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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
& CERTIFICADO IE ADICION
en
EsraAfta
por VEINTE afios

a nombre de CHAS, PPIZER & CO., INC., entidad norteameri-
cane, establecida en 11 Bartlett Street, Brooklyn, Nueva
York, Bstados Unidos de Amérieca, por:

sMEJORAS INTRCDUCIDAS EN BL OBJETO DE LA PATRNTE
PRINCIPAL» nimero 221,910 soliciteda el 20 de Mayo
de 1955, ﬁor: »Un procedimiento para la oxidacién mu-

clear de un doﬁpuesto esteroiden,
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Este invento se relaciona 6on le oxidacién
de clertos compuestos esterofdicos por medios miorobioclé-
gicos, con ciertos nuevos procductos producidos por este

medio y con derivados de estos productos. En particular
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se relasiona con la oxidecidn de compuestos esterofdioos
d-ceto-4no-saturados por medio de ciertos mioroorganismos
o enzimas oxidantes elaboradas por estos miocroorganismos
de acuerdo con el proceso descrito en general en nuestra
soliocitud mim, 221,910,

Comc se describid en la citada solicitud
previa, al sométer un compuesto esterofdico 3-0et0=-4-no-
saturado a la accién de una especie del género Mycobecte-
rium, se produce un compuesto que presenta no saturacién
en la posieiénl, esto es, un doble enlace entre las posi-
eciones 1 y &, Tiene lugar tembién algune oxigenacién y en
algunos casos se forme también aparenﬁemente un producto
de reduccién. Aunque la identided de todos los productos
no se eonoce completamente, se sabe que en todos los ca-
sos en que un esteroide J-ceto-4 no saturado se gsomete a

la actipided oxidente de Mysobesteries se produce un pro-

ducto 3-ceto-l,4-no saturado., Ios orgenismos tienden apa-
rentemente a favorecer la formeocién de productog que ten-
gen este tipo de doble conjugacién en el anillo A.

Bste procedimiento es por esto muy valioso
para la producoidn de compuestos que contengan anillos A
3-ceto~1l,4-no saturados. Se ha encontrado gque los nuevos
productos de este tipo, descritos més sdelante, poseen
gren actividad de tipo adrenocortiocal y son muy dtiles en
el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, P&r—‘
ticularmente enfermedades del voldgeno, como la ertritis :

reumatoide,
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De aocuerdo oon el presente invento los es-
teroides que se.utilizan como productos de partide pera
el mencionedo proceso de lms solicitud anterior son delta
4-pregnen-11 43, 1410(, 17 £, 2l-tetreol-3,20-diona y
delta 4-pregnen-ld o, 17 K, 8l-triol-3,11,B0-trione,

Cuando cedea uno de estos compuestos se¢ somete a la actibi-

dad oxidente del Mycobacterium, tiene lugar una deshidroge- é
nacién en lés posiciones 1 y 2 y se forma un doble enlace |
entre estas posiciones. Los productos respectivos son del-. _
ta-l,4-pregnadien-11 3, 14 «, 17X , 2l-tetraol-3,20-diona
en lo que sigue denominado Compuesto I, y delte 1,4-pregne-
dien-14 o, 17 X, 2l-triol-3,11,20-triona, en lo que si-
gue denominado Compuesto II. Se producen tembién otros es-
teroides hasta ahora no identificados.

; Como el grupo hidroxilo en la posieién 81
es el dnico grupo aloohol primario presente en la molécu-
le de cada uno de estos compuestos, puede esterifiocarse
selectivamente con faecilidad por los procedimientos norma-
les, por ejemplo, tratemiento con un eanhfdrido de 4cido o
heluro de acilo en presencie de una base orgénica camno la
piridina, Se han utilizedo de este modo anhfdrido acético,
anhfdrido suscinico, enhfdrido ftdlioo, sloruro de propio-
nilo, cloruro de benzoilo, etsc, La esterificecién y trans-
esterificacién de Fischer son también de utilided, Cuando
el egente acilante es el de un 4oido polibédsiceo, por ej.,
écido succfnieo, se forman esteres fcidos, Estos tienen la

ventaja de que sus sales de metales alcalinos, p.ej., las
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sales sédicas de estos esteres abidos pon solubles en agua,
Bstas saleg se forman fécilmente del ester doido por tmta-
miento con una centided equimolecular de una base débil eo-
mo el biscarbonato sédico,

