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tienen interesantes prOpieéades glucooorticoides y antiinfla-
metorias. Los nuevos cowmpuestos asirven en particular de agen-
tea terapduticos pare el tratamiento de las enfermedades red—
matioas y se distinguen por una compatibilidad estomacal su-
memente buene, asf como por la ausencia de toda retencidn de
god io.

ul objeto de este invento es un procedimiento parg -
la obtencidn de ealfa-metil-ls-metilenuesteroides de la tér-
mula I, que consiste en deshidrogenar miorobioldgicamente en
posicidn 1,2 el esteroide fundemental, saturado en posicidn
1,2, o en introducir en posicidn 21 un grupo ¢-acilo en el
correspondiente compuesto 2l-desoxi, o eventualmente en este-
rifioar un grupo hidroxilo situado en posicidn 21 o bien sa-
ponificar un grapo 21§éster, a-oxidar un grupo ll- hidroxi
por tratariento con un oxidante suave, trangforméndolo en
grupo. 11l-ceto, o, paras la pxeparacién de los compuestos en
que Y = F, traotar oon 4eido fluorhidrico el 9beta,llbeta-
oxido-esteroide fundesmental. |

Para la deshidrogenecidn microbioldgica en 1,2
pueden empleavse todos lés mioroorgenismos usunales para ello,
por ejemplo microorganismos de los géneros:

Alternarie,

~Caloneoctria,

Colletotrichum,

Cylindrocarpon,
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~ por completo el moterial de partida, se extrae, por ejemplo,

Didymella, 2808 07

vusarlum, i

Uphiobolus,

Septomyxa,
Vernicularia,

Kicromonosnora,

focardia,
Streptomyces,
dloaligenes,
Bacillus, -
Corynebaocterium,
iyoobacteriun,
Protaminobecter,

¥geudomonas.

Particulermente aptos son el Bacillus sphaerious var. fusi- féi
formis, el Corynebacterium simplex y el Fusarium solani. |
Para la deshidrogenzoidn, el meterial d4 partida
86 agrega o un oultivo sumergido del microorganismo corres-
pondiente, desarrollado en una Solucidn nutritiva apropicda,
a temperatura dptima y oon aiveacidn intensa, por los mdtodos

corrientes de la tdcnica de fermentaoidn. @n lugar de culti-

vos en creciuiento son utilizables, con la misma téonica en
todo lo demds, tembién las suspensiones de microorganismos
en solucidn tempdn. La transformecién se sigue cromatogrédfi-

oamente y la solucidn fermentativa, despuds de transformedo QT

oon cloroformo.

La introduccidn de un gruo O-ccilo en la posicidn I

21 de un ?l-desoxieateroide puede efectuarse, por ejemplo,
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mediante tratemiento con yodo en solucion elcalina y reac-

0idn oonsecutive del 21-yodo-esteroide obtenido con un aci-
leto alcalino, de preferencia con tcetato potdsico.
segdn el invento tewbi€n esnosible esterifioar,

5. por métodos ya de si conocidos, 8l grupo 21l-hidroxilo de un
6alfe-metil-l6~me tilen-eateroide de la férmuls I (Rl = grupo
hidroxilo libre). Como agentes de esterificacida son utili-
zables todos los dcidos, o sus derivados aptos pere la este-
rificaoidn, que dan dsteres compatibles fisioldgicamente., Pue-

10. den empleerse, por ejemplo, los siguientes dcidos o derivados

de ellos aptos para la esterificzeién:

- Jcidos carboxilicos como

el Zoido 2edtico

. el foido propidnico,
> el foido butirico,
el foido trimetilaocdtico,
el foido tercibutil-acdtioco,
el doido ciolopentil-propidnico,
20, ' el feido fenil-propidnico,
el doido fenilsscético,
el foido caprdnico
el Zoido oaprilico,

el Zcido palmitioco,

Ny
Ui
.

el doido undecilénico, y ssimiemo
el Zcido benzoico o
7. s 5 . .
el acido hexahidrobenzoico, lo mismo que
s Y PN
- 4oidos halogencarboxflicos, como por ejemplo

30 el doido cloroacdtico.
-

TP LTI,
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lubles en agua, esterificar el grupo 21 -hidroxilou con dcidos

dicarbox{licos, Z£oidos tmino- o °J“UWICMLQO-C”“OOY111008 0
doido fosfdrico o sulfirico. De esta manera nueden obtenerse,
por ejemplo: succinagos, oxslatos o las sales de adicidn de
foido de los dsteres aminoocarboxzilicos, como por ejemplo el
detor aspareginico o el dster dietilaminoacetico.

