,17a.,2]1-tetrol-20-
ona. Esta ultimo grupo de compuestos puede reemplazarse por los correspondi-
entes epimeros llu-hicLroxi, obteniéndose los ll-epimeros del dieno del
Compuesto F y sus 21-a&steres y 17u,2l-diasteres. los poliésteres pueden
ser, en todos los casos, &Asteres mixtos, como el 3**propionato-2l-acetato.

Por ejemplo, mediante el tratamiento descrito para la transformacion
del Compuesto F en el correspondiente dieno (Ejemplo 2), el acetato del
Compuesto F puede convertirse en el 1,4-dieno o su 2l-acetato, y el producto

se aisla mediante extraccian con cloroformo y recristalizacién de una solucién
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de scetona. De 1,0 g. del 21-acetato del Gompuesto ¥ se obtuvieron 0,22 g, de
l-hidrocortisol (IITa), con punto de fusifn de 239 a 251° (desec.).

Cuando se desea suprimir la reaccibn de desacetilacién , se utilizan las
mismas condiciones antes indicadas, s8lo que la temperatura del ambiente para
las fases de crecimiento y de reaccifn del proceso se eleva a 3600. El producto
se saisla de la manera usual, De 1,0 g. de 2l-acetato del Compuesto F se obtiener
0,13 g. de 2l~acetato de l=-dehidrocortisol (IIIb), con punto de fusifn de 237 &
239° (desc. ).

De manera anfloga, siguiendo el procedimiento del EBjemplo 1, se convirti$
1,0 g. de 2l~acetato de cortisona en l-dehidrocortisona, del que se alslaron
0,17 &. cbn punto de fusifn de 230 a 232° €. S§i la temperatura del ambiente
de las fages de crecimiento y de reaccifn se eleva a 36° C., entonces se obtiene
de 1,0 g. de acetato de cortisona, 0,11 g. de 2l-mcetato de l-dehidrocortisona,

con punto de fusifn de 2% a 2330 C. (desc.).

Zjemplo 7

Conversifn del Oompuesto F en l-dehidrocortisol
De una solucién de 1 gramo de extracto de levadura {Difco) en 1,0 litro

de sgua del tubo que contenfa k,4 gramos de fosfato monobdsioe de potasio y
8,8 gramos de fosfato &cido disbdico (pH de la solucién, 6,9), se retiran 10
porciones de 100 ml, cadea una, se colocan en frascos de Erlenmeyer de 300 ml.

y se esterilizan en una autoclave durante 15 minutos a una presifn de vapor de

1,055 kilogramos (120°c.). Despuls de esterilizar en autoclave y enfriar el cal:

se coloca en cada frasco una suspensibn de Corynebacterium hoogil (American

Type Culture Collection 7005). Los frascos se zgitan luego en una mesa

agitadora a 220 revoluciones por minuto y a una temperatura de 2800. durante
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16-1/2 horas.

n cada uno de los 10 frascos de Erlenmeyer se agregan en condiciones
asépticas 50 mg. del Compuesto I de Kendall disuelto en 1 ml. de metanol al
90%. Yos frascos de colocan nuevamente en el agitador y se incuban durante
7 horas. El pE al final del perfodo de agitacién fuf de 6,82,

Se reunieron los contenidos de todes los frascos y se hizo la extraccifn
con un total de 3 litros de cloroformo en 3 porciones iguales. ILos extractos
reunidos se concentraron haste dejar un residuo de 425 mg, la cristaliszacibn
del residuo de una solucifn de acetona produjo 248 mg, de l-~li—pregnadieno-
118,17&, 21~triol-3,20-diona. |

Ejemplo 8
Conversién del Compueste T en l-d.ehigécortisol

De una solucién de 0,5 gramo del medio de cultivo Basamin Busch

(Anheuser-Busch) en 1 litro de agua del tubo, se retiran 10 porciones de
100 ml, cada una, se colocan en frascos de Erlenmeyer de 300 ml. y se este-
rilizan en una autoclave dt.u-a.nte 15 minutos a una presifn de vapor de
1,055 kilogramos (120°C.). Despufs de esterilizarse en autoclave y enfriarse
el caldo, se eché en cada frasco 1 ml, de unz suspensifn de Corynebacterium
simplex, Se agitaron luego los frascos en una mesa agltadora a 220 revoluci-
ones por minute y a una temperatura de 28° C. durante 24 horas.

A cada uno de los 10 frascos de Erlenmeyer se agregaron en condiciones
-asfpticas 50 mg. del Compuesto F de Kendall disuelto en 0,8 ml, de metanol
absoluto. Se volvieron a colocar los frascos esn el agitador y se incubaron

durante 4 a 7 horas mfs. Al final del perfodo de agitacién el pE era de 7,2 &

7+6.



Se reunieron los contenidos de todos los frascos y se hito la extraccion
con un total de 3 litros de cloroformo en 3 porciones iguales. Los extractos
combinados se concentraron hasta dejar un residuo de 4% mg. La cristali-
sacion del residuo de una solucién de acetona produjo 403 mg. de 1,4-pregnar-
dieno-lip,17m,21-triol-3t20-diona, con punto de fusion de 238 a 240°C. (dése.);
~ajp  *4* 103° (dioxano); f 14.300 (metanol).

Empleando el Compuesto E en vez del Compuesto F de este ejemplo y
aumentando el periodo de conversién a 6 - 12 horas, se obtuvo 1-dehidrocor-
tisona cruda con un rendimiento de 83%.

El Ejemplo 8 indica que el rendimiento aumenta con la reduccidén de la
concentracion del compuesto inicial.

Los otros compuestos 4-uregneno goie aqui se indican pueden tratarse de
igual manera de acuerdo con los procedimientos del Ejemplo 8. Como ocurro
con los otros ejemplos antes indicados, pueden emplearse los 21-6steres cono
compuestos iniciales, y 1o mismo puede decirse de los 3-pregneno-3-hldroxi
analogos.

Ejemplo 9
Conversion del Compiesto E en 1-dehidrocortisona

Se incubd el Bacillus sphaericus, var. fusiformis (A.T.C.C. 7033) en
nutriente de agar compuesto de extracto de came Bacto, 3 6*! Bacto-peptona,

3 g.; cloruro de sodio, 8 g.; agar, 13 g.; y agua del tubo, 1 litro, durante
24 horas a una temperatura de 28°C.

A 100 mi. de caldo nutriente estéril (compuesto de extracto de carne

Bacto, 3 6*! Bacto-peptona, 3 g.i Y con agua del tubo hasta formar 1 litro)

en un frasco de 300 mi., se agregé el contenido de una gaza del cultivo incubado



y la mezcla de caldo se incub6 durante 24 horas mis a una temperatura de
28° en una maquina agitadora, en condiciones aerobias. EIl cultivo en caldo
asi obtenido se utilizé como inoculo al uno por ciento.

Se echd 1 mi. del inoculo en cada uno de los 10 frascos que contenian
100 mi. del caldo nutriente estéril. Los frascos se agitaron en un agitador
giratorio en condiciones aerobias durante 8 horas a una temperatura de 28°,
a razoén de 240 revoluciones por minuto. Después de este periodo de crecimiento
se agregé una solucién de 25 ng. de cortisona en 0,5 mi. de metanol, en
condiciones asépticas, a cada uno de los frascos, que a su vez se agitaron
de nuevo y se incubaron durante 24 horas m&a. El pH final fhé como de 7,8.
Se reunieron los contenidos de los frascos, se hizo la extraccion con cloroformo
y se efectud el tratamiento de la manera usual, obteniéndose I-dehidrocortisona.

En lugar del Compuesto E pueden emplearse como materia inicial 5-pregneno-
3.17a,21-triol-11,20-diona, 5**Pregneno-3,17a,.20,21-tetrol-11-ona o sus 3-
acetatos u otros ésteres que no sean té&xicos para los microorganismos ni
inhibitorios respecto de su enzima; mientras que de modo semejante, pueden
emplearse, en lugar del Compuesto F, 5*-Pregneno-3,H&.17a.,21-tetrol-20-ona,
5-pregneno-3,118,17a.20,21-pentol, o sus 3-acetatos u otros ésteres. Como se
ha indicado arriba, el grupo 20-hidroxilo se oxida convirtiéndose en un grupo
ceto.

Ejemplo 10
Conversion del Compuesto F en 1-dehidrocortisol

Se prepard un medio de crecimiento con 30 g. de materias solubles de

pescado condensadas (tratadas con enzima), 4,4% g. de KH2P04 y 8,83 g. de

iTagHPO™ * 7 HgO , todo ello diluido con agua del tubo hasta formar un litro.
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E1 pE de este medic es como de 6,8, Zn cada uno de dies frascos de 300 ml,
se pusieron 100 ml, del medio de crecimiento y los frascos y su conténldo
gse esteriliszaron en una autoclave durante 15 minutos a una presién de vapor
de 1,055 kilogrames. A cada frasco enfriado se agregl luego 1 ml, del
indculo descrito en el Ijemplo 9, y se dejl que procédiere. el crecimiento
durante 12 horas., A cada frasco se agregaron luego, en condiciones asépticas,
25 mg. de hidrocortisona y se reanud§ la incubacién aerobia durante 24 horae
nfs. la mescla de fermentacién se manipuld en la forma antes descrita con
respecto a la obtenciln del l-dehidrosortisol,

los Ejemplos 9 y 10 pueden variarse, emplefndose como medio nutriente
extracto de levadura al 1% (Difco) en agua del tubo.

Ejemplo 11
Conversifn del 2l-acetato de 4,6-pregnadieno-17a,21-diol-
3,11,20-triona en 1-dehidrocortisona.

0,85 g, de 2l-acetato de 4,6-pregnaiieno-17a,21~d101~=3,11,20~triona
(conocido también con el nambre de acetato de 6~dehidrocortisona) obtenido
de la manera descrita en J, Biol, Chem, 197, 261 (1952), se convirti§ en
1,4,6=pregnatrienoc~17a,21-diol~3,11,20-triona del modo arriba descrito por la

accibn de las enzimas de un cultivo de Corynebacterium simplex, con un

rendimiento de como 18f, Este nuevo trieme manifiesta propiedades de hormona
adrenocortical, pero puede deshidrogenarse en parte, convirtiéndose en el
correspondiente l,4-dieno mediante reduccifn en condiciones relativamente
moderadas, por ejemplo, por medio de zinc, £cido ac8tico y acido asebrbico,

de la manera descrita en la pudlicacifn citada,

Pueden prepararse de la manera descrita otros 1,4,6-pregnatriencs,
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partiendc de compuestos que tienen un sistema de enlaces dobles conjugados,
distrvibuidos en los anillos A ¥ By, y de modo semejente tales prenatrienos
pueden hidrogenarse en parte, produciendo los correspondientes l,i~pregnadiencs,
21 substituyente en la posicién 3 puede ser también un grupo hidroxilo, y

en ese caso los enlaces dobles conjugados se ligan generalmente a los carbonos
5s6 ¥ 7,8, X1 substituyente en la posicién 11 puede ser un a~hidroxilo o un
p~hidroxilo, o bien puede estar ausente por completo, ¥y el grupo en la
posicifn 21 puede ser metilo, en lugar de hidroxi-metilo o de aciloxi-metilo.
Asf, por ejemplo, la 4,6-pregnadienc~118,17a,21-triol~3,20-diona y la 5,7~
pregnadieno-3,118,17a,21-tetrol-20~ona puede convert}.rse por la accifn de los
cultivos antes referidos en 1,4,6~pregnadieno~-118,17a,21~-triol~3,20-diona;
nientras que la l,6-pregnadi eno~17a,21-3101~3,20~diona puede convertirse en
1,4,6-pregnatrienc~17a,21-diol~3,20~diona, Bn cade caso puede emplearse el
21-8ster, que puedo o no hidrolizarse en el curso del proceso. Mediante
hidrogenacifn parcisl, segfn se ha descrito arriba, se obtienen los corre-

spondientes 1,4~-pregnadlenos,

Ejemplo 12
Conversibn de A-presnenc-lla,17a,21-triol~3,20-diona en
1 regnadieno~lla,17a,2l~triol-3,20-dio

la reaccifn procede exactamente como se ha descrito en relacidn con la
transformecifn del Compuesto ¥ en el correspondiente dieno, ¥y el producto se
alsla mediante extraccifn con cloroformo y se cristaliza de una solucién de
acetons y hexano., De 1,0 g. del ll-epi del Compuestc F se aislaron 0,25 g, de
1,4~pregnadieno-1la,17a421-triol~3,20~diona en forma de un sflido cristalino,

con punto de fusifén de 245 a 246° . (desc.).
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la acetilacifn del dieno 1l-epi del Oompuesto F (1,0 £.) se realiza
mediante solucién en 15 ml, de piridina anhidra, seguida de la adicibn de
0,3 g, de anhfdrido acético. Ia megcla de reaccién se deja en repose de un
dfa para otro a la temperaturs ambiente y luégo se vierte en agua helada.
El precipitado resultants se separa por filtracién y se recristaliza en forma
de un sdlido cristalino (2l-acetato) de una solucifn de acetons y hexano.

Ejemplo 13
1,4-pregnadieno-90~f1uoro~2l=o0l=-3,11,20~-triona,

En un frasco de Erlenmeyer de 300 ml, se echaron 100 ml, de extracto de
levadura al 0,1% (Difco), que contenfa 9,0 ml. de 0,2 M de fosfato monobdsico
de potasio y 9,0 ml. de 0,2 M de fosfato fcide diebdico. El1 frasco y su
contenido se esterilizd en una autoclave durante 15 minutos a una temperatura
ae 120° ¢. y se agregd al medio estéril 1 ml. de una suspensifn al 1% de

Corynebacterium simplex. El frasco y su contenido se incubaron darante 24 horae

& una temperatura de 2800.

A un segundo frasco de Erlenmeyer de 300 ml. se agregaron 2 ml, de
etanol y 25 mg. de 9u~fluoro-ll-dehidrocorticosterona. El cultivo de 24
horas de crecimiento se trasladb en condiciones asépticas a un frasco que
contenfa el esteroide y se incub$8 la mezcla a una temperatura de 28° C.,
agitfndose durante 10 horas, Al cabo de ese perfodo se hizo la extraceién
completa de la megcla de reaccibn con cloroformo y los extractos al cloro-
formo se concentraron hasta dejar un residuo. El residuo se cristaligd de
una soluciln de acetona y hexano, obtenifndose 4 mg. de 9u~fluoro~1,l-presna~
dieno-21-0l1=3,11,20-triona,

El 2l-acetato del compuesto de este ejemplo se prensrd hacliendo reaccionar
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0,3 6* de anhidrido aedtico con una solucidén de 1 g. del 21-ol en 20 mi.
de piridina anhidra a la temperatura ambiente, de un dia para otro, y a
continuacién se hizo la dilucidén con agua helada.

