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MSMOEEA DESCRIPTIVA 
para solicitar

ler. O E H T I S* I <2A X) O .. D S A D I C I O N
en

É S P A S A

a nombre de CHAS. PPI2EE & CO., INC., entidad norteame­
ricana, establecida en 11 Bartieüt Street, Brooklyn, Nue­
va York, Estadas Unidas de América, por:

«MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE 
PRINCIPAL” número 221.910, solicitada el 20 de 
M-ayo de 1955, por: «*Un procedimiento para la oxi­
dación nuclear de un compuesto asteroide”

Éste invento se refiere a la oxidación 
de ciertos compuestos eaterpídioos por medios microbio- 
lógicos, a  ciertos nuevos productos por estos medios y 
a derivados de satos productos. En particular se refie-
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re a la oxidación de compuestos eateroldlcoa. 3—oeto-4— 
no—saturados por medio de ciertos microorganismos o en­
zimas elaboradas por estos microorgan-ismos.

Sata solicitud ae refiere a mejoraa in-
a

troducidas en el objeto de la Patente principal N2 221.910 
presentada el 20 de BSayo da 1955*

Según se expuso en aquella solicitud ori­
ginal, sometiendo compuestos estero ldicos 3-ceto-4— no- 
saturados a la acción de una variedad del género Mroo- 
fraatérla« se produce un compuesto que tiene no-satura- 
alón en la posición 1, esto es, un doble enlace entre 
las: posiciones 1 y JL También tiene lugar alguna oxi­
genación, y en algunos caaes se forma también aparente­
mente un producto de reducción. Aunque no se conoce com­
pletamente la identidad de todos los productos, se sabe 
que en todos loa casos en que un esteroide 3-ce£o-4-no- 
saturado se somete a la actividad oxidante de ily o chan­
tarle se produce un producto 3-ceto-1,4— na-saturado, 
los organismos aparentemente tienen tendencia a favore­
cer la formación dé productos que tienen este tipo de 
doble conjugación en el anillo A.

Por esto, este procedimiento es de gran 
valor para la producción de compuestos que contienen a- 
nilloa A 3—ce t o-l,4-no-saturados. Se ha encontrado que
los nuevos, productos de este tipo, descritos en lo que

3 i-sigue,.poseen gran actividad de tipo adrenocortical y son
muy útiles en el tratamiento de una gran variedad de en- j[

$?■

2. -



Ñ
M
É'M
■á

¥

■#
á

*

5

10

15

20

ür

226233
farmedades, especialmente del colágeno, como la artri­
tis reumatoide.

Entre los esteroidea que han sido utili­
zados corno materiales da partida para este procedimiento 
están la hidroeortiaona y la cortisona. & ediante este 
procedimiento han sido convertidas respectivamente en 
delta 1—dehidrohidrocortisona y delta 1-dehidroeortiso- 
na. Cada uno de estos nuevos productos es extraordina­
riamente activo coma hormona adrenocortical. üna prue­
ba de esto viene dada.par el hecho de que ambos dan un 
ensayo muy positivo de involución del timo y una prue- 
va muy positiva de glucógeno en el hígado. Además, es-

Ntos delta l-compueatos tienen ventajas sobre sus ante­
cesores en la falta, de efectos secundarios cuando se ad­
ministran a animales, incluyendo al hombre. Los efec­
tos secundarios de formación de edema y androgenicidad 
se reducen grandemente.

Gomo el grupo hidroxilo en la posición 
21 es el tínico grupo alcohol primario, tanto en la mo­
lécula de delta 1-dehidrohidrocortisona como en la de 
delta 1-dehidrocortisona, puede eterificarse y ©eteri­
ficarse fácilmente por métodos normales. Por ejemplo, 
se han formado loa áteres metílico, etílico, bencílico, 
metoximetílico, como también una variedad de esteres áe . 
ácidos mono- y  pt^ióárboxíllcos, incluyendo los de cár­

dena lineal, ramificada, saturados, no saturados y cí­
clicos. Esto dió lugar a un grupo de compuestos que po­
seen la fórmula general:
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en la que fí ae aliga del grupo que comprende un grupo 
hidróxilo, un gruporáster y un grupo éter y en la que 

se elige del grupo que comprende ñ -hidróxilo y cato.
Loa ásteres de la posición 21 de estos

alcoholes esteroidiooa, pueden prepararse a partir de
los alcoholes librea por cualquiera de los procedimien­
tos de e at.erificación conocidos que no supongan el uso 
de agentes que sffecrtáfiua la estabilidad del asteroide. 
Asi, puede utilizarse el cloruro de ácido elegido, par­
ticularmente en presencia de una base orgánica como la 
piridina, dimetilanilina y similares. Los nuevos áste­
res del presente invento pueden prepararse también a 
partir de los alcoholes, por tratamiento de dichos as­
teroides al menas ooh una proporción molecular aproxima­
da de un ácido de un agente acilante ácido, como un an­
hídrido de ácido o un estar de un alcohol de bajo peso

- 4 -
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molecular. En el dltimo caso, la esterificación del 
grupo hidroxi en G,¿^ tiene lugar por aicoholisis del 
ester por medio del alcohol esteroídico Como pro­
ducto de partida en este proceso no solamente puede em­
plearse el alcohol esteroídico en libre, sino que 
también pueden utilizarse ásteres del alcohol estei'óí- 
dico y de ácidos alifátioos de peso molecular má3 bajo; 
aaí, por ejemplo, el acetato puede utilizarse con este 
objeto. El tratamiento de e3te compuesto, por ejemplo, 
con un ácido policarbixílico o un ester de un ácido po- 
licarboxilico con un alcohol de bajo peso molecular da 
lugar a un intercambio que produce el ester de ácido 
policarboxílico del alchhol esteroídico en C ^  deseado. 
El alcohol o ester formado como producto secundario de­
be separarse para completar la reacción.

