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MEMORTIA DESCRIPTIVA
gue se presenta para unir a la sgolicitud
» de
PATESNTE D E  INVERCION
formulada el 28 de Octubre de 1.960, con el Mim. 262,060
en
EsPANA
por VEINTE afios
a nombre de CARL EMIL VERMEHREN y THOMAS LUDVIG LARTIN VERIEHREN,
de nacionalidad danesa, residentes en 8, Wiedersvej, Draggr, Dina-
marca, por:

"UI METODO DE PRCDUCIR DERIVADOS DE IORWMONA CORTICAL®

Este invento se refiere a derivadog de hormonas corticales y
mds particularmente a los derivados de hormona cortical monémeros

solubles en 4lcali, de férmula general:
i CH,OH & O
IHZ \

Y co 3 & HO FR
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en la que x! y Xz, que pueden ser andlogos o diferentes, son hidrd=
geno o haldgeno, Y es hidrégeno, hidroxilo u oxigeno, representéndo-
se ol enlace "extra" con el &tomo de carbono por la linea de pun-
tos, Z es hidrdgeno o metilo, y R es oxigeno o azufre, o a las sa-
les alcalinas de los mismos.

Como se indica por el enlace de puntos, el invento comprende
derivados de hormonas corticales en los que los dtomos de carbo~
no en las posiciones 1 y 2 estdn conectados por un enlace simple, asi
couo aquellos en los que dicha conexidn es un doble enlace, y don=—
de los sustituyentes pueden ser tanto sustituyentes alfa como beta,
o bien alfa y beta.

Bjemplos tipicos de hormonas corticales cuyos nuevos deriva-
dos son proporcionados de acuerdo con el invento, son corticosa,
hidrocotiscna, prednisona, prednisolona y dexametosona.

‘Es un objeto de este invento proporcionar los nuevos derivados
de hormona cortical segin se han definido anterioremente, y sus sa-
les de metal alcalino, asi como un procedimiento para su preparacidn.
Otros objetos se deduciran evidentemente para los expertos en esta
técnica.

Es sabido que, por esterificacidén de horonas corticales que
tienen un grupo hidroxilo en la posicién 21, por medio de un 4cido
policarboxilico, de manera que solamente se esterifique un grupo
carboxilo, se obtienen ésteres que forman smsles acuosolubles con
hidrdéxido aménico o alcalino, manteniendo dichas sales la actividad
farmacolégica de la hormona cortical misme. Los Ssteres parciales
de esta clase son (tiles contra varias enfermedades, particularmen—
te en el caso de condiciones alérgicas y de chogue. En enfermedades
de esta clase, es frecuentemente de importancia decisiva que el
qus el efecto del remedio se manifieste de un modo réapido o instan-

tdneo por inyeccidn intravenosa o intramuscular, como en el uso de
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los éasteres parciales dichos,

Se ha encontrado ahora gue pueden prepararse compuesios bien
definidos y bien cristalizantes de dcido fosférico con hormonas
corticales, que tienen un grupo hidroxilo libre en la posicidn 21,
conteniendo tres moléculas de hormona cortical ligadas a cada molé-
cula de acido fosférico, siendo dichos compuestos mismos escasamen=~
te solubles en agua, pero formando sales alcalinas muy solubles.

Por administracidén parenteral en forma de las sales solubles
de metal alcalino, los éompuestos del invento no solamente ejercen
un efecto instantdneo de hommona cortical sino que, ademds, dicho
efecto es de duracidn relativamente prolongada.

Los compugstos del invento cristalizan bien y, por tanto, se
purifican fécilmente por cristalizacién formando productos cristali-
nos, puros, cuyas sales alcalinas forman soluciones acuosas estables
de composicidén bien definida y, por tanto, pueden venderse en forma
terminada como composiciones estériles, inyectables.

En ls manera preferida de preparar los nuevos derivados de hor—
monas cortical del invento, la hormona cortical en cuestidén se hace
reaccionar a temperatura ambiente, o por debajo de la misma, con un
agente fosforilante, usando este Ultimo en proporciones que corres—
ponden a 1/2-1 4tomo de fésforo para cada molécula de la hormona
cortical, despuds de lo cual se hidroliza el producto de reaccidn,
¥ el precipitado obtenido se aisla.