De modo semejante, mediante el procedimiento del Ejemplo 13, se obtiene
la 9af-fluoro-1,4-pregnadieno-lip,21-diol-3,20-diona, con un rendimiento de
3 mg. de una cantidad de 2% mg. de compuesto inicial con una sola insaturacion.
El 21-acetato se obtiene mediante acetilacion corriente.

Empleando una suspension al 1% de Corynebacterium hoagii, en vez del
C. simplex del Ejemplo 13, siendo las condiciones por lo demds iguales,
se convirtieron 25 mg. de 9ob-clorocorticosterona en $a.*-cloro-1,4-pregnadieno-
11p,21-diol-3,20-diona con un rendimiento de 7 mg. El producto puede con-
vertirse en el 2l-propionato mediante reaccién con anhidrido propiénico.

Con el mismo cultivo (C. hoagii) se convierte el 2l-acetato de 9a-bromocorti-
costerona en 9c&-bromo-1,4-pregnadieno-11p,21-diol-3,20-diona.

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 13, pero empleando un periodo de
incubacion de 48 horas a una temperatura de 28 a 30° C., el derivado 9o0™-fluoro
del Compuesto 7 se convierte en el correspondiente 1,4-dieno. Con el mismo
procedimiento, I0B derivados 9ot'-flnoro, 9ot-—cloro y 9a<-bromo del Compuesto E
(cortisona) se convierten en los derivados 9<**fluoro, 9ctr-cloro y 9a<-bromo de
la 1-dehidrocortisona, respectivamente. Los derivados 9o<-cloro y 9a-bromo del
Compuesto F se convierten de igual modo en los derivados 90™-cloro y 9a-bromo
del 1-dehidrocortisol, respectivamente.

Los compuestos 17-desoxi pueden convertirse en los correspondientes com-
puestos 17otf-hidroxi (derivados 9c*hal6geno de 1l-dehidrocortisol y 1-dehidro-

cortisona) por accion de un cultivo de Trichothecium roseum, segdn se describira
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También, con ayuda de un microorganismo deuhidrdgenante. pueden conver=
tirse otros l,4-pregnadiencs, en los productos finales de alta potencia que se

desea, mediante los procedimientos que se describen luego mis ampliamente.

Ejemplo 14
1,4-pregnadienc~17a,21~diol=3,20~diona

Un ml. de un cultive en caldo preparado como inécule (1%), de acuerdo

con el Bjemplo 9, se agrega & cada uno de dieg frascos que contienen 100 ml,
del caldo nutriente estéril que se descride en dicho ejemplo. los frascos
se agitan en un agitador giratorio durante 8 horas a una temperatura de 28° c.
a 240 revoluciones por minuto, Al cabo de este perfodo de crecimiento, se
agrega una solucifn de 25 mg, del Compuesto S de Reichstein en 0,5 ml, de
metanol en condiciones asfpticas a cada frasco, que a su vez se agita y se in- -
cuba durante 24 horas mfs, X1 pE final es de 7,8,

Se reunen luego los contenidos de los frascos y se hace la extraccién
3 veces con 2 litros de cloroformo por ertraccibn. Ios extractos al cloro-
formo reunidos se evaporan hasta la sequedad, dando 310 mg, de un producto
crudo, Xl esterolde crudo se purifica mediante cromﬁ.tograf{a segin el sistema
cromatogréfico descrito por G. M. Shull, Resfmenes de las Monograffas presentads
en la Reunifn 126 va, de la American Chemical Society, del 12 al 17 de diciembre
de 1954, pégina 9, monograffa 24, la evaluacidn cromatogrifica muestra una
conversidn cuantitativa de la sustancia inicial en el dieno al emplearse una
muestra auténtica del dieno del Compuesto § como término de comparacién,

De modo alternative el producte crudo se cristaliza nuevamente de uns

solucién de acetona, produciendo 225 mg. de l,4-pregnadieno-17u,21-diole



3,20-diona, con punto de fusifn de 248 =& 248°.
Ejemplo 15
l-dehidrocortisol '

De una solucidén de extracto de levadura (mfco): al 1% en agua del tubo,
se retiraron 10 porciones de 100 ml, cada une, se colocaron en frascos de
300 ml, y se esterilizaron en una autoclave a una presidn de vapor de 1,055
kilogramos durante 15 minutos. Después de esteriligarse en antoclave
¥ enfrié.rse el caldo, se coloca en cada frasco 1 ml., de una cultura agitada

de Baelllus sphaericus. var, fusiformis, desarrollado en el caldo nutriente

descrito en el Ejemplo 14, los frascos se agitan luego en una mesa agitadora
durante 12 horas a la temperatura de 28°C.. & rasén de 240 revoluciones por
minuto,

A cada frasco se agrega en condiciones a.céptica; una solueibn de 25 me.
del Compuesto F en 0,5 ml., de metanol y los frascos y. su contenido se agitan e
incuban durante 8 horas més,

Al reunir los contenidos de todos los frascos y hacer la extraccifn con
cloroformo en la forma descrita en el Ejemplo 14, se obtuvieron 304 mg, del
dieno crudo. 1Ia purificacién se efectud mediante recristaligacidén de una
solucién de acetona, empleando carbln vegetal descolofante y en esa forma
se obtuvieron 230 mg. de l,l4-pregnadieno-11p8,17a,21-triol~3,20~dieno, con
punto de fusifn de 240 a 241°.

Empleando un total de 250 mg. del 2l-acetato del Compuesto F, en lugar
del Compuesto F mismo, se obtuvieron 220 mg. de 2l-acetato de 1,4-pregnadienc-
118,17a, 21-triol-3,20-diona, con punto de fusién de 237 & 239°C., despubs de

recristalizacién de una solucidn de acetona ¥y hexano. -
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Ejemplo 16
1-dehidrccorti sona

Se prepard un medio de crecimiento con 30 g. de materias solubles de
pescado condensadas (tratadas con enzima)) 4,49 g. de KBgPOj~ y 6,83 g. de
NS3HPO4 . H~o, diluido con agua del tubo hasta formar 1 litro. (El pH de este
medio era de como 6,8). En cada uno de los diez frascos de 300 mi. se pusieron
100 mi. del medio de crecimiento y los frascos y su contenido se esterilizaron
en una autoclave durante 15 minutos a una presién de vapor de 1,055 kilogramos.
Cada frasco se inoculé con 1 mi. de Bacillus sphaericus, var. fusiformis.como
en el Ejemplo 15, y se dej6é fermentar durante 12 horas. A cada frasco se
agreg6 luego, en condiciones asopticas, una solucion de 30 mg. del Compuesto E
en 1 mi. de metanol, y se reanudé la agitacion e incubacion durante 24 horas mAs.

Se reunieron los contenidos de los frascos y se hizo la extraccién con
cloroformo, como se describe en el Ejemplo 14, obteniéndose 630 mg. del dleno
crudo del Compuesto E. La purificacion se efectué mediante recristalizacion de
una solucidn de acetona en presencia de carbén vegetal descolorante, con lo que
se obtuvieron 420 mg. de l-dehidrocortisona, con punto de fusiéon de 233 & 235°,

De manera semejante, de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 16, la
corticosterona se convierte en I,4*pregnadieno-11j3,21-diol-3*20-diona. Utili-
zando el mismo medio de reaccion y el mismo organismo descritos en el Ejemplo
14, 1a 9cK-Fluoro-4-pregneno-11p,17ot.,21-triol-3,20-diona se transforma en el
correspondiente 1,4-pregnadieno, que se obtiene en forma de un sélido cristalino.

Con el cultivo descrito en el Ejemplo 16, el 5-pregneno-3P,20-diol se
convierte en 1,4-pregnadieno-3,20-diona, con punto de fusién de 152 a 153°C.,

despuds de extraccion con cloroformo, evaporacion y recristalizacion del residuo
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de une solucidén de éter.

De manare semejante puede convertirse la desoxicorticosterona en 1,4-
pregnadieno-21-o01-3,20-diona con el cultivo descrito en el Ejemplo 14.

Cano resulta manifiesto por lo expuesto, los microorganismos deshidro-
genantes efectlan la introduccién de un enlace doble en la posicioén 4,3 mediante
oxidacién del 3-hidroxilo de los 3*hi&roxi-5-pregnenos con hidrogenacion
simultanea en los carbonos 1,2; y si bien los cultivos de microorganismos
deshidrogenantes pueden hacerse actuar en los 3**hidroxi-pregnenos o en loa 3*
ceto-l-pregnenos, preferimos emplear compiestos iniciales que tengan un enlace
doble ligado al carbén 3*

los siguientes ejemplos, 1? a 19, ilustran diversas combinaciones del
paso de introduccién de un enlace doble 1,2 en la molécula del esteroide con
ayuda de los microorganismos deshidrogenantes antes descritos, en combinacion
con otros procedimientos microbiolégicos, mediante los cuales se introducen
diversos substituyentes en la molécula para convertir diversos compuestos
iniciales conocidos en los pregnadienos terapéuticamente activos, con la
produccidn de compuestos intermedios que son en si mismos terapéuticamente
activos o pueden convertirse en l-dehidrocortisona o l-dehidrocortisol y sus
asteres.

Ejemplo 17
A* 1,4-pregnadieno-17ch-ol-3,20-diona (lie)

Bnpleando el cultivo descrito en el Ejemplo 3, se deshidrogenan 130,0 mg.
de 4-pregneno-17a<-01-3"20-diona (17a"-progesterona) (le) en 3,0 mi. de etanol.
El extracto crudo pesa 178 mg. EIl producto crudo se cristaliza de una

solucién de acetona y hexano, produciendo cristales puros de 1,4-pregaadieno-
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17a-01-3.20-d.iona (11c).
B. 1,4-pregnadieno-Ila,l17a-diol-3,20-diona (lile).

Esta conversion se efectia con ayuda de un cultivo de Rhizopus nigricans
de la manera descrita en detalle en J. Am. Chem. Soc., 74, 3933 (1932). A
6 litros de un cultivo de 24 horas de crecimiento de Rhizopus nigricans se
agrega 1,0 g. de 11c en 200 mi. de etanol. Después de un periodo de trans-
formacion de 48 horas en el equipo y medio descritos en la publicaciéon que
acaba de citarse, se hace la extracciéon del cultivo con cloruro de metileno,
se evapora el disolvente y el residuo crudo cristalino se cristaliza nueva-
mente de una solucién de acetona y hexano, obteniéndose la 1,4-pregnadieno-
11a,17c”rdiol-3.20-diona (111c).

C. 1,4-pregnadieno-17a-ol-3,11,20-triona (Ve)

Se agrega una solucién de 370 g. de 111c en 30 mi. de piridina lenta-
mente a una pasta aguada de 1,3 g. de acido crémico en 13 mi. de piridina
(Poos et al., J. Am. Chem. Soc., 422 (1933)) y se agita lamezcla resul-
tante de un dia para otro a la temperatura ambiente. Se agregan luego a la
mezcla de reaccion 4,3 g. de sulfito de sodic en 43 mi. de agua y se con-
tinlda la agitacion durante dos horas. La mezcla de reaccidén se vierte en
600 mi. de agua y se hace la extraccién de la solucién resultante con
cloruro de metileno. Los extractos se lavan y neutralizan con acido sulfir-
ico diluido, carbonato de sodio acuoso y agua, y se desecan sobre sulfato
de magnesio. La concentracion de la solucidn desecada y la cristalizacion
del residuo de una solucidén de acetona y hexano producen la 1.4-pregnadieno-

170f-01-3.11 .20-triona (7c).
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D. 1-dehidrocortisona (lia)

Se esterilizan 4 litros de extracto de levadura (Difeo) al 1 % en un
frasco agitador y se inocula con una cepa de Ophiobolus herbotrichus. Se
incuba el cultivo durante tres dias con agitaciéon, a una temperatura de 27°
C. Luego se echa en el frasco agitador en condiciones asépticas, 1,0 g. de
7c en 25 mi. de acetona (estéril) y se continta la agitacién durante otros
tres dias a 27° C. Se separa el micelio de la mezcla de reaccidon y se
hace la extraccion tanto del micelio como del filtrado acuoso con tres por-
ciones de cloroformo. Se reunen los extractos, se lavan con agua, se desecan
y concentran. La solucién concentrada se cromatografia sobre Florisil (30 g-
y se lava la columna con cloruro de metileno. La elucién con metanol en
cloruro de metileno al 0,5 % y 1*0 % quita la l-dehidrocortisona, que se
cristaliza otra vez de una solucién de acetona y hexano.

E.iampio 18
A. Preparacion de la l,4-pregnadieno-I1IP,17&*diol-3,20-diona (iVc) de 1llc.

Un cultivo de Curvularia lunata ("™ 120h) se desarrolla en frascos que
contienen el mismo medio descrito en el Ejemplo 17 (véase también la patente
estadounidense No. 2.653.023). Cien mililitros de este inoculo se agregan
en condiciones estériles a dos litros de un nedio acuoso que contiene los
siguientes ingredientes:

SACAT0SA  coovcceeeeccieee e 1

Difeo tryptone. w1
Nitrato de SO0 dio .iiiiiiiieeiieeee e, 0,2
Fosfato acido dipotasiCco ....ennenee. 0,1
Sulfato de magnesioheptahidratado .C,05
Cloruro de potasio ... o . .0,05
Sulfato ferroso heptahidratado . . .0,001

El pH de esta mezcla se ajusta a un indice de 7 con &cido sulfurico y se



agrega 0,25 % de carbonato de calcio antes de estatificarse la mezcla. EI
medio inoculado se airea a razén de cano un medio a un volumen de aire por
volumen de solucién por minuto a tmA temperatura de 27 a 28° C. durante 24
horas. Durante este tiempo se agita la mezcla en un agitador giratorio a una
1700 revoluciones por minuto. Se disuelve medio gramo de 1,4-pregnadieno-
17ar-ol-3'20-diona (11c) en 20 mililitros de etanol al 95 %. Se agrega la
solucién a la mezcla de fermentacion en condiciones estériles. Se continua
luego la reacciéon durante 24 horas mas, exactamente en las mismas condiciones
gue se han descrito arriba.

Se hace la extraccion de mezcla de fermentacién con tres porciones de
cloruro de metileno y se desecan los extractos reunidos sobre sulfato de
magnesio y se concentran hasta un pequeHo volumen. La solucién concentrada
se agrega a una columna de Florisil(30 g.), preparada con hexano, y la co-
lumna se despoja con hexano que contiene éter en cantidades que varian de
1 a 99 % EI producto deseado se recoge de los eluados méas polares (25 % de
éter — — — 99 % de éter) y se cristaliza de una solucion de acetona y
hexano, obteniéndose la |,4-pregna.dieno-118,170”diol-3,20-diona (iVc).

