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"Procedimiento para la obtencién de nuevos compuestos

"de haldgenopregnano".

SYNTEX, S.A., entidad mejicena, domiciliada en
kilometro 13 1/2, Carretera, MEXICO-TOLUCA, Mejico D.F.

El objeto de la presente invenciédn es un nuevo
procedimiento para la obtencidn de nuevos compuestos de

haldgenopregnano de le férmula
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y de los correspondientes compuestos de 1-dehidro, EanQ

férmule indicade significan R1,R2 y RS hidrdégeno 8§ un grupo

hidroxi libre 8 esterificado, iud hidrdgeno 8 un grupo
metilico, X un dtomo de cloro § fluoro e Y un grupo oxo, &
hidrégeno y un grupo hidroxio<-6/3-constante libre § esterifi-
cado.

El nuevo procedimiento se caracterizs porque los

compuestos de la férmula
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donde R1,R2 y B3 significan hidrdégeno & un grupo hidroxi
libre & esterificado, R* hidrdgeno & un grupo metilico y

X un dtomo de cloro § fluoro, y que en la posicidn 1,2
muestren otra unidn doble, se someten a los efectos aerdbicos
de encimesque puedan introducir oxigeno en la posicién 11,

¥y en los compuestos obtenidos, los grupos hidroxi, en caso
dado libres, se esterificen § deshidrizan a grupos o0xo.

Las encimes empleadas pueden ser de origen
microbioldgico, incubandose eerocbicamente les materias
iniciales, por ejemplo, con microorganismos vivos que puedan
introducir oxigeno en le posicién 11. Los microorganismos
empleados son, por ejemplo, aquellos de los grupos mucorales,

penicillium, actinomycetos, tales como streptomycetos,
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aspergillus, cunninghamella, curvulsaria, especialmente
rhizopus nigricans, curvularia lunata, cunninghamella
blakesleana, cunninghamella bainieri, cunninghamelle elegans,
cunninghamella echinulgta.

Para la realizacidn del procedimiento microbioldgico
se pueden incubar las materias iniciales con cultivos de
los mencionados microorganismos bajo condiciones aerdbicas
en si ya conocidas, El crecimiento se efectua en cultivo
de superficie 4, tecnicsmente ventajoso, submersivamente
moviendo 6 agitando. Los cultivos contienen carbono asimilable,
especialmente hidratos carbdnicos, asi como, en caso dado,
materies de crecimiento, por ejemplo, sgua de renojo de
maiz & mosto de cerveza, y sales inorgdnicas. Se pueden
emplear por lo tante, caldos naturales, sintéticos 8 semi-
sintéticos. ELl procedimiento pricticamente mds simple se
describe a continuacidn, sin que la invencién quede limitada
por estos datos: Se cultivan los organismos en aparatos y
bajo condiciones simrilares como & las ya conocidas para la
fabricacidén de entibidticos, por el as{ llamado procedimiento
de tanque profundo. Despuds de desarrollarse los cultivos se
agregan los materiales iniciales mencionados en dispersién
fina 6 solucidn, por ejemplo en metanol, acetona &§ glicol
etilénico y se sigue incubaendo, Finalmente se separa del
micelo, el filtrado y/o le masa micélica se extrae y del
extracto se aislan los compuestos 11-hidroxi, en forma en si
conocida, por ejemplo, por procedimiento desmezclador, absor-
c¢idn, cromatografia, cristalizacidn, trensformecidn en deriva-
dos funcionales, tales como éster y similares, Las mismas
reacciones se pueden efectuaxr también, separando primersmente

los encimas eficaces de los cultivos serdbicos correspondientes
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de los organismos mencionados y empleandolos bajo exclusién
de los cultivoe crecientes. Asi se puede, por ejemplo,
separar el micelo formado de los cultivos aerobicos corres-
pondientes & los organismos mencionedos, suspenderlos en
5 agua 8§ en soluciones tapdn, egregar les mencionadas materias
iniciales & estas suspensiones e incubar.