Los nuevos compuestos del presente invento

tienen la frmule general:

en donde R se elige del grupo que consta del hidrégeno y
acilo y R* se escoge del grupo que formen/3 -hidréxilo y
ceto. Desde luego, cusndo R es un hidroxilo, hay tembién
un 4tomo de hidrégeno en la posieién 11,

Estos oompuestos son muy valiosos a ceusa
de su actividad como hormonas adrenocorticales, Son muy
Ytileg en el tratamiento de una gran verieded de enferme-
dedes, periioulsrmente las enfermedades del colégeno, como
la artritis reumatoide, Son también Ytiles en el tratamien-
to de enfermedades oomo el asma y, a ceusa de su accidn ane
tiinflamatoria, son también de utilidad ﬁara tratar oiertos
tipos de enfermededes de la piel y ciertos tipos de irrite-

ciones de los ojéa. Su venteja prineipal reside en el hecho
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de que combinmuna elevada actividad son un minimo de efeo-
tos secunderios. |

Ios eompuestos del presente invento pueden
edministrarse solos o en combinacién con excipientes farma-
eduticos aceptables, La dosificecién es de aproximsdamente
el mismo orden de magnitud que en el caso de la hidrocerti-
sona, aungue existe un intervalo de dosificacién més amplio.
En algunos ocasos la activided de estos compuestos es tel que
una dosis menor es sufiociente, aungue la falta de efectos
aecundar;oa permite la administracién de dosis mayores ocuan-
do aon’;equerid;;fgké eleccién del excipiente esté determi-
nade por la via elegida de administracién, la solubilidad
del compuesto perticular y por la préotica farmscéutica nor-
mel, Pera la preparecién de tabletas pare la administrecién
oral pueden utilizarse excipientes comé almidén y lactosa.
También pueden emplearse elixires conteniendo agentes que 1le
den sabor u olor. Paera inyecoién intra-articuler pueden uti-
lizarse composiciones gque contengan bastante suero salino
para hacerlas isoténicas. Cuando se administran ccmpuestos
solubles en agua, como los succinatos sbédicos del Compuesto
I y Compuesto II, pueden emplearse soluociones aocuosas. lLa
filtraoién por un filtro de Seitz es un método conveniente
de esterilizar una soluocién cmo esta. También pueden sfia-
dirge pequefies centideades de un egente de conservacién como
el oclorobutenol para mantener la eaterilidad.\

Los ejemplos siguientes se dan a omodo de

aclaracién y no deben oconsiderarse como limitaciones de es-
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te invento. Realmente, puesto que pueden llevarse a esabo
miches formas en apariencia muy diferentes del presente
invento, sin salirse del espfritu y lfmites del mismo, de
be entenderse que este invento no esté limitedo excepto
en la forme definida en las reivindicaciones finales,
EJEMPLO I,

A un recipiente de vidrio Pyrex de ovatro.
litros dispuesto para llevar a cabo la fermentacién su-
mergide con aireaecidn se esfiadieron dos litros del siguien-

te medio (conocido somo medio de Turfitt):

Nitrato aménico o1 ¢
Fosfato doido dipotésico 0,085
Sulfato magnésico, hepteBidrato 0,25
Cloruro sédico 0, 0006
Sulfato ferroso, heptahidrato 0, 00001
Carbonato oélsico 0,5

- Bl medio acuoso se esterilisgd y se inoould entonces con

100 s.0. de un oultivo de Mycobacterium smegmatis ATCC

12,051, deserrollado en un matraz de egitacién sobre cal-
do nutritivo, Después de tres dfes, se efiadieron 0,26 g

de l4A-hidroxi Compuesto F. La mezcla se agitéd y aireéd
con eire estéril., Cuatro dfas después de la adieidn del
esteroide, la mezocla total se extrajo con aprox. 2 litros
de cloroformo. El extracto clorofémmico se tratd con ecer-
bén activo, se filtré y se redujo a un pequefio volumen por
evaporacién y se puso entonces en una columma eromatogré-

fica gel de sflice-etenol. La columna se eluyé con megzolas
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de oloruro de étileno y etanol del 956%, partiendo de meg-
clas que oontengen alrededor del 2% en volumen de etanol
y sumentando gradualmente el porcentaje de etanol, El Com-
puesto I se reouperd de este modo.