El proceso de esterificación puede ca­
talizarse por materiales como las resinas cambiadoras 
de iones, o pequeñas proporciones de ácidos o álcalis 
fuertes como HC1 ó NaOH. SI catalizadox’ puede ser or­
gánico o inorgánico; sin embargo, debe tenerse cuidado 
puesto que en la molécula están presentas ciertos gru­
pos sensibles, como el grupo hidróxilo de la posición 
11 en la configuración fe . El empleo de cantidades ca­
talíticas de un ácido o una base para acelerar el proce­
so de esterificación no es, desde luego, necesario cuan­
do se utiliza para efectuar el proceso un agente asilan­
te , tal como un anhídrido de ácido o un halogenuro de
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ácido. Loa agentes de este último grupo pueden utili­
zarse en presencia de una base orgánica como la piridi- 
na, dimetilanilina, quinóleina, etc.

Leba hacerse notar que para el presente 
procedimiento puede utilizarse una gran variedad de á- 
cido, bien en forma de ácidos, bien como esteres de al­
coholes de peso molecular inferior, o bien en forma de 
anhídridos de ácido o haluros de ácido. Tales reacti­
vos incluyen compuestos como el anhídrido acático, los 
halo&enuros de ácido de los ácidos propaneico, butanoi- 
co, pentanoico, hexanoico, heptanoico, octanoico, nona- 
noico, deoanoico, orto-toluico, benzoico, 1-etilciclo- 
hexancarboxllico-, oiclohexancarboxílico y 1-metil-ci- 
clopropan-oarhoaciliao, anhídrido maleioo, anhídrido glu- 
tárico, anhídrido itálico, cloruro de ftaloilo, ácido 
málico, ácido cítrico, ácido tartárico, anhídrido suc- 
clnioo, ácido piromalltioo, etc. Según se hizo notar 
anteriormente, eatoá esteroides poseen en sus estructu­
ras grupos sensibles, y es recomendable tener cuidado 
de la esterifioación de tales compuestos. SI uso de un 
anhídrido de ácido o un haluro de ácido en una base or­
gánica es un método especialmente favorable. Bebe ha­
cerse notar que la reacción es selectiva, ya que sola­
mente el grupo alcohol primario en la posición se 
esterifica y otros grupos como el grupo 11- -hidrósi- 
lo no se esterificsn en ^•©porción apreciable en el pro­
cedimiento presente. Al efectuar el proceso, es aoon-

- 6 -
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asJable emplear un disolvente, si no se ha utilizado 
una base orgánica como la piridina para este objeto. 
Pueden utilizarse disolventes orgánicos inertes como 
el benceno, cloroformo, tolueno, etc. Xa palióseión 
de calor ayuda frecuentemente a favorecer la reacción 
para hacerla más completa; sin embargo debe utilizar­
se con cuidado y si, por ejemplo, se emplea un cloruro 
de ácido como agente de esterificación, debe tenerse 
precaución. Guando are utilizan como productos reac­
cionantes un cárter de un alcohol inferior y un ácido 
carboxilico, y alcohol esteroldico, o cuando se utili­
za un proceso de trsnsesterificaoión para la prepara­
ción de los éateree, el producto secundario, que es 
volátil, puede ser separado de la mezcla reaccionante 
para hacer la reacción más completa. Esto puede efec­
tuarse aplicando calor suave y vacío a la mezcla reac­
cionante.

Por estos métodos se han obtenidoses- 
teres en la posición 21 de delta 1-dehidrohidrocorti- 
eona y de delta 1-dehidrocortisona con ácidos monocar- 
boxílicos que contienen solamente los elementos hidró­
geno, oxigeno y carbono y un contenido de carbono de 
1 a 10 átomos de carbono inclusive, y esteres ácidos 
en la posición 21 de delta 1-dehidrohidroeortisona y 
de delta 1-dehidrooortisona con ácidos polioarboxíli- 
oos que contienen solamente los elementos hidrógeno, 
oxígeno y carbono y que tiene un contenido en carbono

■- 7 -
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de 2 a 10 átomos de carbono inclusive.

Guando el delta l-dehidrobidrocortisona 
o la delta 1-dehidrocortisona se esterifiica oon un áci­
do policarboxíliao, por ejemplo, un ácido dibásioo co­
mo el ácido sucoInico, se obtiene un áster ácido, esto 
es, un ester que tiene uno o más grupos carboxilo libres, 
las sales de metales alcalinos y amónicas de estos oom- 
puestos, por ejemplo la sal sódica del auscinato, tie­
ne la ventaja de ser solubles en agua. Estas sales se 
obtienen por tratamiento del ester áoido con la cantidad 
equivalente de base o sales de ácidos débiles, como el 
bicarbonato sódico.

