P‘ had 14' . 162 .
R R I I S R S SR AT S S S S S T 53

A. 15690- Case P.C.850 B.

226236

MEMORTA DESCRIPIIVA - L
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ESPANA

a nombre de CHAS. PFIZER & CO., INC., entidad norteame-
ricena, estableclda en 11 Bertlett Street, Brooklyn, Nue-
va York, Estadcs Unidan ‘de América, por:

WEJORAS INTRODUCIDAS EN EL OBJETO DE LA PATENTE
PRINCIPAL® ndmero 221.910, solicitada el 20 de

M-ayo de 1955,‘por= “n procedimiento para la oxi-
dacién nuolear de un~campuesto esteroiie™

Este invento ss refiere & la oxidecién
de ciertos compuestos eéﬁeroidioos por medics miecrobio-
16gicos, & ciertos ﬁueves'productcs por estos mediom y.

a deri#adeq de #B%as'pfqd@ctos. En particular se refie-
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re a la oxiddcién de compuestos esteroldicos 3-ceto-d-
no-gaturados por media de clertos microorganismos o en-
zimas elaboradas por egton microorgan—ismos.

Esta solicitud se refiere a mejoraa in-
troducidas en el objeto de la Patente principal N¢ 221.9fb
presentada el 20 de Mayo de 19%95.

Segin se expuso en aquells sélicitud ori-
gingl, sometiendo campuastos esteroidicos 3-ceto-4-no-
saturados a la aocién de una variedad del género Myco~
bacter ge produce un compuesto que tiene no-satura-
¢idn en la posinién l, esto es, un doble enlace entre
las posiciones 1 y 2. También tiene lugar alguna oxi-
ganscién, y en algunaa oaana se forma también apearente—
mente un produeto de reduccidn. Aunque no se conoce Com-
pletamente la identidad de todos los productos, se sabe
que en todos les casos en que un esthteroide 3-cedio~4-no-
saturado se somete a la motividad oxidante de Iiycobac-
teria se yro&qce un prodﬁeto 3—ceto—1,4-no—aaturado.

Las organismos aparentemente tienen tendencia a favore-
cexr la formacién dé productos que tienen este tipo de
doble conjugacién en el anillo 4.

Por eato, eate procedimiento es de gran
valor para la produceién de compusestos que contienen a-
nillos A 3—Oeto-i§47no-§s$urados. Se ha encontrado que
ios nuevoa preductos &a~§éte tipo, descritoa en lo que
sigue.poseen gran setividad de tipo adrenocortical.y son

muy Gtiles en el tratemiento Ge una gran variedad de en-
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farmedades, especialmente del coldgeno, como la artri-
+tis reumatoide.

Entre loas emsteroides que han sido utili-
zados como materiales dg pertida para esie procedimiento
estdn la,hidrocortiaona ¥y la cortisona. I ediante este
procedimiento han sido convertidas respectivamente en
delta l-dehidrohidrocortisona y delta l-dehidrocortiso-
na. Cada uno de estos nuevos productos es exbtraordina-
riamente active comg hormons adrenccortical, Una prue-—
ba de esto viene dada por el hecho de que ambos dan un
ensayo muy positivo de involucidn del timo y une prue;
va muy poeitiva de glucdgeno en el higado. adenda, es-
tog delta 1—odmpuestos tienen Qéntajas sobre sus ante-
cesores en la falta de efectos secundarios cuando se ad-
ninistran & animeles, ihcluyendo al hombre. Ilos efec~
tos secundarios de formacidn de edema y androgenicidad
se reducen grandemente. -

Como el grupo hidroxilo en la posicidn
21 es el dnico grupo alcohol primerio, tanto en la mo-
léeule de delta l-dehidrohidrocortisona como en la de
delta l-dehidrocortisona, puede eterificarse y esteri-
ficarse gdcilmente por métodos normales. Por ejemplo,
se han formado los &teres metflico, etilico, bencilico,

metoximet{lico, como tambidn una variedad de sateres de .

dcidos mono- y policarboxflicos, incluyendo los de ca-
dena linesml, ramifiéada, sgturados, no saturados y ci-
clicos. Esto dié luger & un grupo de compuestos gqus po-

seen la férmula”gengéal:
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en la que R se elige del grupo qué comprende un Zrupo
hidréxilo, un.gruporasﬁgrsi'un grupo éter y en la que
Rl se eliga:ﬁel gruﬁo que comprende 8 ~hidréxilo y ceto.
Loa.éétares‘de la posicibn 21 de estos
alcocholes eateroidicos, pueden preparsrse a partir de
los alcoholes 1ihreé*por’cualquigra de los procedinmien~
toa de eaterificaeién conocidoa q#e no supongan el uso

de agentes que sfﬁﬂﬁéﬁna la estabilidad del esteroide.

4si, paede'utilizaraé el cloruro de 4cido elegido, par-

ticularmente en presencaia de une base orgdnica como la
niridina, dimetilsnilina y eimilares. Los nuevos éste-
res del pmemente invento puedén prepararae ‘también a
partir de loa alcoholes, por tratemiento de dichos ea-
teroides al menos con una‘pfoporcién molscular aproxima—
de de un doido de,un-ggénﬁe?acilante dcido, como un an-

hidrido de decido 6‘&hisaﬁergde un alcohol de bajo peso
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molecular. En el dltimo caso, la esterificacidn del
grupo hidroxi en O,y tiene lugar por alcoholisis del

ester vor wedio del alcohol esteroldico C Como Pro-

21°
ducto de purtida en este praceso no solamente puede su~
plearse el alcohol esteroidico en C,y libre, sino que

taubidn pueden utilizarse dsteres del alcohol esterdi-
dico y de deidos alifdticos de peso molecular nds bajo;
aaf, por ejemplo, el acetato puede utilizarse con este
ohjeto. &1 tratamiehto de este coumpuesto, por ejemplo,
con un dcido nolicarbixilico o un ester de un deido po-
licarboxilico 6on an alconol de bajo peso molecular da
lugar a un intercambio que produce el ester de dcido

policarboxilico del alchhol esteroidico en C,  deseado.

o1
£l alconol o ester formado como producto secundario de—
be separarse para completar la reaccidn.