En lugar de encimas de origen microbioldgico se
pueden emplear también, por ejemplo, aquellos de organos
enimales, especialmente las cédpsulas suprarrenzles de reses

10, 8§ cerdos. El procedimiento que aqui se debe seguir, en primer
lugar el empleo de homogenatos, es asimismo en s{ conocido
y se describe con més detalles en los ejemplos,
Los compuestos obtenidos se pueden esterificar
especialmente en posicidén 21, Para la obtencidén de los ésteres
15, sirven anhidridos, halogenuros § derivados tiélicos écidos
carbdnicos alifdticos 6 cicloalifdticos, aromdticos § hetero-
ciclicos, saturados 6 insaturados, por ejemplo, aquellos con
2 hasta 12 d&tomos de carbono.
Para la transformecién de compuestos 11 -y 11 f3
20, -hidroxi en las correspondientes 11-cetonas se emplean los
agentes de deshidratacidn usuales, por ejemplo, tridxido de
cromo en &cido acéfico o el complejo tridxido de cromo-piridina.

Lo%ﬁgﬁggyctos de este procedimiento se caracterizan
por un elevad¢’ bioldgico en el ensayo hepatoglicogénico y

25, granuldémico. Contrario a algunos corticosteroides no halogeni-
zados en la posicién 6, los nuevos productos del procedimiento
no muestran el efecto secundario de la retencidn de sodio §
solo en una forme subordinada.

Los compuestos,£34-pregneno- y 129'4-pregnadieno,



|
U

1
*y
#

como
que sirven/materisles iniciales, se pueden obtener segun

los procedimientos descritos en las solicitudes de patente
espafiolas Nr. 240.518 (Case OS1), Nr. 240.603 (Case CS4),
(Case CSZ) y (Case CS3).

5. La invencidn se describe con més detalle en los
ejemplos siguientes. Las temperaturas estén indicadas en
grados Celsio,

EJEMPLO I (M-317)
1 1litro de un caldo esterilizados, que contiene
10. 20 g de peptona y 5 cm3 de Corn steep liquor, se mezcla con
30 em3 de un cultivo creciente de rhizopus nigricans, que
se obtiene por inyeccién de las esporas del hongo mencionado
(criado sobre agar). Le mezcla se agita durante 24 horas a
282 bajo ventilacién. Al final del tiempo de incubacién
15. asciende el valor PH del cultivo a 3 hasta 4, y el crecimien-
t0 del hongo estd bien desarrollado. 33 cm3 de solucién
etandlica de ‘1&4-604-cloropregneno—17c(,21-diol—3,20—dion,
que contienen 330 mg del esterolde, es sgregada entonces al
cultive y le mezcla se mgits durante 24 horas a 282 bajo
20. ventilacidn., La mezcla de incubacién se extrae con cloruro
metilénico, el extracto se lava con agua, se seca sobre sul-
fato de sodio, se filtra y se concentra cuidadosamente en
vacio. La solucidn estrachada se cromatografis en silicagel.
La elucidn con cloroformo-éter da el Zﬁﬁ-6«l—cloro-pregneno
25. -1 317 ,21-triol-3,20-dion puro.
El mismo producto de reaccidn se obtiene, si se
parte de un 21-éster, por ejmplo , de uno con 2 hasta 12
&tomos de carbono, de‘Zﬁﬁ—Gc(-cloro-pregneno-17o(, 21-diol
-3,20=-dion,
30. 1 g del triol obtenido se disuelve en 5 cm3 de

priridina, se enfria a 02, se mezcla, a aprox. 02, con 0,28
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cm3 de anhidrido acético (aeprox. 1,1 equivalentes) y la
mezcla pe deja reposar durante 1 hora a 02 y durante 4 horas
a temperatura de ambiente,

Después se vierte en agua y se extrae con cloruro
metilenico. E1l extracto se lava & continuacidm con &cido
clorhfdrico diluido, solucibdn de sosa al 5% y agua, se seca
sobre sulfato de sodio, se filtra y se vaporiza hasta secar.
La cristalizacidn del residuo dd el 21-acetato puroc de

4_6 A ~cloro-pregneno~11d, 17 ok, 21=triol-3, 20~dion.

Si para la esterificacidn, en luger de anhidrido
acético, se emplea anhidrido de dcido propidnico, entonces
se obtiene como producto final el Zi-propionato de z{& 4~6€*
~cloro-pregneno-11d , 17X, 21=triol-3,20-dion.