EJEMPIO 11,

Se repitié el procedimiento del ejemplo I,
exoepto que el esteroide utilizado fué 14 L -hidroxi corti-
sona, El Compuesto II se recuperé por un método similar. |

 EJBMPLO IIT.

se ilevaron‘a cabo une serie de experien-
oias utilizando los procedimientos desoritos anteriormen-
te en los ejemplos I y II, perc en vez de utiligar Hy eo-

bacterium smepgmetis, se usaron las siguientes esgpecies de

Myoobacterias:
¥. phlei M. Themnopheos
¥, ranae M, laotieole
M. butyricum M, friedmanni
M. berolinense M, tuberonlosis

Los productos se recuperaron de la mezela
de reaccién por extraccién y se sometieron a une valora-
c¢ién por el método de orometografia de papel. En todo ce-
80 ge encentré gque tiene lugar deshidrogenaeién en la po-
sicidn 1,

EJEMPLO IV

El Gompuesto I se traté con un equivelerite
miecular de enhfdrido seético en piridina a temperatura am-
biente., Después de 18 horas, la mezcla se vertid en agus

-7
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frie, se extrajo dos veces con cloroformo y se combina-
ron los extractos cloroférmicos. los extractos combina-
dos se lavaron con écido sulférico 1N, con soluecién acuo-
sa saturada de bicarbonato sédicoc y después oon agua. La
solucién ecloroférmica se filtrd entonces a través de un
filtro de tierra de diatomaceas y se evapord a sequeded.
Bl residuo se triturd con €ter y el materiel restante sin
disolver ge secd. El producto seco se identificd como el
acetato del Compuesto I en posicidn 21. De idéntica forma
se prepard el acetato del Compuestec II en posioién 21,
BEJEMBLO V

Se efiadieron 0,6 g del Compuesto I a l g
de Acido ffomico anhidro en 15 c.c. de bencenc y la mezcla
se agitd durante dos horas a temperatura embiente, Se en-
frib entonces y se vertié en agua frfa, La capa de bence-
no se gsepard, se secé sobre sulfato magnéaioo enhidro y se
evaporé a sequedad. El residuo se purificd por reoristali-
zacién y resulté ser el ester formato del compuesto I en
le posieién &1, De idéntice manera se preparé el ester for-
meto del oompuesto II en posiciédn 21,

v EJEMPLO VI,
Se afiadié cloruro de propionilo (7 milimoleg)

a una solucién de 5 milimoles de Compuesto I disueltos en
5 c.c. de gridina. La solucién se agitd y enfrié en hielo
haste que desaparece el desarrollo de calor, La mezcla se
:dejé estar entonces durante toda la noche a temperature
embiente. Se vertié en 5O o.c. de &cido sulfdrico 3N helado
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La mezcla se extrejo dos veces con dos poreiones de 50¢. 0.
de ocloroformo. Los extractos ocombinados se laveron ocon
doido sulfdérieo 1N, con solucidn escuosa satureda de biocar-
bonato sédico y después con esgua., La solucidn cloroférmica
se filtrd entonces a través de un filtro de tierra de dia-
tomaceas y se evapordh sequedad. El residuo se trituté con
éter y el producto residual no disuelto se secéd., Este Bro-
ducto seco se identifisé como el propionato en posicién 2l
del Compuesto I,

Por rescciones simileres, utilizando el clo -
ruro de écido o el anhfdrido doido del dcido se han prepaw
rado esteres del Compuesto I y una gran varieded de dcidos
cerbox{licos. Bstos incluyen, por e jemplo, los esteres del
fcido butfrico, doido valeridnico, 4cido cepréico, Acido
heptoico, dcido caprilfed, dcido nonflico y doido oéprioco,
Ios Acidos tenfan tanto cedenas lineales como ramfficadas.
Pueden ser tembién no saturados. En todos los casos la reec-
oién fué endloge a la indicade anteriormente, Idénticos re-
gultados se obtuvieron utilizendo al Compuestoc II.