Cada uno de los compuestos del presente 
invento puede administrase solo o en combinación con ex­
cipientes farmacéuticos aceptables, la dosificación es, 
en general, de aproximadamente el mismo orden de magni­
tud que en el caso de la hidrooortisona, pero existe un 
margen más amplio de dosificación. En algunos casos la 
actividad de estos compuestos es tal que una dosis ménor 
puede ser suficiente, pero la falta de efectos secundarios 
permite la administración de dosis mayorea cuando estas 
sean necesarias. lía elección del excipiente está deter­
minada por el camino elegido para la administración, la so­
lubilidad del compuesto particular y la práctica farma­
céutica normal. Excipientes como el almidón y la lacto­
sa pueden utilizarse para preparar tabletas para la admi­
nistración oral. Pueden utilizarse elixires que contengan
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agentas que comuniquen sabor o endulcen. Para inyección 
intraartieular puede usarse composiciones- que contengan 
bastante suero salino gara hacerlas isotónicas. Guando 
se administran compuestos solubles en agua, como el suc- 
cinato de sodio y tdehidroliidrocortisona, pueden emplar-* 
se soluciones acuosas. La filtración a través de un fil­
tro Seitz es un método conveniente para esterilizar una 
solución semejante. Pequeñas oantidades de un agente de 
conservación como el clorobutahol pueden añadirse para 
mantener la esterilidad.

Para llevar a cabo la preparación de los 
compuestos de este invento, pueden utilizarse diversas 
esTiecies del gánero Mycobaaterium para efectuar la oxida­
ción del núcleo esteroidieo. Estas incluyen especies co­
nocidas como Hycobaaterium especie 607. M . berolinense,
11. Laoticola, M , tnamnopíieoa, y , en particular, cepas 
de las especies M. amegmatis. Las diversas especies de 
tefcycooacteriuffl difieren considerablemente en la rapidez 
y facilidad en que aie produce la oxidación por las célu­
las de los organismos a por productos secundarios produ­
cidos en su desarrollo. Hemos encontrado por ciertas oe- 
paa de H. smegmatis son particularmente activas para 
efectuar la reacción de este invento. Las distintas my- 
cobacteriaa varian un poco en sus exigencias de medios 
nutricios. Sin embargo, con un mínimo de experimenta­
ción es posible determinar la composición de medios ade­
cuados, asi como las condiciones óptimas para la opera-

_ o _
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ción, como el pH, grado de aireación, grado de agitación, 
etc.

Hay diversos procedimientos que pueden u- 
tiliaarse en la oxidaoión de compuestos esteroidicos de 
acuerdo con este invento. En el primero de ellos, los 
medios nutricios se siembran a partir de cultivos incli­
nados de las micobaoteriaa elegidas. Semejante medio 
puede consistir, por ejemplo, en una meada de una base 
de un caldo nutricio bacteriológico normal, junto con gli- 
oérina. Se ha encontrado que un agente neutro con acti­
vidad superficial, oomo un derivado polioxietilénico de 
un ester de un ácido graso con un alcohol de un azúcar 
(p.ej. l’ween 80), es coáveniente cuando se agrega al me­
dio en una pequeña cantidad.: También la adición del ami­
noácido asparraguina. es conveniente. El cultivo de mico- 
bacterias ha sido descrito en muchas publicaciones con 
considerable detalle. las soluciones nutricias sembradas 
y estériles pueden pueden desarrollarse en frascos con 
agitación durante dos o tres dias proporcionando inocula­
ción para vasijas mayores, y a su vez las vasijas mayo­
res aireadas y agitadas pueden utilizarse para la inocu­
lación de recipientes de gran producción para la fermen­
tación sumergida. El mismo medio del tipo descrito ante­
riormente puede utilizarse para la oxidación de eaterol­
des en gran escala da acuerdo con este invento. Desde 
luego pueden hacerse variaciones considerables en el me­
dio. En general se requiere un hidrato de carbono, una

- 10 -
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fuente de nitrógeno orgánico, salea minerales y varios 
metales traza.

Según se indicó antes, nielar que llevar 
a cabo la oxidación del compuesto esteroídico elegido 
en presencia de todo el producto de fermentación, es se­
parar las células de los cultivos en desarrollo y estas 
pueden ponerse de nuevo en suspensión en un medio, que 
ha sido designado mezcla de reacción enzimática. Una mez­
cla de reacción como esta puede consistir, por ejemplo, 
en una solución que es 0,01 molar en fumarato sódico u 
otro aceptor de hidrógeno y en sulfato magnésico y 0,03 
molar en nitrato sódico. Se ha encontrado que la presen­
cia de una cierta cantidad de trifosfato de adenosina 
por ejemplo, 0,125$, es también muy conveniente, las cé­
lulas centrifugadas y lavadas del Mvcobacterium elegido 
pueden ponerse en suspensión en este tipo de mezcla de 
reacción, que se ajusta a un pH de 6 aproximadamente, por 
ejemplo, oon ácido cítrico. Después de la adición del 
compuesto esteroídico que se desea oxidar, la mezcla se 
incuba a unos 1780., y pueden separarse muestras de vez 
en cuando para determinar el punto en el que tiene lu­
gar la máxima conversión del esteroide. En general, es­
to tiene lugar después de uno a cuatro días. Henos encon­
trado que las. células: contenidas en unos 100 mililitros 
cúbicos de oultivo de micobacterias aireado, y agitado, 
pueden ponerse en suspensión en unos 20 mililitros de una