Usando un agente fosforilante que contenga un isotopo de féas-
foro, los compuestos resultantes son particularmente adecuados como
sustancias trazadoras en experimentos cientificos y de diagmdstico
debido a la composicién bien definida de los derivados cristalinos,

Es sorprendente gue los nuevos derivados que contienen 3 molé-
culas de la hoxmona cortioal por moldécula de &cido fosférico son

capaces de formar sales e incluso sales alcalinas solubles en agua,
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ya que era de esperar que el métoﬂo de preparacién daria como resul-
tado un éster terciario de dcido fosférico que no pucde formar sales.
Sin embargo, como se explicarid mds adelante, las propiedades indican
que los derivados resultantes no son ésteres normales de &cido fos-
férico, sino compuestos con grupos hidroxilo intactos en la rposicidn
21 de las moléculas de hormona cortical, en las que el grupo hidroxi-
lo en la posicidn 17 ha adquirido un cardcter dcido que hace posible
la formacidn de sal.

Como se desprende de lo anterior, los nuevos derivados se prepa=-
ran & partir de hormonas corticales que tienen un grupo hidroxilo
en la posicidn 17, un grupo ceto en la posicidn 20 y un grupo hidro-
xilo en la posicidn 21, nientras que no tiene imporiancia el que en
la posicidn 11 haya hidrdgeno, un grupo hidroxilo o un grupo oxo, el
que haya solamente un doble enlace en la posicidén 4,5, como en la
cortisona y la hidrocortisona, o también en la posicidn 1,2 como en
la prednisona y la prednisolona, y sl que la molécula de hormona cor—
tical contengza o no haldgeno en la posicidén 6 o 9, y contenga o no
un grupo metilo en la posicidn 16.

En un método preferido de preparacién de los nuevos derivados
la fosforilacidn se realiza en una fase homogénea usando un disolven—
te, tal como por ejemplo piridina, preferiblemente mezclado con ben-
cenoe Al hacer la reaccidén en una fase homogénea, las proporciones son
preferiblemente de una molécula del agente fosforilanta por dos molé-
culas de la hormona corticel, que, en las li{neas que siguen, se consi-
derard como la proporcidén tedrica del agente fosforilante. Sin embargo,
en este caso, puede recurrirse tanbién al uso de un pequefio porcentaje
en exceso, por ejemplo un exceso de 2-10% del agente fosforilante. Co=
mo agente fosforilante, se usa preferiblemente oxihaluro de fésforo,
pentahaluro de fésforo o haluro de tiofosforilo. La clase de derivado

que se forma directamente por fosforilacidn con los agentes fostori-—
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lantes dichos, no se conoce, perc la fosforilacidén en combinacidn
con la hidrdlisis subsiguiente puede ilustrarse por los siguientes
esquemas de reaccién, en los que la molécula de hormona cortical

se representa por M

HPO + H.PC_ 4 9 HCl

6 M + 3 P0CL 30 BP0, + PO,

3 IR 9320——-)211

Con pentacloruro de f£ésforos

12 M 4+ 6 PC1

5

R ] B
b24 H0—7 4 M, HFO, + 21,20, + 30 HC.I

Sin embargo, la fosforilacidn puede realizarse también como una
reaccidn en dos fases suspendiendo la hormona cortical en un medio
que es inerte para el agente fosforilente, y al que se afiade un di=-
solvente para este Ultimo, y agitan&o durante la reaccidn. En esta
realizacidn, puede usarse también una mezcla de benceno y piridina,
sirviendo el primeroc como medio de suspensidén para la hormona cor—
tical, y la dltima como disolvente para el agente fosforilante. Tam=-
bien, se puede recurrir al uso de una mayor proporcidén del agente
fosforilante, por ejemplo hasta el doble de la cantidad tedrica.

A continuacién, se ilustrard el invento por medio de ejemplos,
y por dibujos a los cuales se refieren algunos de los ejemplos.

En los dibujos, las figuras 1, 2 ¥y 3, representan ires se~
ries de cromatogramas sobre papel,

la figura 4 representa una curva de valoracién y

la figura 5 representa un diagrama IR de un derivado de hidro-

cortisona de acuerdo con el invento.