Por otra parte , puede saponifioafse por los mto-
dos corrientes un grupo 21-dster que se halle en los produe-
tos finales. Pare agente saponificador es epte, pox ejemplo,
uns soluoidn acuosa de hidrooarboneto sbédico, carbonato 66—
dico o hidrdxido sddico. De conveniencia la sqponiiicaci&n
ge realiza oon exolusidn del oxigeno.

La oxidaoidn de an grupo llalfe~ u llbete-hidroxilo
se realiza de nmenera conocida, por ejemplo meditnte trata-
miento del ll-hidroxiesteroide correspondiente con anhidrido
orémico, en presencia de piridina. Para agente oxidsnte es

7

apropiada ademds una mezcla de Zoido cromosulfdrico y ace-

tona. Fste tipo de reacoiones reguieren por lo gensral de X
minutos a 24 hores. Se actds con ventajas a temperatura smbiente
0 con ligerea refrigeracidn. sventualmente puede aficGirse otro
disolvente inerte.

La preparecidn de los compuestos Jalfa-flfor de
la férmula I puede efectusrme también por desdoblaniento del
anillo 9beta,llbeta-oxido del esteroide fundamental. Se actda
ventejos amente en presencia de un disolvente inerte y emplean-

do 4£oido fluorhfdrico anhidxo. La reagcidn se lleva & cabo

a tempercturas bejss, mds o menos en la zona de =709 & +152 C.

21 noabado se realiza como de oxdincrio, es decir, se vierte

sobre hielo, por ejemplo, la mezcle reaccional y a oontinua-

i
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oidh se le extrae con un disolvents orgénloo apropiado, por
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ejemplo con un hidrocerburo halogenzdo. Vel extrscto dess-~
cado g6 alsla el 9alfa-flfor-1lbeta-hidroxi-csteroide corres-
pondiente.

Los 62lfa-metil-l6-metilen-esteroides necesarios
pare material de partidea pueden obtensrse a pextir de los
16alfa,l7alfa-oxido-1l6beta-metil-es teroldes fundamentales
por tratamiento con deidos fuertes. A

Los nuevos oompuestos pueden utilizarse en la ke-

dicina humana y en Veterineria mezclados con los veniculos f%
corrientes para medicamentos. Bn concepto de substancias E?
portadoras entran en consideracidn l=s materias orgénioas o

inorgdnices apropiadas ptra aplicacidn perentdrica, entdrica
o tdpioca y ~ue no reaccionen con los nuevos compuestos, como

el agua, los sceites vegetales, los polietilenglicoles, las
(2 ’ b

geletines, la lactosa, el almiddn, el esteerato de mcgnesio,
el taloo, las vaselinas, la colesterina, ¢tc. Pera la apli- ig;
cacidn perentdrica sirven sobre todo las soluciones oleosas ‘
u acuosas, =8i como las suspensiones, lss emunlwiones o los

injertos. Pars eplicacidn enidrica pueden atilizarse pasti-

llas o grageas; para la aplicacida tépica, pomadas o cremas,
que pueden estar esterilizadas o bien mezclédas con agentes
de oonservacidn, estabilizacidn o humectantes, o con sales

pare influir en 12 presidn osmdtica o substancias amortigua-

doxras.

