[

_

S

5

10.

282577

PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR 6~METIL~16-METILEN-ESTEROIDES
INSATURADOS", a favor de la firma alemana E, MERCK AKTIENGE~-
SELLSCHAFT, residente en DARMSTADT (Alemania).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Se ha descubierto que los 16-metilen-3-ceto-este~

_roides insaturados de la fdrmula I

CHQY-
’ .
CO _oH

R | /1{//,
‘ NN =0t

en que
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= H, OH o bien = 0 A
IV QS 2 4
SN, ;
X =Ho bien F o Qjégi) ?VZ?
'Y = grupo hidroxi libre o esterificado,

asi como sus derivados l-dehidro, poseen -excelentes. propie-
dades corticoides. Sorprendéntemente, los nuevos compuestos
actian més intensamente que los correspondientes 6-metil-
16-netilen~esteroides insaturados en posicidn 6,7.

Objeto de este invento es por lo tanto un proce-
dimiento para preparar l6-metilen-3-ceto-esteroides insatu-
rados de la férmula I, que consiste en tratar con cloranilo

un 6-metil-esteroide de la formula II

en que’
X eY tienen el significado expuesto antes,
Ry significa HyH o bien R ¥y
A - B signlifica OH- cHé 0 bien

c~-C
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y, siempre que R, signifique hidrdgeno, introducir en posi-
cidn 11 un £Y upo hidroxif poY tratgmiento coh un microorga-
nismo hidroxilante en 11, esf como, para preparar los co-
rrespondientes deriva@og 1~dehidro, intro@ucir adicional -
mente  en po;siqidn 1,2 un enlace doble, por tratamiento
con 2, 3-dicloro-5, 6~diciano-p-benzoquinona o con mioroor-
ganismos deshidrogenantes en posicidén 1,2. ‘
La 6-deshidrogenacidn de un compuesto de la £ér-
mula II con clorenilo se reesliza ventajosameqte en preseg-
cia de un disolvente inerte, como el benceno, el tolueno,
el xileqo,'el clorbfbmmo, el c}oruro de metileno, la
ecetona, el metenol, el etznol, el dioxano, el éster
etflico del dcido ncético, el butonol terciario, el te-
trahidrofursno o el éoido-acético glaciel. De oconveniencia
se cetdz en cnlisnte, eventuclmente a lo tempercturs de‘
ebullicidn del disolvente emplecdo. Bl olorsnilo se uti-
lizc. por lo. genercl en le proporcién.mqlecular de 1:1.
Bl expeso. no es'n6civo. Por lo gensral, lc recceidn se

texmine cl cobo. de alganas horcs. Si en concepto de mo

~ tericl de partide se emplec un compuesto de la férmule IT

que- posee en posicidn 16 un grupo metilo y un onillo

l6alfa,l7alfa-dxido, no sdlo se produce, sorprendentemente,
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una deshidrogenacién en la posicién 6, sino que al mismo
tiempo se disocia el enillo éxido con formacidn del grupo
17alfa~hidroxi- y del grupo lé-metileno.

De conveniencia sa utilizan parc este reeccidn
oompueétos de 1t férmula II en que Y significa un grupo
hidroxilo esterifibado..DeSpués de la 6-deshidrogenacidn?
los ésteres asi obtenidos pueden, como es 1dgico, saponi-
ficorse segun los métodos‘nor@cles corrientes, pora formar
los 2l-alcoholes; por ejemplo, por trotemiento con una '
golucidn acuosa de hidrocarbonato sddico, c=rbonato sddico
o hidrdxido sddico.

Los compuestos de las férmulas I a II en que Y
significé un grupo OH esterificado constituyen doteres
competibles fisioldgicemente, que se deriven, por ejemplo,
de los fcidos siguientes: dcidos cerboxilicos como el Zcido
acético; elAécido propidnico, el fcido butirico, el doido
triﬁetilaoético! el Acido ciclopentilp;opidnico, el deido
fenilpropidnico, el dcido fenilacétioo! el dcido oeprénioco,
el écido caprilico, el doido palmitico, el dcido undecild-
nico, el dcido benzoico, el gcido hexahldroben201co el
doido cloroacético, el decido fosfdérico, el doido sulfd-
rico, el dcido succinico, el deido oxdlioo o el écldo
dietilaminoacético.

