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DESCRIPCION
Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas sustituidas en el anillo C, asi como formulaciones farmacéuticas que las contienen

El presente invento se refiere a unas pregn-4-eno-21,17-carbolactonas sustituidas en el anillo C, de la formula
general |

Férmula |
en la que

R®” significa un metileno situado en la posicion a 6 By
R significa un atomo de hidrégeno y R"" significa un atomo de bromo, cloro o fltior o
R’y R"" significan en comtn un enlace.

El atomo de hidrégeno R® se encuentra de manera preferida en la posicién a.
El atomo de halégeno R"" se encuentra de manera preferida en la posicion (3.

Como atomo de halégeno R" se prefiere un atomo de fldor o cloro; se prefiere especialmente un atomo de fldor.
Los compuestos mencionados a continuacion son especialmente preferidos de acuerdo con el invento.

11B-cloro-63,783;15B,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,173-carbolactona
63,78;15B,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,17B-carbolactona
63,7B;15B,16B-dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona
6a,7a;15B,16B-dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17p-carbolactona

La drospirenona (6,73-1583,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona) es un nuevo gestageno,
que esta contenido, por ejemplo, en el agente anticonceptivo oral YASMIN® y en el preparado ANGELIQ® destinado
al tratamiento de trastornos posteriores a la menopausia. A causa de su afinidad comparativamente pequefia con el
receptor de gestagenos y de su dosis inhibidora de la ovulacion, comparativamente alta, la drospirenona

/\.(0

o)

\"“

Drospirenona

esta contenida en YASMIN® en la dosis diaria relativamente alta de 3 mg.
La drospirenona se distingue por el hecho de que ella, adicionalmente al efecto gestageno, dispone de un efecto
antagonista de aldosterona (antimineralocorticoide) asi como de un efecto antiandrégeno. Estas dos propiedades
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hacen que la drospirenona, en su perfil farmacolégico, sea muy similar al gestageno natural progesterona, el cual,
sin embargo, a diferencia de la drospirenona, no esta biodisponible por via oral en un grado suficiente.

Por lo tanto, es misidon del presente invento poner a disposicion unos compuestos que dispongan in vivo de una
potencia gestagena mas alta que la de la drospirenona. Esto se debe de manifestar a fin de cuentas en una
dosificacion diaria mas pequefia y debe de conducir a un consumo mas pequefio de sustancia del compuesto activo.
Los compuestos que se han de poner a disposicion por medio del presente invento, ademas de ello, deben de
disponer in vivo de un efecto antimineralocorticoide, que a lo sumo es tan alto como el de la drospirenona, pero que
de manera preferida es mas pequefio que éste.

Ademas de ello, los compuestos conformes al invento deben de ser mas débilmente eficaces como antiandrégenos
que la drospirenona.

Finalmente, los compuestos conformes al invento deben de disponer de una alta estabilidad metabdlica.

Ciertos compuestos, que en el ensayo de conservacion del embarazo en una rata presentan una actividad muchas
veces mas alta que la de la drospirenona, y que, con respecto al receptor de mineralocorticoides procedente de un
material homogeneizado de rifién de rata, tienen una actividad comparable con la de la drospirenona, se desprenden
del documento de solicitud de patente internacional WO 2006072467. En este caso se trata de 18-metil-19-nor-17-
pregn-4-eno-21,17-carbolactonas.

Unos compuestos, que disponen in vitro de un perfil menos disociado que el de la drospirenona en lo que respecta a
su fijacion a los receptores de progesterona y mineralocorticoides se describen en el documento WO 2008000521.
En este caso se trata de 18-metil-19-nor-androst-4-en-17,17-espiroéteres.

Un procedimiento para la preparacion de 3-oxo-pregn-4-eno-21,17-carbolactonas mediante una oxidacion sin
metales de 17-(3-hidroxi-propil)-3,17-dihidroxi-androstanos se describe en el documento de solicitud de patente
europea EP 1 746 101 A1. Una actividad farmacoldgica para estas carbolactonas no se desprende en general del
documento EP 1 746 101 A1. Como un compuesto concreto se menciona solamente la 6,73-153,16B-dimetilen-3-
oxo-17-pregn-4-eno-21,173-carbolactona (drospirenona). Unos compuestos con halégeno en posicion 11 asi como
con deshidro en posiciones 9,11 no se muestran especificamente.