B. Preparacion de Ve de IVc

Esta reaccion se manipula exactamente como la transformacion de 111lc en
Ye, s6lo que se emplea IVc en vez de 11lc. EI producto se convierte luego
en l1lla de la manera antes descrita.

Ejemplo 19
Preparacion de la 1,4-pregnadieno-1In,17a.,21-triol-3,20-diona (VI11a)
de 1lllc

Se emplea el mismo procedimiento que para convertir Ve en 1la, sb6lo que
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el substrato esteroide es IIIc y el producto, ViIa, se aisla mediante crome-
tografia sobre Florisil »n los eluados de 1 4 y 2 4 de metanol en cloruro de
metileno. la recristalifacidén de VIla de una solucién de acetona da un pro-
ducto cristalinec, con punto de fusidn de 243 a 245 ©,

Mediante el mismo prmncedimiento empleado para comvertir Ve en Ila, se
convierte IVc en Illa. l¢ recristalizacién de IIIa de una solucién de
acetona produce cristales con punto de fusién de 238 a 240°,

La oxidacion de IIla o VIla, de preferencla en forms de los 2l-acetatos
u otros ésteres de alcanofJos inferiores (IIIb y VIIb) se realiza de acuerdo
con el prqcedimiento descrito para la conversidn de IIIc en Ve. El grupo
21-acetato se hidroliza com hicarbonato de potasio en solucidn acuosa de
metanol para obtener Ila.

La conversién de Ic en 4-pregneno-lle,l?e~diol-%,20-diona (Vic)

{(vfa B) se logra mediante el mismo procedimiento cue se eﬁplea en la con-
versifn del compuesto IIc en compuesto IIXc (Ejemplo 17 B).

De manera andloge la l-pregneno-118,17a~diol-3,20-diona (VIIc) se pre-
para de Ic del mismo modo cue IVc de Ilc. Los compuestos Viec y VIIc se
oxidan ambos, convirtiéndose en 4-pregneno-17a-0l1-3,11,20-~triona (VIIIc)
por el procedimiento emplendo para la transformacién de los compuestos Illc
y IVe en el compuesto Ve,

El resto de las transformacicnes segfin la Via B siguen andlogzamente los
procedimientos de la Via A, As{, por ejemplo, el compuesto VIc se convierte
en Illc, y el compuesto VIlIc se convierte en Vc, mientras gque el compﬁesto
Vilc se cﬁnvierte en IVe, de la misma manera gue lc se convierte en Ilc,

es decir, mediante tratamiento con un cultive o extracto enzimdtico de un

N P g o r e
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cultivo de Corynebacterium simplex e de_C. hoagii. De este punto en adelante

las transformaciones son las mismas que en la Via A,

Tal como se aplica espec{ficamente & la conversifn de la desoxicorti-
costerona (l4-pregneno-21-0l-3,20-diona), 5~pregneno~3,2l-diol-20~ona y sus
ésteres en Al-dehidrocortisona N4 Al-dehidrocortisol (Al-dehidro Compuesto F)
y sus ésteres, el método del invento puede aplicarse como se indica en los

sigulentes Ejemplos 20 y 21.

Ejemplo 20
A. l,4=-presmadieno=21-01-3,20-diona (I1d)

150,0 mg, de 4-pregneno-21-ol-3,20-diona (Id) estéril en 5,0 ml. de
etanol se scmeten a fermentacidn en el mismo medio, con el mismo microorganis-
po y de la misma manera que en el Ejemplo 17A, obteniéndose un extracto
erudo con peso de 137 mg., E1 producto crudo se cristaliza de una solucidn
de acetona y hexano, obteniéndose 1,l4-pregnadieno—-21-ol-3,20-diona (IId)
cristalina, »

B, l,4-pregnadienoc~1la,2l~diol=3,20-diona (II1d)

Se trata 1,0 g, de I1d en 200 ml, de etanol con ur cultive de Brizopus
nigricans de la manera descrita en el Rjemplo 17B., El residuo crudo crista-
lino se cristaliza nuevaemente de une solucidén de acetona y hexano, produciend:
li4 -pregnadienc~-1la,2l-diol~3,20~diona (IIId) cristalina.,

C. lod-presnedieno-2i-ol~3,11,20-trions (Vd)

Una solucidn de 3,0 g, de IIId en 30 ml. de piridina se oxida de la
manera descrita en el Bjemple 17C. ILa evaporacidn del extracto al cloruro
de metileno y la cristalizacién del residuc de una solucién de acetona y

hexano producan la l.4—pregnrdienc—21-01--3,11,20~triana (Vd) cristalina.
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D. I-dehidrocortisona (lia)

Dos litros cLel medio Czapek-Dox se esterilizaron en un frasco agitador
y se inocularon con una cepa de Trichothecium roseum. Después de agitarse
tres dias a una temperatura de 27° C. se agregaron al cultivo, en condiciones
asépticas. 500 mg. de l,4-pregnadieno-21-0l-3,Il,20-triona (Td) en 15 mi.
de acetona. Se continu6 la agitacién durante 60 horas a 27° C. Se separd
el micelio y se hizo la extracién completa tanto del micelio como del filtra-
do acuoso con cloruro de metileno. Dos extractos reunidos se lavaron hien
con agua, se desecaron y se concentraron. La solucién concentrada se
cramatografié sobre yiorisil y se hizo la eluciéon de la I-dehidrocortisona
(11a) en las fracciones de 0.5 %y 1.0 % de metano! en cloruro de metileno,
después de lo cual la columna se lavo con cloruro de metileno. La re-
cristalizacion de las fracciones indicadas de una solucién de acetona pro-
dujo cristales de 1la, con punto de fusién de 226-229° (dése.).

Ejemplo 21
A. l,4-pregnadieno-liP,21-4iol-3,20-diona (ivd)

Se desarrolla un cultivo de Curvularia lunata (Q?' 120h) en frascos
que contienen el mismo medio descrito en el Ejemplo 1 de la patente estado-
unidense 1?0. 2.658.C23. concedida a C-ilbert M. Shull y otro, y se emplea
exactamente como se describe en el Ejemplo 18A para la transformacion de
|,4-pregnadieno-21-01-3,20-diona (lid), disuelva igualmente en 20 mili-
litros de etanol al 95 %. De los eluados méas polares ( éter al 25 % --—---—--
éter al 99 %) se obtiene la I|,4-pregnadieno-HP,21-diol-3,20-diona (17d) que

se cristaliza nuevamente de una solucion de acetona y hexano.



B. Preparacién de 1,4-pregnadieno=2l-0l-3,11,20-triona (Vd)

¥sta reaccién se lleva a cabo exactamente como la transformacién de IIIé
en Vd, sdlo gue en lugar de IIId se emplea IVd.

El compuesto IIId se convierte en 1,4-pregnadieno-lla,l7a,21-triol-
3120-diona (VIIa) mediante el mismo procedimiento que se emplea para con-
vertir Vd en IIla. X1 producto se alisla por cromatografia sobre Florisil
en los eluados de 1 4 y 2 % de metancl en cloruro de metileno, la re-
cristalizacidn de VIla de una solucién de acetona da el producto en forma
cristalina, con punto de fusién de 243 a 2450 (.

De manera andloge el procedimiento que se utiliza para convertir IVd
en hidrocortisona (IIla) es el que se emplea para convertir Vd en IIa, y
el producto IIla se aisla mediante cromatografia.so$re Florisil en los

cloruro v
eluados de 1 4 v 2 ¢ de metanol en/ de metileno. Le recristalize~
cibn de IIIa de una solucidn de acetona da un produéto cristalino, con
punto de fusidn de 238 a 260° C.

La oxidacidn de IIIa o VIla, de preferencia en forma del 2l-acetato,
obtenido haciendo reaccionar los 2l-alcoholes a la temperatura ambiente con
un equivalente de anhfdrido ncético, se efectla de #cuerdo con el procedi~
miento descrito'para convertir IIId en Vd, El grupg 2l-acetato se hidroliza
calentando con bicarbonato de potasio en metanol acuoso para obtener Ila,

la transformacién de L-pregneno-1la,2l~diol-3,20-diona (VI4), h—prég—
neno-11p,21-di0l1~3,20~dions (VIId) ¥y b—pregneno—21-ql~3.ll,zo-triona
(VIIId) en IIId, IVd y V4, respectivamente, se efectla de la misma manera
que la conversidn de Id en IIA.

De modo andlogo, la conversién de Id en los compuestos intermedios VI4
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y VIId sigue los mismos procedimientos descritos antes para la conversion
de lid en Illd, y de lid en IVd, respectivamente. Los compuestos Vid y
V1ld se oxidan convirtiéndose en el compuesto VIIlId en condiciones oxidantes
moderadas, tales como las antes descritas.

Como se ha indicado arriba, en lugar de la desoxicorticosterona
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y sus asteres# podemos emplear la 3<*pregneno-3#21-dioi-20-ona y sus 2l1-6steres,
tal como el acetato y otros asteres de alcanoilos inferiores# cono compuestos
iniciales# pues en el curso del tratamiento con un cultivo o enzima separada
de un microorganismo deshidrogenante, tal como el 0. simplex o el C. hoaali

de la manera ya descrita, el 3*-hidroxilo se oxida convirtiéndose en oxigeno
cetonico# mientras que el enlace doble 3~ pasa a la posicion 4,3. De

ese modo la 3**pregneno-3*21-diol-20-ona y sus 21-ésteres se convierten en

Ha y sus 2l1-ésteres.

Se obtienen generalmente rendimientos mejores en la oxidacion de los
compuestos llor-OH y 11P-OK y conversion en los correspondientes compuestos
11-ceto# y en condiciones menos criticas, si primero se esterifica el 21-
hidroxilo segdn los procedimientos descritos en los Ejemplos 20C y 213
seguido ello de hidrélisis# si se desea. Se han descrito ya los métodos que
son adecuados para la esterificacion parcial de los 11,21-dioles y la hidro-
lisis de los ll-ceto-21-0steres que se obtienen por oxidacién.

El 2l-acetato de Vd puede obtenerse mediante oxidacién del 1l-hidroxilo
de los 2l-acetatos de IHd y 1Vd con acido crémico en piridina# procedimiento
ya descrito respecto de compuestos conexos. EIl 21-éster de Vd se hidroliza
facilmente mediente reflujo con carbonato de potasio en metanol acuoso.

Los compuestos Vid y VHd pueden convertirse en sus 2l-acetatos de la
misma manera que 1Hd y Ivd. La oxidacion del 2l-acetato de Vid y del
2l1-acetato de VHd para su conversion en el 2l1-acetato de VIIId sigue el mismo
procedimiento de la oxidacién del 2l-acetato de IHd para su conversioéon en
21-acetato de Vd. La hidrélisis del 2l1-acetato de VI1I1d para convertirlo en

VI11d# cuando tal hidrélisis no se ha realizado o no ha sido terminada por el



microorganismo empleado para la introduccién del enlace doble 1,2, cono, por
ejemplo, cuando se emplean temperaturas de fermentacién mas altas, sigue el
mismo procedimiento que sirve para la hidrdélisis del 21-acetato de Vvd.

En uno de los diagramas que aparecen antes en esta memoria descriptiva
se muestra la conversion de la 16-dehidropregnenolona (le) y 16-dehidropro-
gesterona (lile) en 1-dehidrocortisona (lia) por medio de los 16,17-epdxidos
y por diversas vias. Estas vias entralian también la adicién de un Il(a o P)-
hidroxilo, la adicién de un 21-hidroxilo la introducciéon de un 17a-hidroxilo
mediante apertura del anillo 16,17-epé6xido, la introduccién del enlace doble
1,2 y la oxidacion del 11-hidroxilo para convertirlo en oxigeno ceténico.

Si bien el orden de estas reacciones puede variarse dentro de ciertos limites
(por ejemplo, el paso de oxidacion debe seguir a la introduccién del 11-
hidroxilo), preferimos efectuar el tratamientos con el microorganismo des-
hidrogenante después de la introducciéon de un grupo hidroxilo por lo menos en
una de las posiciones 11.17, y 21, o después de la formacion del 16,17-epdxido.
En los Ejemplos 22 y 23 se indican procedimientos <pie ilustran el modo de
Ilevar a cabo diferentes 6rdenes de conversiones en los 4,16-pregnadienos y
los 5"16-pregnadienos.
Ejemplo 22

1-dehidrocortisona

Se hizo reaccionar 1 g, de lé6-dehidroprogesterona (lile) disuelta en
25 mi, de cloroformo a la temperatura ambiente durante unas 15 horas con la
cantidad eauivalente de acido perbenzoico disuelto en cloroformo. Se agrega
luego el agua a la mezcla de reaccidon, se lava la capa organica con una

solucidén de sulfito de sodio, luego con una solucién de bicarbonato de sodio,
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agua, y se deseca después sobre sulfito de sodio. Se evapora el cloroformo
y el residuo se cristaliza de una mezcla de acetona y hexano, obteniéndose la
16,17-epoxi-4-pregneno-3,20-diona (iVe).

Se mezcla una suspension de 1 g. del 16.17-epdéxido en 10 mi. de acido
acético glacial con una solucion de 1,1 g. de yoduro de hidrégeno acuoso
al 47%* 10 mi. de &cido acético y 4,1 g. de anhidrido acético. Se mantiene
la temperatura a unos 15 a 20°C. durante la adicién y luego por espacio de
media hora. La mezcla se vierte luego en cinco voldmenes de agua* se filtra
el precipitado* se lava con agua y se deseca. Tl producto crudo es l6-yodo-
4-pregneno-17a*-ol-3*20-diona y éste se disuelve en 100 mi. de etanol y 1 mi.
de acido acético y se somete a reflujo durante unas 6 horas con 2*5 g. de
catalizador de niquel de Raney. Se quita luego el catalizador por Ffiltracion*
se concentra el filtrado, y al agregarse agua se obtiene un precipitado de
4-pregneno-17aw) 1-3,20-diona (17m-hidroxi-progesteron&, VIile).

Se esterilizan 4 litros de extracto de levadura (Difeo) al 1% en un
frasco agitador y se inocula con una cepa de Ophiobolus herbotrichus. Se
incuba el cultivo durante tres dias, con agitaciéon, a una temperatura de 277C.;
luego se agrega 1,0 g. de l?a<-hidroxi-progesterona en 25 mi. de acetona
(estéril), en condiciones asépticas, al frasco agitador y ze continda agitando
durante otros tres dias a 27 C, Se separa el micelio de la mezcla de reaccioén
y se hace la extraccion completa tanto del micelio como del filtrado acuoso
con tres porciones de cloroformo. Se reunen los extractos* se lavan con agua*
se desecan, se concentran y se cromatografian sobre Florisil. La materia
obtenida por elucioén, por ejemplo, con 0,5 — 1*5% de metanol en cloruro de

metileno, se cristaliza de una solucién de acetona y hexano, obteniéndose la
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4-"pregneno—17c-,21-diol-3*20—diona (Tille).