La introduccidn de¢ un grupo hidroxi en la posi-

cidn 11 de los compuestos ds la férmula II en que R sig-
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nifioa hidrogéno se efectda por via microbioldgica: Para
esta réaccidn pueden emplearsé todos los microorgenismos
que de ordinario se utilizan para ello, por ejemplo honggs
de los géneros Curvularis, Mucor, Stachylidium y Strgpto;
myces (hidroxilacidn - en llbeta), asf como Absidia, Cunnin-
ghomelle, Pusarium, Mucor, Penicillium y Rhizopus (hidroxi-
lacidn en 1lzlfa). La hidroxilacidn se realize por métodos
normales conocidos. El material de partida'se agrega
a un cultivo del microorganismo correspondiente, que se
desarrolla en an medio nutritivo apropiado, a'temperaturas
dptimas y ocon buena siremcidn. Por lo general, la resccidn
ge termina al cabo de 10 a 48 horas. Los cstercides hidro-
xilados se aislan de la mezcla reaccional, de prefe;encia
por extraccidn con un disolvente orgdnico apropiado,
por ejemplo gloroformo o clornro de metileno. El compugsto
zaf obtenido, sobre todo los: 1lalfe-hidroxi-esteroides,
pueden tambidn convertirse en los correspondientes 1l-oéto§
esteroides por mdtodos conooidos, por ajemplo med iante tra-

tamiento con una mezcla de anhidrido crdmico y piridina.

Pare la 1,2-deshidrogenacién de un esteroide
de la fdéymula I pueden utilizarse todos lés microorga-
nismos que son gsuales para ello, p&r ejemplo los de log
géneros Alternerie, Didymella. Calonectria, Colletotrichun,
Cylindfocarpon, Fusarium, Ophiobolus, Septomyza, Vermuoula-

ria; Aocetobaoter, Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus (en per-
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ticular, el Bacillus sphaericus), Corynebacterium (en parti-
cular, el Corinebacterium simplex), Brysipelothrix, -Listeria,
Micromonospora, Mycobacterium, Nocardie, Protaminobacter,
Pseudomonas y Streptogyces. La.férmentacidn requiere alre-~
dedor de 4 a 40 horas, scgdn el microorganismo que ée.emplea.
Bspecialmente aptos son los cultivos d¢ Bacillus sphaericus
vare. fus;formis y Corynebacterium simplex. Para la deshidro-
genacidn, el material de partide se afiade a un ocultivo sumer-
gido del microorganismo correspondignte, que se_desarrolla
en une solucidn nutritive apropiede, & temperatura ptime

y con aireacidn intensa, segdn los métodos corrientes de

la tdonica de la fermentacidn, En lugar de cultivos en

desarrollo, cabe utilizar también, con la misma tgonica

en todo lo demds;.saspensiones de los microorganismos en
solucidn tampdn. La reﬁcoidn se sigue cromatogréficamente‘
y la so}ucidn fermentative se extrae, por ejemplo con clo-
roformo, despuds de la trensformecidn complets del material
de partide. _

Los 6-metil-esteroides de la férmula II pare
emplear como material de partida pueden prepararse a par-
tir de los compuestos descritos en la patente belga 594 .614,
por - ejemplo mediante una sencilla 2l-acilacidn (verbigra-
cia, por reeccidn con yodo y acetato potésico). Siempre que
el material de partida contiene una funocidn oxfgeno en po-

sicidn 11 y eventualmente tambidn un substituyente 9alfe-
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fldor, pusden introducirse estos substituyentes en los
compuestos conocidos por métodos corrientes, por ¢jemple
mediante 1l-hidroxilacidn microbioldgica, sventualmente
desdoblamiento consecutivo de agua, epoxidacién del com-
puesto 9, 11-dehidro originado y disociacidn d2l 9beta, llbe-
te~epdxido con dcido fluorhidrico.

Los materiales de partida de la férmula II que
poseen un grupo lé-metilo y un anillo lealfa,lva;faféiido '
pueden.prepararse por.oxidacidn a partir ds 1§ 6,16~dimetil~
16alfa,l7alfa-dxido~5-pregnen-3beta-0l-20~ona, tambidén
descrita en la patente belga 594.614. La oxidacidn, con

- formacidn del sistema 3-ceto-4-eno, se efectda de manere

conocide, por ejemplo msdiante incubacidn con Flavobacte-
rium dehydrogenans o mediante une oxidacidn segun Oppenausr.