EJEMPLO II (M~317)

Una solucibn de 1 g del 21-acetato deéil4-66(—cloro
—pregneno-11o{, 17 £, 21-triol-3,20-dion, obtenido segin el
ejemplo 1, en 30 cm3 de decido acético, se mezcla gota a gota
v agitendoc con 5 em3 de una solucidn al 80% de dcido crdémico
en 4cido acético, se deja reposar durante 2 horas a teiperatura
de ambiente y se vierte en agua. El producto de oxidacidn se
extrae con éster acético, el extracto se lava con agua, solu-
cibn de sosa al 5% y agua, se seca sobre sulfato de sodio,
se filtra y se vaporiza hasta secar. La cristalizacién del
residuo de acetona~hexano da el 21 acetato de Afx4-60(-cloro
~pregneno~17{,21-diol=3,11,20-trion.

EJEMPLO III (M=317)

1 litro de un caldo esterilizado que contiene 20 g
de peptona y 50 cm3 de corn steep liquor, se mezcla con 3C cm3

de un cultivo creciente de curvularia lunata que se obtiene
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inyectando con esporas del hongo mencionado (cultivado sobre
agar). La mezcla se agita durante 48 horas a 28¢ bajo ven-
tilacién., Al finel del plazo de incubacidn asciende el
PH del cultivo a 3 hasta 4 y el crecimiento del hongo estéd
bien desarrclladol El agente de cultivo se mezcla sentonces
con 33 cm3 de una solucidn etandlice de ‘434-63~-010ro-preg-
neno-174 ,-21-diol-3,20-dion que contiene 330 mg del esteroide,
y se agita durante 48 horas bajo ventilacién. E1l producto
de reaccidn se extrae con cloruroc metilénico y el extracto
se lava, se seca, se concentra y se cromatograffa en silicagel
como descrito en ol ejemplo 1, con 1o que obtiene 914134-60L
-cloro-pregneno—11(5,170L,21-triol—3,20—dion que es idéntico
e une muestra auténtica.

Una solucidn de 1 g del iriol obtenido en § cm3
de piridina se mezcla con 1 cm3 de anhidrido acético, se deja
repogar durante 4 horas a temperaturs de ambiente y se vierte
en agua. 4 continuacién se extrae com cloruro metilénico, y el
extracto se lava con &cido clorhidrico diluido, solucién de
sosa al 5% y agua, se seca sobre sulfato de sodio, se filtra
v en vacio se evapore hasta secar. La cristalizacién del
residuo de acetona-hexano da el 21-acetato de[CX4-60(—cloro
-pregneno-11 B,17$.,21-triol-3,20-dion que es idéntico a una
muestra auténtica.

Si en lugar del compuesto libre se emplea el
21-propionato de ZB4—6Ochloro—pregneno-170L,21—d101-3,20
~-dion, entonces se obtiene agimismo e],Z§4-6<x—cloro—pregneno
=114 ,17,21=-triol-3,20~dion que al esterificar con anhidri-
do de é4cido propidnico da el correspondiente 21-propionato.

BJEMPLO IV  (W=317)

1 g de Zﬁ 4.6 ~cloro-pregneno-17 K ,21-diol-3,20
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-dion § un 21-8ster del mismo se incuba y elabora segin las
indicaciones en el ejemplo 3. El producto en bruto obtenido
ge esterifica en posicibn 21 con 5 cm3 de piridina y 1 cm3 de
anhidrido acético. Para la limpieza se cromatografia en
20 g de 6xido de aluminio el 21-acetato en bruto obtenido.
La elucién con benzol-8ter (60:40) da el 21-acetato de

4-GCL--cloro--pregneno-ﬂ_[},170L,21-triol-3,20—dion que es
idéntico al preparado descrito en el ejemplo 3.

En forma andloga se obtiene el 21-propionato de

134—6°L-cloro-pregneno-11/3,170<,—°1—triol—3,2O-dion.

EJEMPLO V. (M=-317)

El 21-acetato de 134—6ckécloro-pregneno-11{3,17uﬁ,
21=-triol-3,20-dion se oxida,segin las indicaciones en el
ejemplo 2,con &aéido crémico. El 21-acetato de ZS4~60(—cloro
-pregneno-17/ y21-diol-3,11,20-trion obtenido, es idéntico
al preparedo descrito en el ejemplo 2.

Partiendo del correspondiente 21-propionato se
obtiene el 21-propionato de *_6 o—cloro-pregneno-17oL ,21
-diol=-3,11,20-trion,.