Bl proceso de esterificacidén puede ca-
talizarse por materimles como las resinas cambiadoras
ée iones, o pequeras proporciones ue dcidos o dlcalis
“uertea como HCl & NaOH. El catalizador puede ser or-
~Anico o inorgdnico; sin embargo, debe tenerse cuidado
puesto que en la molécula egtdn presentes ciertos gru—
pos sengibles, como el grupo hidréxilo de la posicién
11 en la coniiguracién B « El1 empleo de cantidades ca-
taliticas de un 4cido o una base para acelerar el proce-
g0 de esteririgacibén no es, desde luego, necesario cuan-—
do se utiliza para eiectuar el proceso un agente acilan-

te, tal como un anhidrido de dcido o un halogenuro de

[,
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mente el grupo alcohol primario en ls posicién C
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doido. Los agentes de este Ultimo grupo pueden utili-
zarge en presencia de una base orgdnica como le piridi-
na, dimetilanilina, quinoleina, etc.

Detie hacerse notar que para el presente
procedimiento puede utilizarse una gran variedad de é4-
cido, vien en forma de dcidos, bien como esteres de al-
coholes de peso_molecularjinferior, 0 bien en forma de
anhidridos de écido o halurocs de dcido. Tales réscti-
vos incluyen compuestos como el anhidrido acético, los
halogenuros de doido de los édcidos propancico, butanoi-
co, pentanoico, hexanoico, héptanoico, octanoico, nona-
noico, decancico, orto-toluico, benzoico, l-etilciclo-
hexancarboxilico, ciclohexancarboxi{lico y l-metil-ci~
clopropan-carbaxilico, anhidrido maleico, anhidrido glu-
tdrico, anhidrido ftdlico, cloruro de ftaloilo, deido
mélico, 4cido citrico, dcido tartérico, anhidrido suc~
cinico, 4cido piromelitioo, etc. Seglin se hizo notar
anteriormente, eatoa eateroides poseen en sus estructu~
rag grupos sensiblga;_yrea'racomendable tener cuidado
de 1a esterificaeiﬁh'de tales compuestos. El uso de un
anhfdrido de deido o un haluro de dcido en una base or-
zénica es un método especialmente favorable. Debe ha-
cerse notar que la reamccién es selectiva, ya que sola-
oy 9°
eaterifica y otros grupoes como el grupo 1ll~- -hidrési-
1o no se esterifican en~9iégaruién apreciable en el pro-

cedimiento presenfe{ ‘Al efectuar el proceso, es acon-
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asjable emplesr un disolvente, 8i no se ha utilizado
une base orgdnicae como la piridina para este objeto.
Pueden utilizarse disolventes orgédnicos inertea como
el benceno, cloroformo, tolusno, etc. Ié palicacidn
de calor myuda frecuentemente a favorecer 1é:iaancién
para hacerle nds completa; sin embargo debe utilizar-
ge coh cuidado y ai, por ejemplo, se emplea un cloruro
de 4cido coma agente de esdterificacién, debe tenerse
precaucién. Cuando se utilizan como productos reac-

cionantes un eater de un alcohol inferior y un dcido

carbox{lico, y alcohol esteroidico, o cuando se wtili-

z& un proceso de transesterificacién para la prepara-
cibn de los ésteresm, el producto secundario, gque es
voldtil, pueds ser'sepéraﬁo de la mezcla reaccionante
para hacer la reaccilén méds completa. Esto puede efec-
tuarse aplicando calor suave y vacio a la mezcla reac-
cionante.

Por eatos métodos se han obtenidoses-
teres en le posicién.él de - delta l-dehidrohidrocorti-
gsona y de delta l-dehidrocortisona con dcidos monocar-
hoxilicos que contienen solamente los elementos hidré-
geno, oxigeno y carbono y un contenido de carbono de
1 a 10 dtomos de carbono inclusive, y esteres dcidos
en la posicién 21 de delta.1—dehidrohidrocortisona y
de delta lrdehidroeortiscna con dcidos policarboxili-
cos que contlenen solamente 1os elementos hidrdégeno,

oxigeno y carbono y-qus tiene un contenido en carbono
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de 2 a 10 4tomos de carbono inclusive. |

Cuando el delta l-dehidrohidrocortisona
o la delta l=dehidrocortisona se esterifiica con un 4ci-
do policarboxilico, pcf‘ejemplo, un deido dibdsico co-
mo el dcido succinico, se obtiene un éster dcido, esto
es, un eater que tiene uno o més grupos carboxilo libres.
las sales de metales alcalinos y anénicas de estos com-
puestoa, por e&smplo la s&l sédica del audninato, tie<
ne 1la venteja dé'aer solubles en agua. Estas sales se
obtienen por tratamiento del ester dcido con la cantidad
equivalente de base 0 sales de dcidos débiles, como el
bicarbonato sédico.

