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El invento concierne & un procedimiento pars la pre-
paracidn de nuevos le-~hidroxiesteroides farmacoldgicamente ac-
tivos, para medicamentos que contienen estos compuestos.

Los nusvos lo-hidroxiesteroides obtenidos por el prg

5 cedimiento de acuerdo con el invento estén caracterizsdos por

ls férmule general I

(1),

en donde Rl significa un grupo metile o un grupo etilae, R2 ]
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R3 significan dtomos de hidrdgeno o grupos slcancilo con 1 a 8
&tomos de carbono y R4 significa un &tomo de hidrdgenoc o un hj
drocarburo con 1 a 4 &tomos de carbono.

De acuerdo con el invento, los grupos R2 v R3 pueden
ser igusles o diferentes entre si. Como grupos slcanoilo spro-
piados R2 v R3 se mencionarén a modo de ejemplo: el grupo for-
milo, el grupo acetilo, el grupc propionileo, el grupo butiri -
lo, el grupo pentanoilo, el grupo hexenoilo, el grupc heptanoi
lo y el grupo octanoilo.

Como un radicel hidrocerbonado R4 debe sntenderse, -
por ejemplo, un grupo metilo, un grupe etilo, un grupo vinilo
o un dgrupo etinilo.

El procedimiento de acuerdo con el invento paré la ~
preparacion de los nuevos lo-hidroxiesteroides de la férmula =
general 1 esté caracterizado porque se farménta un compuesto =~

de la fdrmula general II

(11)

en donde Rl ¥ R4 tienen los significedos arribs mencionados,

con un cultivo de hongos de los géneros Rhizoctonia, Calonec-
tria, Glomerella, Aspergillus, Corticium, Septomyxa, Mucoxr, =
Isaria, Irpex o Fusarium, y en caso Heaeado se esterifican -

grupos hidroxi libres.



El procedimiento de acuexrdo con el invento puede llg

varse a cabo por ejemplc utilizando las siguientes cepas de -

hongos::

Rhizoctonia seleni
Glomerells glycines
Glomerella fusasroides

Calonectris decore

(ATCC 10154)
(ATCC 11871)
(ATCC 9552)
(ATCC 14767)

Aspergillus clavatus (ATCC 9598)
Aspergillus fumigatus (CBS 11046)
mt, helvola

10
Aspergillus carneus (CBS 49465)
Aspergillus terreus (ATCC 10020)
Aspergillus conicus (IFO 4047)
Corticium sesakii (Univ.Tokio 9005)
Septomyxa affinis (ATCC 6737)

15 Mucor griseocyanus (ATCC 1207b)

 Mucor genevensis (ATCC 8976)

Mucor spinosus (CBS 29563)
Issrie farinosa (ouT 4098)
Irpex lacteus (IFD 5367)

20 Fusarium ciliatum (CBS 132395)
Preferiblemente apropisdos sop‘Edunectria decoras,

Aspergillus clavatus y Mucor spinosus.
La realizacifn de la hidroxilacidn se efectla de
acuerdo con métodos que se utilizan ususlmente para la hidyg-
25 xilacidn microbioldgice de esteroides con cultivos de hongos,

Asi, en primer término, se determinan en general eqp
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a&uda de.ensayos previes usuales las condicignes de fermenta-
cifn més favﬁrables, tales como por ejemplo la seleccidn del
medio nuﬁricio més favorable, del disolvente apropiade del '-
substrato, de la concentracidn del substrato, de las condicig
nes técnicas - tsles como tsmperatura, airescidn, pH - y de los
tiempos Optimos para germinacién, adicidn de substrato y con ~
tacto del substreto con la enzima ael microorganismao, por me =
dios analiticos, especialmente por crometografia en capa delga
da,

En asté ceso se he mostrado que es conveniente em -
plear concentraciones de aproximademente 50 & 1.000 mg de subg
trato por litro de medio nutrieio., El velor del pH es ajustedo
preferiblemente a un valor dentro del margen de 5 a 7. La tem-
perafura de cultiv; se encuentra en general en-el margen de 20
a 40%C, preferiblemente de 25 a 35°C, Pare la aireacidn se in-
t;oduce eproximadamente 1 litro de sire por minute y por litro
de caldo de cultivo. La transfprmacién del substrato se vigils
convenientemente mediante andlisis por cromatografia en capa -
delgada de extractos de muestra., En general, después de 20 a
120 hores se han formadoAya cantidades suficientes de esteroi-
de hidroxilado.