EJZMPLO VI (M~-339)

1 1litro de un caldo esterilizado, que contiene
20 g de peptona y 50 cm3 de Corm steep liquor, se mezcla
con 30 cm3 de un cultivo creciente de curvularias lunate,
que se obtiene inyectando con esporas del hongo mencionadd
{cultivado sobre agar). La mezcla se agita entonces, durante
48 horas a 282 bajo ventilacién. Al final de tiempo de
incubacién asciende el velor PH del cultivo a 3 hasta 4,

y el crecimiento del hongo estéd bien desarrollado. Por 1/2
litro del cultivo obtenido se agregan 33 cm3 de una solucidn

etandlica al 1% de ZSP’4—2-metilo-60L-cloro-pregnadios-17b(,
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21-diol-3,20-dion. La mezcla se a;ité bajo ventilacidn
durante 48 horas a 282, se extrae con cloruro metilénico
¥y el extracto ae lava con agua, se seca sobre sulfato de
sodio, se filtra y en vecio, sin sobrecalentar, se veporiza
a un volumen pequefio,

Las soluciones concentradas de distintas incuba-
ciones individuales se reunen y se cromatografia en silicegel.
La elucién de la columna con mezclas de cloroformo-éter da
fracciones cristalinaes gque se reunen y cristalizan, obtenien-
dose asi el 159’4—2—metilo-6 -cloro—pregnadieno-i1[b,f?DL,
21=-triol-3,20-dion.

Este compuesto se puede transformer como descrito
en los ejemplos anteriores en su 2i-ester.

En forme andloge se transforma el [QﬁLQoL—metilo
-6 ~cloro-pregneno-17ol ,21-diol-3,20~dion en el 4{&4-20L-meti-
lo~6X ~cloro-pregneno=11 [, 17y ,21-triol-3,20~-dion.,

BIENPLO VII (M-325)

Se obtiene un cultivo de rhiszopus nigricans mediante
inyeccidén de un agente acuoso, que contiene 2% de peptona
y 5% de corn steep liquor, con el hongo mencionado, incuba-
cién durante 24 horas bajo ventilacidén y agitacién. Por cada
litro de cultivo se agregan 30 cm3 de una solucidn etandlica
de Zxﬁ-G ~fluoro-pregneno-17 ol ,21-diol-3,20-dion, que
contenga 300 mg del esteroide., Le mezcla se agita durante 24
hores a 202 bajo ventilacidbdn. E1l producto de incubacién se
extrae entonces con varias porciones de cloruro metilénico,
el extracto se lava con agua, se seca sobre sulfato de sodio,
se filtra y el vacio se estrecha a un volumen pequefio. La
cromatografia del concentrado en silicagel da el.Zlﬁ-6‘4—fluoro
~pregneno-11{ , 17 4, 21=triol~3,20-dion.
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Una mezcla de 1 g del compuesto arriba mencionado,
10 cm3 de piridina y 1 cm3 de anhidrido acético se deja
reposar durante la noche a temperatura de ambiente, se
vierte entonces en agua y se calienta a durante 1/2 hora en
el bafio de vapor. Despuds de enfriar se filtra en vacio,
la torta de filtrado se lava, se seca y se limpie por cris-
talizacidn de acetona-hexano, con lo que se obtiene el 21-
acetato de ZX4-6 ~fluoro-pregneno-11A , 17X ,21-triol-
320=-dion,

1 g del acetato arriba mencionado, se disuelve en
50 cm3 de acetona, se enfria = 09 y se mezcla con una solue
cién de 4cido crémico 8-n que se obtiene disolviendo 1,6 g
de dcido crdémico en 4cido sulfirico diluido. La mezcla se
agita durante 5 - 10 minutos a 02, se vierte en agua, se
extrae con éter, se lava con sgua, se seca el &ter sobre
sulfato de sodio y se le vaporize en vacio. Del residuo se
obtiene por cristalizacién de acetona~hexeno el 1&4-60L—fluoro
-pregneno—17 & ,21=diol-3, 11,20-trion.