Cada uno de los compuestosrdel presente
invento puede administrase golo o en combinecién con ex-
cipientes farmacéuﬁiaos"aceétablea. Ia dosificaciébn es,
en general, de aproximadamente el mismo orden de magni-
tud que en el caso de la hidrocortisona, pero existe un
margen mfs amplio de dosificacién. En algunos casos la
actividad de estos compuestom es tal que ﬁna dosis menor
puede ser gsuficiente, pero la falta dé'eféctos gecundarios
permite la administracidén de dosis mayorea cuando estas
gean necesarias. Ia eleocidén del excipiente estd deter-
minada por el camino‘elegide para le administracidén, la so-
lubilided del compueéfp particular y la prdctica farme-
céutica normal. Excipientes como el 2imidén y la lacto-

s8 pueden utilizarse para preparar tavletas para la admi~

nigtracibén oral. Pueden utilizarse elixires que contengan - P

- 8 =
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‘solucién gemejante. Pequeilas cantidades de un agente de
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agentes que comuniquen sabor o endulcen. Fara inyeccién

e e e

T

intresarticular pueds usarse composaiciones- que contengan
bastante suero salino pieras hacerlas isoténicas. Cuando
se. administran compuestos solubles en agua, como el suc-
cinato de sodio y }Fdehidrohidrocortisona, pueden smplar-
se soluciones acuosas., Ia filtracidn & travds de un fil-

tro Seitz eg un método conveniente para esterilizar una

conservacién como el clorobutatiol pueden afiadirse para
mantener la egiterilidad.

Para llevar a cabo la preparacidn de los
compuestog de este invento, pueden utilizarse diversas

especies del género Mycobacterium para efectuar la oxida-

cién del ndécleo estercidico. Estas incluyen especies co-

nocidas como Mycobacterium especie 607, If. berolinense, ;

li. lecticola, M. thaﬁnopheas, ¥ , e pariicular, cepaa

de las especies il. smegmetis. Ias diversas especies de

R
)
b

tycopacterium difieren considerablemente en la rapidez

y facilidad en que se produce la oxidacién por las célu-
laa de los organiémos_a.por productos gecundarios produ-
cidos en su desarrcllo. Hemos encontrado por ciertas ce-

raa. de Li. emegmatis sbn_particularmente activas pars

efectuar la reaccidn de este invento. Ias distintas mg-
cobacterias varian un poco en sus exigencias de medios
nutricios. Sin embargo, con un minimo de experimenta-

cibén es posible datérmihar:la composicibén de medios ade-

cuados, as{ como lag condicionea Sptimas rara la opera-—




Lo}

10

15

20

25

226236

¢ién, como el pH, grado de aireacidén, grado de agitacién,
etc.

. Hey daversas procedimientos que pueden u~
tilizarseven 1a‘oxidacidn de compuestos eateroldicos de
acuurﬂb con esia‘invenfo. En el primerc de elloas, los
medios nutricios se siembran a peartir de cultivos incli-~
nados de lag micobacterims elegidas. Semejante medio
puede conaistir,‘pon‘ajamplo, en una mezcla de una base
de un caldo hufricia bacteriolégico normal, junto con gli-
cérina., Se ha en¢ontrado que un agente neutro con acti-
vidad superticial, Qﬁmo un derivado polioxietilénico de
un ester de un dcido graso con un alcohol de un azdcar
(p.ej. Tween 80), es coliveniente cuando se agrega al me-

dio en una pequefia cantidad.. También la adicién del ami~

" nodeido asparragulna es conveniente. ZEl cultivo de mico-

bacterias ha sido descrito en muchas publicaciones con
considerable detalls. Lés scluciones nutricias sgembradas
y eateriles pueﬁen'pueden desarrollarse en frascoslcon
ggitacién durante doa o tres dfas proporcionando inocule-
cidn para vasijas magyores, y & su vez las vasijas mayo-
res aireadas y agiftadas pueden utilizarse para la inocu~

lacibén de recipientes de gran produccién para la fermen-

tacién sumergidm. El mismo medio del tipo descrito ante-

riermente puede utiliszarse para la oxidacién de emteroi-
des en gran eacals de &cuerdc con este inwento. Desde
luego pueden hacerse;vﬁriggiones considerables en el me=-

dio. En general se requiere un hidrato de carbono, una

- 10 -
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fuente de nitrégeno orgénico, sales minerales y varios
metales traza. '

Segin se indicd antes, mejar que llevﬁr
a cabo la oxidacién del compuesto esteroidico elegido
en presencim de todo el producto de fermentacidén, es se-
parar las éélulaa de los cultivos en &esarrollb y eatas
pueden ponerse de nuevo en suspensidn en un medio, que
ha sido designado mezcla de reaccldbdn enzimdtica. Una mez-
cla de reaccién como eata puede consistir, por ejemplo,
en wna solucién que es 0,01 molar en fumareto sédico u
otro aceptor de hidrégeno y en sulfato magnédsico y 0,03
molar en citrato sédico. Se ha encontrado que la presen-
cig de une ciesrta cantidad de trifosfato de adenosina
por ejemplo, 0,125%, es también muy conveniente, las cé-

lulas centrifugedas y lavadas del Bbjycobacterium elegido

pueden ponerse en suspensidén en este tipo de mezcla de
reaccidn, que se ajusta & un pH de 6 aproximadamente, por
ejemplo, con dcido citrico. Despuéds de la adicién,del
compuegto eateroidico que se desea oxidar, la mezcla se
incuba & unos 37%C., y pueden separarse nmuestras de Vvez
en cuando parsa determinar el punto en el que tiene lu~
gar la médxima conversidn del esteroide. AEh general, es—
0 tiene lugar'déapuéa'de uno & cuatro dias. Hencs encon-
trado que L;s;célulgg:dontenidas en unos 100 mililitros
otibicos de cultivo de micobacterias aireado, y agitado,