Se agrega ana solucioén de 1,0 g. Ae Tille en 130 mi. de etanol a 1 litro
de un cultivo de 24 horas de desarrollo de Bhizopus nigricans. Al cabo de un
periodo de transformaciéon de 48 horas, se hace la extracciéon de la mezcla con
cloruro de metileno y se evapora el extracto organico hasta la sequedad. El
producto crudo ee cristaliza de una solucidon de acetona y hexano, dando la
4-pregneno-1la,1?a,21-triol-3,20-diona (1Xe).

El compuesto IXe sé somete ahora a la accidn de un cultivo de un micro-
organismo deshidrogenante, tal coco el Corynebacterium simplex. Despuds de
incubarse durante unas 48 horas a una temperatura de 28°C., se obtiene la
1,4-pregnadieno-1la,170.,21-triol-3,20-diona (Xe, Tila). Este compuesto se
oxida luego, como se ha descrito arriba, transformandose en 1-dehidrocortisona
(11a).

Empleando un cultivo de Curvularia lunata,(QM 120h), segdn se describe
en el Ejemplo 18A, en vez de un cultivo de Bhizopus nigricans, se obtiene de
IXe el compuesto 1,4-pregnadieno-lip,17a.,21-triol-3,20-diona (l-dehidrocortisol,
111a), que puede oxidarse igualmente, convirtiéndose en l-dehidroxicortisona.

Ejemplo 23
1-dehidrocortieona

ha 16-dehidropregnenolona ee convierte en el 16,17-ep6xido mediante
tratamiento con acido perftalico. La 16,17-epoxi-5*pregneno-3*=ol-20-ona (He)
ae convierte luego en el derivado llcf-hidroxi (Xle) por tratamiento con un
cultivo de Bhizopus nigricane. EI compuesto Xle se somete luego a la accion de
un cultivo de Ophiobolus herbotrichus para producir la 16.17-epoxi-5-pregneno-

3,11a,21-triol-20-ona (Xlle). Luego se abre el anillo epoxido mediante trats™-



miento con Acido yodlhidrico, segdn se ha. descrito arriba, produciendo la $-
pregneno-3,11a,17a,21-tetrol-20-ona (XI11le). Al someter este ultimo compuesto

a la accion de un cultivo de un microorganismo deshidrogenante se obtiene la
ly4d-pregnadieno-11a,17a,21-triol-3,20-diona (Xe), que luego se oxida, convertian-

dose en 1-dehidrocortisona.

Si se desea, la l16-dehidropregnenolona puede tratarse primero con un
cultivo de Ophiobolus herbotrichus, obteniéndose la 3 "16*-*pregnadieno-3t21-diol
20-ona, que luego se anetila de manera conocida para producir el diacetato. Al
tratarse con un microorganismo deshidrogenante, el diacetato se convierte en la
1,4,16-pregnatrieno-21-ol-3,20-diona. Esta se convierte luego en el 16,17-
epoxido por tratamiento con el Acido perftAlico, después de lo cual se Abre el
anillo epdéxido con Acido yodlhidrico, y a continuacion se somete a reflujo con
el catalizador de niquel de Raney, obteniéndose la 1,4-pregnadieno-17a.,21-diol-
3*20-diona. Esta dltima se convierte luego en 1l-dehidrocortieol por la accién
de un cultivo de Curyularia lunata.

En lugar de perAcidos, tales cono los Acidos peracétl6o, perbenzoico y
perftAlico para la formacidon del anillo oxido, puede emplearse peroxido de
hidrégeno, junto con una base de un metal alcalino, de preferencia el hidroxido
de sodio o de potasio. Esta mezcla puede contener una cantidad de un alcohol,
como el metanol y t-butanol, a fin de ayudar a disolver el compuesto esteroide,
pero generalmente tal alcohol no es absolutamente necesario.

Otros compuestos que sirven de punte de partida son la 3"16-pregnadieno-
3tll-diol-20 ora y sus 3-asteres, la 3 1-3J3i3dieno--3'21-diol-20-0ona y sus
3-ésteres y 21-ésjcrei:. la 3'l16-pregnali6iiO-3,~1:¢l-triol-20-ana y Bus 3-

ésteres y 2l-ésteres, y la 4,16-pregnadieno-21-0l-3"H"20-triona y sus 2l1-ésteres*



que rueden someterse a la accién de un cultivo de un Microorganismo deshidro-
genante, para formar el sistema conjugado 3**ceto-l,4-diano, y a la accién de un
per&cido, o de peroxido de hidrdégeno, para formar el anillo 16,17-oxido, siguend-
uno u otro orden.

Un ejemplo de un compuesto que tiene ya la estructura 1,4-dieno-3-ceto.
que puede convertirse en l-dehidrocortisona y l-dehidrocortisol es el derivado
1-dehidro del Compuesto S. Las transformaciones necesarias pueden llevarse

a cabo de acuerdo con los Ejemplos 24 y 25.

Ejemplo 24
() 1,4-pregnadieno-1la.,17a.21-triol-"3.20-diona (711la)
Siguiendo el procedimiento descrito en J. Am. Chem. Soc., 3933 (1932)

se agrega a 6 litros de un cultivo de 24 horas de desarrollo de Hhizopus
nigricans, 1,0 g. de 1,4-pregnadieno-17a,21-diol-3,20-diona (que puede pre-
pararse segun se describe en los Ejemplos 3 y 6 antes citados o por medios
quimicos conocidos) en 200 mi. de etanol. Al cabo de un periodo de transfor-
macion de 48 horas, en el equipo y el medio que se describen en el referido
articulo, se efectua la extraccion con cloruro de metileno y el residuo sélido
crudo, cristalino, se lava tres veces con porciones de 5 ni. de cloroformo
helado. EIl rendimiento de compuesto 71la es de 0,9 g. EIl producto se vuelve
a cristalizar de una soluciéon de acetona y hexano.
® 1-dehidrocortisona (lia)

A una solucion de 0,4 g. de 711la en 10 mi, de piridlna anhidra se
agregan 0,11 g. de anhidrido acético. Se deja en reposo la mezcla de reaccidn
a la temperatura ambiente de un dia para otro y luego se agrega a una mezcla

de 0,15 g. de tridxido de cromo en 15 mi. de piridina (el reactivo de triéxido



de cromo y piridina se prepara segin indica el artfculo de Poos y compafleros
en el J. Am. Chem, Soc., 75» 422 (1953). la meszcla resultante se dejs en
reposo de un dfa para otro a la temperatura ambiente y luego se vierte en 5
volfimenes de agua,  Se hace la extracciln del producto con cloruro de metileno
¥ se lavan los extractos con agua con &cido sulffirico dilufdo y luego nuevamente
con agua, la solucidn en cloruro de metileno se deseca sobre sulfato de magnesic
¥y se concentra al vacfo, 1la cristalizacién del 2l-acetato de Ila se efectda de
una solucién de acetona y hexano, obteniéndose 0,21 g, del sélido eristalino
(11v).

A una solucién de 0,12 g, del 2l-acetato de Ifa en 3,3 ml, de metanol
quimicamente puro se agregan 0,0315 g, de bicarbonato de potasio em 0,5 ml.
de agua. la mezcla se somete a reflujo durante 3 minmutos y se enfrfa répide~
mente. Iuego se diluye con ague, se neutralira con #cido clorhfdrice dilufdo
¥ se hace la extraccidén con cloruro de metileno. los extractos se desecan ¥y
se concentran, El residnorse crl-staliza de una solucifn de acetona y hexsno,

obteniéndose 0,051 g, de l-dehidrocortisona {IIa).

Zjemplo 25
(A) l,4-pregmadieno-118,17a,21-triol-3,20-diona (I1Ia)

1a l,4-pregnadieno-170,21~-d101~3,20-diona (0,5 g,) se trata con un
cultive de Curmularia lunate (Q 120 b ), gue se prepara de la sigulente ma.nera:.
Ia Curvularia lunata se desarrolla durante dos dfas en frascos agitadores a una
temperatura de 28° en un medio de maltose, sacarosa y sales. Cien ml, del
crecimiento resultante se utilisga para inocular 2000 ml, del mismo medlo con-
tenido en un fermentador provisto de un aireador sumergido, El medio inoculadc

se aglta a 1700 revoluciones por minuto y se airea a razbn de 0,5 volumen de
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aire por volumen de medio por minuto durante 22 horas en bafio marfa a una
temperatura de 28°. Cincuenta gremos de micelio himedo, obtenide por filtra-
cibn del caldo resultante, se agiregan a 2000 ml, de agua y el referido esteroide
en un fermentador semejante. Deepuls que la suspensién de micelio y esteroide
ge aglta de la manera antes descrita, durante 22 horas, se hace la extraccién
con cloroformo, Los extractos al cloroformo se desecan, se concentran hasta
dejar un residuo, y se cromatograifen sobre Florisil, Se prepara la columna
de Florisil con hexano, se sgrege la mezcla del esteroide en una solucién
de cloruro de metileno y se 1lleva a cabo la elucidn con cloruro de metileno
y megclas de cloruro de metileno ¥ metanol. la materis inicial que he quedado
sin reaccionar se eluta en 0,5% dé metanol en cloruro de metileno y el producto
desendo IIla se eluta en 1 a 2% de metanol en cloruro de metileno. De 0.5 g.
del l-fiehldro del Compuesto S se ortiener 0,17 g. de IIIa en forma de un sblido
cristalino, con punto de fusién de 237 a 235° C.

(8)  l-dehidrocortisons (IIa)

2l compuesto IIIa se convierte en el compuesto Ila por el mismo
procedimiento que se emplea para convertir el commuesto VIIa en compnesto Ila,

De 0,400 g. de Illa se obtuvieron 0,205 &. de Ila.

En los Ejemplos 26 y 27, que siguen se describe el procedimiento qufmico

para la introduceidn del enlace doble 1,2.

B Jjemplo 26

l-dehidrocortisona (IIa)
Una solucién de 1 g, de 2l-acetato de alopregnano-17a,21-diol-3,11,20~

triona en 15 ml. de Acido scdtico se broma mediante adicién de 0,80 g. de bromo

en 10 ml, de &cido acBtico. Al agregarse agua se precipita el 2l-acetato de
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2,4=d1bromoalopregnanc=-17a,21-dinl~3,11,20~triona,

8in purificarse el dibromuro (1,5 g.) se someté a reflujo en 50 ml. de
S~colidina durante 1 hora, Se agregan cloroformo y agua, se lava el extracto
orgénico con &cido sulffrico dilufdo, luego con agua, y se deseca y evapora., El
producto crudo se cromatograffa sobre Florisil, obtiéndose el 2l-acetato de
1,4-pregnadieno-17a,21-dio0l-3,11,20-triona (Ib, R = acetilo), con punto de
fusibn de 232 a 235° (desc.)

De manera andloga, bromando el 2l-acetato de pregnano-l17a,21-diol-3,11,

20-triona con 2 equivalentes de bromo y deshidrobromandolo por medio de colidina :

obtiene el 2l-acetato de l-dehidrocortisona, Bromando el 2l-acetato de alopregner

118,17a,21-triol-3,20~diona en las posiciones 2 y 4 mediante tratamiento por ‘bréxr
dehidrocortisol.

seguido de deshidrobromacién con colidina, se obtiene el 2l-acetato de 1-/

De maners semejante, didromando el 2l-acetato de pregnano-118,17a,21-
triol=3,20-diona con 2 moles de bromo y deshidrobroméndolo a continuacién con
c¢olidina, se obtiene el 2l-acetato de l-dehidrocortisol.

Bl 2l-acetato de slopregneno~l17a,.21-diol-3,11,20-triona empleado en esta
modificacién de nuestro método puede prepararse hidrogenande 2,00 g, de acetato
de cortisona en 200 ml, de acetato de etilo con hidrégeno a la presifn atmos-~
férica y a la temperatura ambiente, empleando 0,20 g. de 5% de paladio en
carbbn vegetal como catalizador, Se deja proseguir la reaccidn de un dfa para
otro, luego se guita el catalizador por filtracién y el filtrado se evapora
vajo presifn reducida, El compuesto alopregnano se cristaliza nuevamente de
una solucién de acetona.

De mode anflogo puede obtenerse el 2l-acetato de alopregnano-118,17a,21-

triol-3,20~-diona hidrogenando 5,0 g. de 21-acetato del Compuesto F en 750 ml,
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de acetato de etilo con hidrSgeno en presencia de 0,5 g. de 5% de palsdio
en carbén vegetal como catalizador.

Bl 2l-acetato de Ila que se obtiene,y 1o mismo puede decirse del IIla,
puede hidroligzarse mediante reflujo con bdicarbonato de potasio en metanol
acuoso, para obtener el alcohol libre.

Elemplo 27
21-acetato de l,4~pregnadieno-lla,l7a,2l-triol~73,20~diona

Uns solucién de 2,0 g. de 21-acetato de pregnane-lla,17a,21-triol-3,20~

diona en 25 ml. de £cido acético se broma en las posiciones 2 y 4 mediante
adicién de 1,60 g, de bromo en 1§ ml. de Scido acético, E1 2l-acetato de
2,4~dibromepregnano=1la,17a,21-triol-3,20~diona crudo se precipita al agregarse
agua, ‘

la deshidrobromacién con 100 ml. de colidina durante 1 hora da, despuSc
de la cromategraffa, 2l-acetato de 1l,4~pregnadieno-lla,17a,21-triol~-3,20-diona
(VIIb).

la hidrélisis con bicarbonato de potasio en metanol acuoso durante
10 minutos en reflujo da la 1,4-pregnadieno~lla,l7a,21-triol~3,20-dione
(Vila).

la oxidacidén del acetato con ci-os. N-bromoacetamida o N~bromosuccini-
mida produce el compuesto IIb,

los Tjemplos 28 a 32 ilustran los métodos de introducir el enlace
doble 1,2 por medios quimiecos,

Ejemplo 28

A. 2,21-diacetato de 4-pregneno-2.17a,21-triol-3,11,20-triona

{IIh)

Se calienta una solucibn de 2,0 g. de 2l-acetato de G~bromo-tie
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pregneno-17&.21-diol-3"11*20-triona en 100 mi. de &cido acético glacial, bajo
reflujo, en una atmésfera de nitrogeno con 10 g. de acetato de potasio anhidro
durante cuatro horas. La mezcla de reaccion se diluye luego con agua y ee
extran los productos con acetato de etilo. LoB extractos se desecan, se
concentran al vacio y se absorbe el residuo en un pequeCo volumen de cloruro
de metileno. La solucidn resultante se cromatografia sobre Florisil (sili-
cato de magnesio) y la sustancia sé6lida que se eluta con 5% de 6ter y hexano
ee cristaliza nuevamente varias veces de una solucién de acetona y hexano,
obteniéndose el 2,2l-diacetato de 4-pregneno-2,17u,21- triol-3.11.20-triona,

con punto de fusién de 210 a 213 O. ~ =*I1°°hol 2% (r x 14.700).