Bjemplo 1

En un matrez de tres bocas con tubos de entrada y salida para
el nitrdgeno, un temmémetro y un agitador cerrado se colocan 45 gre

de hidrocortisong, 796 ml, de piridina y 1060 ml. de benceno. Se hace
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pasar a través del matrag nitrégeﬁéno gque se ha lavado con piroga-
lol y se ha secado con clorurc cédlcico. Bl matraz se coloca en un
baiio refrigerante de agua y hielo y por reposo y agitacidn, se en-
fria el contenido del matraz a 52 C. Desde una bureta, se nezclan
6,3 ml. de oxicloruro de fésforo recién destilado, durante uncs 10
minutos para lo cual la temperatura de reaccibén ge mantiene por
debajo de 92 C, La agitacién se continua durante media hora pasan—
do nitrégeno durante todo el tiempo, y la mezcla de reaccidn se de~-
ja luego durante 1 hora a 89C, Mientras tanto, un bafio de hidroli-
gis constituido por 1008 ml. de dcido clorhidrico concentrado y
2375 ml,., de agua se enfridn a 79 C. en oiro matraz mayor, que esta
provisto también con medios para hecer pasar nitrégeno a través del
mismo, un agitador y un termémetro. Se usa un bafio de refrigeracién
constituido por hielo y agua.

Cuando se ha enfriado el bafio de hidrdlisis, se introduce
lentamente la mezcla de reaccidén, por ejemplo durante 4-5 ninutos
manteniendo la temperatura del bvafio por debajo de 99C, Precipita
un producto de hidrdlisis y se recoge por succidn sobre un embudo
de Blichner. La succidén se continua hasta que se ha eliminado la
mayor perte del benceno, despuds de lo cual, el residuo se lava con
dos porciones de 400 ml. de dter. La sustancia se introduce después
en un matrez vacio y se seca a unos 602 C, en vacio, hasta que se
han eliminadc todos los indicios de éter, despuds de lo cual se
agita con 100 ml. de etanol acuoso pare retirar la hidrocortisona

que no ha reaccionado, y se seca durante 6 horas en alto vacio. El

producto de reaccidn secado funde a 205~210¢ C,
Se disuelven 10 gr. del producto ds reaccidn en 30 ml. de eta-
nol y se dejan durante 24 horas a temperatura ambiente. Cristaliza

un s861ido blando, que se denominard en adslante R3, ¥ que funde a

216~217¢ C. después de secar en alto vacio. Bl rendimientio de R3,
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calculado con relacidén a hidrocortisona, alcanza 50-60 %.

Recristalizando tres veces de etanol anhidro, el punto de

fusidn de R3 puede llevarse hasta 2202 C.

Bjemplo 2

Se suspenden 10 gr. de hidrocortisona en 3,7 ml. de piridina
¥y 180 ml, de benceno. La temperatura se mantiene a 182 C., y se afla-
den 1,32 ml. de oxiclorurc de fésforo. La mezcla de reaccidn =e
mantiene durante 2 dias bajo uns atmésfera de nitrdgeno, mientras
se aglta, Luego se separa la masa ds reaceidn dura del benceno y se
seca en vacio. La sustancia seca se extraec con dos porciones de 100
ml. de etanol al 50 %. Bvaporando el etanol acuoso, cristalizan
unos 2 gr. de hidrocortisona que no ha reaccionado. El residuo
aceitoso se lava con éter y se seca para dar un producto bruto
que funde a 200~-2052 C,

Bl producto bruto se disuelve en 15 ml. de etanol caliente y
se affaden 15 ml. de agua. Al cabo de algin tiempo, cristaliza una
sustancia que funde a 212-2142 C. despuds de recristalizacién de
etanol anhidro. Después de una nueva reccristalizacidn, se recupe~
ran unos 3 gr. de sustancia con runto de fusidén 215-2172 C., cuya

sustancia tiene las propiedades de la sustancia R_ del ejemplo 1.

3
Ejemplo 3

Se colocan 166 ml. de piridina seca y 240 ml. de benceno en
un matraz de tres bocas con tubos de entrada y salida para nitrd—
geno, un agitadory un cierre de mercurio y un embudo de separacidn
enfriando la mezcla a 72 C. por medio de un baho de enfriamiento.
Despuds de hacer pasar una corriente de nitrégenc durante 5 minu-~
tos, se afiaden 10 gr. de prednisolona que funde a 2302 C. 0 mése

La prednisolona se lava con 1C ml. de piridina seca. Después de
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hacer pasar corriente de nitrdgeno durante 10 minutos més, se afla—
den 1,4 ml. de oxicloruro de fésforo recien destilado, en y perio-
do de 5 minutos. La mezcla se deja durante 1 hora a 7-8? C. y lue-
go durante 30 minutes g 189 C,