El problema planteado por la misién del presente invento es resuelto mediante la puesta a disposicion de las pregn-
4-eno-21,17-carbolactonas sustituidas en el anillo C, de la féormula general |, que se describen aqui. Los compuestos
de la férmula general | (y en particular los de los Ejemplos 1 y 2) se distinguen por un mejorado perfil de acciones.

Los compuestos conformes al invento se distinguen por una actividad gestagena sorprendentemente fuerte y son
fuertemente eficaces en el ensayo de conservacion del embarazo en una rata después de una aplicacion por via
subcutanea.

Los compuestos conformes al invento de la férmula general | disponen de una actividad gestagena mas fuerte con
una fijacion simultaneamente mas débil al receptor de andrégenos que la drospirenona.

Ademas, se encontré que los compuestos conformes al invento muestran un efecto natriurético retenedor del potasio
(antimineralocorticoide) en ratas adrenalectomizadas.

A causa de su actividad gestagena, los nuevos compuestos de la formula general | se pueden utilizar a solas o en
combinacién con un estrégeno en preparados farmacéuticos destinados a la contracepcion.

Asi, los compuestos conformes al invento de la férmula general se pueden utilizar a solas, es decir sin ningun
estrogeno, para la produccion de unas denominadas POPs (acrénimo del inglés "Progesterone Only Pills" = pildoras
solamente con progesterona). Tales POPs ya son conocidas sobre la base de otros compuestos con una actividad
gestagena, por ejemplo sobre la base del gestageno levonorgestrel en forma del producto Microlut® (28 unidades de
dosificacion diaria que contienen en cada caso 30 ug de levonorgestrel).

A causa de su favorable perfil de efectos, los compuestos conformes al invento son especialmente bien apropiados
para el tratamiento de trastornos premenstruales, tales como dolores de cabeza, desazones depresivas, retencion
de agua y mastodinia.

Sobre la base de su actividad gestagena, los compuestos conformes al invento estan abiertos para oftras
posibilidades de utilizacién, tal como éstas son conocidas por lo general para gestagenos, asi. por ejemplo, para el
tratamiento de trastornos hemorragicos graves, por ejemplo de menorragias y metrorragias, para el tratamiento de la
insuficiencia del Corpus luteum (cuerpo luteo), es decir para el tratamiento de un aborto amenazante, para el
tratamiento de la Pubertas tarda (pubertad tardia) y para el tratamiento de unos estados, que hacen aparecer como
indicada una sustitucion de gestagenos.

Pertenecen al objeto del presente invento, por lo tanto, también unos preparados farmacéuticos, que contienen por
lo menos un compuesto de la férmula general | en comun con un vehiculo farmacéuticamente compatible.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 238923713

Conforme al invento, son preferidos aquellos preparados farmacéuticos, que contienen como sustancia activa
6,7B;15B,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,173-carbolactona o
6,7B;15B,16B-dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17p-carbolactona.

Pertenecen al objeto del presente invento también unos preparados farmacéuticos combinados que, junto a un
compuesto de la férmula general | y al vehiculo farmacéuticamente compatible, contienen un estrégeno.

La dosificacién de los compuestos conformes al invento en los preparados para contracepcion debe de ser de 0,01 a
5 mg, de manera preferida de 0,01 a 2 mg por dia.
La dosis diaria en el caso del tratamiento de trastornos premenstruales se sitia en aproximadamente 0,1 a 20 mg.

Los componentes, sustancias activas gestagenas y estrogenas, se aplican en preparados destinados a la
contracepcion, preferiblemente en comun, por via oral. La dosis diaria es administrada preferiblemente de una sola
vez.

Como estrégenos en los preparados combinados conformes al invento destinados a la contracepcion entran en
cuestion estradiol asi como estrogenos sintéticos, preferiblemente el etinil-estradiol, pero también el mestranol.
Ademas de esto, se pueden utilizar ésteres del estradiol, entre éstos en particular el valerato o también el benzoato
de estradiol.