BEJEMPLO VIII (M-325)

Si en el ejemplo 7 se sustituye el cultivo de
rhiz pus nigricans por uno de curvularia lunata, que se
obtiene bajo condiciones simileres incubsndo durante 48
horas, entonces se obtiene, partiendo del ZX4—6 ol=fluoro
-pregneno—17CL421-diol—3,20—dion, después de 48 horas de
incubacién a 292 y elaboracidn segin les irdicaciones en el
ejemplo T, el Zﬁﬁ-6C(-fluoro—pregneno—11/3,179L,21-tri01
~3,20-dion que, segin los datos de los ejemplos anteriores
se puede transformer en el 21-acetato § en otro 21-éster y
por oxidacidén de 4cido crémico en el 21-acetato § en otro

21-dater de AC&4—6¢L-fluoro-17OL,21-diol—3,11,2O—trion.
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BIJEMPLO IX (M=340)

En ggua destilade se preparan las soluciones
AyB y C en la forma siguiente: Solucién A mezclando 425
cm3 de una solucién de hidrogenofosfato dipotdsice al 1,742%
con 75 cm3 de una solucidn de dihidrdgenofosfato monosédica;
solucidén B se obtiene diluyendo 1 litro de solucién de cloru-
ro sédico al 4,5%, 40 cm3 de una solucidén de cloruro potésico
al 5,75% y 1C cm3 de solucién de sulfato de magnesio al 19,1%
a 5 litros; la solucibdn C se obtiene disclviendo 20,9 g
de 4cido fumdrico y 14,4 h de hidréxido sbédico en 1 litro de
ague y diluyendo & 1,2 litros. Despuéds se mezclan 475 cm3 de
golucidn A, 4,32 litros de solucibdn B y 1,2 litros de solu-
cién C.

Capsulas suprarrensles de reses recién uctadas se
liberan de la grasa y después se tratan en une méquina de
picar carne, hasta gque se obtenga una mase homogénea. 3 kg
de egte masa se introducen en 6 litros de la mezcla arriba
mencionade de las soluciones A,B y C se agita fuertemente.

Después se agrega une solucidén de 3 g del 21-acetato
de Zx4L604—cloro-pregneno-170(,21-diol—3,20-dion.en 16 cm3
de glicol propilénico y la mezcla se sgita a 28-372 durante
3 horas. A continuacién se sgregen 40 litros de acetona y se
sigue egltando durante 1 hora a tewperatura de aubiente. La
masa sélide se retira por filtrscidén Yy se leva dos veces,
cada una con 10 litros de acetona. Los filtrados reunidos
se estrechan en vacfo bajo 302 a aprox. 5 litros. E1 residuo
acuogo se lave ahora 3 veces con 4 litros de hexano. La solu-
cidn acuosa, ssi trateda, se extrae 2 veces, cada unaz con 3
litros de cloruro metilénico,el extracto se lave con agua, se

sece sobre sulfato de sodio y en vacio se estrecha por debajo
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de la temperatura de embiente a u%és‘300 em3. La solucidn
estrechada se vierte en una columna de une mezcla de 9C g
de silicagel y 90 g de celita. La columna se lava shora
con una mezcla de 900 cm3 de cloruro metildnico y 100 em3
5 de acetona y finalmente con una de 1600 cm3 de cloruro

) metilénico y 400 cm3 de acetona. Con la Wltima mezcla de
disolvente se eluye el 4{&4-6oL—cloro—pregneno—11(5,174\,
21-triol-3,20-dion que se limpia por cristalizacién de

&ter, En forma anéloga se obtiene, partiendo delAZSﬁ—GgL-cloro
~pregneno=-17«{ ,21=diocl-3,20-dion el ZC§4-6C<rcloro-pregneno
-11 3,17« ,21-triol-3,20-dion.

10,

1 g del triol se disuelve en 10 cm3 de piridina y
se mezcla con anhidrido acético. La mezcla se deja reposar
durante la noche a %emperatura de ambiente, se vierte en

15. agua de hielo, se agita durante 1/2 hora y se filtra de la
precipitacidn, se le lava y seca y cristelize de acetona
~hexano, con 1o gque se obtiene el 21-acetato de 4134-60L-cloro
-pregneno-11 (3,17 y21-triol-3,20-dion. En forme andloge se
obtienen 21-&steres mds elevados de ZX&-G(%vcloro-pregneno

20. =11 3,170,21-triol-3,20~-dion.