Los nuevos compuestos pusden utilizerse en la
medicing humaha o veterinaria en mezcln con los excipientes
ordinarios para medicamentds. Como substancias excipientes
entran en opnsideracidn las materias orgénicgs 0 inorgdnic&s
que son sptas pera la aplicacidn perentérica, entérica o
tépice, como por cjemplo ogun, accites vegetales, polictilen
glicoles, gelatina, lactosa, almiddn, estearato de magnesio,
talco, vaselina, colesterina, etc. Para la ap}icacidn pe~-
rentdtioca sirven en particular las soluciones, de preferen-
cia las solucionss oleosas o acuosas, como suspendionss,

emulsionss o implantados. Pars la aplicacidén entérice pue-
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den emplearue ademds compr:mldos 0 grageas, y para la apll-
cacidn tdploa, pomedas o cremas, que eventualmente se es-
terilizan o se mézclan con-maﬁerias auxiliares? como agen-
tes de oohservacidn, agentes de estabilizacidn, humectan-
tes, sales para influir la presidn osmdtice o substancies
amortiguadoreas. '

Siempre que los productos finales del invento
aqui expuesto se apliquen en formas de confeccién sélidas,
las Qosis individuales son de 0,3 a 5 mg. Para lz aplicacidn
de solucionss inyectables, se emplean dosis individuales de

5 a8 25 mg.

EJBMPLO 1

a) Bn 300 cc de €ster etilico del dcido acético y
So.cc.de 4cido acético, se hierveq en reflujo.durgnte 10
horas, junto con 7 g de olorenilo, 10 g'de 21-9oepato de
6alfa-metil-16-me'tilen-4-pregnen-1lbe te,17alfa,21-triol -
3,20-diona., Luego ss enfrie la mezcls reaccional, sc la
vierte cn agua, se la extrae con oloroformo, se lava el
extracto primeramente con agua, luego con solucidn de hidro-
carbonato sddico (hasta que se ha eliminado todo el dcido
acdtico), luego otra vez con agna y seguwidamente se sacude
con 225 cc de NaOH al 1%, se vuelve a lavar con agua y se

seca con sulfato sédico. Despuds de la conecentracidn,
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cristaliza del dster acético el 2l-acetato de §gmeti1;
lé-metilen-4,6-pregnadien-llbete,170lfg,21-triol-3,20-
diona, (\ oy 288 milimicras, i = 24.100. Punto 4z fusidn
194-1959C; (GK)§4 + 962 (dioxano).
ds ' Por seponificacidn ordinaric puede obtenerse .
de,estg pxoducto ;a 6-metil-16-metilena4,6-pregnadien-1lbet%
h ) o

1781 fe, 21~triol-3,20-diona. (! 289 milimicras, & =
24,700. Punto de fusidn, 225-227¢C; ¢9<)§4 + 72,39 (dioxano),

0. b, ) Fn un fermentador pequéfio dé 20 litros de capa-
cidad se inoculan 15 litros de ufia solucifn nutritive a be-
se de 0;1% de extracto de levedura y pH 6,8 con 1,5 litros
de cultivo agitado de Corynebacterium simplex. El cultivo
se desarrolla con agitacidn constante y aireacién intense
154 " a 289 y recibe; al cabo de unas 4 a 8 hores, una adicidn
de 75 g de 6-metil-l6-me tilen-4,6-pregnadien-llbeta,17alfa,
21-triol-3,20-diona, disuel tos en 300 ¢c de metanol. La des-
hidrogenacidn s8¢ gigue mediante oromatografia de papel y
. queda termineda, por lo genersl, al cabo de 14 horas. La
20, golucidn de cultivo se extrae tres veces con &l mismo
volumen de cloroformo y las soluciones clorofdrmicas reu-
~ ‘nidas se evaporan. Cristalizando en ace tona, se ob?iene la
6-metil-16-me tilen-1, 4, 6-prognatiien=11be ta,17alfe,21~triol-
3,20-dionaw J 0. 227, 254, 304 milimicras, f= 14..580,
25, 94840, 11.940; punto de fusién, 235-236eC; () )%4 - 6,60



Se

" 10.