En el caso de la hidroxilacién microbioldgica se for
man con frecuencia, ademés de los lo-hidroxiesteroides de la -
férmula genersl I de scuerdo con el invento, también los 1f-
hidroxiesteroides isdmeros.

El sislamiento y la purificacidn de los productos del

pracedimiento se efecta de manera en si conocida. Por ejemplo,
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se pueden égtraer los productos del procadiﬁianto con un disol-
Qente orgénico, tal como metiliscbutilcetons, se pusden eoncen-
trar sl extrecto por évaporacién y se puiden sepsrar y purifi -
car los prnduﬁtas del procedimiento mediante cromatografis en
columna, .

Con syuda del procedimiento de acuerdo con el inven~-
to se pueden preparar, por ejemplo, los siguientes l«,178-dihi
droxiesteroides de la fdérmula general I:
la lo,17p~dihidroxi=4=estren=3-ona;
la le¢,17B-dihidroxi=18-metil~4~estren~3-ona;
la lof,17B=-dihidroxi-17o(~metil=d~estren-3=one;
la le,173~dihidroxi=-170,16~dimetil=4-estren=3~ona;
la 1«,17p-dihidroxi~l7«~-etinil=-4~estren~3~one y
la ld,1l7B-dihidroxi-18-~metil-l7o-etinil-4~-estren-3-ona.,

Le esterificacién de los grupos hidroxi libres, que
eventuslmente se efectla a continuapién, se llevs a caho de -
scuerdo con los métodos gue usualments se utilizan en la qui-
mica de los esteroides pera la esterificacidn de grupés hidro
Xi secunderios y tercisriocs. Como método_aprnpiado de esteri-
ficacidn se mencionaré por ejemplorla resccidn de los esteroi
des con anhidridos de &dcidos o caﬁicloruros de 4cidos en pre-
sencia de cetalizedores bfsicos = tales como bicarbonato de -
sodin, bicarbonato de potasio, carbonsto de potasio, hidrdxi~
do de sodio, hidréxido de potesio, piridina, lutidina, colidi
na, o d~dimetilaminopiridine =,

Los nuevos la~hidroxiesteroides de la férmula gene=-

ral I son sustancias farmscologicamente activas., Fstos mues ~
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tran un espectro de efectos similar al de los esteroides no.
hidroxilados en ﬁgsiciéﬁ 1, a partir de los cuales son pre;
parados aquellos, es decir, los nueves compuestos tienen un
efecto gestégeno muy intenso., En comparacidn con los compugs
tos no hidroxilados en posicién 1, sin embargo, estd clara -
mente debilitado el efecto secundario andrégeho.'ﬂdamés de -
ello, en el caso de los compuestos segin el invento aparece
un efecto estrdgeno, Por rezdn de estas propiedades los nue-
vos compuestos son sustancias actives mu& valiosas.,

Para el uso terapéutico los nueves compuestas son
transformados con los aditivos usuales en la farmacia gaéni=-

ca, con sustancias excipientes y agentes correctoreé del sa-
bor, seqin métodos en si conocidoe, en las-foémas medicamen-
tosas usuales, Pare laz administracidn por via oral antran‘en
consideracidn especialmente tebletas, gragess, cépsulés,pil-
doras, suspensiones o soluciones, y pere ls edministracidn =
poxr via parenteral entren en consideracidn en especisl solu=-
ciones oleosas, tales como por ejemplo aceite de sésamo y sg
luciones en aceite de ricino que eventualmente contienen adi
cionalmente también un agente diluyente, tal como por ejemplo
benzoato de bencilo o alcohol bencilicn. La concentracidén de
la sustancia activa en los medicamentos formulados de .este -
modo es dependiente de 1a forma de administrecidn.
Los nuevos medicamentos son apropizdos como anti-

conﬁeptivos orales, para la terapia de las irresguleridades del
ciclo y como preparados para menopdusias. Pueden ser utiliza=-

das como anticonceptivos por via orsl también sin ninguna adi
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cidn de agentes estrdgenos. Evidentemente se pueden emploar

" tembién combinacjones de los nueves gestégenos con estrdge=

nos conocidos,
Los siguientes ejemplos de realizacidn sirven para

explicer el procedimiento de acusrdo con el invento.

