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MEEORIA DESCRIZILTIVA
de un Certificado de primera zdicidn por:

YLEJORAS INTUODUCIDAS M ZL OBJLETC D TA

PATENIE FRINCIPAL NUM. 273.764 SOBRE PROCE

DIMIZNTO PARA LA FABRICACION DE NUZVCS

a Lo4_46 o ENTLESTEROIDES" & nowbre de:
SCHLRING AKTIZNGESELLSCHAFT, de nacionali-
dad alemena, domiciliada en ifillerstr. 1;70/
172, BERLIN 65 (Alemania). '
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En la patente principal se describe un procedimiento

para la fabricacidn de nuevos Al?4-—16°( ~netilesteroides, el

cual entre otros, a partir de compuestos (I) de 1la férmula
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? en la .jue R significa hidrdzeno o un resto acilo inferior, conéuce
por hidroxilecidn en el 4Atomo de carbono 11 po. via biogquimica, por
deshidrogenzcidn en la Dosicidn 1 con nicroorzanismos de efecto
deshidrogensnte o con agentes quimicos de deshidrogenacidén y, en

5 caso gque inierese, por écilacién selectiva del gruno hidroxilo
21-estable, en cualquier orden desezdo & coupuestos (II) de la fir-

mula general
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' Los mencionedos productos del procedimientc tienen gran importancia
terapéutica vere el tratemiento de enfermedades flogisticas.
Se ha descubicrto shora gue de un modo més ventajoso se
puede lleger a los mismos compuestos (II), si en lugar de emplear
15 el procedimiento de la patente mrincipal en coaduesto Ge la férmula

"I, se le aplice en Gefinitiva a coapuestos (III) de la férmla

gencral
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es decir, a sustancias de partiée que no coniienen el dtomo de

fluor 9 —-esteble y en el -curso ¢éel procedimiento de la patente
principal se introduce este $ltimo on el compuesto 1l-hidroxilado
s6lo después de realizandz la 11-hidroxilecidn especizlmente por
transfornacidén del (rupo hidroxilo introducido en la posicidn 11,

en el agrupzmiento 9°<-fluor-llfg-hidroxi, por métodos en si cono-
¢idos. '

A continvzcidn se explicé a titulo de ejeaplo el proce-
Gimiento sugerido por el invenfo, con les siguientes series de for-
mules (cfr. pég. 3), en las que pura wayor cleridad se han omiti-
do las’etapas a realizar,segﬁn el procedimiento cge 13 petonte prine-
cipal, desde la sustaiciza de partida III haste el pertinente pro-
ducto intermedio ll-hidroxilado.b

El procedimiento nuevo tiene tocavia le veateja frente al
de la patc.ic wrincipal, de que es indifercnie ¢l que la 1ll-hidroxi
lzcién -primeris dé por resultado un producto de hidroxilacibén 11X
u 113 -esteble.

Los wroductos del procedimiento que se obtiencn segin la
idea del invento tienen gran importancia'terapeﬁtica para el tra-
teniento de enferiuedadss flogisticas.

s sorprendentesente srande, en perticulur, la sccidn
antiflogistica de los compuestos sugeridos Dor el invento después
Ge la zduinistracidn oral, como prueba la sigviente Tabls en el ejem—
Plo de la 16X -metil-6X , 9« —difluor-l-dehidrocorticosterona (I) en
comparacidén con la 6 , 9X — difluor-l—dehidrocorticoéterona (11)
¥ la 16X -netil-9R ~fluorprednisolona (III). La accidn antifloglsti-
ca fué deterwin.da poxr el conocicdo pouéh—test del granulona en wechos
de rata de unos 150 g de peso después de lo anlicucidn oral de la sus
tencia activa en forue de une suspensidn de sone ardbiga, hehiendo

Puesto los velores obienidos del test en wvelecidn con acetato de
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hiérocortisona (IV) como sustincia staoderd(inhibvicidn de le inflama-

Cién = l) .