11 -
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meada de reacción ezimática, para obtener eeaultadoe 
convenlentes. El compuesto esteroídico puede utilizar- 
se una proporción de unos 25 a 200 mg/ 1O0 mis. de mez­
cla de reacción azimática. El compuesto se astada sim­
plemente en forma sólida después de asustar el pH. Los 
matraces se tapan con un tapón de algodón oon lo cual 
se exponen al aire durante la incubación. Nosotros pre­
ferimos emplear un pequeño volúmen en relación al volómen 
del matraz, por ejemplo, 20 oentimetros cdbicos en un 
matraz Erlenmeyer de 125 cántimetros cdbicos. la mezcla 
puede ser alternativamente agitada y aireada. En gene­
ral se requieren en el medio por lo menoa un aceptor de 
hidrógeno, un metal divalente particularmente magnesio 
y una solución tampón.

Mejor que separar las células de Myoobao- 
terium y llevar a cabo la reacción de este invento en 
una mezcla de reacción éhzimátloa, el compuesto estero1- 
dico puede añadirse directamente a una porción esterili­
zada de medio ñutí»icio, como se describió anteriormente, 
y el medio se siembra entonces con la micobacteria ele­
gida. también en este caso puede utilizarse aproximada­
mente la misma proporción del compuesto esteroídico ele­
gido. De vez en cuando, pueden separarse muestras de 
la mezcla aireada para determinar el grado de conversión 
del compuesto esteroidicó en los productos oxidados. La 
mezcla se mantiene a entre 25-30^0 durante el desarrollo 
de las células y le conversión del estarcida. En gene-
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ral, se necesitan de dos a siete días para una produc­
ción máxima de los compuestos oxidados. Alternativamen­
te puede establecerse el desarrollo de las células an­
tes de la adición del asteroide.

Oh tercer método que también es muy ú- 
til para la oxidación de los compuestos esteroidloos e- 
legidos, supone el uso de enzimas oxidantes elaboradas 
por las microbacteriaa. Estas pueden prepararse por u- 
na diversidad de métodos a partir de las células de los 
microorganismos elegidos. Estas enzimas pueden,o bien 
formarse durante la fermentación y segregaras por el mi­
croorganismo o existir retenidas realmente dentro del 
mioroorganismo. Si el material se agrega, el medio en el

Ique el organismo se ha desarrollado, libre de células, 
podrá utilizarse para llevar a oabo la oxidación de los 
compuestos esteroídieos elegidos. En muchos casos una 
cantidad apreciable de las enzimas que se utilizan para 
Ja reacción es retenida dentro de las células. Este ma­
terial puede Mbararas de las oélulas por diferentes pro­
cedimientos. EStos incluyen la trituración, especial­
mente con materiales abrasivos como el vidrio pulveriza­
do o la arena, que sirve para romper las paredes celula­
res y libera los materiales esenciales. Un segundo mé­
todo es por autollsls. las células pueden separarse del 
medio en que se kan desarrollado. Se lavan entonces y 
se suspenden en agua. El agua puede cubrirse con una li­
gera oapa ae tolueno para evitar la contaminación y la

13 -
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mamola se deja reposar a una temperatura de unos 208 a 
unos 508,0. Al cabo de uno o varios días las c¿lilas 
ae desintegran y el residuo celular puede separarse por 
filtracción, por ejemplo, a través de un filtro Seitz o 
de un filtro bacteriológico de vidrio ainterizado. Un 
tercer método para preparar productos de elaboración de 
las. microbacteriaa librea de células, conveniente para 
la reacción de este inventor, es por repetida congelación 
y descongelación del material oelular. Todavía un méto­
do utilizable oon el mismo propósito es el empleo de un 
disolvente misoible oon agua y en particular aoetona. 
Guando ae colocan las células en un disolvente semejan­
te, se rompe y se obtiene un extracto de las enzimas de­
seadas. las enzimas de las microbaeterias pueden emplear­
se para la oxidación de oompusstos esteroldicos 3-eeto- 
4,5-no-saturados en medios similares a los empleados san 
las oélulas en desarrollo, esto es, un medio que conten­
ga un aceptor de hidrógeno ocaso el fumarato, un tampón y, 
en algunos casoa, un metal bivalente, particularmente 
magnesio, asi como una pequeña cantidad de trifosfato de 
adenosina. Las enzimas oxidantes de las microbaeterias, 
libres de células, puedan utilizarse en medios como los 
indicados^ antas a una temperatura de unos 2QS a unos 408C. 
En genral, la oxidación de los compuestos esteroldicos 
deseados se lleva a cabo en un periodo desde unas pocas 
horas a tres días. El tiempo y temperatura óptimos y o- 
tras condiciones pueden determinarse fácilmente con un
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mínimo de experimentación. Descripciones detalladas de 
medios convenientes para ambos métodos, el uso de célu­
las aisladas y vueltas a poner en suspensión y el de pro­
ductos de elaboración libres de células se dan en los 
textos wIIanometric geohnique in lisaue IVletabollam1* por 
W. W. ümbreit y otros, Bürgess Pablishing Gompany, Min- 
neapolis (1949). y "Reapimtorar Enzimas" por H. Lardy, 
Eurgess Publishing Gompany, Minnaapolis (1949).