15.

20,

25

- 10 =

(dioxano) Z 82 5 77

by ) Se disuelven en 70 cc de dioxano 3,5 g de
21-acetato de 6-met11-lﬁ-met113a-4 6~pregnadlen-11beta,
17alfa,21~triol-3,20-diona y s mezclan con 3,5 g de

2, 3-dicloro-5, 6-diciano-p-benzoquinona. Se¢ hierve la mez-
cla reaccional en roflujo durante 6 horas, luego se¢ diluye
con cloroformo y consecutivemente se lave con 50 oc de
solucidn l-n de hidréxido sddico y varias veces con agua.
Se seca la solucidn sobre sulfato sddico y sc¢ la evapora.
Fl residuo, constitufdo por 2l-acetato de 6-metil-16-me-
tilen-1,4,6-pregnstrien-11bveta,1l7alfa,21-triol-3,20-dione,
se recristaliza en ace§ona/€ter.‘(1 ez 227, 254, 304

milimicras, < = 14.600, 9,800, 12.000; punto do fusidn, -

- 226-229C; (V)5 + 21,39 (@ioxano).

EJEMPLO2

a) Se hierven en’reflujo, durante 7 horas, 5 g

de 2l-acetato de 6alfa-metil;16-metilen-4-pregnen-17alfa,
21-di01-3,11,20-triona en 100 cc de¢ metiletilcetona, junto
con 7 g de cloranilo. Se enfrim la mezcla reaccional, se la
vierte en agua y se la extrae con-cloroformo. El extracto
se sacude primeramente con agua, luego con 100 oc de

NaOH al 1%, se lava otra vez con agna y se seca con sulfato
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sodico. Después de la concentracidn, cristalize del metanol
el 21-acepeto de 6-metil-l6-metilen-4, 6-pregnadien-17alfa,

21-di01-3,11,20-triong. (. gy 287,5 milimioras, & =
23.800. Punto de fusidn, 199-201°C; (ﬁr)%4 + 197,32 (dioxa-

no).

Por seponificacidn ordinaria puede obtensrse
de este producto la 6-metil-lé-metilen-4, 6-pregnadien-
17alfa, 21-diol-3,11,20-triona. (\ mag 287,5 milimicras,

/

Z = 24.200., (X)) + 155 (dioxano).

D) Bn un fermentador pequefio se inoculan con
0,5 litros de cultivo sacudido de Bacillus sphaericus

15 litros de una solucidn nutritiva a base de 1% de ex-

~tracto'de levadure, con pH 6,8 Bl cultivo se desarrolla

gon sgitccidn constente y eireseidn intensa o 28¢C y
recibe, al cabo de unas 10 horas, una adicidn de 7,5 g
de 21l-aoetato de 6~metil-lé-metilen~4, 6-pregnadicn-17alfa,
21-diol-3,11,20~triona disusltos en 300 cc de metanol. La
deshidrogenzcidn se sigme por cromatografia de papel y
queda terminads &l cabo de 28 a 36 horas. La solmcidn de
cultivo se extrae por tres veces ocon el mismo volumen de
clorof ormo y se concentran las éoluciongs oloroférnﬂoas .
reunidas. De 1a acetona cristaliza la 6-metil-l6-metilen-
1,4,5apreénatrien-17alfa,2l-diol—5,11{20-triopa. A mex
227, 254, 304 milimicras. & = 13.400, 10,200, 10.800.
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a) 3 g de 2l-acetato de 9elfa-fluoro-salfa-metil-

16-metilep-4~pregnen-llbeta,17alfa,Zl-triol-s,zo-diona se
dismelven en 90 cc de alcohol amflico terciario y se hier-
ven en reflujo dursnte 7 horas con 2 g de oloranilo. Des-
puds del énfrigmiento, la solucidn, de color pardoclaro, so
vierte en agua, se sacude con cloroformo y el extrecto olo=
rofdrnico se lave primerzmente con agua, luego con 210 oo
de lejfa sddica 10-n y por dltimo otra vez con egua, se .
seca con sulfoto sddico y se destila. De acetona/dter oris-
taliza el 2l-acetato de 9alfa-fluoro-6-metil-lé-metilen-
4, 6~pre gnadien-11lbete,17 alfs,21-triol-3,20-diona. A\ ez
287 milimicras, & = 22.800