TABL A
& ,B C

Sustan | Inhibicidn hccidy del Efecto Inhibicidn
cia ac | .de la in glucozeno catabolico suprarrenal.
tiva | flamaciodn. %:::’"—“—~-—=r ===qF —— .

Compa~ | Cocien | Compa-|Cocien | Conpa- Cocien

recibén | te del | racidn|te del | racidn te del

con IV | efecto con IVijefecto { con IV efecto
I 1300 x IV 30xIV _j 0,023 110xIV| 0,083 | 200xIV 0,154
II 3,8 x IV 6xIV | 1,6 5xIV| 1,3 40xIv | 10,5
III | 380 x IV | 30xIV | 0,079 80xIV| 0,21 | 100xIV | 0,416

La importancie de una sustencia active no resulta, sin eabar-
go, solazumente del yalor abgoluto superior determinacdo del cfecto desea-~
do, por ejemplo antiflogistico, sino que esté tambvién determinada en
esencia por la mqéida de los efectos secundarios no deseados, en lo
cual como es sabido al conseguir un sumento de la aceibén hay ue sopor-
tar también , pdr reglopgencral, el correspondiente aumento de los efec-
tos secundarios.

Por lo mismo en el ca2so que nos ocupa fué sorvrendenie el que
con el importante aumento de l& accidn antiflogistica de I no se ob-
servase en cuanto al indeseable efecto secundario glucogénico, catabé-,
lico e inhibidor suprarrenal wds que un ligero aumento (cfr. la Tabla
enterior, columnzs B, G, D). La accidn gluconeogenética fué deterizinada
por el test corviente de glacogénesis en ratones. La accibn catabdlica
e inhiborea suprarrenal fué é;aminada en ratos hembras adultes, de uwnos
40 a 50 g de peso, desrués de lo cdninistracidn subcitanea de la suctan-

cia.de comparacidn, el cabo de 14 dies. La dosis aplicada pere determi-
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nar la megnitud de los efectos secuncéerios fé eleside de mmnera
que con I, II y III se obtuviese: el mismo efecto inhibidor Ge la in-
flamacidn. Como compuesto standardse volvid & utilizar aqui también
el acetato de hidrocortisona. Log resgultados, en particular'los co—
cientes Gel efecto sorp.endentemente bajos, revelanm que lis sustan-
cias sugeridss por. el inveato presentan propiod;des clorzuente més
favorables que les sustancias comﬁarativas ITy IIT en cﬁaﬁto a2 los
efectos secundérios no Lesecados. - '

Preciscmente debido & los efectos secundarios decidiceien-
te dinferiores, en particular sobre el cfecto ﬁei consuma de gl ¢é-
geno, €l efecto catabdlico e inhibidor suvrarrenal, los comnpueshos -
sugeridos por el invento son awlicables, no solo »ara el traivumiento
de enierwedades inflematorias externcs, »or ejemplo eniermedades ¢e
la piel de toda clazse, sino tenbién nera curar inflemaciones inter-
nes, tales como wor ¢ jemplo nefritis, hepatitis, poliartiitis, entre
otras, después de la zplicacién por via oral.

fn le medicina préctica, las sustaucics sugeridas por el
invento se eplican en las formes corrientes de céeinistracidn, por
ejemplo en forma de pomada, polvo o tintura pera lo aplicacién exter-
na, 0 en forma de tableta, polvo, suspension, cédpsula, o Famnbién inyec
table para la eplicacidn interna. Los medicaicntos se prépéran tratan_
do lz sustancia activa, por los i18%0dos ya conooidos, con leos sustan-
ciag de gonorte corrientes en 13: farmacopea galéﬁica.