Los productos del nuevo método descrito 
en esta, solicitud ueden aislarse da las soluciones acuo­
sas por extracción con varios disolventes orgánicos in­
miscibles con agua. Los hidrocarburos halogenadoa infe­
riores, como el cloroformo, son especialmente útiles. 
Después de la extracción,,el disolvente puede separarse 
p&r destilación y se aisla. entonces el producto sólido. 
Date material puede purificarse posteriormente pftr pro­
cedimientos de recriatalizaoión desde disolventes orgá­
nicos o por cromatografía, por ejemplo sobre materiales 
adsorventes sólidos adecuados. El uso de mía columna 
de gel de sllice-etanol, con una meada de cloruro de 
metileno y etanol (9 ) al 98?í y en volúmen como reve­
lador se ha encontrado particularmente ventajoso. En la 
bibliografía se han descrito previamente métodos para la 
separación de productos de esta naturaleza.

Los siguientes ejemplos se dan a modo de 
aclaración y no deben ser considerados como limitaciones 
de este invento. Como realmente pueden realizarse muchos
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modos diferentes de llevar a cabo el presente invento 
sin apartarse del espíritu y los límites de este, de­
be entenderá» que está invento no está limitado, excep­
to como se desoribe en las reivindicaciones anejas.

■m
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1 5 Ejemplo I.
i Un cultivo de B3yc obacterium amegmatis

.
. . A!KJC 12,051» d«íSarrollado en un medio de agar sólido,
-í'.'-mi-' as lavó en una solución nutricia que tenía la siguiente

■ ' composición:

10 Caldo nutricio norma!,sólido 8 gramos por litro
Grlioerina 20 mis./litro
Uween 80 0,2 mis./litro

: : ñaparraguina 5 gramos/litro

Un litro de este medio inoculado se colocó en dos matra­
ces de agitación de láasnbs^k. Después de tres días, se 
agregó medio gramo da bidrodortlsona a cada matraz. la 
reacción 36 continuó durante cuatro días y al cabo de 
este tiempo aa combinó el contenido de loa matraces y 
se extrajo tres vena», cada- una con un volimen igual de 
cloroformo!. loar extráctoS clorofórmioos combinados se 
concentraron a un Yá|óman de 150 mis. aproximadamente.
Se añadió una pequeña cantidad de carbón activo (Nuohar) 
la mezcla se calentó suavemente y agitó durante unos mi­
nutos. El Fucñsr se separó por filtraseión y el filtra-

- 16 -
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do se llevó sobre una columna cromatográüca de gel de V.
:

ailice-etanol. le columna. ae reveló utilizando: una mez­
cla de 97$ en vol&men de cloruro de etileao y 3$ de eta- 
nol. Se recogieron fracciones de 50 cm^ • lea primeras 
37 no contenían estero idea. En laa f«acciones 38 a 66
se recuperó hidroaortisona. sin reaccionar, laa fracoio- 
nas 67 a 82 contenían hidrocortisona y delta 1-dehidro- 
hidrocortiaona. laa fracciones 83 a 115 contenían del­
ta 1-dehidrohidroo.ortisona. Laa fracciones 116 a 269 
no contenían nlngán eateroide. las fracciones 270 a 
332 contenían un eateroide cuya identidad no ha sido pro- 
liada de manera concluyente.

las fracciones 83 a 115 combinadas se e- 
vaporaron a sequedad en baño de vapor. El residuo de 
disolvió en acetato de etilo y se trató con una pequeña 
cantidad de carbón activo. El carbón se separó por fil- 
traación, y el filtrado se concentró a pequeño volúmen 
y ae enfrió, los cristales que se formaron por enfria­
miento se redisolvieron en la mínima cantidad de acetona. 
Se añadió entonces un vólumen igual de haxano, seguido 
per adición de ciclohexano hasta que ae inició enturbia­
miento. Por nuevo enfriamiento, se formaron cristales 
blancos. Estos se han identificado como delta Ij-dehidro- 
hidrocortisona, que puede llamarse también delta 1,4- 
pregnadien-11/3 » 17oG » 21-triol-j,20-diona. Los cris­
tales dieron un punto de fusión de 1962-19820., una ro­
tación e s p e o í f i o a ^ ^ ^  4 108,22 en etanol y u n a ^  H^SO^

—  17 -
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Ejemplo IX»

Se repitió el procedimiento del ejemplo I, 
pero utilizando cortieona en lugar de hidrocortiaona.
El producto delta 1-deñidrocortiaona, que puede llamar­
se también delta l,4.-pregnadien-17e>Ci 21-diol~3,11,20- 
triona, se aisló en forma análoga.

Ejemplo III.