Por saponificaci&n ordinaria puede prepararse

de este prodaucto la 9alfa-fluoro-f-metil-l6-metilen-4,6~

pregnedien-llbete, 17alfe,21-triol-3,20~diona. /3max 286, 5
milimicres, 5 = 22.900.
b) En un fermentador pequefio se inocalan oon

0,5 litros de cultivo sacudido de Bacillus sphaeriocusg 15
litros de una solucion nutritiva a base de 1% de extracto
de levadura, con pH 6,8. Fl cultivo sc desarrolla oon agi-
tacidn constante y aireacidn intense a 289C y reoibe, al

calo de unas 10 horas, una adicidn de 7,5 g d¢ 9clfe-fluoro-
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Sfmetil-167metilen-4,6-pregnadien-llbeta,l7alfa,21~triol— '
3,20 diona, disueltos en 300 oo de metenol. La deshidroge~
nacidn se sigue por crometografia de papel y quede terminp-
da. al oabo de‘zé o 36 horag. La soluoidn de oultivo se extrae
por tres veses con el mismo volumen de cloroformo y se ooh-
oentran las soluciones cloroférmicas reunidas. De la acetona
cristaliga la 9a1fa7fluoro-efmgti;-lemmetilen~l,4,6-pregna-
trien-llbete,l7alfa,2l-triol-3,20-diona.

E’J BMPLO 4

Despuds de afiadirle 1,58 g de oloranilo, se hierve
en reflujo durante 12 horag'la solucidn de 2'g de 2l-ace tato
de 6,16beta-dimetil-16alfa, 17alfa-6xido-4-pregnen-lldveta,
21-di0l-3,20-diona en 60 cc de tetrahidrofurano. Seguida-
mente se diluye con agua la mezcla reaccional y s¢ la
extrae cbn ¢ loroformo. Los extractos se lavan con lejfa
s6dica dilafda y laego con agua y se¢ secan. De los ex-
tractos coneentrgdos erlstallza con metanol el 21-aoetato
de 6-m8t11—16—met119ﬂ-4 6~pregnadien-~llbe ta,17alfa, 21~ trlol-
3v2°‘dl°n?‘/\‘,max 288 milimioras, & = 24.100. Punto

Wb

de fusidn, 194-1959C (CX)%4 + 962 (dioxano).
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EIBMPLO 5 . A

a) De menera andloga a la del ejemplo 1 a), se

deshldrogpnan 8 g de 2l-acetato de 6-met11-16-met11en-4-
pregnen-l?alfa,217d;ol-3,20-dlona pera convertirlo en el
correspondiente 4,6<pregnadienc; /\v 287 milimicras,

& = 23.100.

mnax

bl) Bn un fermentador pequefio’ se inoculan con 800

ce de un cultivo sacudido de Curvuleria lunata (Wekker)
Boeadijn 15 lltros de una solucidn natritive o bese de

5% de extructo de malta, 1% de saocerose, 0,2% de nitroto
sddico, 0,1% de fosfato bipotdsico, 0,05% de sulfcto mog-
nésico, 0,05% de cloraro potdeico y 0,005% de sulfato de
hierro bivalente (pH sjustado & 7,0) y sc¢ inouba 2 2890
oon. agitacidn y con pireacidn intensa. Después e 24 horas
de desarro1lo, se.aﬁ;@en 5 g dg 6-metil-16-msti;en—-4,67
pregnadien-17alfa,21-diol-3,20-diona o de su 21l-azce tato,
disucltos en 40 oc de dimstilformamida. La reaccidn se
sigue mediante crometografia de popel. Cuanmdo ya no puede
apreciarse en el cromatogramé de papel  ningdn materizl de

partide, se extrae la solucidn de cultivo, por tres veces,

con el mismo volumen de cloroformo. Se concentran las so=-

luciones clorofdrmicas reunidas y se filtra el residuo so-
bre gel de silice. El eluato obtenido con clorgfqrmo/!ster

acdtico (1:3) oontiene la 6-metil-16-metilen-4,6-pregnadien_
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llbeta,l?alfa,zl-trlol -3, 20-d10na deseadan A 289