Se colocan 200 ml. de dcido sulfurico concentrado y 700 wml.
de agua en un vaso de precipitados con agitador, y la mezcla se en-—
fria a 52 C., después de lo cual ¢l contenido de matraz s¢ vierte
sobre csta mezcla &cida en 3 porciones, afladiendo cade vez 50 gr.
de hielo machacado. La adicién se termina al cabo de 1 minuto, des—
pues de lo cual la nezcla de hidrdlisis se deja durante 1 minuto
mientras se agita endérgicamente. La tomperatura, que pueds awentar
hasta unos 142 C, durante la hidrolisis, se rebaja durante un mi-
nuto mis hasta 79 C. por adicidn de hielo, y el producto de hidrdé-
lisis se recoge después sobre embudos Bilichner por succién. La suc~-
cibén se continua para eliminar el benceno por desecacidn, después
de lo cual se lava dos veces sobre el filtro con agua y dos veces
con &ter, Bl residuo se coloca despuds en un matraz de vacio y
se lava con 100 gr. de &ter. El rendimiento &3l compuesto de acido
fosférico recuperado es 657, calculado sobre prednisclana., El pun—
to de fusidn es 212-214¢ C. El producto bruto se purifica por extrac-
cidn con troes porciones de 100 ml. de etanol acuoso al 30% a
temperaturas ambiente, y luego con dos porciones de tanol acuoso
al 50 %, a 159 C, La extraccidn se realiza cada vez agitando durante
2 minutos con decantacién y filtracidn subsiguiente. Después de las
extraceiones, la sustancia se seca durantc 24 horas en alto vacio.

Rendimisnto, 60%; punto de fusidn 214-2162 C.

#1 producto bruto asi ypurificado estd constituldo todavia por
varios componentes que puede separarse por cromatogralia sobre una
columna de alGuina.

La separacidn se describird detalladamente a continuacidn con
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referencia a la descripcién de algunos cromatdgramas que se repre-

sentan en los dibujose.
Bijemplo

Se disuelven 0,25 gr. de dexametosona en 4 ml., de piridinsg
y 6 ml. de benceno. La temperatura se mantiene a 6~8¢ C., y se
afiaden gota a gota 0,03 ml, de oxicloruro de fésforo. La mezcla
de reaccidn ligeramente verdosa se deja durante 30 minutos a 15¢ C.
La mezcla de reaccidn se vierte luego sobre una mezclea de 5 mle
de &cido clorhidrico concentrado y 10 ml. de agua, después de lo
cual el precipitado se recoge sobre un embudo Buchner, se lava
con agua y se seca con éter, dando 120 mg. de una sustancia que
funde a 160-2002 C. Este producto se extrae con tres porciones
de 2 ml, de etanol acuoso al 30% y se seca en vacio. El rendimien-~
to es 70 mg. de una sustancia que funde a 2182 C,.

Un examen por cromatografia y electroforesis del producto
bruto y del producto recuperado por extraccién con etanol se describe
més adelante en relecidén con una discusidén de los cromatogramas

representados en los dibujos.

Para ilustrar el cardcter de los compuestos del invenio, se men=-

ciona la siguiente relacién con las realizaciones de los ejemplos
1, 3 y 4 con referencia a los dibujose.

Log cromatogramas representados en las figuras 1, 2 y 3 se
realizan en un sistema con formamida como fase fija y cloroformo
saturado con formamida como fase movible. Le cromatografia se
hizo a una temperatura de 27% C. sobre papel %hatman No. 1 durante
un periodo de 90 minutos con una corriente descendente.

La figura 1 se refiere al ejemplo 1 y corresponde a la hidro=

cortisona.

La figura 2 se refiere sl ejemplo 3 y corresponde a la pred—

nisoclona,
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la figura 3 se refiere al ejemplo 4 y corresponde a la desame~
tosona, ¥y

las figuras 4 y 5 se refieren &l ejemplo 1l.

Las figura 1 comprende los siguientes cromatogramas:

1, Hidrocortisona.

2. E1 producto de reaccidén con punto de fusién 205-2102 C,
segun el ejemplo 1.

3. R3 con punto de fusidn 2202 C. recristalizado tres veces de
etanol anhidro.

4+ El licor originario derivado de la cristalizacién de RB'

5. Un extracto con agua que contiene 1 % de etanol del licor
originario evaporado a segquedad.

6. El residuo de extraccibén derivado del extracto sobre 5.

7+ El residuc de extraccién derivado del extracto sobre 8.