BJEMPLO X (M-341)

Andlogo a los datos del ejemplo 9, Se preparan
3 g de ZS&-GOL-fluoro-pregneno—17o(,21—diol-3,20-dion en
16 cm3 de glicol propilénico con 3 kg de nasta de cépsulas

25, suprarrenales y 6 litros de le mezcla de las soluciones
A,By Cy y se elabora. El extracto cloruro metilénico se
estrecha en vacfo a unos 300 cn3 y se vierte en una colwmns
de 90 g de silicagel ¥y 90 g de celita. La columna se eluye
entonces con 3 litros de cloruro metilénico y una mezcla de

30. 900 em3 de cloruro metilénico y 100 cm3 de acetona. El
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producto de reaccidn se eluye con mezclas de cloruro
metilénico-acetone (80:20 y 70:30). Vaporizando estos
eluados y cristalizacidn del residuo de é&ster acético

se obtiene el JZX4~6ck—fluoro-pregneno-1146,170L,21—triol
~3,20~dion,

Si en forma andloge se incuba el 439’4-60(-f1uoro
-ﬁnegnaﬁ994170§,21-diol—3,2O-dion entonces se obtiene el

131’4-soL-fluoro-pregnadieno-11 5, 170k =21=triol-3, 20
~dion.

Los compuestos 11 (d-hidroxi obtenidos,se pueden
esterificar en posicidn 21, seglin los datos en el ejemplo
9, por ejemplo, con 4cidos que contienen de 2 hasta 12
édtomos de carbono.

BJEMPLO XT (i~341)

Una solucidn agitada de 500 mg del 21-acetato de
A£k4—6(¥~-f1uoro-pregneno-11 ﬂ,17ol,21-triol—dion en 300
cm3 de fcido acético glacial se mezcla cuidadosamente con
una solucidn de 130 mg de dcido crdmico en 1 cm3 de agua
y 8 cm3 de écido acético glacial, La mezcla se deja reposar
durante 2 horas a temperatura de ambiente, se vierte en
agua, se filtra en vacio, se lava y seca el residuo y se le
cristalize de acetona-~-hexano, con lo gque se obtiene el
21-acetato de Z£l4-6 ULfluoro-pregneno-17€¢,21-diol—3,11,20

-trion.

1

ZCX ’4—6°<—fluoro-pregnadieno-11(3,1704,21—triol—3,20-dion
al 21-acetato de [ﬁx1’4-6oé-fluoro-pregnadieno—170<,21-diol
-3,11,20-trion.

En forma andloga se puede oxidar el 2i-acetato de

EJEMPLO XTI (M-388)

En forma andloga a los datos en el ejemplo 9, se
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incuban 2 g de1134-2°(~metilo-6Cﬂ-fluoro-pregneno-17oL,
21-diol-3,20-dion en 16 cm3 de glicol propilénico con
3 kg de pasta de cépsulas suprarrenales y 6 litros de la
mezcla de las soluciones A,B y C. El extracto cloruro
metilénico se estrecha en vacio a unos 300 cm3 y se vierte
sobre una columnae de 90 g de silicagel y 90 g de celita.
La columna se eluye entonces con 3 litros de cloruro
metilénico, une mezclae de 900 cm3 de cloruro metilénico
¥y 100 cm3 de aceiona y finalmente con una mezecla de 1600
cm3 de cloruro metilénico y 400 cm3 de acetona. Mediante
elucibén con la Gltima mezcla se obtiene ellzx4-20L-metilo
-60<—f1uoro—pregneno-11(5,17ck,21-triol—3,20-dion, que se
limpie por cristalizacidn de acetona-hexano. Segin los
datog en los ejemplos anteriores se puede esterificar en
posieidn 21, por ejemplo, transforuar en el 21-acetato
¥ 21-ciclopentilpropionato de Zﬁ&4-2Ci\-metilo-6o(—fluoro
-pregneno=-11 3,17 o, 21-triol-3, 20-dion.