- max 24
mlliglcras, S =24.700. Punto de fusidn, 225-2272C; (X)p
+ 72,32 {(dioxano).
b,) Se inocula con uﬁg suspensidn de' esporas de :
Metarrhizium anisoplise un fermentador pequefio de 10 litros,
que contiene ane soluciﬁn-nutritiva a base de 3% de sscarose,
1% de extracto de mults, 0,1% de extracto de levedurn y
0,2% de N2NOg. El hongo se descrrollc como cultivo sacudido
a 28°C y recibe al ctbo de 30 horas una adigidg de 58
de 6-metil-l6-metilen-4,6-~pregn=dien-17z1fa,21-diol-3,20~
diona en 200 cc de me tonol. Al cabto de 20 horas de fermen-~
tacidn no puede apreciarse ye, por orometogrefie en capa
tenue, nede del materiel de pertide; el cultivo se extrae
entonces por tres veces con 8 litros de gloroformo oada .
vez. Se concentran 1os extractos reunidos y se recristelize
el residuo en éster acdtico. Se obtiens asi la 6-metil-
16-metilen-4,6—pregnadien-l}alfa,17a1fa,21-triol-3,20-diona
pura. A 289 milimicras, § = 25.000.

BIJEMPLO 6

a) De maners andloga & la del ejemplo 2 a) se pre- ‘

perc el 2l-coetato de G-me til-l6-me tilen-4, 6~pregnadien-

-l70lfe, 21—&101-5 11,20-triona. Punto de fusidn, 199-20190.
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b) De munera an#loge a la del ejemplo 1 be) se

deshidrogenan 4 g del compuesto ob’ﬁsﬁidg segin el ejemlo
6.a!, convirtie’ndo.l‘o en @l-aoeta*-{to’de.6-metil-16-metilen-
1,4, 6~pregnatrien-17elfa, 2k-diol-3,11,20-trionas (A)p +
149¢(dioxano); A __ 226,5, 250, 300 milimioras, £ =
13,500, 10.050, 104700, -

EJEMPLO 7

-De ma_nera.g,naloga a 1z del ejemplo l_a.)'se haoen
reaccioner 4 g de 2l-teroibutil acetato §e‘sa;fm~metil-}6-
mo tilen-4-pregnen-llveta, 17alfa,21-triol-3,20-diona con-~
virtidndolo en el correspondisnte 4,6-pregnadicno. % yo«

288 milimicras, { = 24.900,
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| Descrito el presente inventb; se declaran nuevas y de
propia invencidn las siguientes reivindicaciones, con prio-
ridades de las demandas de patentes alemanas N2 M 50922
del 18 de noviembre de 1,961, N2 M 50923 del 18 de noviembre
de 1.961 y N2 M 50991 del 25 de noviembdbre de 1.961, existiendo
en todas ellas unidad de invencién.

' 1. Procedimiento para preparar 6~hetil-16-metilen-

-esteroides insaturados de la férmula general

en que

o]
[

H o bien F

grupo hidroxi libre o esterificado
R = H,0H o bien = 0

as{ como sus derivados 1-dehidro, caracterizado por el hecho



-

5.

15.

20.

25.

-18-.

282577
& O
de que se trate con cloranilo un 6-metil-esteroide de la

f£drmula

L4

N
PN
- -

0 d

QY
{22
N

en que A )
X e Y tienen el significado expuesto antes,
Rl gsignifios H,H o bien R ¥y CHz
. OH. CH, . 0.
4 - B signifioca é 3 0 bien (¢ =-T

v, siempre’que Ri signifique hidrdgeno. se introduece en

‘posicoidn 1ln grupo hidroxi, por tratemiento con un mi-

oroorganismo hidroxilante en 11, asi como, para preparar
los correspondientes derivados 46 l-dchidro, s¢ introduce
adic ionalmente en posicidn 1,2 un ¢nlace doble, por trata-

miento con 2,5-dieloro~5,6~diciano-p-benzgquinona 0 con mioro

organismos deshidrogenantes en posicidn 1,2.



' d)

2. Procedimicznto para preparar 6-metil-le-metilen-

-egteroides insaturados.

.Segin se deseribe y reivindica en la presente
memoria descriptiva que consta de 19 hojas foliadas y

5e escritas a mdquina por uns sola care.

Madrid & 17 de Noviembre 1962
. B. MERCK A.G.

| I T

JAIME ISEiN MIRALLES
v P.
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