EJEMPLO 1

B

Un matraz Erlenmeyer de 2 litros, que contiene 500
ml de una solucidn nutricia, esterilizade an-un aytoclave a
120°C dursnte 30 minutos, a base de 5% de glucosa, 0,5% de -
1iquido de waceracién de maiz, 0,2% de nitrato de sodio, O0,1%
de dihidrégenmfnsfato potdsico, 0,05% de clorure de potesio,
0,05% de sulfato de magnesio y 0,002% de sulfato de hierro
divslente, es inoculado con un cultivo liofilizade de Caloneg
tria decare (ATCC 14767) y es agitado durante 5 diss s 30°C
sobre un agitador rotatorie. Con este cult@vo previo se ino-
cula luego un fermentador de 20 litros, que esté lleno con -
15 litros de' un medio estsrilizedo & 121°C y 1,1 atmésferas
manométricas con la misma composicidn que la del culiivo pre=
vio, Con adicidén de Silicon SH como agente antiespumante se =
germina‘a 298C con @ ireecidn y agit8ci6n durante 24 horas. 1
litro del caldo de cultivo es transferido en condiciones es-
tériles a 14 litros dé un medio nutricio, esterilizedo como

arriba ge indica, con ls misme composicidén y €s cultivado en

" las mismas condiciones. Después de 12 horas se sfiade una so~

lucién filtrada de modo estéril de 7,5 g de 17B-hidroxi=-1T7c¢-

gtinil-4-astren-3-ona en 75 ml de dimetilformamida y se con-
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Después de cohversecidén complets del substrato em-

plesdo (3.B horas de tiempo de contecto), el contenido del fsp

mentador es extraido por sgitscidn dos veces, cede vez con =
10 litros de ﬁetiliaobutilcetona, y el extracto es concentrg
do por evaporacidén en vecio & una temperatura del bafo de ~
502C, El residuo, para la eliminscién del sgente antiespuman-
te, es lavado verias veces con hexano y finalmente es cromato~

grafiado sobre une columna'de gel de silice mediante el gra-

" diente de cloruro de metileno - cloruro de metileno/ascetona

8 + 2, Después de cristalizaci6n en acetona/isopropiléter se
chtiene la 1«¢,17f=dibidroxi-17o(~etinil-4-estren-3-ona de pun-

to de fusidn 207 a 208:C,

EJEMPLO 2

100 mg de lo,17B=dihidroxi-lT¢=etinil-4~gstren=3=-
ona son mezclados con 3 ml de piridine y 0,3 ml de anhidrido
de &cido Epético y son agitados durante 20 horas e 30 hasta
352C, La mezcla se concentra en alto vacio, el residuo se re
coge en acetato de etile, la fase en acetato de etilo sa.la—
va, se seca, se concentra en vacio, y se obtiene la 178-hidra
Xi-la~acetoxi-l7e=etinil~4=-gstren~-3=ona en forms de aceite =

incoloro,

EJEMPLO 3

Un metrez Exlenmeyer de 2 litros, que contiene 500
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- ml de una solucién nutricia, esterilizada en un autoclave &

'129C durente 30 minutos, a base de 3,09 de glucoss, 1,0% de

liguido de macerecién de meiz, 0,2% de NaNO,, 0,1% de KH,PO,,
0,2% de K,HPO,, 0,05% de MySO,, D,002% de F'eso4 y 0,054 de

KCl, es inoculado con un cultive liofilizado de la cepa As=-

pergillus clavetus {ATCC 9598), y es egitado dursnte 2 dias

a 302C sobre un egitedor rotatorio, Con este cultive previo
se inocula un fermentador de 50 litros, que estd lleno con
30 litros de un medio esterilizédo e 1218C y 1,1 atmosferas
manométrices con la misma composicidn que la del cultivo pre-
vio, Con adicion de Silicon SH como agente antigspumante se
germing & 299°C, con aireacidn y .agitacién dursnte 72 hores.

900 ml del caldo de cultivo son transferidos en -
condiciones estériles & 14 litros de un medio nutricio, éstg
rilizado tal como erriba se indica, con la misme composicidn
y es cultivado en las mismas condiciones, Después de 24 ho;
ras se affade una suspensidn esterilizada, finisimamente moli
ds en pressncia de Tweeé:)aﬂ acuoso, de 7,5 g de l7«=etinil-
17p-hidroxi-18-metil-4-estren-3-ona en agus destilada, y se
continda germinando.