ESEMPLO 1 (procedimiento 1)

e .

a) Fabricceidn de acetato de 6—X-fluor-16 —metil-4,9(1l)-pregnadien=-

21=-0l1-3,20-dion=21
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10 g de acetato de 6°<-lluor-16o(-metll-4-prcgnen-ll ﬁ
21-3i01-3,20-dion-21 se diswelven en 8,8 ml Ge piridina y 50 ml de
dimetilformamida ¥, bajo nitrégeno, se calientan hasta + %QQ. A |
este se efiaden 4,42 ml de cloruro de metilo y se conserva 30 minutos
a 80-85¢. Después del enfriamiento hasta 202 se iftroduce la solu-
cién, ezitando en 900 ml de agua helada. El'nrecipitado se aspira .

y se seca. Producto bruto 9,25 g ( rendimiento 97,5 % del teorlco)
Punto de fusidn 160/64-679 >x_. 4 112,32 CHC1

¢ D 3
234 = = 15 100

b) Fabricacion de acetato de 6R —flnor—9 X —bromo-16 X—metil-4=pres—

nen-11 B ,21-3i01-3,20~dion—21

| A uwna solucidn de 10 g de acetato de 6% —fluor-16 of—metil-—
4,9 (11)-pregnadien-21-0l-3,20-dion-21 en 125 ml de dioxano se agre-
ga, a 4+ 20°C una solucidn de 6,02 g de dibrondimetilhidantoina en |
10 ml de agué destilada Yy 25,4 nl de'dibxano, ¥ se sigue removiendo
qurante 10 minutos. Iuvego se afiade una solucidn de 0,845 ml de 4ci-
do percldrico en 13,4 ml de agua destilada, y en intervalos de 15
minutos se titula cada vez 2 ml de la mezcla reéccionante con solu=-
01on de Na25203 1/10 n frente 2 almidén. 21 tiempo de reaccidn (60~
75 minutos) termina cuando no se consume ya nada de HORr. Para la neun-
tralizacidn se agregen 3,77 g de acetato sddico 3 H20 ¥y 2,42 g de
sulfito sédico disueltos en 25 ml de agua destilada, ‘no debiendo pa-'
sar aqui la temperatura de 238 como mAximo. Después de la neutraliza-
cibn, el ensayo con papel almiddn de yoduro potésico tiene“ que resul=
tar ne gativo, y el valor pH tiene que oscilar entre 5,6 y 7. Después sc¢
afiaden 150 ml.ae wmetanol. El precipitado 1norgan1co se asplra y el
residuo del filtro se lava con una mezcla de 26,8 metanol:dioxano

(1:1). Al filtrado se affaden 442 ml de ague destilada, bajo remocidn
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simu;ténéa, a ¢ 152C. El precipitado se agita durante 2 horas g

+ 52, y la sustancia precipitaca se aspira y a 2092 se seca 2l va-
cio por.intefmedio de KOH. ‘
Rendimiento 10,8 g (8645 % del tedrico) progucto bruto

Punto de fusidn: 162/164 Gisgregazcidn.

c) Fabr10aczon ae acetato de 6Ci-°luor-16d.—met11—98 ,llp —0xido-

ah

-pregnen-21-ol-3,20-a10n-21

& una solucidn de 8,7 g de acetato potdsico en 104 ml
de alcohol etilico se afieden a 502C 10 g de acetato de 6 X—fluor-9e« -
bron-16 A -metil=4-pregnen-il @ ,é1-ﬁiol—3,20—dion—21 Yy se hierven
duraste 75 winutos al reflujo. Después Gel enfriamiento hasta 102G
se afiade.. a gotas 247 ml Ge agua, Ge manera que lea temperatura de
la solucidn reaccionante no pase de .4 152C. A continuacidn se sigue
removiendo durante 2 horas con reirigeracidn por hilo simulténea, y
se aspira. EL producto bruto es recristalizaco a partir qe mefanol
afiadiendo al m$ mo tienpo carbnn.
Rendimientos 7,32 g (88 % del tedrico)

4 = 13 000; puhto de Tusidn 193/154 5-1569 [375 + 72,19

237
(CH013)

d) Fabricacidn de acetato de 6% ,9X =difluor-15% ~aetil-4-piregnen—

11 B, 21-diol-3,20-dion=21

A una amezcla de 90 wl de cloroiormo-y'lG ul de etanol se
afiaden a 0°C & ml de &cido flﬁorhidrico, y seguidaﬂente en el irans-
curso de 15 winutos se agregén una solucién ge 1C ¢ de acetato de
6 X= fluor-loct —metil=g 4 2118 -oxido~4-pfeguen—21-01—3, 20-aion=-21
en 90 ml Ce cloroformo. Luego se sigue removiendo durante 2 horas a
0 hasta 59. Para la neutralizacidn se aliaden, a + 52C couc wéximo,