El estrogeno se administra en una cantidad diaria, que se corresponde en su efecto estrogeno al de 0,01 hasta 0,04
mg de etinil-estradiol. El etinil-estradiol propiamente dicho se utiliza en una cantidad diaria de 0,01 a 0,04 mg en
tales preparados para contracepcion.

Los nuevos compuestos de la férmula general | se pueden emplear también en preparados farmacéuticos
destinados al tratamiento de trastornos pre-, peri- y post-menopausicos asi como en preparados para la terapia por
sustitucion de hormonas (HRT = acrénimo de Hormon Replacement Therapy).

Como estrégenos en tales preparados para la terapia por sustitucion de hormonas pasan a usarse en primer término
ciertos estrogenos naturales, sobre todo el estradiol o sus ésteres, el valerato de estradiol o también ciertos
estrogenos conjugados (CEEs acrénimo del inglés Conjugated Equine Estrogens = estrogenos equinos conjugados),
tal como estan contenidos ellos , por ejemplo, en el preparado PREMARIN®.

Recientemente, también se describio la incorporacion del acido félico (documento WO 99/53910) o de los 5-metil-6-
(S)-tetrahidrofolatos, y de éstos en particular de la sal de calcio del acido 5-metil-6-(S)-tetrahidrofélico (Metafolin®;
documento WO 2006/120035) en preparados destinados a la contracepcion o a la terapia por sustitucion de
hormonas.

Unas correspondientes formulaciones estables de tetrahidrofolatos con un gestageno a solas y sobre todo con un
gestageno y con un estrégeno se describen en el documento WO 2008/003432.

En el caso de los preparados destinados a la contracepcion, el acido félico o el componente tetrahidrofolato sirve
para la prevencion de malformaciones del feto que esta madurando. En primer lugar se trata de la evitacion de NTDs
(acronimo del inglés "Neural Tube Defects" = defectos de los tubos neurales) en recién nacidos, que es una grave
malformacion corporal.

Dentro del marco del presente invento se encuentra el empleo de los nuevos gestagenos conformes al invento,
analogamente a como se ha descrito en las publicaciones precedentes para gestagenos ya conocidos.

La formulacion de los preparados farmacéuticos sobre la base de los nuevos compuestos se efectia de una manera
en si conocida, elaborando la sustancia activa, eventualmente en combinacién con un estrégeno, con las sustancias
de vehiculo, los agentes diluyentes, eventualmente los agentes correctores del sabor, etc., que son usuales en la
galénica, y transformandola en la forma de aplicacion deseada.

Si los nuevos compuestos deben de ser utilizados a solas o en comun con un estrogeno, conjuntamente con el acido
félico o con un 5-metil-6-(S)-tetrahidrofolato, entonces se pueden producir unas correspondientes formulaciones, tal
como se han descrito para gestagenos ya conocidos en las publicaciones precedentes

Para la preferida aplicacion por via oral entran en cuestién en particular tabletas, grageas, capsulas, pildoras,
suspensiones o soluciones.

Para la aplicacion por via parenteral son apropiadas en particular unas soluciones oleosas, tales como por ejemplo
unas soluciones en aceite de sésamo, aceite de ricino y aceite de semillas de algodén. Para realizar una elevacion
de la solubilidad, se pueden afiadir unos agentes solubilizantes, tales como por ejemplo benzoato de bencilo o
alcohol bencilico.

También es posible incorporar las sustancias conformes al invento en un sistema transdérmico, y por consiguiente
aplicarlas por via transdérmica.
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Asimismo, los nuevos compuestos se pueden incorporar, a solas o en comuin con un estrogeno en un sistema de
administracion que pone en libertad a la sustancia activa o a las sustancias activas a lo largo de un prolongado
periodo de tiempo, por ejemplo en un sistema intrauterino (IUS acrénimo de Intra Uterine System), en un anillo
intravaginal (IVR acréonimo de Intra Vaginal Ring) o en un sistema que se ha de implantar por debajo de la piel,
desde donde ellos son liberados progresivamente después de la introduccion del mismo en el Gtero, en la vagina o
después de la implantacion por debajo de la piel.