pueden ponerse en suspensidn en unos 20 mililitros de una

-1 -
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mezcla de reacsién egimdtica, rara obtener eesultados
convenientes. El1 compuesto esteroidico puede utilizaihfi
se una proporcién de unos 25 a 200 mg/'Iﬁb mls. de mez—
cla de reaccién azimética; El compuesto se afiade sin-

plemente en forma sélida deapuds de aBustar el pH. 5667,

matraces se tapan con un tapdén de algoddén con lo cual

ge exponan al aire durante la incubaeién, Nosotrou pré-
ferimos emplear un peguefio voltmen en relacién al voliuen
del metraz, por ejemplo, 20 centimetros cfbicos en un
matraz Erlenmeyer de 125 céntimetros cibicos. Ia mezola

puede ser alternativamente agitada y aireada. En gene-

ral se requieren en el medio por 1o menom un aceptor de

hidrégeno, un metal divalente partiocularmente magnesio
¥ una solucién tampén.

Mejor que msperar laa células de lycobac-
terium y llevar a cabo 1afraacc16n de este invento en
una mezcla de rescoidn Gnaimética, el compuesto esteroi-
dico puede aﬁadirsé,diiéeiamente a una porcibén esterili-
zada de medio nutricio, como se describié anteriormente,
y el medio se siembraventonGSS’con la micobvacteria ele-—
gida. También en este easo puede utilizarse aproximada-
mente la misma proporcién del compuesto esteroidico ele-
gido.  De vez en eﬁgndo; pueden separarse muestras de
la mezcla zireada para determinar el grado de conversién
del compuesto eaterdididé?én los productos oxidados. la
mezcla ge mantiane‘a enﬁfﬁgzﬁ-BOQG'durante el desarrollo

de 1as-cé1ula${y 1&ﬂeopV9#a16n del esterocide. En gen@e

- 12 -
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ral, se heceaitan de dos a siete dias para una produc~
oidh nédxina de‘los'oompuestos.oxidados. Alternativa@sn—
te puede eetableeefae el desarrollo de las células an-
tes de la adicidn del esteroide. ]

Un tercer método que tambidn es muy U~
til para la oxidacién de los compuestos esteroidicos e~
legidos, supone el uso de enzimas oxidantes elaboradas
por las microbacterias. Estas pueden prepararse por u—
na diversidad de métodos & partir de las células de los
microorganismos elegidos. Estas enzimas pueden,o bien
formarse durante la.fermentgcidn y segregarse por el mi-
croorganismo o existir retenidaa realmente dentro del
miaroorganismo. Si el material se agregas, el medio en el
que el organism&”sa ha‘aeegrrallado, libre de células,
podrd utilizarse pare llevar & cabo la oxidacién ‘Ge los
compuestos esteroidicos eiegidos. En muchos casgos una
cantidad apreciable de lam engimas que se utilizan para
la resccidén es retenida dentro de las células. Este‘ma-
terial puede Eiberarse de las células por diferentes pro-
cedimientos. E#&tes inoluyen la trituracién, especial-

mente con materisles‘ahraaivoa coma el vidrio pulverize-

do o la arena, que sirve para romper las paredes celula-

res y libera‘los'materiales esenqiales. Un segundo mé-

todo es por autolisis. Ies cdlulas pueden separarse del

medio en que se kan desarrollado. Se levan entonces y
se suspenden en @&gua. El agua puede cubrirse con una li-

¢#era oapa de tolueno pare evitar la contaminacidén y la

-lj -
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mezela se deja. reposar a unﬁrtemperaxura de unos 209 a

unos 509,G;k Al cabo de uno o varios dfas las célalas

a8 desintegraﬁ‘y e1'r§5ién6'ée1ular puede separarse pdr'

filtraccidn, por{eaéﬁplb;’alﬁrav&e de un filtro Seitz o

de un filtro bacteriocldgico de vidrio sinterizasdo. Un

terfer método para preparar preductos de elaboracién de

laa microbacterias libre&»de células, convenisnte para

la reaccifn de esﬁe inventas,es por repetida congelacién

¥y descongelacién del material celular. Todavia un méto-
do utilizeble oon el mismo-pnopésito es el empleo de un
disolvente miseible con agu@"y en particular acetona.
Cuendo se eoloeaﬁ les células éﬁ un disolvente admejan— 7
te, ge rompe y g6 abtiene un extracto de las enzimas de-:‘
segdas. Laa‘enain:asée las microbacterias pueden emplear- |
se pare la oxidaniénf&e,compneatoa esteroidicos 3-ceto—
4, E—no—eaturados!sn madiaa aimilares a los empleados enn
laa célulaa en éeaarrullo, ;sto es, un medio que conten-

ga un aceptor de hidrégene coma el fumarato, un tampén'y,

en algunos Ce&sos; uhr‘ilf' bivuiente, particularmente

magneaia, asi como uns pequeﬂa cantidad de trifosfato de
sdenosina. Icm,enzigqg;oxidnntea de las microbacterias,
libres de célulss, ﬁﬁéﬂéﬁfﬁpiliZarse en medios como los

' indicadaa‘antes'aTﬁna 'pméérﬁtura de unos 20¢ a unos= 408C.