3B. 4-pregneno-2,17a.21-triol-3_H.20-triona (111h)

A una solucién en reflujo de 1,0 g. de I1lh en 100 mi. de metanol quimica-
mente puro, bajo una atmésfera de nitrdégeno, se agregan 0,43 g. de bicarbonato
de potasio disuelto en 10 mi. de agua. La mezcla se somete a reflujo durante
3 a 5 minutos y se ajusta luego el pH a 6,8 - 7,0 mediante adicién de &cido
acético. La mezcla resultante ee concentra luego al vacio hasta que se forma
un residuo sélido, se lixivia bien el residuo con acetato de etilo y se con-
centran los extractos. Luego se cristalizan los residuos de una solucién de
acetona y hexano, obteniéndose la 4-pregneno-2,17a.,21-triol-3,11,20-triona.

Ejemplo 29
A. 11-formiato 2l-acetato de 6-bromo-4-pregneno-11P,17a.._.21-triol-3.20-diona(lVh

A 160 mi. de clorobenceno se agregan 1,6 g. de 11-formiato 2l-acetato de
4-pregneno-1113,17a. ,21-triol-3,20-diona y se calienta la mezcla hasta que la
solucién del estercide sea completa. Se aBaden luego 180 mi. de tetracloruro

de carbono seco y se hierve la mezcla para eliminar el agua. Luego se
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agregan 4,2 mi. de una solucidn de piridina al 10% en tetracloruro de carbono

y 0,79 g- de N-bromosuccinimida, se hace burbujear anhidrido carbénico por la
mezcla, se ilumina la mezcla aplicando una bombilla esmerilada de 50 vatios,
colocada en contacto con el frasco y se calienta la mezcla de reaccién rapida-
mente hasta la ebullicidon. Al cabo de 10 a 20 minutos de calentamiento la
N-bromosuccinimida ha reaccionado por completo; [la solucidon se enfria, se lava
con agua y se concentra al vacio. El residuo puede cristalizarse de una
solucion de cloruro de metileno y hexano, obteniéndose el compuesto 1Vh
cristalino.

B* 11-formiato 2,2l1-diacetato de 4-pregneno-2,l1lp,17a,21-tetrol-3,20-diona

La reaccion se lleva a cabo exactamente como se describe en el Ejemplo
28, solo que el eeteroide que sirve de punto de partida es el compuesto IVh.
El producto antes mencionado se cromatografia sobre Florisil y se reunen las
fracciones cristalinas (B0% de éter y hexano y 100% de éter) y se recrista-
lI1zan de una solucidén de acetona y hexano.

C. 4-pregneno-2,l1iP,17a.,21-tetrol-3,20-diona (VIh)

Se trata una soluci6n de 0,5 g. del triéeter en 50 mi. de metanol
quimicamente puro con una solucién de 0,165 g. de hidréxido de sodio en 5 mi.
de agua en una atmésfera de argén. Se deja en reposo la mezcla de reaccioén
de un dia para otro a la temperatura ambiente y luego se neutraliza con acido
acético. La solucidén se concentra al vacio y se hace la extraccion completa
del residuo con acetato de etilo. Los extractos se concentran y se cristaliza
el residuo de una solucidn de acetona y hexano, obteniéndose la 4-pregneno-

2,lip,17ct. ,21-tetrol-3*20-diona (VIh) cristalina.
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Ejemplo 30
A. 2l-acetato de I|,2-oxidopregnano-17a.,21-diol-3,11,20-triona(lli)
de 21l-acetato

A una soluci6on de 0,4 g./de l-pregneno-17a.,21-diol-3,II,20-triona (i)
en 100 mi. de cloroformo a una temperatura de 5° C. se agregan 0,14 g. de
acido perbenzoico en 23 mi. de cloroformo, la mezcla resultante se deja en
reposo de un dia para otro a 3™ C. vy luegoselava con bicarbonato de sodio
acuoso diluido. La solucion al cloroformo se seca luegoy se concentra al
vacio. EI residuo se cristaliza de una solucion de acetona y hexano, ob-
teniéndose el compuesto Ili cristalino.

B. 2l-acetato de 2-bromopregnano-Il,17a.,21-triol-3,11,20-triona (™ 11i)

A una solucion de 0,42 g. de Ili en 100 mi. de cloroformo a una tempera-
tura de 3~ C. se agregan 0,08 g. de bromuro de hidrégeno anhidro disuelto en
100 mi. de cloroformo. Se deja en reposo la mezcla a 3°C. durante una hora
y luego se concentra al vacio. EI residuose cristaliza de una solucion de
cloruro de metileno y hexano, obteniéndose el compuesto lili cristalino.

C. 2l-acetato de pragRano-1,174,21-triol-3.11,20-triona (I1Vi)

Se agita una solucion de 1 g. de lili en 100 mi. de metanol con 10 g. de
10 % de paladio en carbonato de calcio, como catalizador, en una atmdsfera de
hidrégeno a la presién atmosférica. Después que se ha absorbido un equiva-
lente de hidrégeno (al cabo de varias horas de agitacion), se filtra el cata-
lizador de la solucién y se concentra el filtrado al vacio hasta obtenerse un
residuo sélido (I1Vi).

D. 1,21-diacetato de pr<gnano-l,17n,21-triol-3,Il,20-triona (Vi)

El producto IVi crudo se disuelve en una mezcla de 0,3 mi. de anhidrido

acético y 3 mi. de piridina. Se deja proseguir la reaccion de un dia para
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otro y luego #e diluye la mezcla con aguas helada. El precipitado resultante
se filtra y se cristaliza de nuevo de una solucidn de cloruroc de metileno

¥y hexano, obteniéndose el 1,21-diacetato de Pregnano~1,17c«,21-triol-3,11,20~
triona (Vi) cristalino.

E, 1,21~-diacetato de 4~bromopregnanc-l,17a,21-triol-3,11,20~triona (VIi)

A una solucidn de 0,46 g, de Vi en 50 ml, de Acido acétice glacial se
agregan 0,5 ml. de bromuro de hidrégeno 0,28 ¥ en Acido acético. IYuego se
agrega gota a gota, con buena agltacidn, una solucién que contiene 0,16 g.
de dromo, 0,08 g. de acetato de sodio y 15 ml. de &cido acético glacial a un
grado tal gue cada zota tenga oportunidad de reaccionar antes de que se agregy:
otra gota, Cuando la adicisn se ha terminado de hacer la mezcla de reaccidn
ge diluye con cinco volimenes de agua y el compuesto VIi precipitado se recoge
por filtracidn.

¥, 1,21=diacetato de l-pregneno-l,17a,21-triol-3,11,20-triona (VIIi)

A una eolucidn de 0,54 g. de VI en 50 ml. de Acido acético glacial se
agrega, bajo una atmbsfera de anhfdrido carbénico, una solucién aue contiene
0,25 g. de clorhidrato de semicarbazida, 180 mg. de acetato de sodio anhidro,
10 ml. de agua y 10 ml., de &cido acdtico glacial. ILa mezcla se agita durante
diez minutos y se agregan 2C ml., de acetato de sodio 1 N en 4cido acético
glacial., Se continda la agitacidn durante 10 minutos mis, se agregan 2 ml,
de Acido pirdvico y se somete la mezcla al reflujo qurante diez minutes. Ia
solucidn enfriada se diluye con agua y se hace la extraccién con cloruro de
metileno. los extractos se lavan con agua para quitarles el acido y se deseca
la solucidn sobre sulfato de magnesio. La concentracidén de la solucidén seca

¥y la adicibn de hexano provocan la cristalizacidn de VIIi.
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El 2l-acetato de pregnano-1.17u,21-triol-3,II,20-triona puede bromarse
y deshidrobromarse por el procedimiento descrito en Ejemplo 30, Ey F, produ-
ciendo el 2l-acetato de 4-pregneno-I1,17&,21-triol-3,11,20-triona.

Ejemplo 31
Conversion del 21-acetato de I-pregneno-lip,17a-,21-triol-3,20-d.iona en
I*2l-diacetato de 4-pregneno-I,liP,17a,21-tetrol-3t20-diona

Mediante la misma serie de reacciones indicadas en el Ejemplo 30 A a 30 F.
y esencialmente en las mismas condiciones, el 2l-acetato de l-pregneno-lip,
17a-,21-triol-3,20-diona se transforma por los mismos pasos y por via del 21-
acetato de I|,2-oxidopregnano-lip,17a,21-triol-3,20-diona, 2l-acetato de 2-
bromopregnano-I,llp,170.,21-tetrol-3,20-diona, 2l-acetato de pregnano-I,IIP,17c.,
21-tetrol-3,20-diona, 1,21-diacetato de pregnano-Il,llp,17a.,21-tetrol-3,20-dion”™
y 1,21-diacetato de 4-bromopregnano-I,liP,17a,21-tetrol-3,20-diona en 1,21-
diacetato de 4-pregneno-I,l1&,17a,21-tetrol-3,20-diona.

El 21-acetato de pregnano-I,lifs,17a,21-tetrol-3,20-diona puede bromarse
de manera analoga y deshidrobromarse mediante el procedimiento arriba descrito,
dando el 2l-acetato de 4-pregneno-I,lIP,I?a.,21-tetrol-3,2C-diona.

Ejemplo 32
Eliminacion del grupo l1-hidroxi con alimina
A. Una solucion de 0,1 g. de 2l-acetato de 4—FPegneno-I,11{3,17a,21-tetrol-3,2
diona en 100 mi. de cloroformo se pasa sobre una columna de alimina activada
(30 g. con tacafio de particula que pasa por un tamiz de 100 a 200 mallas) y
la columna se lava luego con metanol. los eluados reunidos se concentran y
el residuo, oue cristaliza de una solucion de acetona, es idéntico en todos

sentidos al 2l-acetato de Il,4-pregnadieno-lip,17a,21-triol-3,20-diona



(21-acetato de l-dehidrocortisol).
B. Una solucidn de 0,1 g. de 2l-acetato de 4-pregneno-1,17q.,21-%ricl~3,11,20
triona en 100 ml. de cloroformo se haee pasar de modo anilogo sobre una column:
de aldmina activada (30 g. de 100 a 200 mallas) y la columna se lava luego
con metanol., los eluados reunidos se concentran y se cristaliza el residuo
de una solucic'm de acetona, FEl producto es el 2l-acetato de 1,4-pregnadienoc~
170,21-d101=3,11,20=triona (21-acetato de l-dehidroecortisona).

Fn los Ejemplos 33 a 35 se describen los métodos para la introduccién del
grupo 9a~halégeno en los compucstos 1,4-pregnadieno-2-ol,

Ejemple 33
2l-acetato de 1,4,9(11)-pregnatrieno-17a,21-diol~3,20~diona (I1J)

La 1,4-pregnadieno~118,17a,21~triol~3,20-diona (IIIa) se acetila con
dcido acdtico en piridina, y a 1,22 g. de tal éster disuelto en piridina y
enfriado en hilelo se agregan 0,30 ml, de oxicloruro de fésforo y se daja re-
posar la mezcla de reaccidén de un dfe para otro a la temperatura ambiente.

Al cabo de ese tiempo se concentra la golucitn al vocfo a una temperatura de
25° C, hasta un volumen de 5 ml., y se agregan 50 ml, de apua, ¥l aceite que
se separa se absorbe en acetato de etilo y se lavan los extractos una vez con
agua, con acido clorhidrico 1 ¥ hasta que queden exentos de piridins, con
agua nuevemente y luego con una solucién de hicarbonato de sodio al 5 %. La
solucidn de acetato de etilo se deseca Inego ¥y se concentra al vacfo. ¥l re-
siduo se tritura con 8ter, lo que da lugar a la cristalizacidn del 2l-acetato

de 1,4,9(11)~vpregnatrieno-17a,21-di01-3,20-diona.
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Ljemplo 34
a~fluoro=-1,4-presnadienc=118,17a,21~triol~53,20~diona

La 1,4-pregnadieno-lla,17a,21-triol-3,20-diona (V1Ia) se 21-acetila;
a una solucién de 1,0 g. del acetato en 15 ml, de pifidina anhidra a una
temperatura de 0° =e agrega 1,0 g, de cloruro de p~tolueno-sulfonilo, Ia
mezcla de reaccidn se deja calentar a la temperatura ambiente, quedando en
reposo de un dfa para otro. Luego se diluye con agua helada y el precipitado
resnltante del 2l-acetato de sulfonato de 1la-p-tolueno (13) se cuita de 1a
solucién por filtracidn,

Una solucién de 1,0 g. de Ij en 25 ml, de Acido acético que contienes
2,0 g. de acetato de sodio se somete a reflujo durante cnarenta y cinco mi-
nutes. la solucidn resnltante se concentra al vacio y el residuo se lixivia
con cloruro de metilenos. FEl extracto al cloruro de metileno se lava con agua
para onitarle el 4cido acético y se deseca sobre sulfato de magmesio. la
solucidn desecada se concentra y el residuo se tritura con éter, El producto
(113) se eristaliza de una solucidn de acetona y hexano.

A una suspensidén de 2,0 g. de IIJ finamente dividido en 200 ml, de
dioxano purificado y 20 ml. de agua se agrega 1,0 g; de ¥-bromacetamida ¥y
10 ml, de 4cido perclérico acnoso 1 ¥. La mezcla se agita de vez en cuando
hasta que se haya disuelto todo el sdlido suspendidc. Al csbo de una hora
ge agrega sulfito de sodio amcuoso para destruir el exceso de N-bromacetamida.
Se hace luego la extraccidén completa de la solueidn resultante con cloruro
de metileno y los extractos se lavan con agua para quitarles el Acido.
Después de desecarse cobre sulfato de magnesio se concentra la soluciédn al

vacio y el residio se cristaliza de una solucidn de acetona, obteniéndose

[
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el 2l-acetato de 90”-brmno-l,4-pregnadieno-11p,17a,21-triol-3,20-diona crista-
lino.