Farmacologia

Efecto gestageno en ratas ovariectomizadas:

El efecto gestageno se determind tal como se ha descrito en la cita de Muhn y colaboradores (Muhn, P.,
Krattenmacher, R., Beier, S., Elger, W., y Schillinger, E. (1995). Drospirenone: a novel progestogen with
antimineralocorticoid and antiandrogenic activity. Pharmacological characterization in animal models (Drospirenona:
un nuevo progestdgeno con una actividad antimineralocorticoide y antiandrogénica. Caracterizacion farmacoldégica
en modelos de animales). Contraception 51, 99-110).

En este caso se investiga la capacidad de los compuestos para compensar la progesterona que falta y conservar el
embarazo (“conservacion del embarazo”) en animales ovariectomizados, que ya no disponen de ninguna sintesis
propia de progesterona.

Unos animales hembras con un peso de 200-230 g fueron apareados. Los animales fueron ovariectomizados en el
dia 8 después del coito = post coitum (p.c.) y tratados con 5 pg/kg/d de estrona. Los compuestos que se habian de
ensayar fueron afiadidos en diferentes concentraciones (3, 10, 30 mg/kg/d). El tratamiento se comenzé el dia 8 p.c. y
se prosiguio durante 6 dias.

Evaluacion:

Un dia después del ultimo tratamiento se sometieron los animales a una autopsia. El grado de conservacion del
embarazo se calculé mediante divisidon del nimero de los fetos vivientes por el numero de los sitios de implantacién
detectables. Para la estimacion de un feto como viviente era decisiva la presencia de un corazén latiente. La
existencia de ningun sitio de implantacion reconocible (testigos ovariectomizados) se defini6 como 0 % de
conservacion del embarazo.

La DES50 (dosis eficaz del 50 % = concentracion, en la que aparece el efecto semimaximo) se determiné como
medida de la potencia gestagena.

Se encontré que los compuestos conformes al invento disponen de una potencia gestagena, que se situa en un valor
hasta cuatro veces mas alto que el efecto gestageno de la drospirenona.

DEso
Drospirenona 10 mg/kg/d
Compuesto del Ej. 1 2,9 mg/kg/d
Compuesto del Ej. 2 3,4 mg/kg/d

Tabla 1: Efecto gestageno de los compuestos en el ensayo de conservacion del embarazo.

Efecto gestageno en ratas ovariectomizadas, correlacién de valores farmacocinéticos y de efectos farmacodinamicos

Con el fin de describir con mayor precision la diferencia en sus potencias gestagenas, en un ensayo modificado de
conservacion del embarazo se extrajeron adicionalmente en diferentes momentos unas muestras de sangre
destinadas a la determinacion de parametros farmacocinéticos. El tratamiento previo de las ratas se efectud en este
caso tal como se ha descrito en el ensayo precedente. Se desarrollé un modelo de farmacocinética basada en la
fisiologia, mediando utilizacion de los programas PK-SIM version 4.0.1 (de Bayer Technology Services, Leverkusen,
Alemania), GastroPlus version 5.2 (de Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, EE.UU.) y WinNonlin®Professional
(version 5.2, de Pharsight Corp, Mountain View, CA, EE.UU.).

La AUC (acronimo de Area Under the Curve = area por debajo de la curva de la evolucion de la concentracion en el
curso del tiempo), que se habia conseguido durante el experimento, se puso en relacion con el efecto farmacolégico
medido, es decir con la conservacion del embarazo que se consiguio. El modelo permitia de esta manera la
estimacion de los valores de AUCs.

Una diferencia estadisticamente significativa de las potencias gestagenas in vivo entre la drospirenona y los
compuestos conformes al invento se encontré con unos valores de AUCsy mas de 6 veces mas bajos para los
compuestos conformes al invento. Basandose en la relacion entre la exposicion sistémica y el efecto se calculd la
AUC en sangre, que es necesaria para alcanzar un 80 % de conservacion del embarazo en el modelo de una rata
(Tabla 2).
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AUC (en sangre, calculada) en ratas que es necesaria
para conseguir un 80 % de conservacion del embarazo
Drospirenona 1.346 (ug*h/L)

Compuesto del Ej. 1 210 (ug*h/L)

Tabla 2: Exposicidon necesaria para la consecucion de la conservacion del embarazo (calculada)

Efecto antimineralocorticoide de los compuestos en ratas adrenalectomizadas (ensayos diuréticos)

El efecto antimineralocorticoide de los compuestos se determind tal como se ha descrito en la cita de Losert y
colaboradores (Losert, W., Casals-Stenzel, J., y Buse, M. (1985). Progestogens with antimineralocorticoid activity
(Progestdgenos con actividad antimineralocorticoide). Arzneimittelforschung 35, 459-471).