| BJEUPLO VII

Se afiadié cloruro de orto-toluilo (6,6 mili-
moles) a une solucién de 5,5 milimoles de compuesto I disuel-
tos en 5 o.0, de piridina. La soluocién se agité y enfrio son
hielo hasta que degpeparecid el desarrollo de calor., La mes-
ola se dejé ester 20 horas a 858C, Se vertié en 50 o.c. de
foido sulfdirico 3N helado. La mezcla se extrajo con dos por-

clones de 50 ¢,0. de cloroformo. lLos extraotos combinados

- 800 -
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se lavaron ocon 4ocido sulfifrico iN. con solucidn asuosa
saturada de bicarbonato sédico y después con agua. le so-
lucién cloroférmice se filtré entonces a través de un il
tro de tierra de diatomasceas y se evaporé a gequedad. Bl
residuo se triturb con éter y el produeto residual sin ai
solver se secéd. Este producto seco se purificé entonces
por reoristelizacibén de aloohol isopropflico y se identi-
fiod como el orto-toluato del Compuesto I,

Por procedimientos enblogos, utiligando el
correspondiente cloruro de 4e¢ido en cada caso se prepera-
ron también el benzoato, l-etil-ciclohexencarboxilato, oi
clohexancarboxilato y l-metilciclopropancerboxilato del
Compuesto I. Estos esteres ofclicos, particularmente aque
llos formados de 4oidos en los que los édtomos de carbono
adyacentes al grupo carboxilo son miembres de un anillo
hidrocarbenado, que tenga de tres a seis &tomos de carbo-
no, son partiocularmente valiosos y tienen ventajas sobre
el doohol libre, puesto que presentan actividad terapéu-
tica prolongade. Resultados idénticos se obtubieron con
el compuesto II.

EJEMPLO VIII
Una solucién de 3 gramos de compuesto I en

12 c.0. de piridina se traté con 1,2 g de anhidrido f%dlico.

La mezcla se dejd estar a temperatura embiente durante
18 horas y se vertid entonces en 150 c.o. de &cido sulfd-
rico &N helado, Durante la sdioién sobre el foido sulfdri

60, la mezela se agitd rdpidemente. Se separé un producto

- 10 -
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s8élido blenco y se filtrd de la solucién acuosa. Se la-
vé repetidemente ocon pequefias poroiones de agua y des-
pués ocon une solucifn de metanol en agua, Bl producto se
secbd entonces a vacfo y se purificd por recristelizecién
de etanol. Bl enélisis demostré que se tratsba del ester
éocido, el hemiftelato del Compuesto I, Idénticog resulta-
dos se¢ obtuvrieron scon el Compuesto 1I. '

Una soluoién de 3 gramos del Compuesto IJ
en 15 0,0, de guinoleina ge traterén ocon 1 g de anhfdri-
do suecefnico, Después de egitar durante toda la noche a
temperatare ambiente, la mezola se vertié con agitecién
en 200 s.c, de 4oido sulffirico 2N helado, El precipitedo
se filtré, se lavd repetides veces con agua y se secd a
vacfo. Se recristelisé entonces de alcohol. El anélisis
demostré que era el hemiguccinato del Compuesto I. Idén-
ticos resultados se obtuvieron con el Compuesto II.

EJEMPLO X
Un gramo y medio del succinato del Compues-

to I se disolvid en 16 ¢.c, de ague que contenfa una cen-

tidad equimolecuier de bicarbonato sédico. Le mezola se

agitéd y se calenté suavemente, y se tuvo entonces a vasfo
un poco tiempo para sepsrar el diéxido de carbono. Ia so- |
lucién de la sal sbdica se congeld y se secd a vacio en el.
estado congelsdo. El producto, la sal sédica del succine- v
to del Compuesto I, era muy soluble en agua y adecuada

pa:a usarls en solucién acnosa para inyecciones, Este es

una venteja que no egposible con el alcohol libre o con
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los esteres ordinarios, El suero salicio puede utiligar.
se para formar soluociones 1aot6nicas con este objeto, ¥y
‘tembién le glucosa. Idénticos resultedos se obtuvieron
con el Compuesto II.
RJEMPLO X

S8egdn se menciond anteriormente, los com-
pueastos de este invento pueden edministrarse solos 0 en
combinacién oon otros materieles compatibles, Este y los
siguientes e jemplos aclaran elgunes de estas composiocio-
nes terapéiicas en las que el Compuesto I o el Compuesto
II es el principal ingrediente ectivo,

le siguiente es una composicién tipice de
une tableta aprbpiada paia la administrecién oral:

mg/tableta
Compuesto I 20
Fosfatb cdleico (dibé;ioo) 150
lactosa , 60
Féoula de patata 35
Bstemrato magnésico 5