ZJEHPLO 1

galfa-metil-16-me tilen-prednisolona

4 un cultivo egitedo de Bacillus spheeriocus de 6
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horags de antigiiedad, cue se ha~5esarrollado a 2842 C en 2000
oc de una solucidn nutritiva a base de 1 ;5 de hasamina Bush,
se afiaden 700 mg de 6alfa-metil-lé-metilen-hidrocortisona o
de su 2l-acetsto en 40 cc de metanol. Al cabo de 24 horas mds
de agitacidn a 282 C, se sacude el cultivo por tras veces con
el mismo volumen de cloroformo y los extractos, combinsdog,
se evaporan hesta sequedad. Por cromatozraffe de cape tenue
no se percibe ya material de partida: aparece exclusivamente
6alfe-metil-16-me tilen-prednisolona. Punto de fusidn, 235-
o1 %

241 milimicras, & “. 393.

237° ¢; (®) +5,32 (dioxano); A
D 1 om

max

5JEBNPLO 2. ’

2l-aoetato de salfa-metil-l6-metilen-prednisolona

S9e ocalienten en baiio de vapor, durente 2 horas, en
200 oo de anhidrido scético y 200 oo de piridina, 20 g de
6alfa-metil-l6-metilen-prednisolona. Se deja enfriar, se
aglite en 3 litros de agus helada y se separs por filtraecidn ﬁ“

el dster que se ha precipitado en forma cristelina. Punto de

fasidn, 238-289% C; (K)y +18¢ (dioxano); A 241 milimicres.
. max

gt * zs1.
l om

EJBKPLO 3

Clorhidrato del 2l-distilaminoacetato de 6zlfa-metil-~

le-metilen-prednisolona

5 g d 6alfa-metil-l6-metilen-prednisolons se di-
suelven en 110 oc de dioxano absoluto, se mezclan con 1,55
co de cloruro de cloroacetilo y 2 cc de piridine y se dejan

en reposo. durante la noche & temperatura ambiente. Luego se
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vierte en agua la mezocla reaccional, se separa por suocidh
8l preoipitedo y se lava dste con agua. |

Bl 2l-oloroacetato bruto, una vez seco, se disuelve
en 400 cc de acetona y se deja en reposo durante le nooche,

a 092, oon 55 cc de dietilamina y 4 cc de agua. Concentrando
a presidn reduoida, se separa por cristalizamoidn el 21-die-
tilaminoacetato.

3,6 g de 2l-dietilaminoacstato de 6alfa-metil-le-
metilen-prednisolona se disuelven en 85 cc de tetrahidrofu-
rano absoluto y se mezolan oon 70 oc de una solucidn de dcido
olorhidrico en cloroformo. #1 clorhidrato precipitado se se-

péra por succidn, se lava con tetrahidrofurano y 88 seca. é'

FPJEMPLO 4

2l-zcetato de 6alfa-metil-lé-metilen-prednisona

A un oultivo agitado de Coxynebacterium simplex

de 16 horas de antigiedad que se habia hecho crecer en 2000
00 d6 una solucidn nutritiva a bese de 0,1 % de extracto de
levadura a 28¢ C, sge ailaden 700 mg de scoetato de Galfa-metil-
lé-metilen-cortisona en 40 cc de metanol. Je sigue la reac-
0idn por vla crometogrdfica de capa tenus hasta que ha des-
aparecido el material de partida y sdlo se percibe el =zcetato
de salfa-metil-lé-metilen-prednisona. Al cabo de 8 horas se
sacude el cultivo vor tres veces con el mismo volumen de
cloroformo, se evaporan los extractos combinados y se puri-

fica oon éter de petrdleo. Punto de fusidn, 195-196¢ C;

(NJD + 105¢ (dloxano),;ﬂlnax 240 milimicras, S 343,




5.

10.

15-

25.

30

284 @?

BFIJEKPLO 5

galfa-metil-l6-metilen-prednisona

4n un fermentador pe:ueiio se inociulan con 0,5 litros
de cultivo agitedo de Bacillus sphaericug 15 litros de una
solucidn nutritiva a base de 1 j5 de extracto de levadura,
con pH 6,8, Tl cultivo se desarrolla con agitacidn constante
y fuerte aireacidn a 28¢ C y al cabo de unas 10 horas recibe
una adioidn de 7,5 g de 21-acetato de Galfa-metil-l-metilen-
cortisona disueltos en 300 co de metanol. 5e sigue la deshi-
drogenacidn por crometografia de napel y se comprueba su ter-
mineoidn &l cabo de 28 a 36 horas. Se extrae la soluocidn de

cultivo, por tres veces, con el mismo volumen de cloroformo

y se evaporan lzs soluciones olorofdrmices reunidas. De la
eoetone cristeliza la 6alfa-metil-l6-metilen-prednisona.