30,75 g de cérbonato poidsico disuelto ea 30 ml de agua. Po. adi-
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tralizecidn hasts pH 6,5. La solucidn de cloroformo se vuelve & la-
var con agua, Se seca y ée concentra al vacio a sequedad. £l residuo
se recristaliza primero & partir de wetanol-cloroforio atiadiendo

5 de paso carbdn y seguidsmente a pertir de cloroformo-benzol.
Neadimicntos 5,0 g (47 % del tedrico)
Panio de fusién: 229/32-342 oy + 133,89 03013

g = 16
' 233 16 000

e) ZFabricecion Ge 6,9 A=difluor-16X —metil-l,4-pregnadien=118,

10 . 21=diocl=-3,20~dion

Con 3Bacillus lentus, Mitante 1B 204 deshidrogena en posi-
cién 1,2 ecetato Ge 16¢( —uetil-6 X ,9X ~difluor-4 pregnen-118,21-
/ di_ol-s,zo-dion-zd ( puato de fusidn: 229/232-2342 desiniegracién),
con lo que el mismo tiempo se saponiiicea el jrupo aceitato 21. (o
15 | obstante, tajo las misﬁas concgiciones se puéde_ iniroducir taabién
el compuesto livre 21~0H).
Para ello, un fermentador de acero inoxidable e 50 litrog
de capacidad se cargd éon 30 1itros Ce oéldo‘nuﬁritivo éompuesto de
0,1 9% Ge extracto Ge kvedura 0,5 % Ge cornsteep y,0,2_% ae glucosa,
20 sé esteriliza por calentemiento <e media nora nasta 12080 y después
del enfriamienic se inocul2 con una suspensién bacteriazina de Jacillus
lentus LB 234.
Despuds Ge suumenter durente 24 horas a 282C bajo remocidn
simulténea (220 rpm) y eireacidn (1,65 m3/hora) se touman 1,8 liiros
25 del culvivo p’oducido, vajo condiciones estdiiies y se pasan a un fer-
* wsentador ce idéntvico tamafio con 28 litros del mismo caldo nutritivo

egiverilizadoe.
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(Al mismo tiempo se afiaden 6 g de :wcetato de 16> -uetil-

6°\,9Cx-d1fluor-4 prcanen-l_‘ﬁ 21-dicl=3,20-dion=-21 en 200 wl ce

dimetilforuemida, y se fermentan Gurante 50 horas vejo lus wismas

condiciones.
#1 cubso de la iermentacidn se va controlsndo con la to-

ma Ge muestras, yue se exiraen con metilisovutilcetona. Los exirac
\ .

" tos fueron analizados por cromatografia de capa delgada (sistemas

benzol/acetato de etilo 4:1).

Por tratumiento anélogo al ejenplo 11 Ge la pztenie prin
ci?él 4se obtieﬁe un residuo olebso-ériétalino, que es cfgméfﬁgpg
fiado en gel silicico. Con ucetato de etilo-cloroforuwo 1:2 se elu
ye el 16k ~metil=6 o, 9 -Gifluor~1,4-pregnadien-1l §,21-Giol-
3,20—dion, el cual se reerisitaliza a pariir Ge acetato e etilo/
éter y luego funde a 240/242-2442C (rendimisnto 60 %);

€. .. = 16

BEJEIPLO 2 ( Procedimiento 2)

o A et i, D e e e et 20 . e e, e e ot ot
s e S s e . s, S i, o ey A o e

a) TPabricacidn de acetato de 6X =Fluor-16% —uetil-1,4,9(1l)=preg=

natrien-21=0l-=3, 20-dion-21

10 ; de acetato ce o°‘—fluor-l6°(—metll—l s4-pregnadien-

]J.ﬁ 21-d101-3 20-~diona se deshidratan tal coi0 se describe en el

ejemplo 1 a).