“Eh genral, lavoxiﬁéﬁiﬁ’gééfgés compuestos esteroidicos

deseados se lleva argghéiqgfén periodo desde unas pocas
horas a tres dias. Eiﬁﬁiﬁﬁ?@ Ng temberatura éptimes y o~

tras condicionescpyaébnfaéﬁgiminarse fécilmente con un

- 14 »
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ainimo de experimentacién. Descripciones detalladas de

medios conveniehtea:para ambos métodos, ¢l uso de cédlu~
las aisgladas y. vueltss & poner en suapensidn y el de pro-
ductas de elaboracidén libres de células se dan en los

textos "lanomstric r-"echn:i.qu.e in Tissue ketabolism®™ por

W. W. Unmbreit y otros, Burgess Publiehing Gompany, Min-

‘neapolis (1949). ¥y *Respira#_gnynzimea" por H. Ierdy,

Burgess Publishing Qempany, Minneapolis (1949).

Los productos del nuevo método descrito
en esta.solicitudr;ueden aisiarse a8 lés goluciones acuo-
sas por extraccidén con varios disolventes orgénicos in-
miseibles con agua. . Los hidrocarburos halogenados inle-
riores, como el cloroformo, son especialmente Utiles.
Leapuds de la extraccién,,el disolvente puede separarse
pbr destilacilén y se aisla entonces el producto sblido.
sgte material vuede purifiearse posteriormente par pro-
cedimientos de recristalizacidn desde disolventes orgé-
nicos o por erqmatogr&fia;‘ﬁor ejemplo sobre meterisles
adsorventes sélidos @daéuaﬁea. El uso de une columna
de gel de silice—etanol; con una mezcla de cloruro de
metileno y etanol (95%) al 98% y 2% en voldmen como reve-
lador se ha encontrado parficularmente ventajoso. En la
vibliografia se han descrijg previamente métodos pars la
separacién de productos de esta natursleza.

.Los aiguieh#es,ejemplos ge Gan a modo de
aclaracién y no deben ser considerados como limitaciones

ée este invento. Como realmente pueden reglizarse nmuchos
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- s6lido | o 8 gramos par litro
Gliocerina o 20 mls./1litro
Tween 80 S ’.: 1 ‘ 0,2 mla./litro
Ea@arraguing o | 5 gramos/litro

- putes. Bl Nucher se. aepsré por filtraccidn y el filtra—
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modos diferentes de llevar a cabo el presente invento

ain apartarse del éépiritu y los li&iteé de este, de-

be entenderss que est& invento no estd limitado, excap—

t0 como ge desoribe en las-reivindicaciones anejas.

Ejemplo I.

1Hn.6@;#ivu(d@-§zpobacterium amegmatis
ATCC 12,081, de&uriail&&n»en un medio de ég&r sélido,

se lavé en una molucién nutricia que tenia la siguiente

compcaididn:

Caldo nutricio narmal,

Un litro de eats media inoculado 88 colocé en dos matre-
ces de agitaciébn de Furnhsuh Despuds de tres dias, se
agregd medio gramo &a hidroaartiacna a ceda matraz. la
reaccidn seacenﬁinu6=durante cuatro dfas v sl cabo de
eate tiempo sa combihd el contenido de los matraces y
se extrajo tres veesn, cada una con un volimen igual de
cloroforma. B&a exﬁrhntes cleroférmlcos combinados me
concentraron a un vejvmen de 150 mla. aproximademsnte.
Se afiadié una hequeﬁ; cantidad de carbdn activo (Nuchar)

la mezcla se calenté suavemente y agité durante unos e
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nol. Se recogileron fracciones de 50 cm™ . Laa primeras

/k.i?ég ;%q}

Go se llevd sobre uha columna cromatogrdfica de gefréé*ﬁ

gilice-etanol, ILa eolumna se reveld utilizando una mez-

cla de 97% en voltmen de gloruro de etileno y 3% de efa-
3

37 no contenifan esteroides. En laa fmmcciones 38 & 66

se recuperd hidrocortisona ain reaccionar. Ias fraccio-.

nes 67 a 82 contenian hidrocortisona y delta l-dehidro-

hidrocortisona. EBS'fracqioneé 83 a 115 contenian del-

ta l-dehidrohidrocortisona. ILas fracciones 116 a 269

no contenian ningdn esteroide. ILas fracciones 270 &

332 contenfan un estercids cuya identidad no ha sido pro-

bada de mansra concluyente;

Ias fracciones 835 a 115 combinadas se e-
vaporaron & sequedad en baiio de vapor. El residuo de
di=olvib en acetato de etilo y se tratd con una pequeiia
cantidad de carbbn activo. E1 carbbén se separé por fil-
traccibn, y el filtrado ae concentré a pequefio volimen
y ae enfribd. ILos cristales que ae formaron por enfria-
miento se redisolvienonrén'la minima cantidad de acetona.
Se atiadid enxonceEAun~v61umen igual de hexano, seguido-
por adicién de ciciohéxano'hasta que se inicié enturvia-
miento., Por nuevo enfrismiento, se formaron cristales
blancoa. Estoa se han Identificado como delta lydehnidro-
hidrocortisona, que puada 1lamarse tanbién delta 1,4-
pregnadien-11 f , 17.'0(, 21-triol-3,20-diona. Los cris-
tales-dieron_un‘punta’de fusién de 196¢-198¢C.,, una ro-

tacién especifioa[?&]%ﬁ' ¥ 108,20 en otanol ¥ unaj\ H 504
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260, 280, 310, 358 mm.

Ejemplo II.