En un recipiente de vidrio pyrex de cua­
tro litros dispuesto para llevar a cabo la fermentación 
sumergida con aireación, se añadieron dos litros del si­
guiente medio (conocido como medio Turfitt):

Nitrato amónico 0,1?6
Fosfato ácido dipotásico 0,025Sulfato magnésico,heptahidrato 0,2.5
Cloruro sódico 0,0005Sulfato ferroso,heptahidrato 0,00001
Carbonato oáloico 0,5

El medio acuoso se esterilizó y se inoculó entonoes oon 
100 centímetros cúbicos de un cultivo de Hyoobacterium 
smagmat-ia A2K3C 12,051, desarrollado en un matraz de a- 
gitación oon caldo nutricio. A los tres días se añadie­
ron 0,25 gramas de hidrocortieona. la mezcla se agitó 
y aireó oon aire esterilizado. Cuatro dias después de 
la adición del esferoide, la mezcla total se extrajo con 
unaa 21litros de cloroformo. la. cromatografía demostró

18 -
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la presencia de delta 1-dehidrohidrocortisona en el pro­
ducto.

Ejemplo IV.

Se repitió el procedimiento del ejemplo 
III, pero empleando cortisona en lugar de hidrocortiso- 
na. De manera idéntioa se preparó el producto delta 
1-dehidrocortisona.

Ejemplo V.

Se- realizó una serie de experimentos u- 
tilizando los procedimientos descritos antes en los e- 
j ampios I y IT, pero en lugar de emplear Ilyoobactenkum 
smegamtis, se utilizaron las siguientes especie» de mi- 
cobacterias:

M. phlai M. thamnopheos
Iví. ranae M. lacticola
11. butyrioum IVÍ. friedmanni
Iví. berolinenae M. tuberculosis

Los productos se recuperaron de la mez­
cla de reacción por extracción y se sometieron a una va­
loración por el método de cromatografía en papel. En to­
dos los casos ae encontró que había tenido lugar deshi- 
drogenación en la posición 1.

Ejemplo VI.

Delta 1-dehidrohidrocortÍBona se trató 
ooa un equivalente moleotilar de anhídrido acético en pi-

- 3.9 -



5

10

15.

20

25

226236
ridlna a temperatura ambiente. Al cabo de 18 horas la 
mazóla se vertid en agua fría, se extrajo dos veces con 
cloroformo y se combinaron los extractos olorofórmicos. 
los extractos combinados áé lavaron oon áoido sulfúri­
co W, con solución acuosa saturada de bicarbonato só­
dico y- luego oon agua. La solución clorofórmloa se fil­
tró entonces por un filtro de tierra de dialopácese y 
se evaporó a sequedad. El residuo se trituró con éter 
y el material residual no disuelto se secó. Este pro­
ducto seco se identificó como el áster acetato en. posi— 
alón 21 de la delta 1-dehidrohiHrooortisona. De idénti­
ca forma se preparó el acetato en posición 21 de la del­
ta 1-dehidroc ortis ona.

Ejemplo VII.
Se añadieron O,5 gramos de delta 1-de- 

hidrohidrocortisonaa 1 gramo de ácido fórmico anhidro 
en 15 cm^ de benceno, y la mezcla se agitó durante dos 
horas, a temperatura ambiente. Se enfrió entonces y se 
vertió en agua fría* Se separó la capa de benceno, se 
sedó sobre sulfato magnésico anhidro y se evaporó a se­
quedad. El residuo se purificó por recristalizaeión y 
resultó ser el formiato en posición 21 de la delta 1-de- 
hidrohidrocortiaona. De idéntica manera se preparó el 
formiato en posición 21 de la delta 1-dehid'rocortisona,

Ejemplo VIII.

I -  20  -
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Sa añadió cloruro de propionilo ( 7 mi- 

iimolas ) a una solución de 5 milimoles de delta 1-dehi- 
dorhidrocortisona en 5 cm3 de piridina. la solución se 
agitó y enfrió en hialo hasta que cesó el desarrollo de 
calor. La mezcla se dejó reposar entonces durante to­
da la noche a temperatura ambiente. Se vertió en 50 cm^ 
de ácido sulfúrico 3N enfriado en hielo. La mezcla se 
extrajo dos veces con dos porciones de 50 cm** de cloro­
formo. ' Los extractos combinados se lavaron con ácido 
sulfúrico N, con solución acuosa saturada de bicarbona­
to sódico y después con agua. La solución clorofórmi- 
ca se filtró entonces a través de un filtro de tierra 
de diatomaoeaa y se evaporó a sequedad. El residuó se 
trituró con éter y el material residual no disuelto se 
secó. Este producto seco, se identificó como el ester 
propionato en posición 21 de la delta 1-dehidrohidrocor- 
tisona.