Punto Ge fusidnt 164-155¢ ( a pértir de iuetanol) &238 = 16 750

b) ZFebricecidn de ascetato de 6%Fluor=9N ~brom-l6-metil=l,4-preg-

nagien-11 B ,21-ai0l-3,20-dion-21

. 10 g de 6 A-fluor-16™ -metll—l 4 9(1_'|)-pregnad1en-21-ol-
3 20-d10n—21-acetato se transiorman en ofomhldrlnu del moGo que se

describe en el ejemplo 1 b).
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c) Fabm.caclon e acetato de 6X —fluor—-15 —me u11-9j LllB—O 4 do=

1,4-2re@ad1en-21-ol-3 20-dlon
10 g de zcetato Ge 6 A~fluor-¢ X-brom-16 X-metil-1l,4-

pregnaq:i.en—{!.lﬁ ,21—diol-3;20-dion-21 se iretan al estado de epd-
xido 9,11, del modo que se Cescrive en el ejemplo 1 c)
Producto bruto, punto de fusidn: 145-149¢

8239 = 14 300

d) Febricacidn ge scetato e 6 X,9o{ —Aifluor—160¢ —metil=1, -

pregnaedien=1l § ~diol-3,20~dion-21

| 10 g de acetato Ge-6x~fluor-16 Remetil-9 B ,11p —éxido-
1,4-pregnadien-21-01-3,20~dion~21 se traten con. dcido fluorhidri-

co del modo que se describe en el ejemplo 1 d). EL yroducto bruto

fué recristalizado a partir de zcetato de etilo.

Punto de fusidn: 259/260-261,5¢ ‘5233 = 16 400

EJEFLO 3 (Procedimiento 1)

R R N R S e o e o S e e o 2

a) DPabriczcidn de 6X-=fluor-16% -metil-4i-pregnen-11X ,21=diol-3,2C~

diona
Un fermentador de ccero inoxicdable de 50 litros de copaci-

dad fué cargado con 30 litros c¢e un caldo nutritivo coupuesto de

4,4 ¢ glucosa .
1 % Cornsteep liquor
0,3 § NaFoO,

0,1 5 KHPO,
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esterilizedo nor calentsmiento Go media hora husta 1202, y después

del enfriamiento fué inoculado con une suspensién esporifera de
Aspergilius ochrhcevs, obtenida por lavado de un cultivo de mazor-
cas de 7 dlas ( 15 g maiz) asroxizadcuente con lOC nl de solucidn
fisioldsica.

Despuds de un aumento de 1 dfa a 309 bajo remocidn (220
rpm) y aireacibn (1,65 w3 /nora) simlténeas, se toman bajo don-
diciones estériles 1,3 litros del cultivo zroducido y se paéan
a un fermentador de idéntico tamefio con 28,2 1 de un caldo nutiri-
tivo de

1 % glucosa

1 ¢ harina de soja.

T¢5 & Ge 6X =fluor-16 X-metil-4-pregnen-21-0l-3,20-diona se di-
suelven al misuwo tieuvo en 10C ul de etanol, y bajo las nismes
condiciones se feruentan duranie unas 48 noras.

El curso Gec la TFermentacidn se controla wor tomes de
muestira, las cusles se extraen con wetilisobutilcetona. Los ex-
%ractos se anslizan por cromatografia de capa delgada.

Después Ge term1nuda 1@ ;eraent901on ge termine la pre-
parac1on del modo que se descrlbe en el egemplo 11 a) de la pa-
tente principal. Z1 producto bruto puede ser recrisiteélizado sin
cromatografia = partir de acetato de etilo.