8. Un extracto renovado de la sustancia sobre 6 ocon el mismo
disoclvente.

De los cromatogramas se desprenden que, ya en el cromatograma

2, que representa el producto de reaccidn con punto de fusidén 205-

210 C, solamente quedan indicios de la hidrocoriisona gque no ha reac-

clonado R,y mientras que el cromatograma muesira la presencia de im~

2

purezas R, ¥ R4. En el cromatograma 3, que repressenta el producto

.
cristalizado R3 con punto de fusidn 220° C,, quedan solamente in-—
dicios de la impursza R1 ¥ no se observa nada de la impureza R4.

Para examinar el curso del proceso, el licor originarioc deri-
vado de la cristalizacidn se ha cromatografiado para dar el'croma-
tograma 4, en el que pueden versge claramente las impurezas R1, R2
y R4. Il licor originario evaporado se extrajo dos veces con agua
que contenia etanol, y el extracto y el residuo se representan

por los cromatogremas 5 y 6, respectivemente, para el primer ex-

tracto y 7 y 8, respectivamente, para el segundo extracto. Se ve
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que la parte principal de la hidrocortisona que no ha reaccionado

(Re) pasa a la fase acuosa que contiene etanol, mientras que la par-
te principal de R4 permanece sin disolver por la primera extraccidne
Por la extraccidén repetida, en la que se disuelve nuevamente algo de
R1 sin que haya presentes cantidades sustanciales de Rz ¥y R4, bhay
posibilidad de cristalizacidn de 31. Se ha encontrado que esta sustan-
cia forma agujas cristalinas que contienen nitrégeno y es probablemen-—
te un compuesto piridinico de hidrocortisona. Tales compuestos piridfi-
nicos, que no contienen dcido fomférico, se formen también por la
fosforilacién de esteroides distintos del presente, pero frecuente-
mente son el producto principal como en el caso de la progesterona,

la 17=hidroxiprogesterona y la noritestosteronas. Por consiguiente, es
sorprendente que estod compuestos piridinicos se presente tnicamen~

te en cantidades proporcionalmente inferiores por el método presente,
permitiendo asi la obtencidén de productos de fosforilacidn del tipo

R, con un rendimiento satisfactorio.

3
La cristalizacidn de la impureza R, no ha sido posible, pero

A
debe mencionarse que el contenido de fésforo corresponde con bastante
aproximacidn al de un di;éster. Sin embargo, como se vé por el croma-
tograma 2, esta Ultima sustancia se presenta solamente en cantidades
inferiores en el producto de hidrolisis.

Por medio de un macro-anélisis, usando aproximademente 0,5 gramos
de sustancia, se ha encbntrado que el producto ha fosforilacibn cris-
talino R3 funde a 220% C, conticne 2,61 ¢ de fésforo, mientras que
un sub-micro~andlisis hs dado 2,67 % de fésforo ambos por el método
del molibdeno aménico. Mediante una andlisis de carbono de acuardo
con Van Slyke, se encontraron 64,3 % de C, misntras gue no fudo en—
contrarse nitrégeno, ni cualitativamente ni cuatitativanente. Se
calcula gue la constitucidn [:M]3, H3PO4 da 2,61 % de P y 63,9% de C,

en ostrechs concordancia con el Analisis indicado.

- 11 -
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R3 es muy ligeramente soluble en agua y, segiin resulta del
método de preparacién es estable frente a los dcidos. Hirviendo la
sustancia con una base etandlica al 50 % o acuosa, se produce una
transformacidn, pero no se forga hidrocortisona, y, por consiguien—
te, la transformacidn no puede consistir en una saponificacidn de

R.. Valorando una solucidn de R, en etanol anhidro con hidxdxido

3 3
sédico 0,1 N en agua & pH 744, se obiiene una solucidn que, median-
te secado por congelacién, da un sbélido blanco, que es ficilmente
soluble en agua (aproximadamente 20 ¢ a temperatura ambients).