A mex 239,5 milimicras, &IJL. ;"m 378.

4
o
o]

5 N P2L O 6

Sal sddica del 2l-ortofosiato de Galfa-

metil-l6-metilen-prednisolonz

Se de jan en reposo durante 10 dfas, en recipiente
corrado, 10 g de sélfa-metil-l6-metilen-prednisolona en 20
oc de piridina ebsoluta con 9,3 g de cloruro de fosforildi-
morfolida. Luego se vierte la preparacidn en 12 oantidad
caloulads de “oido sulfdrico diluido y se cxtrae con cloro-
formo el 2l-dimorfolidafosfato.

Se disuelve el residuo olorofdymiBo en 40 c¢c de

etanol, se mescla con agua hasts la primera turbidesz
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constante y, despds de afiadir 110 g de amberlite IR-120,

se agita durante 36 horas. Se separa por filtracidn, se lava

8l cambisdor con etanol, se neutraliza el filtrado con lejia

sddioa y se concentra fuertemente a presién reducide. Se.deja
enfriar, se extraen ocon cloroformo todas las porciones neu-
tras, se acidifica luego le fase acuoga con doido sulfdrico
diluido y se extrae oon n-butenol. il extracto se seca con
sulfato sfdico, se neutraliza con metilato sédico-y se conhw
centra un poco. Al enfrier cristaliza la sal gddica. Se se-

pera ésts por filtraoidn, se 1ls extrae en caliente con meta-

nol, se mezcle el extracto con butanol y se concentra fuerte-

mente, ocon lo cue se precipita la sal sddica pura.

el fa-me til-9z1fa-fluoro-16-me ti len-prednisolona

#n un: fermentador pequei.o se inoculan con 800 oc
de cultivo sumergido de Corynebecterium simplex 12 litros de
ana solucidn nutritive a base de 0,1 - de basamina Bush, amor-

tiguada a pH 6,8 con fosfato 3¥rensen. Bl cultivo se desarro-

1le con intensa aireacidn y agitacidn a 282 C y al cabo de

6 horas reoibe una adicidn de 6 gz de Galfa-metil-9alfa-fluoro-
lg-metilen-hidrocortizona en 200 cc de netanol. Turante la
ulterior aireacidn a 282 C se sigue ls reaccidén mediente
crometografia de cena tenue. Al cabo de 9 horas no g6 per-
oibe ya mds meterial de partide. Se extrse 1& goluoidn de
oulﬁivo, por tres veces, con el misuo volumen de c¢loroformo,

ge evaporei los extractos hesta serusdad y se purifica ocon

dter de petrdleo. Despuds de recristalizar, -uedan 3,9 g de




5e

10,

15,

20.

25,

30.

11

I
i

286807 "

6alfa-metil-9alfa-fluoro-l6-metilen-prednisolona pura. h

max

239 milimiocras, w7 3s0.
1 om

EJEBKPLO 8

 res no puede percibirse ya material de pertida. Se extrae ﬁJ

galfa-metil-9alfea-fluoro-l6-me tilen-prednisona.

©n un fermentedor pequeiic se inoculan eoi 800 oo
de ocultivo sumergido de Pacillus sphaericus 12 litros de una
solucidn nutritive a bese de 1 ;b de basamina Busch, de pH 6,5.
Tl oultivo se desarrolla con intensa aircacidn y sgitaoidn
8 282 C y al cabc d8 10 horss recibe una adicidn de 6 g d8
belfe-metil-9alfa~fluoro-ls~-metilen~-cortisona en 200 oc de
metanol. La reacoidn se sigue por cromatograife de cepa te- ;?f

nue durante le ulterior aireacidn 2 28¢ C. 4l cabode 26 ho- Eg;

la solucidn de cultivo, por tres veces, con el mismo volu=
men de cloroformo,>se concentran los extractos hesta seque-~

dad y se purifica con €ter de petréleo. Despuds de lz recris-

talizaoidn quedan 4,2 g de 6alfa-metil-9alfa-fluoro-l6-meti-

len-prednisona purs. 7\ max 298 milimioras, u‘:]"_ é’m 352.