Una solucién de 1,0 g. del coapuesto 9&-bromo ei 100 mi. de metanol que
contiene 2 g. de acetato de potasio anhidro se somete a reflujo durante una
hora y se concentra hasta que quede un residuo. EI sélido se lixivia bien
con cloruro de metileno y los extractos se lavan bien con agua. Una vez secos
los extractos se concentran y se cristalizan de una solucién de acetona y
hexano, obteniéndose el 2l-acetato de 9'll**oxido-l,4-pregnadieno-l?a.,21-

diol-3,20-diona cristalino.

Una solucién de 1,0 g. del compuesto oxido en 50 mi. de cloroformo libre
de alcohol se satura con fluoruro de hidrégeno anhidro a la temperatura de
0° C. Después de estar 5 horas a esta temperatura, el exceso de fluoruro de
hidrégeno y el disolvente se quitan al vacie a la temperatura de 0° y el
residuo se cristaliza de una solucién de acetona y hexano, obteniéndose el
21-acetato de 9n-fluoro-l-dehidrocortisol cristalino. Este &ltimo se hidro-
liza luego en una solucién de metanol y cloroformo con &cido clorhidrico
acuoso a una temperatura de 20 a 25° C. por espacio de unas 48 horas, ob-
teniéndose el 21-ol (9a.-fluoro-l-dehiArocortisol) libre, que se cristaliza
de una solucion de acetona y hexano.

El 21-acetato puede oxidarse y convertirse en el 2l-acetato de 9<X'-flu°i'O-
l-dehidrocortisona agregando a una solucion de 162 mg. del primero en 10 mi.
de &cido acético glacial, gota a gota, una solucién de 30 mg. de triéoxido de
cromo en 0,5 "™1* de agua y 2 mi. de acido acético glacial. Al cabo de 6
horas la soluciéon verde se diluye con 2 mi. de metanol y se concentra al

vacio. EI residuo se lixivia bien con cloruro de metileno y los extractos
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se desecan sobre sulfato de magnesio anhidro., la concentracidn de la solu~
cibén desecada produce el 2l-acetato de %a~fluoro-l-dehidrocortisona crista-
1ino, que puede hidrolizarse fAcilmente convirtiéndose en el 21-0l libre
(1v, 2 = 7).

Ejemplo 35
9a~cloro-1,4-pregnadieno~118,17a,21-tricl-3,20-diona

Una solucidn de 1,0 g. de 2l-acetato de 9(11)~oxido~1,4~pregnadienoc~
17a,21-d101-3,20-diona en 50 ml. de cloroformo libre de alcohol se satura con
cloruro de hidrdgeno anhidro a una temperatura de O°;, Después do eetar 5
horas a esta temperatura el exceso de cloruro de hidrdgeno y el disolvente
se eliminan al vac{o a 1la temperatura de o° y el residuo se cristaliza de
una solucidén de acetona y hexano, dando el 21-acetato de 9a~cloro-l-dehidro~
cortisol cristalino, 3XEste #1timo se hidroliza luego, ¢ando el compuesto 21~
ol lidbre,

Oxidando el acetato de la manera descrita en el ejemplo que antecede se
obtiene el 2l~acetato de 9arcloro-l—dehidrocorﬁisona, que puede hidrolizarse
luego, convirtiéndose en el 21-01 1libre,

Tl éster del Bjemplo 33 puede hidrolizarse sometiendo a reflujo una
mezcla de 1,0 g. del éster en 1¢ ml. de metanol bajb nitrégeno y agregindole
0,22 g. de bicarbonato de sodio en 1 ml. de agua. Se continfa el reflujo
durante diez minutos, y la mezcla de reaccidn se neutraliza luego con Acido
acético, Se quitan los disolventes al vacfo, se lixivia el residuo con clorure
de metileno y se provoca la cristalizacidn del 21-alcohcl libre mediante
adicidén de hexano a la solucién de cloruro de metileno concentrada. Los

e jemplos que siguen se refieren a la preparacidn de los &steres de accifn
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prolongada de los 1,4-pregnadiencs e indican en qué forma pueden utiliza.:;se
estos grupos estéricos para proteger el 21-hidroxilo en el curso de la
sintesis de los pregnadienos.
Ejemplo ¥
21~(5t-t=butilfuroato) de 1,4~presznadieno-118,17a,21-triol=3,20-diona

Se disuelve 1 gramo de 1,4-pregnadiene-118,17a,21-triol-3,20~diona en
10 ml, de piridina, se enfrfa con agitacifn en una ba¥o de hielo y se trata con
0,6 g. de cloruro de 5-~t-butilfuroflo, Despuls de agitarse de un dfa para
otro, se vierte la mezcla en &cido sulféirico dilufdo y se hace la extraccién
del sflido con 8ter, El produncto crudo se cristaliza de una megzcla de benceno
y metanol, obteniéndose el producto puro gque se funde con descomposiciln a una
temperatura de 237 a 239o c.

Bjenplo 37
A. 21~(2', 41-diclorofenoxiacetato) de_grwtriol-n.zo—diona

Se disuelven 100 gramos de pregnano =3a,l7a~diol~11,20-diona en un 1litro
de cloroformo que contiene 1% de etanol, y la mescla se enfria a una temperatura
de 10° C. y se trata con 12 g, de bromuro de hidrogeno gaseoso. Despubs de
enfriarse a una temperatura de ~20° C., y mientras estd & menos de <10° €.
se trata la mezcla con une solucibén de 48 g. de bromo en 650 ml. de cloroformo
por espacio de tres horas., 1Ia mezcla de reaccidn se concentra luego hasta
250 ml. al vacfo a una temperatura inferior de 250 C. Se agregan a la solucifn
800 ml, de acetona y luego 200 g. de 2,4—diclorofenoxiacetato potsico (obtenido
por evaporacién al vecfo de una solucién metanflica de 4cido 2,4-diclorofenoxi-
acético neuntralizmdo con carbonato de potasic). TLa mezela se trata con 200 ml.

de agua, se mezcla bien y se somete a reflujo por espacio de 16 horas. Se quita




luego el disolvente por destilacién a vapor, después de agregarse 500 mi. de agua
y se calienta la mezcla 30 minutos a una temperatura de 100°C. EIl producto
se recoge por filtracion y se lava tres veces con agua caliente. Este se
cristaliza de una solucién acuosa de metanol, obteniéndose e;21—(2',4'—
diclorofenoxiacetato) de pregnano-3o-,17a.21-triol-11,20-diona puro.
B* 21-(2",4"-diclorofenoxiacetato) de pregnano-17c.,21-diol-3,11,20-triona

El resididé crudo hdmedo del Ejemplo 37A se disuelve en 1170 mi. de
acetona y 100 mi. de agua. Se enfria la solucién a -5° C. y se ajusta el pE
a 2.4 con éacido clorhidrico 6 E (0,2 a 1,0 mi.). Se agregan en la oscuridad
89.8 g. de N-bromosuccinimida y la mezcla se mantiene durante una hora a la
temperatura de -5° C. A la solucidn roja se agrega suficiente solucion de
sulfito de sodio (123 g. de sulflto de sodio en 670 mi. de agua) para ajustar
el pH a 4,5 - 3*0, y se destila la mezcla a vapor hasta que la temperatura
lIlegue a 100° C., durante una hora. El producto se separa por filtracion y
se lava tres veces con agua caliente y se deseca. ElI 21-(2", 4"-dicloro-
fenoxiacetato) de pregnano-17a.,21-diol-3"11.20-triona crudo se purifica mediante
cristalizacion de una mezcla de acetona y metanol.

C. 21-(2",4"-diclorofenoxiacetato) de 2,4-dibromopregnano-17o-.21-diol-3.il.20-

triona.
Se disuelven 10 gramos del producto del Ejemplo 37B en 250 mi. de acido
acético glacial, se agitan y se tratan gota a gota con una solucién de 3*85 g.
de bromo en 30 mi. de &acido acético con tanta rapidez como se descarga el
color (unos treinta minutos). la adicidn de agua precipita el dibromuro crudo,
que se quita por filtracion. la cristalizacién de una solucién da acetona y

metanol produce el 21-(27,4"-diclorofenoxiacetato) de 2,4-dibrcmopregnano-17a.,
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21-diol-3,11,20-triona puro.
D. 21-(2" ,4"-diclorofenoxiacetato) de 1,4-pregnadieno-17u.2l-diol-3.il,20-
triona

Se disuelven 5 granos del producto del Ejemplo 3?C en 23 mi. de quinaldina
y se mantienen a una temperatura de $5 * 100° C. durante 16 horas. La mezcla
se destila luego a vapor para quitar la quinaldina y se hace la extraccion
del &aster con éter. Se lava la solucién con acido sulfirico diluido y agua,
se deseca y se evapora hasta dejar un residuo. La cromatografia de benceno
sobre silicato de magnesio activado da el 21-(2",4"-diclorofenoxiacetato) de
1,4”pregnadieno-17u,2l-diol-3.11,20-triona puro, que se eluta con benceno y
gue tiene una rotacién especifica de como 4 116 (dioxano).

E.lemolo 38

A* 21-(4"-clorofenoxiacetato) de pregnano-1lp,17a.,21-triol-3,20-diona.

De la misma manera que en el Ejemplo se tratan dos gramos de pregnano-
HP,17a,21-triol-3,20-diona con 1,40 g. de cloruro de 4-clorofenoxiacetilo.
El producto crudo se disuelve en metanol y se concentra, dando el 21-(47-
clorofenoxiacetato) de pregnano-11¥?,17a,21-triol-3.20-dlona cristalino.
B* 21-(4*-clorofenoxiacetato) de I,4-nregnadieno-Hp,l17a,21-triol-3*20-diona

Un gramo del producto del Ejemplo 3SA se bromé como en el Ejemplo 37A
con 0,62 g. de bromo en acido acético. EI dibromuro crudo, precipitado con
agua, se deseco y disolvié en 10 mi. de tolueno y 3 Mi. de 2,4,6-colidina. La
mezcla se sometié a reflujo durante 16 horas y se destildé a vapor para quitar
los disolventes. EIl producto crudo se manipulé y cromatografio como en el
Ejemplo 3?D. y el eluado de benceno se cristalizé de una soluciéon de metanol,

obteniéndose el 21-(4"-clorofenoxiacetato) de 1,4-pregnadieno-11B,17a.,21-triol-
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3,20-diona, con punto de fusién de 184 a 186°C.

EJemplo 39

Ao 21-(4'-clorofenoxiacetato) de alopregnano-11f,17a,21=-triol~3,20~diona ;
Se esterificaron 10 gramos de U-pregnano~118,17a,21-triol-3,20~dicna !

como en el Ejemplo 36 con 7,0 g. de cloruro de 4-clorofenoxiscetilo. El §
producto crudo se criptalizé de una solueidn de etanol al 95%, obteniéndose :
el 21~(4'~clerofenoxiacetato) de 4~pregneno-~118,17a,21-triol=3,20~diona.

Se suspendieron 5 gramos de este éster en 150 ml, de acetato de etilo %
y se agregd 1 g. de paladio al 5% en carbbn vegetal., S$e 2gitd la mezcla con
hidrdeeno hasta que se absorbil un equivalente (231 e:.m_3 a 25°c,) ¥ se detuvo la
absorcién, 1a mezcla se filtrf y se concentrf la solucibn hasta 25 ml. =1
producto que cristalizd se separd por filtracin y se desecd. Puede cristali-
zarse de nuevo de una solucibn de acetona, obteniéndose el 21-(4!~clorsfenoxi-
acetato) de alopregnano-11B,17a,21~-triol~3,20~diona, HBste &ster se puede
preparar también mediante hidrélisis del 2l-mcetato de alopregnano-118,17x,21-
triol-3,20~31ona y nueva esterificacifn. Diez gramos del 2l-acetato se
disuelven en 200 ml, de metanol y se tratan con una solucién de 2,95 g. de i
bicarbonato de potasio en 25 ml. de agua., 1le mezcla se agita durante 24 horas :
con nitrégeno, que se le hace burbujear lentamente. Se agrega luego &cido
acético para neutralizar, se agregan 50 ml. de agua y se concentra la mezcla al
vacfo hasta un volumen de 125 ml. El precipitado se recoge, se lava con agusa
¥ se cristaliza de una solucién de metanol dilufdo, obteniéndose la alopregnano~
118,1%as21-triol-3,20-diona, Se esterifican 5 gramos de este dltimo compuesto
como en el Ejemplo 36 con 3,5 g. de cloruro de 4-~clorofenoxiacetilo, Il

producto se cristaliza de una solucién de benceno y metanol, para obtener el



2)-({#'~clorofenoxiacetato) de alopregnano-11p,17x,21-triol~3,20-diena,

B. 21-‘4'-clorofenoxiacetato) de 1.h—gregn_ai,;eno.ng,120,,21-1;1-101-3,20.41013

Dos gramos del producto del Ejemplo 39A se cubren con 25 ml. de &cido
acdtico glacial, se sgitan y se tratan gota a gota con 1,25 g. de bromo
en § ml, de #cido acético. Despuds que desaparece el color se agrega sgua y
el dibromuro crudo se separa por filtracién y se deseca.

Se suspende 1 g. del didbromuro en 5 ml, de dietilanilina y se calienta &
una temperatura de 95 a 100° C, en baflo de vapor, agitfndose durante seis
horas., Inego se vierte la mezcla en &cido sulffirico dilufdo ¥y se hace la
extraccién con cloruro de metileno. la solucidn se deseca y evapora y el
residuo se cristaliza tres veces de una solucidn de metanol y acetona, obtenién-
dose el 21-(41~clorofenoxiacetato) de l,4~pregnadienc-118,17a,21-triol~3,20~
diona, con punto de fusibn de 184 a 186°C., que es el mismo producto del
Bjemplo 28B.