Sa repitié el procedimiento del sjemplo I,

pero utilizando cortisona en lugar de hidrocortisona.
El producto delta l-dehidrocortisona, que puede llamar-
se también delta 1,4-pregnadien-17,¢,21-diol-3,11,20-

triona, se aimzld en forma andloga.

Ejemplo IIT.

En un recipiente de vidrio pyrex de cua-
tro litros diSpﬁestd.para'llevar & cabo la fermentacién
sumergida con airemaidn, ge afindisron dos litros del ail-
guiente medio (bbnnﬁidg'gémo.medio Turfitt):

Nitrato aménico 0,1%
Poafato dcido dipotdsico 0,025
Sulfato magndsico,heptahidrato 0,25
Cloruro addico 0, 0005
Sulfato ferrosoc,heptahidreato g, 00001
Carhonato aedlcico 0,5

El medio acuosgo se esterilizéd y se inooculd entonces con

100 centimetros cubicos de un cultivo de llycobacteriunm

smegmatia ATCC 12,051, desarrollado en un matraz de a-
gitacibn con caldo nutricio. 4 los tres dias se afirdie-
ron 0,25 graﬁosadé h;droaorfiaona. la mezcla se aglté
y aireé con airé aa£dtiliza&o. Cuatro dias después de
la>aﬁiqiﬁg=del asferdide, la mezcla total se extrajo con

unoa;2?i£ﬁrce~dé-clq:oformo. Ie cromatografia demostrd

Yo 18 -
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la presencia de delta l-dehidrohidrocortisona en el pro-

ducto.

Ejemplo IV,

Se repitid el procedimiento del ejemplo
I1I, pero empleando cortisona en lugar de hidrocortiso-
na. DUe nmanera idéntics se prepard el producto delta

l~dshidrocortisons.

Ejemglo Ve

Se realizé una serie de experimentos u-
tilizando los procedimientos descritos antes en loa e-

jemplos I y II, pero en iugar de emplear lycobactertun

smegamtis, se utilizaron laa siguientes especlea de mi-

cobacterias:
i, phled | M. thamnopheos
1. ranse : M. lacticols
1. butyrioun b, friedmanni

1. barolinense M. tuberculosis

Los preductos se recuperaron de la mezZ—

cla de reaccién por extraccién y se sometieron a wuna va-

lorscidn por el método de cromatografia en papel. En to-~ .

dos los casos se encontrd gue habia tenido lugar deshi-

drogenacidén en la poasicidn 1.

Ejemplo VI.

Deltg,lwdehiﬁrohidrocortisona se traté

con’ un aquivaIente molecular de anhidrido ecético en pi-

=39 -
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ridina a temperatura smbiente. Al cabo de 18 horas la
mezcle se vertid en agua fris, se extrajo dom veces con
‘cloroformO-& se combinaron los extractos oloroférmicos.
Losa extraatés comb;ﬁadoa'ao lavaron con doido asulfiri-

co N, con molucidén scuosa saturada de biearbonatqﬂ;dw_ ﬁ

dico y luego con agua. Ia solucién eloroférmiaa:qb'fiigif

tré entonces por un filtro de tierra de dimtopmcesas 37‘
as~evapor6 a.agQuﬁ&id. 31 residuo ge trituréd con 4ter
vy el material residusl no disuelto se secd, Este pro-
ducto seco me identificéd como el ester acetato em posi—
aién 21 de 1la delts l-dehidrohilrocortisona. De idénti-
ca forme se preparé el mcetato en posicién 21 de la del-

ta l=dehidrocortisone.

-

‘Ejemplo VII,

Se afiadieron U,5 gramos de delta 1l-de-
hidrohidrocortisons a 1 gramo de 4cido férmico anhidro

en 15 cm3

de benceno, y la mezcla se agité durante dos
horas. a temperatura amblente. Se enfrié entonces y se
vertié en aguﬁ fria, 'Sﬁ-déparé la capa de benceno, se
sefé sobre sulfato magndsico anhidro y se evapord a se-
quedad. El residuo se purificé por recristelizacién y
resulté ser'elAfonmia$o:eh posicibn 21 de la delta l-de-
hidrohidrocortisona. De idéntica manera se prepard el
formiato em posicién 21 de la delta l-dehidrocortisona.

Bjemple VIII.

e 20 -
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Sa afiadié cloruro de propionilo ( 7 mi-

limoles ) & una solucibén de 5 milimoles de delte l-dehi- -

dorhidrocortisona en 5 cm3 de piridina. Ia solucién se
agitd y enfrib en hielo hasta que cesd el desarrollo de
calor. La megcla se dejé reposar entonces durante to-
da la noche a temperature ambiente. Se vertib en 50 cm3
de dcido sulfdtico 3N enfriedo en hielo. Ia mezcla se
edtrajo dos vecea con dos porciones de 50 cm3 de c¢loro-
formo. * Los extractos combinadoa se lavaron con écido
sulfirico N, con solucidn acuosa saturada de bicarbona-
to sédico y despuds con agua. Ie solucibn cloroidrmi-
ca se [iltré entonces a través de un filtro de tierra
de diatomaceasn y ée-evaporé a sequedad. El residud se
triturd con dter y el material residual no disuelto se
secbd., Kste producto seco, se identificé como el ester
propionato en posicién 21 de la delta l-dehidrohidrocor-
tisgona, |
Msdiante:;eanciones gimiilares, utilizando
el cloruro o el anhidrido del dcido, se han preparedo
esteres de la delta l-~dehidrohidrocortisona con una gran
variedad de dcidos carboxflicos orgdnicos. Estos inclu-
yen, por ejemplo, los esteres del dcido butirico, dcido
valeridnico, dcido caprdico, dcido heptoico, dcido ca-
prilico, dcido mohilico y &cido caprinico.. Los 4cidos
tenian tanto cadenas como ramificadas. También pueden
ser no saturados. - En ﬁo&és los casos la reaccidén fud

andloga s la iudicadﬁzahtas. Por este método se prepa-

~ 21 -
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raron fdcilmente ésteres de delta l-dehidrohidrocorti-
sona y écidos carboxilicos que contiensn solamente los
elementos hidrégeno, oxigeno y carbono, siendo el conte-
nido de carbono de iéa'ldfétomos inclusive. Resultedos
idénticos se obtuvieron uti}iZando delta l-dehidrocorti-

sonsa.
Ejemplo IX.