Trisilicato magnésico 30
' Composiociones similares pueden utilizarse
teambién con el Compuesto II en vez del Gompuesté I.
EJEMPLO XI
Debido a su activided enti-inflematoria,
log compuestos de este invento son dtiles para tratar una
gren veriedad de enfermedades de la piel., Pare este tipo

de tratemiento se emplea freouentemente un ungtento tépi-

.-12-
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60 y la composioién siguiente es tf{pica para tal ungtento:

mg
Acetato del Compuesto I 25
Lauril-sulfato sédico U,8.F. lo
Propilenglicol U.8.P. 115
Alcohol estearflico 80
Aloohol cet{lico (N.¥.) 70
Oolesterina U,S.P. 45
Vagelina U.8.P. 190
Aceite minerael U,S8.P, 50
’Agua 400
Metil paraben 1,0
propil paraben G, 02

Composiciones simileres pueden utilizarse
tembién con el Compuesto II en vez del Compuesto I.
BJBMPLO XIT
la siguiente es una composicién tfpica del

acetato del Compuesto I. utilizada para inyeceién intra-

artiowlar;

pns.
Acetato del compuesto I &b
Cloruro sédico U.S.P. 9
Carboximetiloelulosa s6dioca 5
Hethoecel 15 1
Tween 80 U,S.P. 1,9
Metil paraben 2,4
Fropii paraben 0,26

Agua c.s. para hacer 1 litro

- 13 -
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Composiciones simileres puveden ugarase tame
bién con el Compuesto II en vez del Compuesto I,
- BJEMPLO XIIX
Debido a au actividad anti-inflemastoria,

loa compuestos de este invento son dtiles para tratar une
gran variedad de enfermedades de los ojos., Para este tipo
de tratemientc se emplea generalmente una suspensién oftédl-
mica y la siguiente es una composicién tfpica de una gus-

pensibn seme jante:

gus,
Acetato del compuesto I 25,00
Carboximetilcelulosa gédica 27,715
Polivinil-pirrolidona 3,00
Aloohol bencflico U.S.P. 2,00
polisorbato U.SV.P. 0,46
Agua 951,25

Composgiciones similares pueden emplearge
también aon el Compuesto IT en lugar del Compuesto I,

La presente solicitud, que ocorresponde a
la presentada en los Bstados Unidos el 28 de Bnero de 1955,
bajo el nfmero 484.828, se scoge a los beneficios del ar.
tfoulo 51 del ¥igente BEstatuto mobre Propiedad Industrial,

w 14 -
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Ios puntos de invencién propia y r|meva que
se regentan pera que sean objeto de esta solicitud de se-
gundo Certificado de Adicién en Espaiia son los siguientes:

12,- Una mejora introducida en el objeto
de la Patente principal nimero 221.910 o sea en un proce-
dimiento para la preparacién de A Ll+%4 pregnadien-11/3,
¢ £, 17 A, 2l-tetrol-3,20-diona, cuyo proceso compren-
de poner en cantacto A %-pregneno-11 (3, 12 <, 17 <X, 21~
tetrol-a,zo-di;)na con lea actividad oxidante de un organis-
mo del género Mycobacterium.

22,. Una mejora introducida en el objeto

de la Patente Principsl mimero 221,910 o sea en un proce-
dimiento para la preparacién de A 114-pregmdien-l4 <,
17 £, 2l-triol-3,11,20-triona, ouyo proceso comprende po-
ner en contacte A 4-pregneno—l4 «, 17 , 8l-triol-3,11,
20-triona oon la cativided oxidente de un organismo del gé-
nero Mycobecterlum,

3e,- Mejoras de mouerdo con las reivindi-

caciones 1 6 2, segfin las cuales el organismo es de la es-

yeocie Mycobacterium phlei,
' 48,- Me joras de acuerdo con las reivindie

caciones 1 & 2, segfn las cuales el organismo es de la es=
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pecie Mycobacterium smegmatis,
) 58,- Mejoras introducides en el objeto de
la Patente pr:f.noipal némero 221,910,
Tal y comoc se ha descrito en la Memoria
que antecede y pera los fines que se han especificado,

Bsta Memolia consta de quince hojas y la

presente esoritas a méquina por une sola eara,
Madrid, 22 FEB. 1956
P.A.
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