Ejemplo 40
21-(2'-furoato) de 9a-fluoro=-l,4-pregnsdienoc-17a,21-diol-3,11,20-triona

Se disuelve 1:0 g. de So~fluoro~l,4-pregnadienc-17«,21-G101=3,11,20~
triona en 20 ml, de piridina seca y la solucién resultante se enfrfa hasta una
temperatura de O° C. Luezo se agregan gota & gota a la solucibn agitada 0,45 g.
de cloruroc de 2«furoflo. Se deja calentar lentamente 1la mezcla de reaccifn a
la temperatura ambiente y se agita de un dfa para otro. Iluego se vierte la
mezcla en 200 ml, de &cido sulffrico acuoso al 10%, frfo. Bl precipitado
resultante se filtre y se lava sucesivanente con esgua, bicarbonato de sodio
ecuoso y ague, la recristalizacifn de una solucién de metanol y agua produce

el 8ster 21-(2t'«furoato) en forma de una sustencia cristalina.
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De una manera semejante pueden obtenerse el ester 21-(2!'-furcato) de
9upf1uoro-1.b—pregnaﬁieno-lls.17@.21—triol-3.20-diona‘y los anflogos Sa~cloro de
smbos compuestos. Empleando el cloruro de S-t~butil ~2-furoflo, el clorure de
fenoxiacetilo y el cloruro de 2.4.5-triclorofenoxiaoetilo. gse producen el
21 [k5'-grbutil)-Z'-furoatéj v el 2l-fenoxiacetato y el 21-(2!',4!,5¢-tricloro-
fenoxiacetato) de los derivados 9a~fluoro y 9a~-cloro de lw-dehidrocortisol y
l-~dehidrocortisona, -

~ Haclendo reacclonar el correspondiente 2l-alcohol libre con el cloruro
del fcido, se han obtenido los sigulentes 8steres adicionales:
21-(S$'-bromofurcate) de l,4-pregnadienc-21-0l~3,20~3ione;

2l-furoato de 1,4-pregnadieno-11B,17a,21-triol-3,20~diona, que tiene
un punto de fusién de 240 a 242° C. (con descompesicién);

21=(4'-metilfenoxiacetato) de 1,4-pregnadieno-118,21-diol~3,20-dionas
21-(5'=clorofuroato) de 1.h—pregnadieno-118o17@421—tr101-3.20-diona;

21=(4'=t=butilfenoxiacetato) de 1,4~pregnadieno~118,17a,21-triol~-
3,20-diona, que funde (con descomposicibn)a 203 - 206° C. 3

21~-fenoxiacetato de l.hfpregnadieno—21-ol-3.20~diona: .

21—(#'—clorofenokiacetato) de 1,4-pregnadieno=-17a,21-diol1-3,11,20-triona,
con punto de fusifn de 180 a 182° C.

21~({4t-metoxifenoxiacetato) de 1.N-pregnadieno—17q,21.d1°1.3,11,20_
triona, que tiene un punto de fusidn de 130 a 135° ¢,
(con pérdida de solvato);

21-(5'-bromofurocato) de 1.hupregnadieno-l?a.21-d101-3.11.zo-triona:

21-fenoxiacetato de 1,4~pregnadieno-118,17a,2l=tripl-3,20~diona, con
punto de fusibn de 196 a 199° C.;

21-(4'-bremofenoxiacetato) de 1,4-pregnadieno=11B,17q,21~triol-3,20-
diona;

21-furoato de 1,l4-pregnadieno-176,21-diol-3+11,20~triona, en dos formas,
con funtos de fusién de 233-235° C. ¥y 251-254° ¢,
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.

21-(4t~terc, ~butilfenoxiacetato) de ly4-pregnadieno-17c,21-di0l=3,11420~
triona, que tiene un punto de fusiln de 130 & 135 © ¢,
(con pérdida de solvato);

21l-fenoxiacetato de 1.b-pregnadieno-l?a'21-diol-3.11.zo-triona. con
punto de fusidn de 205 a 2079 C.; ¥y

21-(5'=terc,-butilfuroato)} de l,4wpregnaiienoc—17a,21=di01-3,11,20~triona,
con punto de fusién de 241 a 243° C.

Estos &steres se administran'de las diferentes maneras que se han deserito
arrita.

Como se comprenderd por lo expuesto, el orden de sucesifn de las opera~
ciones necesarias para producir un producto deseado partiendo de determinado
producto inicial se escoge, de acuerdo con los principios del invento, tomendo
debidamente en cuenta el posible efecto de los grupos que intervienen ¢ las
configuraciones en los pasos subsigulentes del proces¢ y la nresencia necesaria
o la introduccién previa de un grupc en el gue actfa determinado paso del
proceso, N

Por la expresifn "funciln ox{geno", segin agquf se emplea, ha de entenderse

el ox{geno ceténico y los grupos capaces de convertirse en &1.
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REIVINDICACIONES

1. Un catodo de producir un compuesto de la férmula
CHgOR
Co

en la cual X representa 0o (H, OH); R corresponde a H o acilo; y W es H, 3,
Cl o Br, caracterizado por el hecho de que un pregnano saturado o un pregnano ;
no saturado desprovisto de una o mas de las siguientes caracteristicas:
(@) el enlace doble 1,2; (b) el enlace doble 4,3; (¢) el grupo X; (d) el
grupo 17ur-CH; (e) el grupo 21-0R; y (F) el grupo 9ar-fluoro, cloro o bromo,
se somete a uno o mas tratamientos mediante los cuales se introduce o introducen
en la molécula la caracteristica o las caracteristicas ausentes.
2. Un método segan la reivindicacion 1, en el cual el compuesto que
sirve de punto de partida tiene una funcidén oxigeno en las posiciones 3 y 20.
3. Un método segdn la reivindicaciéon 2, en el cual la funcidén oxigeno
es oxigeno cetoénico, un grupo hidroxilo o un grupo éster.
4. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3" en el cual %
el compuesto inicial se somete a uno por lo menos de los siguientes pasos en i
cualquier orden;
(@) introduccion de un enlace doble 1,2; i
(b) introduccidén de un enlace doble ligado al carbono 5;
(c) introduccién de una funcién l1ll-oxfgeno;

(d) introduccién de una funcidén 170"-oxigeno;
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(e introduccién de una funcién 21-oxigeno;

(® introduccion de un grupo 9<<-fluoro, cloro o "bram;
comprendiendo dichoe pasos en todo caso la introduccion de un enlace doble 1,2.

3. Un método segdn cualquiera de las reivindicaciones 1, 2y 3" en el
cual el compuesto inicial tiene un enlace doble ligado por lo menos a uno,
pero a no mas de tres de las posiciones 1, 4, 6, 9(11) vy 16.

6. Un motodo segdn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
cual el compuesto inicial tiene un enlace doble ligado a un carbono del
anillo A.

7 Un método segdn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el cual
el compuesto inicial tiene un grupo hidroxilo o un grupo Oster en una, por
lo menos, de las posiciones 11, 17a, 20y 21.

8. Un método segdn cualquiera de las reivindicaciones la?, en el cual
se introduce un enlace doble en el anillo A mediante tratamiento del compuesto
inicial con un cultivo de un microorganismo deshidrogenante que no degrada
simultaneamente la molécula o con una materia enzimdtica separada de tal
cultivo,

9. Un método segdn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el cual
la introduccién de un enlace doble 1,2 se efectda mediante tratamiento con un
cultivo de un microorganismo deshidrogenante que no degrada simultaneamente la
molécula o con la materia enzimatica separada de tal cultivo.

10. Un método segdn la reivindicaciéon 8 6 9" en el cual el microorganismo
es un miembro de la familia Corynebactriaeeae.

11. Un motodo segdn la reivindicacion 10, en el cual el microorganismo

es un miembro del género Corynebacterium.
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12. EI método segun la reivindicacion 11, en el cual el microorganismo
es el Corynebacterium simolex. t
13. Un método segun la reivindicacion 11, en el cual el microorganismo
es el Corynebacterium hoasii.
14. Un método segun la reivindicacién 8 6 9* en el cual el microorganismo
es el Bacillus sphaericus, variedad fusiformia. ?
13. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el
cual el compuesto que sirve de punto de partida tiene un grupo 1l-hidroxilo.
16. Un método segdn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el
cual el grupo 1l1-hidroxilo se introduce microbioldgicamente.
17. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el
cual se introduce el grupo lip-hidroxilo por medios quimicos.
18. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el ]
cual el grupo 2l1-hidroxilo se introduce microbioldgicamente. t
19. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el
cual el grupo 17cf-hidroxilo se introduce microbiolégicamente.
20. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el
cual el grupo 17a<-hidroxilo se introduce por medios quimicos.

21. Un método segun cualauiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el n

-\

cual se introduce el grupo 9c&"haldégeno en un 1,4-pregnadieno.
22_. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y 18 a 20,

en el cual los grupos 9<-*ha,l6geno y llp-hidroxilo se introducen en un 1,4-

pregnadieno.
23. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17 y 22,

en el cual el grupo 1ll-hidroxilo se oxida subsiguientemente formando un oxigeno



ceténico,

24, Un método segfin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7., en el
cual se introduce el enlace doble 1,2 por medios qu{micos.

25, Un método seglin la reivindicaciln 24, en el cual se introduce una
funcidn oxigenada en la posicifn 1 y luego se le divide.

26, Un método segln la reivindicacidn 24, en el cual se introdice una
funcién oxigenada en 1la posicién 2 y luego se le divide. :

27. Un método sezin cualquiera de lns reivindicaciones 1 a 7, en el cual
se introducen los dos enlaces dobles en el anillo A por medios quimicos.

28. Un método segin la reivindicacifn 27, en el cual el anillo A del
compuesto inicial se satura y se broma en las posiciones 2 y 4, despuds de lo
cual se deshidrobroma el compuesto,

29. Un método wegin la reivindicacién 21, en el cual se introduce el
4tomo Sa~halbgenc en un 1,4,9{11) pregnatrieno.

30, Un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, 16, 17
¥y 21 a 24, en el cual la 4-pregneno~17a,21l-diol=2,20~-diona, o el &ster de la
misma, se hidroxila en la posicifn 11, y se deshidrogenn para prodiucir un
enlace doble entre los carbonos 1,2, en uno u otro orden.

| 31. Un método segln cualauiera de las reivindicaciones 1 a 14 y 16 a 24,
en el cual se hidroxils la progesterona en la posicién 11, en la posicién 17a,
¥y en la posicién 21, y se deshidrogena en el anillo A para introducir un
enlace doble 1,2 despuds de la hidroxilacidn,

32, Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1k, 18 a 21 é
y 24 a 28, en el cual se introduce un ll-hidroxilo en una 1,4-pregnadienc-

17a,21~d101-3,20-d40na 0 su ster, y, 81 se desen, se oxlda el 1l-hidroxile
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formando un oxigeno cetonico o se hidroliza el grupo aster.

33* En un procedimiento acecuado para emplearse en la fabricacién de
loa pregnadienos segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a4y 7. el
paso que consiste en someter un compuesto pregneno que tiene un enlace doble
ligado al carbono 3*y grupo hidroxilo en una posiciéon que no sea la po-
sicion 3" & B accion de un cultivo de un microorganismo deshidrogenante que
no degrada simultaneamente la molécula o a la accion de una materia®, enzi-
matica separada de tal cultivo, a fin de introducir un enlace doble en el
anillo A, y separar el pregnadieno asi formado.

3. Un método segin la reivindicacion 33" en el cual el compuesto
inicial es 3-nregnano-3 20-diol.

33. Un método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en el
cual el compuesto inicial es un 3**ceto-4-pregneno 0 un 3*hidroxi-3-pregneno
0 un éster de los mismos.

36. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el
cual el compuesto inicial es 3-pregneno-3 "1?a,21-triol-11,20-diona,
3-pregneno-3*170-,20,21-tetrol-11-ona, 3-pregneno-3,ll(@. o p),17a,21-tetrol-
20-ona, 3-pregneho-3,1l(a o P),17a.,20,21-pentol, 4-pregneno-17a,21-diol-
3.20- diona o un éster de los mismos.

37* En un procedimiento adecuado para emplearse en la fabricacion de
los compuestos que define la reivindicacion 1, el paso que consiste en so-
meter la 4-pregneno-lla,17n,21-triol-3,20-diona, 4-pregneno-17a,21-diol-3,20-
diona, corticosterona, desoxicorticosterona, 5-pregneno-3P,20-diol-17(&-
hidroxi-progesterona, 4-pregneno-11p,21-diol-3.20-diona, 4-pregneno-21-ol-

3 .20- diona, 4-pregneno-21-ol-3.11 ,20-triona, 4-pregneno-lla, 17a,20,21-
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tetrol-3-on*, o 3-pregneno-3,11a.17a,21-tetrol-20-ona. a la accion de un
microorganismo deshidrogenante seglin e define en cualquiera de las reivindi-
caciones 8 a 14.

38. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en el
cual el compuesto inicial es cortisona, hidrocortisona o un aster de las
mismas.

39. Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en el
cual el compuesto inicial es un pregnadieno que tiene un enlace doble ligado
a cada uno de los carbonos 4 y 6, y que comprende el paso de hidrogenar en
parte el 1,4,6-pregnatrieno a fin de saturar el enlace doble ligado al
carbono 6.

40.Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el
cual el compuesto inicial contiene un grupo $(&fluoro, cloro o bromo.

41. Un método segin la reivindicacion 40, en el cual el grupo Qo™
halogeno es fluoro.

42. Un método segun la reivindicacion 40, en el cual el compuesto
inicial es 9a-hal6geno-4-pregneno-21-ol-3.11,20-triona; 9a<-haldgeno-4-
pregneno-17a, 21-di ol-3*11.20-triona; 9<x-halégeno-4-pregneno-11p.21-dl ol-
3,20-diona: o 9cf-haldgeno-4-pregneno-116,17a. .21-triol-3.20-diona.

43. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14y 16 a
18, en el cual el compuesto inicial es I?ct<-hidroxi-progesterona o 5-pregneno-
3, 170™~diol-20-ona.

44. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, 16 y 19.
en el cual el compuesto inicial es desoxicorticosterona o 3-pregneno-3.21-°
diol-20-ona. o uno de sus esteres, efectuandose los tratamientos en cualquier

orden.
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45, Un método segin la reivindicacién 20, en el cual se hace reaccionar
un 1,%,16-pregnatrieno con un perdcido o con perﬁxido de hidrégeno a fin de
formar el derivado 16,17-oxido, que se hidroliza s&bsiguientegente pare in-
troducir un grupo 17o~hidroxilo.

46, n método segin la reivindicacién 45, en el cual se forma el trieno
hidrogenando un pregnadieno que tiene un enlace doble ligado al carbono 5 y
un segundo enlace doble en la posicién 16,17, foryéndose el grupo oxido con
anteriortdad a la deshidrogenacidn si no hay presente un hidroxilo en una
posicién distinta de 1la posicibn 3.

47, Un método segin la reivindicacidn 45, en el cual el compuesto
inicial tiene un grupo hidroxilo o un grupo aciloxi en la posicién 21 o un
grupo hidroxilo en la posicién 11.

48, Un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, 16, 18
¥ 20, en el cual se oxigena primero un pregnadienc que tiene un enlace doble
ligado al carbono 5 y un segundo enlace doble en la posicién 16,17, y luego
se déshidrogena en el anillo A,

49, Tn método segin la reivindicacidn 48, en el cual el compuesto
inicial es l6-dehidropregnenolona o su éster o l6-dehidroprogesterona.

50. Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, 16 y 20,
en el cual la 5,l6-pregnadienoc-3g,21-diol-20~ona o un diéster de la misma,
se convierte en el 16,17-epdxido, en uno u otro orden, y luego se hidroliza
a fin de introducir un grupo l7o~hidroxilo.

