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Bste invento se refiere a un procedimiento
para la preparacion de esteroides de la serie pegndnica.
Més particulermente, el invento atafie a un
procedimiento pera la proparacion de 2steroides de la f§r~

Se mula general
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en la que .

R6 y R9 reproasentan cads uwno, independlentemente, un
édtomo de hidrégeno, de fldor, de cloro o de
bromos

R17 ¥y Rgl representan cada uno, independientemente, un

grupo de hidroxilo o aciloxilos
J
Z representa un grupo de carbonilo o beta~hi-
droximetileno,
y de sus derivados 1,2~dehidro,

° Un grupo de aciloxilo contisne preferente-
mente el radical de un 4cido carboxilico alifdtico o ci-
cloalifdtico, saturado o insaturado, aralifdtico o aromé-
tico; que contiene a lo sumo 20 (y de preferencia a lo
sumo 12) 4tomos de carbono, Ejemplos de tales dcidos son
el dcido férmico, el 4cido acético, el dcido pivélico,
el dcido propibnico, el Acido butirico, el Acido caproico;
el dcido enantico, el 4cido oleico, el Acido palmitico,
el 4cido estedrico, el jeido succinico, el Acido malénico,
el dcido fgmérico, el dcido citrico; el écido ciclohexil-
propiénico, el dcido fenilacédtico y el deido benzoico,

Segun cste invento, los esteroides des la fér-
mula I y sus derivados 1,2~dehidro se preparan
a ) hidroxilando en la posicibn 21 un compuesto de la

férmula general



e

10,

15,

20,

25,

403723

|
C=0

““““ Ry

(11)

en la gque
RS’ Rg’ R17 y %2 ‘tienen el mismo significado que se les
ha atribuido antes,
0 un derivado l,2-dehidro respsctivo;
0 bien
b) oxidando el grupo ll-hidroxflico de un compuesto

de la férmula general

(I1I)

en la que
R6, R17 vy R21 tienen elimlsmo gignificado que se
les ha atribuido antes,
0 de un derivado 1,2~dehidro respectivo, para convertirlo

en un grupo ceto,
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Ia hidroxilacién conforme a la modalidad a)
del procedimiento puede realigarge convirtiendo un cor~
puesto de la férmula II, por tratamiento con yodo y una
base ( como el 6xido dz caleio), en el 2l-diyoduro y ha-
ciendo reaccionar éste con un acetato alcalino en &cido
acético glacial. E1 compuesto 2l-acetoxilico asi obtenido

puede luego saponificarse; por ejemplo, utilizando carbo-

‘nato potédsico metandlico,

Ia oxidacidén conforme a la modalidad b) del
procedimiento puede realizarse utilizando ggentes oxidan~
tos como ol &cido cromico (por ejemplo, reactivo de Jones)

o utilizando piridina /tribxido de azufre (véase Fiesdr-Fie-
gser, "Reagents for Organic Synthesis", Nueva York 1367,
pégina 305).

Los malteriales de partida ds la férmulag” Il

en log que R6 renresenta un 4tomo de hidrdgeno pueden

prepararse segin el Esquema Formulfstico A:
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Los respectivos materiales de partida de la

férmula II que estén halogenados en la posicién 6 se pre~
paran halogenando un compuesto de la férmula IV de manera
conocida,
5. Loz materiales de partida de la férmula 1IT
pueden prepararse por hidroxilacién microbiana de este-
roldes respectivos que estén insubstituidos en la posi-
cién 11, Microorgenismos apropiados para este fin son,
por ejemplos
10, Absidia regnieri y A. glauca
Aspergillus niger
Blakesglea trispora
Calonectria decora
Colletotrichum phomoides

1?5’; Caniothyrium helleborins
Cunninghamella blakesleerna
Curvularia lunata y C. falcata
Fuserium golani, bulbigenum
Helicostylum piriforme

20, Helmigtosporium sativum
Macor hiemalig y M, parasiticus
Neurospora crassa
Nocardia lurida
Pegtalotia foetans

25, Rhizopus arrhizus, Rh. nigricans, Rh, nidulans
Phycomyces blakesleeanus
Streptomyces fradiae
Trichothecium roseum

Ia hidroxilacién microbiang puede realizarse,
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por ejemplo, de la manera siguiente:

Un cultivo de agar inclinado; constituido-
por 10 % de agucar de cafia en 100 cc de extracto de ger-
men de malta y 2,2 % de agar, se inocula con Agpergillus
ochraceus NRRL 405 y se incuba a 280¢ durante 5 dias,
Cuatro matraces de Erlenmeyer provistos de tebiques y
que contienen 100 cc de un terreno nutritivo constituido
por 5 % de glucosa, 2 % de BFdamine y 0,15 % de corn steep
liquor en agua desgionizada se inoculan con una suspensién
de esporas del cultivo anterior, Antes de la inoculaciédn,
se esteriliza la glucosa separadamente del terremo, E1 pH
ge ajusta a 6,5 con hidréxido gédico., £stos cultivos, a~
gitados, se incuban por 36 horas a 282C,