ZJEMPLO 9
2l-acetato de 6alfa-m§til-ls-metilen-prednisolona

Zn 30 oc de metanol cue contienen 0,6 g de clo-
ruro de oalcio anhidro se suspenden 6 g de 6alfa-metilii5-
metilen-1, 4-pregnadien-3,20-dion-11beta, 17alra-diol y se G
tratan con 3 g de éxido de celoio. 3n el cursode 30 minutos i

y ezitando se instila una solucidn de 9 g de yodo en 30 co

de metanol, :ue tembidn gontiene (,6 g de cloruro 4e calcio
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3¢ prosigue la agitacidn durante 30 minutos mds, se enirfa

hasta 02 C y se vierte en ana mezcla de 150 cc de agua helada
y 4,5 oo de doido oodtico glaecial.
Se separa por succidn el yoduro precipitadc, se le lava con
agua y se le seca a 50¢ C.
Iuego se le disunelve a 402 C en 100 oc de acetona

que contiene 1 cc de agua, 0,5 oc de deido acdtico glacial y
20 g de acetato potdsico, se calienta durante 2 horas en re-
flujo, hesta ebullicidn, y s¢ introduce la meszcla, agitando,
en 1,5 litros de agua heleda. Se separa por sucoidn y se lava
con 200 6o de ayua. sl meterial, himedo, se disuelve en calien-
te en 120 co de metanol y, desmuds de afiadirle una solucidn
de 3,1 g de pirosulfito sédico en 45 cc de agua, se calienta
durante 2 horas en reflujo, hosta ebullicidén. 4 continnacidn
se separan por destilcoidn 35 cec, con lo que cristaliza el

2l-acetato. Punto de fusidn, 238-2392 C; (L), + 18 (dioxano);
1%
1 on

B T i e T S B T AT SRR g
N T RAE A AR A A : . .

241 milimicres, ¥ 1 351

EIJREPLO 10

alfa-metil-l6-~metilen-prednisolona

7,9 g de 2l-acetato de Galfe-metil-le-metilen-
prednisolona ae disuelven en 250 cc de metanol hirviente,
se mezclan con une solucidn caliente de 2,18 g de hidrocar-
bonato sddico en 34 cc de agua y se calientan en reflujo
hesta ebullicidn, durante 15 minutos, en corriente de ni trd-
geno. Se neutraliza con doido acético glacial, se concentra
eeta un tercio bajo presién reducida y se vierte en agua,

oon lo que se preoipite el producto en forma cristalinsa.
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Punto de fusidn, 236-237¢ C; (W) +5,3¢ (dioxano); A o

ot
"‘11 i e

241 milimicras, ¥ 393,
1l cn

FJ T MEPLO L1l

2l-acstato de 6alfa~metil-lB-metileﬂ-l,4-pregnadien¥
17alfa,21-di0l-3,11,20-triona

2 g de woetato de g-aolfe~-metil-16-metilen-l,4-
pregnadien-S,20-dion-llbetar17alfa,2l-triOl se disuélven
en 70 oc de 2cetona y'se traten gota & gota, a 102 C y en
agitaoidn, oon 1,5 cc de solucidn oxidadora. La solucidn
oxidadora se prepars por disoluoidn de 5 g de tridzido de
oromo en 4,4 cc de Hoido sulfdrico concentrado y complete-
cidn con agus haste 20 oc. Se aglta la preparacidn oxidadors
durante 3C minutos, a temperatura ambiente, y se acaba la
elaboracidn con cloroformo y sgua, como de ordinsrio. ILa
solucidn clorofdrmica, laveda haste neutralidad y secads
se destila hasta sequedad bajo presidn reducida. de obtienen
1,7 g de él-écetato de Gelfa-metil-l6-metilen~l, 4-pregndien-
17#lfa, 21-diol=3,11, 20-triona. Tunto de fusidn, 195-1962 C;