A una solucidén de 5,5 milimoles de ded-
ta 1-dehidrohidrocortisona, disueltos en 5 cm3 de piri-
dina, se aiiadid c¢loruro de orto-toluilo (6,6 milimoles).
Lea solucidén se agité-y enfri6 con hielo hasta que cesé
el desarrollo de calor. Ile mezcla se dejé reposar en-

tonces 20 horas.a'zsnd;nﬁﬁbivertié en 50 cm” de decido

sulfdrico jm'enffiaéé;éhfﬁﬁalb. Ia mezcla se extrajo
408 veces con dos"porcionea,de 50 cm?d de cloroformo.
Los extractos combinaddé.ée lavaron con dcido sulféri-
co N, con solucifn ascucsa amturada de bicarbonato sédi-
co ¥ luego con agua:; Ia solucién cloroférmica se fil~
tré entonces & través dgfnh filtro de tierra de diatome-
ceas y se evaporé a sequedad. K1 residuo se tritur& '
con dter y el material residual no disuelto se sec. . .
Egte producto seco sa purific6 entonces pdr reoristali-
zacidn desde aloohol;iscp:qpilico y se identificé ocomo |
el orto-toluato de i&'de1£g l-dehidrohidrocortisona.
Por‘prooedimientos andlogos, utilizan-

do el correSpondienté cloruro de 4cido en cada caso, 8e.

- 22 -
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han preperaco también el benzoato, l-etilciclohexmn-esr- - |

boxilato, ciclohexan~carvoxilato y l-metilciolopfopan;."

carboxilato de la delts l-dehidrohidrocortisons. Zatos
doteres ciclicos, particularmente los formados a paftir_

de dcidos en los que los dtomos de carbono adyacénﬁﬁ§‘7;

al grupo carboxilo formen parte de un anillo hidrocam=: .
bonado que tenga de trea a seis dtonos dé carbono, son
particularmente valiosoa y ftienen ventajas sobre los al-
coholes libres, puesto que presentan prolongada activi--
dad terapéutica. Idénticos resultados se obtuvieron .

con delta l-dehidrocortisona.

Ejggglo X.

Una solucién de tres gramos de delta

l-dehdidrohidrocortisons en 12 cm”

de piridina se trate~
ron con 1,2 g de anhidrido €tdlico. Ia mezcla se dejé
reposar a temperatura ordinaria durante 18 horsa, y se
vertié entonces aobre lSG[ch3-de gcido sulfirico 2N en-
friado con hielo. 3uranté‘la adicidn sobre el &cido sul-
fdrico la mezcla se agiﬁ&‘répidamentc. Se separd un
producto sélido blanco y se filtrd de la.solucidn acuo-
sa. Se lavé repediidsmente con pequefims porciones de e-
guea y.después con*ﬁné solucidén de metanol en agua. El
producto se sec& entonbesnéh vacio y se purificé por re-—
crigtalizacidbn desda d£gnQ1.‘-El andlisis demostrd qué
erae el ester écido, bemiftelato de la delta l-dehidrohi-

drocortisona.

o~ 23 -
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Una solucién de 3 gramos de delta l-de-
hidrohidrocortisona én.15'0m3 de quinoleina se traté con
un gramo de snhidrido sucefnice. Después de agitar to-
da la noche a temperatura ambiente, la mezcle se wertid
con agitacibn en'200'0m3 de dcido sulfdérico 2N enfriado
con hielo. El precipitado ee filtrd, se lavé repetidas
veces con agus y se secéd en vacio. Se recristalizéd en-
tonces deséde alcohol. ‘Bl anéiisis demoatrd que era el
hemisuccineto de la delta l-dehidrohidrocortisona. I-
dénticos resultados se obtuvieron con la delta l-dehi-

dorcortisonsa.

Enggglo XI.
Un gramo y médio del suscinato de la del-
ta l-dehidrohidrecortisona se disolvieron en 15 cm3 de

aguse que contenia una csntidad equimodecular de bicar-

bonato séddico. Ia mezcla se agité ¥ calentd suavemen-

te, poniéndols entonces en vacio durante un corto perio-

do de tiempo, para separar el didxido de carbono. Ia
solucién de la sa&l sédica se congeld y se secé en vacio
desde este eatado. El producto, la sal sédica del suc-
cinato de delta l-dahidrohidrocortisona, era muy &olu-
ble en agua y adeouado para ‘su enpleo en forma de solu—
¢ién acuossa paravinyeouianea. Esto es una ventaja impo-
saible con el alcbhdlﬁlibra,q‘aon los ésteres ordinarios.
Puede utiliza:se'su@régégliéo pare formar una solucién

isat6nica.pgra eate @bﬁeﬁo}fsi ge degea, y tambidn puede

e e

w2

R I O T




1C

15

20

usarse glucosa. Idénticos resultados se obtuvieronchp

la deltsa l—dehidrdcortisona.