El trenscurso de la trensformacidn es vigilado me-~
diante sndlisis por cromatografia en capa delgede de los ex=-
tractos en metilisobutilcetons de muestraes del fermentador.
Después de un tiempo de contacto de éproximadamente 90 horas
seté completada la conversién., EL micelio de hongo es sepers
do por filtrecidén y el producto filtrado del cultivo es ex-

traido dos veces, cada vez con 10 litros de metilisobutilce-
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tona, Paralelamente a ello el micelio separado por filtracidn
es agitado varias veces con una mezela de metilisobutilcetona,
acetona y aqua y de este modo es extreido,

7 Las soluciones orgénicas del extracto son reunidas

y concentrades haste sequedad por evaporacidén en vecio a uns

‘temperatura del bafio de 502C., El residuo remanente se lava -

varias veces con hexano y finalmente se cromatografia sobre

una columna de gel de silice, Para la purifiﬁacién adicional
se recristaliza el producto en cloruro de metileno/benceno y
el solvato en benceno, para la eliminacidn del benceno, se ~
disuelve y precipita una vez mas en stanol/agua. La 17a~eti=
nil=lo,17f~dihidroxi~1B-metil-4-estren-3-ona pura funde 8 ~— ‘

1808C,

EJEMPLD 4

500 mg de l7«¢-etinil-let,17B-dihidroxi-1B8-metil-4-
astren-3-ona son disueltos en 10 ml de piridina, se safiaden
0,5 ml de anhidrido de écida acético y se deje repﬁsar dursnte
30 horas en la nevera, Paré completar la reaccidn se agita e
continuacidn durente algunas horas més 8 la tempersturae em-
biente, Después de ello la mezcla de reaccidn es concentrads
por evaporacidn en alto vacio, el residuo es recogido en ace-
tato de etilo y es lavado & neutreli&ad con agua destileda,
Después del secado sobre sulfato de sodio y de éoncentraciﬁn
de -la solucién en acetato de etilo se obtiene la-scetoxi=17u=

etinil=17p~hidroxi-18~metil~-4-gstren=-3~ona,
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EJEMPLO 57

-
S E————————

650 mg de l7d—etinil-ld,17ﬁ-dihid£oxi-1B—metil—4-
estren-3-ona son recogidos en 15 ml de piridina, se afaden 2
ml de anhidrido de dcido enfntico y se agita durante 16 horas
a la temperatura embiente. A continuscion la mezcla se concen
tra en alto vacin, el residuo se recoge en acetsto de etilo y
se lava & neutralidad con dgus destilada, Después de la con-
centracion de la fase en scetato de etilo secade queda como
residuoc l7o~etinil-lo~heptanoiloxi~17f~hidroxi~18~metil~4-eg
tren-3~-ona en forma de aceite débilmente emerillento.

»

EJEMPLO 6

s e it

300 mg de 17«~etinil=le,l7B~dihidroxi~4-egtren~3~
one son mezcledos con 10 ml de piridina y 1,5 ml de anhidride
de dcido ecdtico y sgitados basjo nitrégeno & le temperatura am
biente durante 4 ?ias. Después de sllo la mezcle de resccidn
es concentrads poxr evapnracién: en alto vecio, el residuo es
recogido en acetsto de etilo y es lavado @ neutralidad con -
agua destilada, Después del secado sobre sulfato de sodio y
de concentrecidn en vacio de la solucidn en aceteto de etilo
se obtiene l7¢~etinil-le,l7PB-diacetoxi-4-estren-3~ona,

Anélogsmente se obtiene l?a-etihil-lx,l7§-diaceto-
%i=l8-metil-4-estren-3-ona B partir de lTo=etinil=-lec,l7B-dihi
droxi=l8-metil=4~-estren=3-ona,

N O TA

et A,

Se reivindica como nuevo y de propia invencién,
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1.- Procedimiento pare la preparacién de lod=hidroe

xiesteroides de la férmula general I

(1),

en donde Rl significa un grupo metilo o un grupe etilo; Ré y
R3 significan &tomos de hidrdgeno o grupos alcenoflo con 1la

8 &tomos de carbono; y R, significa un &tomo de hidrdgeno o

un radical hidrocarbonado con 1 2 4 Atomos de carbono, ceracg-

terizo porque se fermenta un compuesto de la férmula general

11

(11},

en donde Rl y R4 poseen los significedos arribe mencionados,

con un cultive de hongos de ios géneros Rhizoctonia, Calonec=-
tria, Glomerella, Aspergillus, Cbrticium, Septomyxa, Mucqr. -
Isaria, Irpex o Fusarium y en caso deseado se esterifican gry
pos hidroxi libres,

2,- "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARALCION DE la-HIDRO
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XIESTEROIDES",
Tal como se describe y reivindica en la presente
Memoria Descriptiva, qus consts de trece hojas escritas a

magquina por una sola cera.

Madrid ,T4- 0T, 1375

3
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