Por oxidacién con dcido crdémico, segin los datos
en el ejemplo 11, se obtiene del mismo el 21-acetato §
21=ciclopentilpropionato de A4-2 A-metilo=6KX ~fluoro
-pregneno-17A ,24-diol~3, 11,20-trion,

EJEMPLO XIII (14-388)

Un cultivo de cunninghamelle bainieri (ATCC 9244)
se obtiene mediante la inyeccidn de un agente acuoso, que
contiene 2% de peptona y 5% de Corn steep liquor, con un
cultivo creciente del hongo y agitando a 282 bajo ventila-
cidén durante 24 horas. Por litro del caldo de cultivo se
agregan 300 mg de 1654-2O(-metilo—6o(-fluoro-pregneno
-17{4y21-di01=~3,20-dion en 30 cm3 de etanol y se agita bajo

ventilacién durante 24 horas a 282, De esta forma se
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emplean en total 3 g del esteroide. Despuds de la incuba=—
cibn se extraenlos agentes de cultivo con cloruro metilénico,
el extracto se lava con agua, se seca y vaporiza. Del residuo
se obtiene la Z34-2<X-metilo-6<£rfluoro—pregneno-11{3,
170<,21—triol-3,20-dion, que es idéntico al producto del
ejemplo 12.

Si en forma andéloga se incuba Z}4~60k-clor0preg—
neno-170A ,21-d101-3,20-dion, A1’4-6o{—cloro- vy [\1iogel
~fluoro-pregnadieno-17,21-diol-3,20-dion, asi como/\ ?%-2
—metilo-Ga<—@regnadieno—17o<,21-diol—3,20-dion con un cultivo
de cunninghamelle bainieri, entonces, despuds de la elabora-
cién se obtiene el‘fo4-60<-cloro-pregneno-11 6,170(-21
-triol-3,20-dion, el A1'4-6o(-cloro-pregnadieno-11 Ba1TA,
21{=-triol-3,20-dion, el éf&1’4—6<i—fluoro-pregnadiendo-11/3,
17X 421=triol-3,20-dion y el Z}g’4-2—metilo-60(—fluoro
-pregnadieno=11 347 ,21-triol~3,20~dion.

En ZTugar del cultivo de cunninghamella bainieri
se puede emplear también uno de cunninghemells blakeslesana.

BEJEMPLO XIV (M=376)

Un cultivo de cunninghamellea bainieri 9244 ATCC
ge obtiene por inyeccidén de un cddo acuoso, que contiene
25 de pectona y 5% de Corn steep liguor, con el hongo men—
cionedo y agitando durante 24 horas a 282 bajo ventilacidn.
Por cada litro de este cultivo se agregan 30 cm3 de una
solucidn etandlice deéfx4—60(-eloro-pregneno-17c&,21—diol
=3,20~dion, gue contenga 300 mg del esteroide y la meszcle
se agita durante 24 horas 8 282 bajo ventilacidn. E1l produc-
to de incubacidén se extrae con cloruro metilénico y el ex-
tracto se lava con agua, se seca sobre sulfato de sodio y en

vacfo se estrecha a un volumen nequetio. De esta maners se

reaccionan 3 g del material inicial.
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Los extractos estrechados reunidos se empleen
ghora para la impregnacién de une columna lavada con
cloruro metilénico de 60 g de silicagel y 60 g de
celita, La 6;{—cloro-hidrocortisona se eluye de la coluumsg

5. con cloruro metilénico-acetona 80:20. Se puede limpiar
por cristalizacidén de cloruro metilénico-acetona.

En forma andloge se puede transformar el 131’4-6fﬁ'
—cloro-pregnadieno-17.~ ,21-diol-3,20~dion en la 6¢<Lcloro
-prednisolona. Para la hidroxilizacién 11/39e pueden, en

10, lugar de cunninghamells bainiere, emplear los siguientes
organiamos ATCC: C.elegans 67956, 7929, 9246, 10028 e,
10028 b, C.blakesleana 86888 a, 8688 b, C. echinulata 1386,

EJELPLO XV (M~377)

Si se procede en forma andloga a los datos del

15. ejemplo 14, con la diferencia, de que los materiales alli
empleados se sustituyen por /\ 4—6i’< ~fluoro-pregneno-17x y '21
-diol-3,20-aion & A V4.6 ~-fluoro-pregnadieno-17~ ,21-diol
-3,20, entonces se obtienen como materias finales la BX?fluoro-

hidrocortisona § 63<—f1uoro—prenisolona.