| En los dibujos, la figura 4 represenia una curva de valora~—
cidn que se ha obtenido afiadiendo 26,00 ul. de hidréxido sédico
0,1 N y 200 ml. de agua sobre una solucidén de 1,0000 gr. de R3 en
200 ml, de etanol anhidro y valorando pér retorno con 4cido clor-
hidrico 0,1 N. Las absclsas representan NaOH O,1 N, en ml., y las
ordenadas el valor dsl pH. Partiendo del consumo de base correspon-
diente & los puntos de inflexién de la curva, es decir, 8,3 y 17,8
ml. de NaCH 0,1 n; respectivamente, se calculd el peso molecular
bajo el supuesto de que, en el primer caso, se neutralizaba un ion
hidrégeno disociable, y, en el segundo caso, dos. Las cifras encon-
tradas, 1205 y 1125, respectivamente, concuerdan bien con la fér—-
mule bruta supuesta (:M}3, H3P04 correspondiente & un pesoc molecular
de 1185,

Se ha tomado un espectro infrarrojo de RB’ segin se represen—
ta en la fizura 3. En esta figura, los numeros del eje de abscisas
representan las longitudes de onda en cm. -1, ¥ los del eje de
ordenadas representan la absorcidén relativa. El espectro se ha tomado
con una solucidn de 1,5 mg. de la muestra en 300 mg. de bromuro
potésico. Este espectro no presenta enlaces del tipo éster, y un
cédlculo del contenido de grupoé hidroxilo libres sobre la base del

espectrograma indica la presencia de nueve grupos hidroxilo libres
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por molécula.

Por consiguiente, el compuesto R, se¢ supone que tiene la fér—

3
mula bruta dicha, sin ser un éster y que tiene los tres grupos hidro-
xilo en cada molécula de hidrocortisona intactos.

Las reacciones de color con azul de tetrazoilo y con cloruro
de trifeniltetrazoilo estdn fuertemente empeoradas en comparacidn
con las reacciones de color que pue&e obtenerse con la hidrocorti-
sona misma por medio de estos reactivos de colors, Ignalmente con dia-
min~plata, una solucidn de R3 da una reaccidén mis ddbil que la hidro-
cortisona, indicando que la reaccidn de alfa-cetona es fuertemente
empeoradae

Teniendo en cuenta estas circunstancias, debe atribuirse la si-

guiente férmula a R.3
9

. -
CH,0H  |4—HO
1
C=0— |¢— H0>1>0
HO
- OH |<——HO /
0% 3

. ]

suponiendo que el enlace entre cada uno de los grupos hidroxilo
del dcido fosférico y el ceto grupo en la posicidn 20 es un enla-
ce hidrbgeno, debido a lo cual el dtomo de hidrégeno en el grupo hidro-
xilo en la posicidn 17 puede suponersse que estd suficientemente suele
to para pemmitir que se formen sales de metal alcalino por intercambio
de este dtomo de hidrdgeno con un dtomo de metal alecalino.

Otros derivados de hormonas corticales comprendidos por el

invento se supone que son de constitucidén anfloga:

Asf, pues, los cromatogramas representados en la figura 2 se
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refieren a las siguientes sustancias:
9. Prednisolona.
10, El producto de fosforilacién de prednisolona resultante
del uétodo del ejemplo 3 y que tiene el punto de fusidn 213-214¢ C.
1l. E1 producto purificado con punto de fusidn 214-216° C. obte-:
nido por extraccidén con etanol de acuerdo con el Ejemplo 3.
12, Una fraccidn obtenida por cromatografia sobre alumina del
producto de 11.
13. Blectroforssis de la sal sédica del producto R3 de 12.
14e Electroforesis de la sal sédica de monofosfato de predni-
solonae
Los cromatogramas 9-12 se prepararon por ¢l mismo método que
los cromatogramas 1-8. Sobre el cromatograma 10 se ve que, en el
punto de admitancia P, hay vpresente una impureza R1, constituida
por un complejo piridfnico {véase la explicacidén de la figura 1).
Se ve también un R.2 restante de prednlsolona y dos esteroides que
contienen fdsforo R3 y 34.
Del crcomatograma 11 se ve que la prednisclona 32 ha desapare=-
cido por la purificacion.
E] cromatograma 12 representa un producto que se obtiene cro=
matografiando la sustancia del cromatograma 11 sobre una columha
de aliimina de la manera siguiente.
Se disuelven 100 mg. de dicha sustancia en 0,5 ml. de etanol
y se afladen 9,5 ml. de benceno, después do lo cual se filtra la
solucidn. Una columna de alémina, que contiene 6 zr. de alimina, se
lava con benceno, después de lo cual se viertsn sobre la columna pri-
meramente 15 mle de benceno y luego la soluciédn antes citada. Después
de eluir con 40 ml. de etanol al 5 % en benceno, se toman 20 frac-
ciones con los siguientes resultadoss:

Las fracciones 1-3 no tienen nada disuelto.