Mediante reacciones similares, utilizando 
el cloruro o el anhídrido del ácido, se han preparado 
esteres de la delta 1-dehidrohidrooortisona con una gran 
variedad de ácidos carboxílicos orgánicos. Estos inclu­
yen, por ejemplo, los esteres del ácido butírico, ácido 
valeriánico, ácido caproioo, ácido heptoico, ácido ea- 
prllico, ácido moallioo y ácido caprínico.. Los ácidos 
tenían tanto cadenas come ramificadas. También pueden 
ser no saturados. Eh todos los casos la reacción fué 
análoga a la indicada antes. Por este método se prepa-

.?•?
fy-
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raron fácilmente ásteres de delta 1-dehidrohidrocorti- 
sona y ácidos cairboxilicos que contienen solamente los 
elementos hidrógeno, oxígeno y carbono, siendo el conte­

I

nido de carbono de É  a 10 átomos inclusive. Resultados
idénticos se obtuvieron utilizando delta 1-dehidrocorti- f• • • • • • :  a ■'
sona. É';,

Ejemplo IX.

A  una solución de 5,5 milimoles de del­
ta 1-dehidrohidrocortisona, disueltos en 5 om"5 de plri- 
dina, se anadió cloruro de orto-toluilo (6,6 milimoles). 
La solución se agitó y enfrió con hielo hasta que cesó 
el desarrollo de calor. La mezcla se dejó reposar en­
tonces 20 horas a 25SGU vertió en 50 cm^ de ácido 
sulfúrico 3M enfriado en hielo. La mezcla se extrajo 
aos veces con dos porciones, de 50 cm-* de cloroformo.
Los extractos combinados se lavaron con ácido sulfúri­
co N, con solución acuosa saturada de bicarbonato sódi­
co y luego con agua; La solución clorofórmica se fil­
tró entonces a través de un filtro de tierra de diatoma- 
ce as y se evaporó a sequedad. ü!l residuo se trituró 
oon éter y el material residual no disuelto se secó, 
líete producto seco se purificó entonces plr reoristali- 
zaoión desde alcohol isopropllico y se identificó como 
el orto-toluato de la delta 1-déhidrohidrocortisona.

Por procedimientos análogos, utilizan­
do el correspondiente cloruro de ácido en oada caso, se

i'- '
i-;í'v

--
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han preparas o también el benzoato, 1-etilciclohexan-oar- 
boxilat o, c i olohexan-carbox ilat o y 1-me t ilc iolopropan- 
oarboxilato de la delta 1-dehidrohidrocortiaona. Satos
ásteres cíclicos, particularmente los formados a partir 
de ácidos en los que loa átomos de carbono adyacente® 
al grupo carboxilo forman parte de un anillo hidrocar- 
bonado que tenga de trea a seis átoíaoa de carbono, son 
particularmente valioso® y tienen ventajas sobre los al­
coholes libres, puesto que presentan prolongada activi­
dad terapéutica. Idénticos resultados se obtuvieron , 
con delta 1-dehidrocortiaona.

Ejemplo X.

Una solución de tres gramos de delta 
l-de&idrohidrocortiaona en 12 cm^ de piridina se trata­
ron con 1,2 g de anhídrido itálico, la mezcla se dejó 
reposar a temperatura ordinaria durante 18 horas, y se 
vertió entonces sobre 150 am-̂  de ácido sulfúrico 2N en­
friado con hiela. Durante, la adición sobre el ácido sul- 
fárioo la mezcla se agitó rápidamente. Se separó un 
producto sólido blanco y se filtró de la solución acuo­
sa. Se lavó re pediamente con pequeñas porciones de a- 
gua y después con una solución de metanol en agua. El 
producto se secó entonces en vacio y se purificó por re­
cristalización desda etanol. El análisis demostró que 
era el ester ácido, hemlftalato de la delta 1-dehidrohi- 
drocortisona.

23 -



Una solución de 3 eramos de delta 1-de- 
hidrohidrocortisona en 15" cm^ de quinóleim se trató con 
un gramo de anhídrido sucaínico. Después de agitar to­
da la noche a temperatura ambiente, la mezcla se vertió 
con agitación en 200 cm^ de ácido sulfúrico 2M enfriado 
con hielo. El precipitado se filtró, se lavó repetidas 
veces con agua y se secó en vacío. Se recristalizó en­
tonces desde alcohol. El análisis demostró que era el 
hemisuccinato de la delta 1-dehidrohidrocortisona. I- 
dénticos resultados se obtuvieron con la delta 1-dehi- 
dorcortisona.

Ejemplo XI.

On gramo y medio del susoinato de la del-
3ta l-dehidrohidrocortisona se disolvieron en 15 cm de 

agua que contenía una cantidad equimolecular de bicar­
bonato sódico. La mezcla se agitó jr calentó suavemen­
te, poniéndola entonces en vacio durante un corto perio­
do de tiempo, para separar el dióxido de carbono. La 
solución de la sal sódica se congeló y se secó en vacio 
desde este estado. El producto, la sal sódica del suc- 
cinato de delta 1-dehidrohidrocortisona, era muy solu­
ble en agua y adecuado para su empleo en forma de solu­
ción acuosa para inyecciones. Esto es una ventaja impo­
sible con el alcohol libra o con los ásteres ordinarios. 
Puede utilizarse auero.saliho para formar una solución 
isotónica para este objeto, si se desea, y también pueda
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usarse glucosa. Idénticos resultados se obtuvieron con 
la delta l-dehidrocortisons.

Ejemplo XXX.