Punto de fusidn: 178,5-179,5¢ £ 237 = 14 800

-~

b) Tebricecidn de acetato de 6 X=fluor-16A —metil-d-vregnen-11% ,

21-diol-3,20-dion-21

10 g de 6% —fll_,lor—1 6 A -metil-4-pregnen-11 K,21-diol-
3520~diona se ‘disuelven en 20 ml de dimetilformamide, y vajo re-

mocidn simmlténea se mezclan con 600 ng de Eb(CH3COO)2.3.H20 v
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8 ml de scetanhidrido. Después de remover reguidamente durente

2 horas a temperatura ambienie se vierte la solucidn reaccionante
en azua. Z1 precipitado resvltante se aspira, se seca y se recris-
teliza & nortir de acetato de etilo-dter isopropilico.

&hn.o de fusidn: 169,5-1702., 523% = 14 900)

¢) Fabricceidn de acetato de 6 A ~fluor-16 X —metil-4,9-(11)~presna—
dien-21-0l-3, 20-dion-21

A una solucidn de 10 g de ucetzto Ge 60(-¢lvor-160(—
metil-4-yregnen-11X ~21-diol-3,20-dion~-21 en 100 ml de piridina
se agregan & 20°C 4,22 g de bromoacetamida y luezo se ""muevondurar
te 10 uinvtos. Después ael enfriamiento hasta + 52C, a esta tem-
peraiura seintroduce gas 302 en la solucidn hasta éue sea negativo
el ensayo Ge la mezcla reaccionante con parvel almiddn de yoduro po-
tdsico. Durante la introduocién de gas se vreocipiie sustancia en
la mezcla reaccionante. Se foruwa una espesa papilla cristalina.
Para completar ls ﬁ“eciniﬁacién, después de terurinar la intwo-
duccidn de gas se agresan 200 ol de egua a - 108, 1 precipitado
ge aspira después de renosar variuas horeas, se lava'éonvécido
clorhidrico diluido cora librarlo de ie piridina y luego con agzua

a neutralidad. 1 rroducto bruto se rocristuliza a =ertir de cloru-

ro de wmetileno=-acetato de c¢tvilo.

Punto e fusién 160/65-68¢ . £, =15 200

’

Su tratvamiento posterior se describe en el ejemnlo
BITITLO 3 ( Pro cedimiento 2)

e

8) Fabricocidn de 6X =Fluor-l6R-metil~l,4-pregnadien=11X,21—

diol~3,20-~diona
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7:5 g de 6o<-fluorf16°<'—metil—4—pregnen—ll°< +21-diol-
3,20~dione se ferumentan con Becillus lentus tal couo se (escribe
en el ejemplo 1 ¢). EL producto bruto puecce ser recristorizado sin
cromatografis a partir de scetato de tilo~&ter isopropilico.

e
Punto de fusidns 255/25'-7-2609 5237' = 16 200)

b) Fabricceidn ce icetato de 6X —Fluor-16R —zetil-},4-pregnadien—

11%,21-di0l-3,20-dion-21
10 & de 6 =Fluor-160 -wetil-1l,4-proguadien-11 ,21-diol~

3,2C-diona se escetilan selectivauente oi p,osiéién 21 Gel modo que se
explica en el ejemplo 3 b). |
(Punto de fusidn: 230/233-2352 52;7 = 15 800 )

-

¢) Febricucidn e ccetato de 6 =fluor-16 X -netil-l,4,9(11)—pres—-

natrien-21l-0l-3,20-dion-21 -

10 g de 6X -Fluor-16& —uetil-1,4-pregnadien-11 % ,21-diol-
3,20-diona se ieshicdrataon Gel 11060 gue se <egeribe en el ejcunlo
3¢l .

Punto de fusidn: 164-1652 ( a vartir ge petanol) 8238 = 16 :fso

El “51°atamienfo noeterior sc realiza wel wodo ¢uc se -i-es-

crive en el ejendlo 2 ¢) - d).

¥ o T A

Se reivindica coao nuevo y de ropia invencidn.

1.~ lejorus introduvdicas en el objeto cde iz puienie yrin-
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cipal ndm. 273.764 sobre procediniento nere la

1,4 .
a 16 -mctil-esteroices, curucterisedes por+ue =rre 1o Iihri-

cacidn de 16dh ~rctil- A'l’”f-éregnaa'ien-llg ,21-Gi0l-3,20-dionas

' 0
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