Se esteriliza un fermentador pequeiio que
contiene § litros de terreno nutritivo de la misma compo--
glcidn que se ha usado en el cultivo agitado, Antes de
la inoculacidén, se afiaden estérilmente 400 g de glucosa
en 1 litro de agua desionizada, Luego se'}nocula el fer~
mentador con el contenido de los cuatro matraces sacudi- '
dos y a continuacidén se procede a incubar durante 36 horas,
agitando (400 rpm), a 282 C y aireando con 6 litros de
aire por minuto. La formecién de espuma que se produ-—
ce se combate con aceite de malz, Luego se disuelven 8 g
de 17;2l-dihidroxi~15beta,16beta~metilen~pregn—4~en—3,20~
~diona en 60 cc do dimetilformamida y se afiade la solucién
a la solucién de cultivo. £l curso de la fermentacién se
comprueba extrayendo muestras de la solucidn fermentante,
por medio de acetato de etilo, y analizédndolas por croma-

tografia de capa fina. Ia fermentaci6n queda terminada al
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cabo de unas 37 horas.

De la solucidén fermentativa se separa
la maga de micelio por:filtracidén del czldo de Ffer=
mentacién en Hyflo-Supercel, y se lavan los micelios
seis veces con 1 litro de agua, EL filtrado del culti-
vo gue contiene ol esteroide se une a las lavazas y
se exbtras todo ello cuatro vecés con el mismo volumen
cada vez de cloruro de metileno, en 15 minutos. ILos ex-
tractos combinados se secan sobre sulfato sédico y se
evaporan en vaclo, a 452C, Cromatografiando el residuo
en una cantidad 30 veces mayor de gel de silice, se db-
tienen 5,9 g de llalfa,l7,2l-trihidroxi-l5veta,l6beta~
~metilen-progn-4=en~3,20-diona pura ecluyendo con éter/me-
tanol (9:1); punto de fusidn, 204-205¢ C (en acetona/éter
isopropilico); [alfa]§59= +81¢,

No obstante, los materiales de partida de la
férmula I1I pueden preperarse también por via puramente

quimicas por ejemplo, segln el Esquema Formulistico B:
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Los esteroides de la férmula I y sus deriva-
dos 1,2-dehidro tienen actividad endoerina, y en especial
antiinflamatoria, Por ejemplo, en la prugba de fieltro y
pella en la rata, se demuestra actividad inhibidora de
la granulacién por administracién oral de 3 mg/kg de
llbeta,l7alfa,2l~trihidroxi-l5beta,l6beta~metilen~pregna~
~1l,4-dien~3,20~diona y por administracién subcutdnea de
10 mg/kg de llbeta,l7alfa,2l-trihidroxi~l5beta,lEbeta~
-metilen-pregn~4-en-3,20-diona,

Los ¢jamplos que siguen ilustran este invento,

"EJEMPLO 1

Agitando, se afiadieron 10 g de 6éxido de calcio
a wna solucién de 6,7 g de llbeta,l7veta~dihidroxi~1l5beta,
lébeta-metilen-pregn-4~en-3,20-diona en 50 cc de tetrahi-
drofurano y 30 cc de metanol, En ol curso de una hora sc
afiedid a gotas a esta mezcla una solucibn de 6,15 g de
yodo en 17 cc de tetrahidrofurano, 7 cc de metanol y 2,0
cc de solucibn geuosa al 50 % de cloruro de calecio, mien-
tras se cnfrisba la mezcla & 02 y procediendo de modo que
el yodo se fuera consumiendo continuamente., A continua-
cibn se agitd la mezela a 02 por 4 horas mds, Para la
elaboracidén final, se la filtrd, y ol regiduo retenido
en el filtro se onjuagd bien con clorurc de metileno,
Iuego se virtidé ol filtrado en agua con hielo y se extrajo
con cloruro de metileno., Zste extracto se lavé con so-
lucidn de tiosulfato sbédico y con agua, se secd sobre sul-
fato sédico y se evapord on vacio, Se obtuvieron 9,2 g del
2l~yoduro bruto, el cual se calentd en reflujo durante 2