- 14 -
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Las fracciones 4~6 contienen una sustancia cristalina y es-—

tén representadas por el cromatogrema 12. Como se ve, la fraccidn

R he desaparecido, y dicho sustancia cristalina se comporta igual

4

gue la sustancia R, casi pura.

3
Las fracciones 7-20 contienen cantidades variables de R3
Junto con R4.

La fraccibn R3 gue se recuperd cromatogréfiando. sobre altmmina
se ha transformado en la sal sdédica seglin se ha descrito anterior-
mente al hacer referesncia al producto de fosforilacidén R3, que se
obtuvo por fosforilacidén de hidrocortisona, y se ha sometido des-
pués a electroforesis durante 75 minutos a 400 voltios en un amor—
tiguador de borato que contenia 7,63 gre. de borato sddico y 0,62
gre. de dcido bdrico por litro, dando el cromatograma 13. Comparando
este Ultimo con 14, que presenta el resultado de la electroforesis
de la sal sddica de monofosfato de prednisolona bajo las mismas

condiciones se ve que el producto purificado no contiene monofogsfa-

1o,

BEn 1la figura 3 se representan los cromatogramas de los siguien~

tes productos:

15, Dexametasons.

16, El producto bruto del Ejemplo 4, con punto de fusién
160-2008 C.

17+ El producto bruto extraido con etano, con punto de fusidén
2182 C,

18. Electroforesis de 1la sal sédica de monofosfato de dexame-
tasona.

19. Electroforesis de la sal sddica del producto purificado
representado por 17.

Por el cromatograma 16 se ve que el producto bruto contiene

todavia dexametasona gque no ha reaccionado (Rz), ¥y, por 17 se ve
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que esta Ultima desaparece por extraccidn con etanol. Por las dos
electroforesis se ve que el producto purificado no céontiene mono-
fosfato. El compuesto A es un compuesto del esteroide y borato. Se
deduce de esto que las diversas hormonas corticales, que represen~
tan el grﬁpo abarcado por la presente solicitud, se comporia de un
modo andlogo en la fosforilacién y la purificacidn, puesto que for—
man todas un compuesto con dcido Ffosfdrico, que contiens tres molé-
culas del esteroids por molécula del 4cido fosfdérico y capaz de
disolverse on &lcali,

Bsta solicitud que corresponde a la presentada en Uinamarca,
con fecha 29 de Octubre de 1.959, bajo el Nimero 3892/59, se acoge
& los beneficios del artioculo 51 del vigente Estatuto sobre Propie-

dad Industrial.

NOTA

Los puntos de invencidn propia y nueva que se presentan para
gque sean objoto de esta solicitud de Patente de Invencidén en Espa-
fla, por VEINTE afios, son los siguientess

19,~ Un método de producir derivados de hormona cortical de

la férmula general -

I

—w—— CH
A OH ——-PH
OH

- 16 -
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donde X1 y X2 son similares o diferentes y representan hidrdége-—
no o halégeno, Y es hidrégeno, hidréxilo u oxigeno, Z es hidré-
geno o metilo y R es ox{geno_o azufre, caracterizado por hacer
reaccionar la hormona cortical en cuestidén a una temperatura
que no excede de la anbiente, con un agente de fosforilacidn en
proporcidnes dentro de la gama de media a una molécula del agen=~
te de fpsfqrilacién por una molécula de la hormona cortical, hi-
drolizar el producto de reacciéh, aislar el producto de hidréli-
sis precipitado, y purificarlo por cristalizacién.

20,~ Un método segun el punto 12, en el cual se usa oxicloru—
ro de fésforo como agente de fosforilacidne

32,~ Un método segin el punto 12, en el cual la reaccidn se
realiza enh una solucidén homogénea de los reactivos usando la canti-
dad tedrica o ligeramente mayor que la tedrica de agente de fosfo-
rilacidn.

49 .~ Un método segin el punto 32, en el cual el disolvente
es una mezcla de piridina y bercenos

5¢,~ Un método de producir derivados de hormona cortical.

Tal.y como se ha descrito en la Memoria gue antecede, repre-
sentado en los dlbujos que se acompafian y con los fines que se han
especificado.

Esta Memoria consta de diecisiete hojas, escritas a mdquina
por wna sola cara. BD“1$.
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