Bjemplo XIT.

Segin se emcioné antes, los compuestos
de este invento puaden'administrarse solos 0 en combi-
nacién con otros materialea'compatibles. Este ejemplo

v los ejemplos sigulentes aélaran algunas de estas com-

posiciones terapéutices en las que la delta l-dehidrohiw.

drocortisona o la delfa l-dehidrocortiscna es el ingre-
diente activo principal. _
Ia siguiente es una composicién tipica

de une tableta adecuada para la administracién oral:

; mg/ tableta
Delta l-dehidrohidrocortisona 20
¥Fosfato cdleico (divdaeico) 150
laqtona A 60
Féoula de patata : 35
Eatearato magnésico . 2
Trigiliceto megnésica _ 30

Composiciones similares pueden userse
tambidn con delta l-dehidrocortisona en vez de delta
l-dehidrohidrocortisopa.

i‘ gjamgio XIIT.

. A emuga de su actividad snti-inflamato-

rig, l¢s compuestom de esgte invento son dtiles para tra-

”; 25 )
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tar una gran variedsd de enfermedades de la piel. Para
tal tipo de tratemiento Be emplea frecuentemente un un-
glento ordinario y la siguiente es ungbomposieién tipi-.

ca de un unglento semejante:

mg.
Acetgto de la delta l=-dehidrohidrocortisona 25
Sulfato de sodio y laurilo U.S.P. 10
Propilenglicol U.8.F. | 115
Alcohol estearilico 80
Alcohol cetilico (R.F.) 70
Colesterina U.S.P. | , 45
Vaselina blanca W.d.P. 190
Aceite mineral U.S.P. - 50
Agwa | | | 400
letil paraben o 1,0
Propil parsben i 0,02

Composiciones similares pueden Rearse:
también con delta l-dehidrocortisona en lugar de la del-
ta l-dehidrohidrocortisona.

Ejemplo XTIV,

_ la siguiente es una composicién tipica
de acetato de la delta l-dehidrohidrocortisona, utili-
zada pars inyeccién intra-articular:

£2ms.

Acetato de la delta l-dehidrohidrocortisona 25

Clorure sédico U.8.P. 9

- 26 -
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Carboximetileelulosa sddica 5

Medhocel 15 1

Tween 80 U.S.P. . 1,9

Metil parabsn ‘ 7 2,4

propil paraben : 0,26
3

Agua, o.8. para completar 100Q cm

Composicionesg similares pueden utilizar-
se tembiédn con delta l-dehidrocortisona en lugar de deld~

t2 l-dehidrohidrocortisona.
Ei emglo XV,

4 ocausa de su actividad anti-inflamato-
rie, los compuesfoa de eate invento son dtiles para tra-
tar una gran variedad de enfermedades del ojo. Para tal
tipo de tratamiénto se empleas frecuentemente une suspen—

8ién oftdlmica y la siguiente es una composicidén tipi-

ca de una suspensién como esta:

‘ &ms,
Acetato de la delta l-dehidrohidrocortisona 25,00
Carboximetilqelulosa,sédi&a. - 27,73
Polivinil pirrolidona | 3,00
Alcohol bencilico ' 9,00
Polisorbato | | 0,46
Agua ' ) o 951,25

Composiciones similares pueden utilizar-

ge también con delta l~dehidrocortisona en vez de delta

- 27 =
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l-denidrochidrocortisons.
le present& solicitud que corresponde

a la presentada en Estados Unidos de America con fecha
24 de Enerc de 1953, vajo el ndmero 483.842, se acoge
8 los benefivios~eétablacidos por el articulo 51 del
vigente Eatatuto—béy sobre Propledad Industrial.

-NOTA4 ~

Laos punﬁos‘:de invencién, propie y nue-
va que se presentan pars que sean objeto de este Certi-
ficado de Adicidén en Eapafia, son los siguientes:

19.;- Ha;ldr:a' introducidas en el objeto
de la Patente prino:l.pu]., ¢ sea, en un procedimiento pa-

ra la preparaoidn de &N 1‘,§'~pregnadien-ll/3 21 170C 22=

triol-3,20-diona, qus domprenden poner en comntacto 2N

§_pregnen-11 f} , 1'2,{_, , @1~triol-3, 20-ddona con 1la l;ot.t-. :

vidad dxidente de un organiemo del género Mycobacterium

22.- “Meja;:ga introducidas en el obJeto
de la Patente pfihcip&i,' a ’Sea, en un procedimiento pa-

ra la preparacidn doA 11 prergnadiem-l?ob ,zl-diol-

T
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3, 11,20—~triona, que comprenden poner en contaato A 4-

pregnen~-17ol ,21-d101-3,11,20-triona con la actividad

oxidante de un organismo del género liycobacterium,
3¥.— Mejoraa de acuerdo con las reivin-

dicaciones 1 6 2, segin las cuales el organismo es de 1la

especie ijycobacterium phlei.

49,~ i gjorag de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 6 2, segin las cuales el organismo es de la

especie @cobaﬁtarﬁaﬁn snegmatis.

.'5'9;"7' llejaras introducidas en el objeto
de la Patente principal ndmero 221.910.

'.I"al y eoma me. ha descrito en la Memoria
que antecede y para los fines que se han especificedo.

Ia presente Memoria consta de veitinue-
ve hojas escritsa a néquing. | —_— .

Madrid, 3 Ef ]95ﬂ

P, iz

c/rg. B - 29 -
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