20,
N 0 T A

Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, as{ como la manera de realizarlo en la préctica,
debe hacerse constar yue las disposiciones anteriormente
25, indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle,

en cuante no alteren su principio fundamental., Tambidn se
hace constar gue el inventc corresponde a unas solicitudes
de patentes, presentadas en ilejico, n2s 48730 de 3 septiembre

1957, 48898 de 23 septiewbre 1957, 49114 de 15 octubre 1957,

30. 49111 de 15 octubre 13957, 49156 de 21 octubre 1957, 50086

de 11 febrero 1958 y 50087 de 11 febrero 1958, acogiéndose
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por lo tanto, & los beneficios que conceden los Convenios

Internacionales en vigor y siendo lo gque constituye la
esencia del referido invento y por lo que se solicita
Patente de Invencidn por 20 aflos en Espafia: "Procedimiento
para la obtencidn de nuevos compuestos de haldgenopregnano®;
caracterizéndose por lo siguiente:
mieves
12,- Procedimiento pera la obtencidn de/compues-

tos de haldgenovregnano, caracterizado porque los compues—

tos de la férmula

O '
X

2 vy R3 significan hidrdgeno § un grupo hidroxi

donde R, R
libre & estorificado, R* hidrégeno 6 un grupo metilico y
X un 4tomo de cloro § fluoro, y que en la posicidbn 1,2
pueden presentar otra unién doble, se someten a los efectos
aerobicos de encimas gue puedan introducir oxizeno en la
posicibn 11, y en los compuestos obtenidos, los grupos
hidroxi, en caso dado libres, se esterifican § deshidrizan
8 grupos OXo.

22,- Procedimiento, segln lo especificado en la
reivindicaciénA1E, caracterizado porque la 11-hidroxiliza-

cibn se efectia mediante rhizopus nigricans, curvularia

lunata, cunninghemella blakesleansa, cunninghamella bainieri,
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cunninghamella elegans 6 cunninghamella echinulata.

32,.~ Procedimiento, segin lo especificado en la
reivindicacidn 18, caracterizado porque la 11-hidroxiliza-
cidn se efectiia mediante homogenados de cépsulas suprarre-
nales de reses & cerdos.

48,- Procedimiento, segin lo especificado en las
reivindicaciones 1-3, caracterizado porgue como material
inicial se emplea /\ 4_g ~~cloro-pregneno=-17 o, 21-diol
-3,20-dion & un éster del mismo,

5¢,- Procedimiento, segin lo especificado en
las reivindicaciones 1-3, ceracterizado porgue como
meterial iniciel se emples /) 4-6cx;fluoro-pregneno—176(,
21-di0l-3,20-dion 8 un éster del mismo,

9,- Procedimiento, segin lo especificado en leas
reivindicaciones 1-3, ceracterizado porgque como raterial
inicial se emples Zl»1’4-60<—cloro—pregnadieno—17c\,21
-diol-3,20-dion 6 un éster del mismo.

72.—- Procedimiento, segin lo especificado en
lag reivindicaciones 1-3, ceracterizado porque como materigl
inicial se emplea Zl 1’4-6{{-f1uoro—premnadieno-17¢xﬁ21
-diole3,20~dion 8 un éster del misumo.

8¢,~ Procedimiento, segin lo especificado en las
reivindicaciones 1-3, caracterizado porque como msterial
inicial se emplea Z&4¥2cK—metilo—S0<—cloro-pregneno—17.{,
21-3d10l1-3,20-dion 8 un 8ster del nisno.

99.- Procedimiento, segin lo especificado en las
reivindicaciones 1-3, caracterizado porque como materisl
inicial se emples i& 4—2c{Fmetilo—Gé{—fluoro-pregneno-17c(,
21-diol-3,20~dion 8 un éster del miemo.

1C2.- Procediniento, segin lo especificado en
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las reivindicaciones 1~3, caracterizado porque como material
inicial se emplea 43 1’4-2-metilo-6°<-cloro—pregnadieno—
17X ,21-di01=3,20=dion § un &ster del misuo.

112.~ Procedimiento, segim lo especificado en
las reivindicaciones 1-3, caracterizado porgue como material
inicial se emplea Lj 1’4—2-metilo-60<-fluoro-pregnadieno
-17¢,21=d1i0}-3,20-dion & un &ster del mismo.

12¢,- Procedimiento para la obtencidn de nuevos
compuestos de hallgenopregnano; tal y como queda substancial-
mente descritc en la presente Memoria.

Egta Memoria consta ?e diecinueve hojas, escritas

e méquins por una %old, _cara.

\‘\_‘ luadrnﬁi =3 SFP 1058
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