51, Un método seglin cualguiera de las reivindicaciones 1 a 13 y 18, en
el cual se somete la 1l6~dehidropregnenolona a la accidn de un cultive de un

microorganismo 2l1-hidroxilante, y luego & la accién de un microorganismo
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deshidrogenante para producir 1,b.16—pr6gnatrieno-21-ol—3.zo-diona.

52. Un método segin la reivindicacién 27, en el cual el compuesto
normal-o el compuesto alo-pregnano=2,4~dibromo~11X-17a,21~diol~3,20=diona o
su 21-éster se hace reaccionar con un agente deshidrobromante a fin de intro-
ducir des enlaces dobles en el anillo A, correspondiendo X a 0 &

H,0E{a o B).

§3. Un método seglin 1a reivindicacién 52, em el cual se hace reaccionar
el 2l-acetato de pregnano—l?a.21-diol-3.11.20-trioﬁa con bromo para formar
el 2,4-dibromuro, y se di~deshidrobroma el didbromuro para producir_el 2l-
acetato de 1,4~-pregnadieno=-17a,21-dio1-3,11,20-triona y, si se desea, se
hidroliza el grupo éster.

54, Un método segin la reivindicacidn 27, en el cual el 2l-acetato de
pregnanc~-lla,l17a,21-tricl-3,20~diona se hace reacclonar con bromo para for-
mar el 2,4~didromuro, di-deshidrobroméndose el dibromuro para producir el
correspondiente compuesto 1,4~pregnadienc y oxiddndose el grupo lla~hidroxilo
y convertirlo en un grupo ceto.

55, Un método segin la reivindicacidn 27, en el cual el 2l-smcetato del
compuesto normal o del compuesto alo~pregnano=11p,17a,21~triol-3,20~diona
se hace reaccionar con bromo para formar el 2,4-dibromuro y se di~deshidro-~
broma el dibromuro pars formar el correspondiente compuesto l,4-pregnadienc.

56, Un método segin la reivindicacibn 26, en el cual se convierte un 3~
ceto~l=pregnenc en el correspondiente campuesto 1,2-oxido, este dltimo se
hidroliza con un Acido halihfdrico para producir un 1-hidroxi-2-halégeno-3-
ceto~pregnano, el haldgeno se divide, reemplagé~dose el grupo l-hidroxi con

un grupo aciloxi, se introduce un halégenc ea la posicidn 4, se deshidro-
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halégena el compuesto para producir un enlace doble,4,3 y se divide sub-
siguientemente el grupo l-aciloxi para introducir un enlace doble 1,2.

37. Un método segin la reivindicacion 56, en el cual el compuesto
inicial es un l-pregneno-Hx-17a.,21-diol-3,20-diona, y sus 2l-isteres, en
la que X corresponde a 0 6 H,OH(a ¢ ), y en la que el agente halogenante
es bramo, mientras gue el &cido halohidrico es el bromuro de hidrogeno.

38. Un método segin la reivindicacion 23, en el cual se calienta un
3-ceto-6-bromo-1-pregneno con una sal de un metal alcalino de un &cido alca-
noico inferior para formar un 2-alcanoiloxi-3-ceto-l-pregneno, y luego se
divide el grupo acilo en la posicion 2, a fin de introducir un enlace doble
1.2.

59- Un método segin la reivindicacién 38. en el cual el compuesto
inicial es una l-pregneno-6-bromo-11X-170.,21-dTol-3"20-diona, en la que X
representa 0, E.OH o H,03, siendo R un alcanoilo inferior.

60. Un método segun la reivindicacion 58. en el que el compuesto
inicial es 2l-acetato de 6-hromo-4-pregneno-174,21-diol-3"H"20-triona y en
la que la sal es la del acido acético.

61. Un método segin la reivindicacion 58" en el que el compuesto
inicial es Il-formiato-21l-acetato de 6-bromo-4-pregneno-11P.17a,,2l-triol-
3.20-diona, y en el que la sal es la del 4cido acético.

62. Un método segun la reivindicacion 21 6 22, en el cual aa deshidrata
un 21-éster de 1-dehidrocortisol a fin de introducir un enlace doble 9(H)*"
y luego se hace reaccionar el trieno con un reactivo a fin de introducir un

grupo ot/-oraro y un grupo Hp-hidroxilo.
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63. Un método segun la reivindicacion 62. en el cual se calienta el
producto con una sal metalica de un acido graso inferior para introducir
un grupo 9(1-oxido, y se abre el grupo oxido con fluoruro de hidrégeno,
a Ffin de producir el compuesto 9a-Fluoro-11{3-hidroxi.

64. Un método segun la reivindicacion 62, en el cual el agente des-

hidratante es oxicloruro de fésforo.

-

63. Un método segin la reivindicaciéon 21 6 22, en el cual se trata un
2l-éster de 1,4-pregnadieno-lla.,l?a,21-triol-3"20-diona con un agente sul-
fonilante a fin de producir el llta-sulfonato, se calienta luego el diéster
con una base débil a fin de dividir el grupo de acido sulfdnico e introdu- i

cir un enlace doble 9(11) y luego se trata el trieno con un reactivo a fin i

de introducir un grupo pogromo y un grupo lip-hidroxilo.
66. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6%, en el N
cual se acétila cualquier 21-hidroxilo libre que haya en el producto.
67 . Un método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 63. en el
cual se esterifica un 21-hidroxilo libre en los compuestos inicial, inter-
medio o final, con un agente ariloxi-alcanoilante o con un agente furoilante.
o con un alcohilo, alcohoxi o un producto de substitucion de haldgeno del
mismo.
68. Un método segin la reivindicacién 6?, en el cual el aster que se
forma es el 21-(2"-fuorato).

6°. Un método segin la reivindicacién 67, en el cual el éster que se

forma es el 21-j5™-(t-butil)-2"-fuoratod.
70. Un método segun la reivindicacion 6?, en el cual el éster que se

forma es el 21-(27,4",5"-tricloro)-fenoxiacetato.
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71. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 66, en el
cual se oxida un grupo llcu-hidroxilo o un grupo 118-hidroxilo con un agente
oxidante moderado para convertirlo en oxigeno ceténico.

72. Un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20y 23 &
28, en el cual se esterifica la l-dehidrocortisona con cloruro de 3-t-butil
furoilo.

73* Un método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20y 23 a
28, en el cual se esterifica el 1-dehidrocortisol con cloruro de 3**{**p&til
furoilo.

?4. Un método para el tratamiento de la artritis reumatoide, que con-
siste en administrar l-dehidrocortisona, It-dehidrocortisol o un 21-éster de
€s0s compuestos.

75" Los nuevos métodos que aqui se describen.



76. Un compuesto de la férmula general

(60]

en la que X corresponde a o 6 H,{3-0H; R representa H o un acilo; y V es H,
7, Cl o Br.

77. l-dehiérocortisona.

7°. l-dehidrocortisol.

79* Los 2l-ésteres de l-dehidrocortisona y de l-dehidrocortisol.

80. Los 2l-acetatos de l-dehidrocortisona y de l-dehidrocortisol.

81. l,4-pregnadieno-lla,17a,t21-triol-3~0-diona y sus 2l-ésteres.

8?. Los derivados 9ci-fluorotCloro y bromo de l1—dehidrocortisona y de
l-dehidrocortisol.

83. 9a-fluoro-Il-dehid.rocortisona.

84. 9a?-fluoro-l-dehidrocortisol.

85. Los esteres de las 1-dehidro hormonas corticales con acidos ariloxi-
alcanoicos y acido furoico y los productos de substitucion alcohilo, alcohoxi
y haldgeno.

86. Los &steres de los acidos ariloxiacéticos, haloariloxiacéticos,
alcohoxiariloxiacéticos y alcohilariloxiacéticos de las l-dehidro hormonas
corticales.

87. Los asteres de los acidos furoicos, halofnroicos y alcohilofuroicos

de las 1-dehidro hormonas corticales.
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88. Loe compuestos segln la reivindicacion 83t en los cuales las hor-
monas oorticales son l-dehidrocortisona, l-dehidrocortisol, 1-dehidro-corti-
costerona, I-dehidro-1l-desoxi-cortieosterona, l-dehidro-ll-desoxi-cortisona,
I-dehidro-17-desoxi-cortisona, l-dehidro-aldosterona y I-dehidro-9oi.-halo-
cortisona y I-dehidro-9ur-halo cortisol en las que el atomo del halégeno es
flGdor, cloro y bromo.

89. Los esteres 21-(4'-t-butilfenoxiacetato), 21-(4'-clorofenoxiacetato),
21-(2',4'-diclorofenoxiacetato), 21-(2',4',5'-trir&lorofenoxiacetato), 21-
(2'-furoato), 21-(3'**clorofuroato), 21-(3'-bromoihroato) y 21-j23'ri**butil)’

2*-furoatoj de los compuestos de las reivindicaciones 76 a 88.

92. 21-(2',4",3'-triclorofenoxiacetato) de 9cL-fluoro-l-dehidrocortisona.

93. 21-(2',4',3"'-tric!.crofenoxiacetato) de 9cL'fI*°ro-l-dehidrocortisol.

94. 21-(2'-furoato) de 9c~fluoro-lI-dehidrocortisol.

93. 1,4,16-pregnatrieno-3'20-dionas.

96. 1,4,16-pregnatrieno-21-0l1-3.20-dionas y sus esteres de alcanoilos
inferiores.

97. 1,4,I6-pregnatrieno-HX-21R-3.20-dionas, en las que X corresponde a
0; H,OH(n o p): o H,aciloxi(c& o P), y R representa HOH o aciloxi.

98. l,4,I6-pregnatrieno-3.11.2C-trionas y sus derivados 21-ol.

99. 1,4,16-pregnatrieno-1l,21-diol-3,20-dionas y sus esteres de alcano-
ilos inferiores.

100. 16,17-oxido-1,4-pregnadieno-11X-21R-3.20-dionas, en las que X corre:

ponde a Hg, O, o E,OH(a. o P), v R representa E, OH o un alcanoiloxi inferior.
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101. 16,17-oxido-Il ,4-pregnadieno-3.20-dionas.

102. 16,17-oxido-l,4-pregnadieno-3.11,20-trionas.

103. 16,17-oxido-l,4-pregnadieno-21-01-3,20-dionas y sus esteres da
alcanoilos inferiores.

104. 16,17-oxido-1 ~—pregnadieno-21-0l-3,11,20"-trionas y sus asteres de
alcanoilos inferiores.

103. 16,17-oxido-I,~-pregnadieno-Il,21-diol-3,20-dionas y sus esteres
de alcanoilos inferiores.

106. 16,17-oxido-l,4-pregnadieno-Ill-01-3.20-dionas y sus &steres de
alcanoilos inferiores.

107. Los derivados 2-hidroxi y 2-alcanoiloxi inferior de 4-pregneno-
HX-17cL,21-diol-3,20-dionas y sus 21-ésteres de alcanoilos inferiores,
correspondiendo X a 0, o H,OH(a o p).

108. 2,21-diacetato de 4-pregneno-2,17a,21-triol-3,II,20-triona.

109. 11-form~to 2.21-diacetato de 4-pregneno-2,lip,17a.,21-tetrol-3,20-
diona.

110. Los derivados 1-hidroxi y l-alcanoiloxi inferior de 4-pregneno-
I1X-17un~21-diol-3,20-dionas y sus asteres de alcanoilos inferiores, corres-
pondiendo X a 0 o H,0H.

111. l-acetato y 1,2l1-diacetato de ~)-pregneno-l,17a,21-triol-3,11.20-
triona.

112. l-acetato y 1,2l-diacetato de 4-pregneno-I,liP,I?a.,21-tetrol-
3.20-diona.

113. 1,4,9(ll)-pregnatrieno-17a.,21-diol-3,20-diona y sus 21l-ésteres de

alcanoilos inferiores.
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114. 1,4-pregnadieno-lia,,17Cf-diol-3, 20-di ona.

115. 1,4-pregnadieno-llp,17a-diol-3,20-diona.

116. 1,4-pregnadieno-17cL-0l1-3,11,20-tr i ona.

117. l,4-pregnadieno-IIX-17a.,20,21-tri.ol-3"ORa.s y sus 21-asteres de al-
canoilos inferiores, en las que X representa Hg* 0, H,0E(a o p).

118. l,4-pregnadieno-HX-21R-3'20-dionas, en las que X representa H2*
O, o HCH(a. o p), ¥ R corresponde a B, OB o un alcanoiloxi inferior.

119. 1l.4-pregnadieno-17a.,20,21-triol-3-ona y sus esteres de alcanoilos
inferiores.

120. l,4-pregnadieno-3'20-diona.

121. 1,4—pregnadieno-lip,21-diol-3,20-diona y sus &steres de alcanoilos
inferiores.

122. l,4-pregnadieno-21-0l-3*20-diona y sus asteres de alcanoilos in-

feriores.

123. l,4-pregnadieno-21-0l-3'"H'20-triona y sus esteres de alcanoilos

inferiores.

124. 9c”N-4a.la”eno-l,4-pre~nadieno-I1X-21-01-3,20-dionas, siendo el
halégeno F, Cl1 o 3r, y correspondiendo X a 0 o B.P-OH, y sus 21l-asteres de
alcanoilos inferiores.

125* 9~~-fluoro-l,4-pregnadieno-11X-21-01-3,20-dionas' correspondiendo
X a O 06 H,p-OH, y sus esteres de alcanoilos inferiores.

126. 2l-acetato de 2,4-di*bronopre;mano-17o0L,21-diol-3,ll,20-triona
normal.

127. 2l-acetato de 2,4-dibraBopregnano-liP,17ct.,21-triol-3,20-diona

normal.
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128. Preparados farmacéuticos que consisten en l-dehidrocortisona o
un éster de la misma* mezclados con un excipiente farmacéutico.

129. Preparados farmacéuticos que consisten en l-dehidrocortisol o
esteres de la misma, mezclados con un excipiente farmacéutico.-

130. Preparados farmacéuticos de acnerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 128 y 129, en los que el excipiente farmacéutico es un so6lido y
el preparado esta en forma de tabletas.

131. Preparados farmacéuticos de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 128 y 129, en los que el excipiente farmacéutico estd constituido
por una base cerosa, grasa o de crema.

132. Preparados farmacéuticos segin cualquiera de las reivindicaciones
128 y 129, en los que el excipiente farmacéutico es un liquido atdxico.

133* Los nuevos productos que aqui se describen.

Segéan se deaeribe y reivindica en le presente eemoria
descriptiva, gpe cenata de ciento dieciocho hojea, y dea lé&-
minas de fdrmalaa, eecritaa a adapta* por ene acia aera#

Madrid, a 10 de Agosto de 1335.

SCHERIN3 CORPeaATIO*
P.a.

JAIME ISERN MtRALLES
P. P.
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