(§) _ +105¢ (dioxano); A 24¢ milimiczes, wr ~ 345
D nex 1l co

TIENPLO 12

?l-scetato de 6slfa-metil-lé-metilen-1,4-

pregnedien-1l7alfa,2l-diol-3,11,20~triona

4 150 co de.piridina enfrisda se agregan 1,5 g de

anhfdrido erdmico. Agitando, se aiiade a temperatura anbiente

una solucidn de 2,5 g de 2l-acetato de Galfa-metil-lé-metilen-

DR PRIV AR A Y

Ay



1,4-pregnadien-3,20-dion-1lalfa,l7alte, 21~-triol en 200 oc %E
de piridina y se deja la mezcla el reposo & temperatura :
embiente durante 20 horas. Iunego se vierte en 500 co de
agua, se destila durante 30 minutes con vapor de ggua y se

5. extrae con cloroformo. ¥l extrancto se lava con agua, @@ secs
y 8e libera del disolvente. 3e obtienen 1,9 g de 21-amocetato
de 6alfe-metil-lG-metilen-1,4-pregnedien-17alfa, 21-diol-3,
11,20-triona. Punto de fusidn, 195-196¢ C; (&), +105¢ (dio-

) : .1 5
xano) ; 247244 milimicras, =, 343.
)?\ma}_ b 1] lcm 4'

10
FIJBMNPLO 13

2l-acetato de 6alfa-metil-9alfa~fluoro-

le-metilen-prednisolona

15. 3e disuelven en 42 cc de cloroformo absoluto 4,2
g de 2l-2cetato de salfa-metil-%bete, Llbe ta-oxido-1l6-meti~
1en-1;4-pregnadien~17alfa,21-6101-5,20~diona y se afigden,
a -60¢ C, a 25 coc de una mezcls de 40 oc de tetrshidrofurano,
15 oo de cloroformo y 25 g de #oido fluorhidrico. Se deja en
20. reposo le solucidn reaccional durante 4 horas, e -350° C, y
luego se l& vierts en solucidn de hidroczrbonato sddico, 8

extrae el estervide con cloroformo, se seca 1: solusidn clo-

roférmica y se oconcentra. Ul residuo, -ue es el 2l-acetato
de 6alfe-metil-9elfe~fluoro-l6-metilen-nrednisolons, es re-

o (3 e o . . .l'% ~
25. cvistalizado en @cetona. h e 238 mlllmlcras,jﬁ_;m 332

]
*
¥

[ —
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-wescrito el oﬁjeto del presente invento se decleran
nuevas las siguientes reivindiosciones, con prioridad de las
golicitvdes de pesteantes alemanas ndmzros 50307 y 50308 del
15-9-61 y 50353 del 21-9-61, existisndo en ellas unided

de invencidn.

Procedimiento pera preparar G6alie-metil-lé-meti-

len-esteroides de la #dmule I

en que
Rl = grupo hidroxilo libre o esterifiocado
Rz = alfal,betald o bien =0 e
'Y =HoP,

caracterizade por el hecho de que el esteroide fundamental,

. .. . .
saturado en posiocidn 1,2, se deshidrogens en la posicion
1,2 por via microbioldgioa, o bien se introduce en el com-

puesto 2l-desoxi correspondiente un grupo O-tcilo en lg
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posicidn 21, o eventualmente se ssteyifica un grupo hidro-
xilo situado ea la posicidn 21, o respectivsmente se sapo-
nifica un grupo 21-€stsr, o bien se owida un ;rupo 1l-hi-
droxilo, por tratemiento con an oxidante susve, para oohver-
tirlo en grupo ll-ceto, o bien, pera le prepsracidn de com-
puestos eh los que ¥ = F, se trata con deido fluorhidrico

el 9beta,llbeta~-oxido-esteroide fundamental.

Procedimiento para preperar 6alfa-metil-lé-meti-

len-ssteroides.

Segdn se deseribe y reivindioa en la presente
memoria descriptiva que oconsta de 16 pfginas folledas y es-
eritas a mdquine por una sola cara.

kadrid, a 14 de Septiembre de 1.962.

3L MERCK ARTIGNGESELLSCHART
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