horas con una mezecla de 200 cc de acctona, 60 cc de trie~
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tilamina y 40 cc Qe deido acdtico, - Se virtid la meszcla
en agua con hielo, se extrajo con cloruro de metileno y
el extracto se lavé con agua, se secé sobre sulfato sbédico
y se evapor6 en vacio. Se obtuvieron 8,1l g del 2l-acetato
bruto; que fué disuelto en 470 cc de metanol y tratado
con una solucibn de 2,2 g de carbonate potdsico en 70 cc
de agua. Se agitd la mezcla a la temperatura del ambiente
por 1 1/2 horas, se la traté luego con 3,5 cc de deido
acético glaecial y se la virtid en solucibn saturada de
cloruro sédico. A continuacidén se extrajo con cloruro de
metileno, se lavé neutramente con agua, se sead sobre
sulfato sédico y se evapord en vaclo, &1 residuo se traté
en acetona con carbdén activado y se recristalizé en ace-
tona/éﬁer isopropflico, Se obtuvieron 4,0 g de llbeta,
17alfa,2l-trihidroxi~15beta,l6beta~notilen~pregn-—4=en~
~3,20~diona pura; de punto de fusidn 218-2212C,
EJSMPLO 2

Se calentaron a 809C por 10 horas 6,0 g de
1lalfa,l7alfa,2l-trihidroxi-~1l5beta,l6beta~metilen~pregn~4=~
—en-3,20-diona con 200 cc de dioxano, 4,5 cc de anhidrido
acético y 2,0 cc¢ do piridina. Se evapord la mezela en
vacio, hasta sequedad, y se cromatografio el residuo en
gel de silice. Con hexaﬂo/acetona (3:1) se eluyeron 4,5 g
de llalfa,l7alfa-dihidroxi-~2l-acetoxi~l5beta,l6beta-metim
len~pregn~4~en~3,20-diona pura, de punto de fusién 219~
-221¢ @,

1,4 g de la 3,20-diona anterior de disol-
vieron en 20 cc de sulféxido de dimetilo y se tratdé la

golucidén con 7 cc¢ de trietilamina, Se afiadié a gotas,

e e s b it st 4R Ao
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en el curso de 10 minutos, una solucidén de 4,3 g-de COMe-
plejo de piridina/tribéxido de azufre en 20 ce de sulféxido
de dimetilo y sc agité la mezcla a la temperatura del
ambiente por 2 horas. A continuacién se la enfrid hasfa
5, 5¢C, se ajusté el pH a 4,5 por adicién de deido clop.
hidrico 5 N y se virtidé la mezcla cn agua. Se extrajo la
mezcla con cloruro de metileno, se lavé el extracto con
agua, se le secl sobre sulfato sédico y se evapord el
disolvente en vaclo., Cromatografiando el residuo en 3102,
10, se aiglé con.hexano/acetona (3:1) 2l-acetoxi~1lT7alfa-hi-
droxi-15beta,lébota~metilen-pregn-4—-en~3,11-20-triona

pura,

REIVINDICACIONES

Descrito ek objeto del presente invento, se declea-
ran nuevas y de propia invencién las sgiguientes relivindi-
15. caclones con prioridad de la solicitud de patente suizp

ne 8514/71 dol 11 de Junio de 1971,

1. Mejoras en el objeto de la pabtente pringipal
n? 386,503 por un procedimiento para la preparacion de es-

teroides de la serie del pregnano de la férmula general
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an la que

R6 vy R, representan cada uno, independientemente, un

’ dtomo de hidrégeno, de flior, de cloro o de
bromo;
R17 ¥y R21 representan cada uno; independientemente, un
grupo de hidroxilo o aciloxilos
y
Z representa un grupo de carbonilo o beta-hi-

droximetileno,

y de sus derivados 1,2-dehidro, caracterizado por:

a) hidroxilarse en la posicidén 21 un compuesto dc la

férmula gencral

17

(1)

en la que
R6’ Rg, R17 ¥y Z tienen el mismo significado que
se les ha atribuido antes en vsta recivindicacibn,
o un derivedo 1,2-dchidro respectivo;
0 bien
b) oxidarse ¢l grupo ll-hidroxi{lico de un compuesto

de la férmula general
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10, en la que
R6’ Rl? y R21 tienen el mismo significedo que
se les ha atribuido antes en esta reivindicacitn,
- 0 un derivado 1,2~dchidro respectivo, para convertirlo

en un grupo ceto,

2. Mejoras, segin la reivindicacién 1, carac-
terizadas por usarse, en calidad de material de parti-
de de la férmula II, la )lbeta,17beta-dihidroxi-~15beta,

l6beta~metilen-pregn-4-en-3,20-diona o su derivado 1,2-dc-
hidro,.

3. Mejoras en el objeto de la patente prineipal
n2 386,503 por "Un procedimiento para la preparacién de este~

roides de la serie del pregnano',

Segin se describe y reivindica en la presente
memoria descriptiva que consta de 14 hojas foliadas y

escritas a maquina por una sola cara..

Madrid, a 10 de Junio de 1972

_ dfslmlr‘gg?&/\7—’

\: Flemado: JOIE F NIETO
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