Según se emcionó antes, los compuestos 
de este invento pueden administrarse solos o en combi­
nación con otros materiales compatibles. Este ejemplo 
y los ejemplos siguientes aclaran algunas de estas com­
posiciones terapéuticas en las que la delta l-dehidroh&! 
drocortisona o la delta 1-dehidroeortisona es el ingre­
diente activo principaX.

la siguiente es una composición típica 
de una tableta adecuada para la administración oral:

i:
;í-.

mg/ tableta
i
1 Delta 1—dehidrohidrocortisona 20

! 13 Fosfato cálcico (dibésico) 150

i Lactosa 60
i
i Fécula de patata 35

i Eat'aarato magnésico 5

Trislllcato magnésico 30

20

23

Composiciones similares pueden usarse 
también con delta 1-dehidroeortiaona en vez de delta 
1-dehidrohidroccrt íssmis.

Ejemplo X I U .

A Causa de su actividad anti-inflamato­
ria, les compuesta» deeste invento son útiles para tra-

- 25 -
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tar una gran variedad de enfermedades de la piel. Bara 
tal tipo de tratamiento Be emplea frecuentemente un un­
güento ordinario y la siguiente ea un^omposietón tipl 
oa de un ungüento semejante:

mg.
Acetato de la delta 1-dehidrohidrocortieona 25
Sulfato de sodio y laurilo U.S.P. 10
Propilenglicol tr.ST.F. 115
Alcohol astearílioo 80
Alcohol estilice (N.F.) 70
Colesterina 0.8. P. 45
Vaselina blanca IT. S. P. 190
Aceite mineral O.S'éF. 50
Agua 400
Me til paraban 1,0

Fropil paraban 0,02

Composiciones similares pueden Jtsaraa 
también con delta l-dehidrocortisona en lugar de la del­
ta 1-dehldrohidrooortiaona.

Ejemplo XIV.

la siguiente as una composición típica 
de acetato de la delta 1-dehidrohidrocortisona, utili­
zada para inyección intra-articular:

gms.
Acetato de la delta 1-rdehidrohldrocortisona 25
Cloruro sódico 0.»;P. 9

í;
js

' |
.

..............  ...............
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gms.
Carboximetlloeluloaa sódica 5

Metilo c el 15 1
TV?een 80 Ü.S.P. 1,9
Irle til paraban 2,4
propil paraban 0,26
Agua, o.a. para completar 1000 cm^

Composiciones similares pueden útilizar­
se también oon delta 1-dehidrocortiaona en lugar de del?- 
ta 1- dehidrohidrocort isona.

Ejemplo XV.

A oausa de su actividad anti-inflamato­
ria, los compuestos de asta invento son útiles paia tra­
tar una gran variedad de enfermedades del ojo. Para tal 
tipo de tratamiento se emplea frecuentemente una suspen­
sión oftálmica y la siguiente es una composición típi­
ca de una suspensión como esta:

gms.
Acetato de la delta l-dehidrohidrocortisona 25,00 
Carboximetilcelulosa sódica 27,75 
Polivinil pirrolidona 3,00 
Alcohol bencílico 9,00 
Polisorbafo Q, 46 
Agua 951,25

Composiciones similares pueden utilizar­
se también oon delta 1-dehidrocortisona en vez de delta

i:
í:

&¥■

§•.%■

R 'rU;fe
f
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1- d ehidroh id ro c or t i a ona.

Le. presento solicitud que oorresponde 
a la presentada en Estados Unidos de America con fecha 
24 de Enero de 1955, bajo el ntimero 483*842, se acoge 
a los beneficios establecidos por el articulo 51 del 
vigente Estatuto—ley sobra Propiedad Industrial.

- N O T A -

Laa puntos de invención, propia y nue­
va que se presentan para que sean objeto de este Oerti— 
floado de Adición en España, son los siguientes:

18.- Mejoras introducidas en el objeto 
de la Patente prinaipál, o asa, en un procedimiento pa­
ra la preparación de A  Í*t-pregnadien-ll/3 ,17oC »2ís- 
triol—3,20-diona, que Comprenden poner en contacto A  
t-pregnen-11 fí , 17 ©C » 21-tr lol-3,20-ddona oon la acti­
vidad Oxidante de un organismo del género Evoobaoterium 

28.- Mejoras introducidas en el objeto 
de la Patente principal, 0. sea, en un procedimiento pa­
ra la preparación de A  ̂ *^-pregnadien-17 ,21-diol—
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3,11,20— -triana, que comprenden poner en contacto A  - 
pregnen-17 ©C , 21-41ol-3,ll,20—triona con la actividad 
oxidante de un organismo del género Uveobao tertum.

3í.~ Mejoras de acuerdo con las reivin­
dicaciones 1 6 Z, según las cuales el organismo es de la 
especie liyoobaeterlum. phlei.

49*- ^ ejoras de acuerdo con las reivin­
dicaciones 1 6 2, según las cuales el organismo es de la 
especie Ilycobaetarlum amagaríatis.

'5'S*- Mejoras, introducidas en el objeto 
de la ^atente principal número 221.910.

Tal y como se. ha descrito en la Memoria 
que antecede y para los finas que se han especificado.

La presenta Memoria consta de veitinue-
ve hojas esoritsa a máquina. ________ **

Madrid,
P.

i
- 29 -


	Bibliographic data
	Description
	Claims