Unos animales machos con un peso de 180-200 g fueron adrenalectomizados y sustituidos con glucocorticoides 5
dias antes del experimento. En el dia 5 después de la adrenalectomia se llevé a cabo un experimento de diuresis. A
los animales se les aplicé por via intravenosa (i.v.) una infusion continda de una solucién isoténica de NaCl mas 5 %
de glucosa. Mediante la administracion simultanea de 1 pg/kg/h de d-aldosterona se consiguié un efecto
mineralocorticoide constante, que era reconocible en la retencién de sodio y en la kaliuresis. Los compuestos a
ensayar se aplicaron por via subcutanea (s.c.) en diferentes dosificaciones (3, 10 y 30 mg/kg), y la supresion de la
retencién de sodio inducida por aldosterona muestra un efecto antimineralocorticoide.

Evaluacion:

Los animales fueron mantenidos en jaulas de metabolismo y cada hora se recogieron fracciones de orina. La
concentracion de iones de sodio y potasio en la orina se determiné mediante un procedimiento de fotometria de
llama, y a partir de esto se calcul6 el cociente de Na/K. Los cocientes de Na/K se registraron en funcion del tiempo y
se determind el area por debajo de la curva [AUC].

La DEsp (concentracion, con la que se presenta el efecto semimaximo) se determind como una medida de la
potencia antimineralocorticoide.

Se encontré que los compuestos conformes al invento tienen un efecto antimineralocorticoide que es desde
aproximadamente la mitad de intenso hasta aproximadamente igual de intenso que el de la drospirenona.

DEso
Drospirenona 6,7 mg/kg/d
Compuesto del Ej. 1 5,9 mg/kg/d
Compuesto del Ej. 2 12,36 mg/kg/d

Tabla 3: Efecto antimineralocorticoide de los compuestos en el ensayo de diuresis.

Efecto antiandrégeno de los compuestos in vitro en el ensayo de transactivacion antiandrégena:

La determinacion del efecto antiandrégeno se llevd a cabo tal como se ha descrito en la cita de Schneider y
colaboradores (Schneider K., Graf E., Irran E., Nicholson G., Stainsby F. M., Goodfellow M., Borden S., A., Keller S.,
Stssmuth R. D. y Fiedler H. P. (2008) Bendigoles A~C, New Steroids from Gordonia australis (Nuevos esteroides de
Gordonia australis) Acta 2299, J. Antibiotics (Tokyo) 61 (6), 356-364).

Para realizar la cultivacion de las células utilizadas para el ensayo, se utiliz6 como medio de cultivacion el RPMI
(PAA, #E15-49) con FCS al 10 %, L-glutamina 200 mM, 100 U/100 pg/ml de penicilina/estreptomicina. Linajes de
células reporteras (células PC3 transfectadas establemente con un receptor de andrégenos humano (hAR acronimo
de human Androgen Receptor) asi como con una construccion artificial reportera, que contiene la luciferasa bajo el
control de un promotor capaz de responder a andrégenos (MMTV)) se cultivaron en una densidad de 4 x 10* células
por cada cavidad en placas opacas de color blanco para cultivo de tejidos con en cada caso 96 cavidades (Perkin
Elmer, #P12-106-017) y se mantuvieron en un medio de cultivo con DCC-FCS al 3 % (suero de ternero fetal tratado
con carbon activado, para la eliminacion de los componentes perturbadores que estan contenidos en el suero). Los
compuestos que se habian de investigar se afiadieron ocho horas mas tarde, y las células se incubaron con los
compuestos durante 16 horas. Los ensayos se realizaron tres veces. Al final de la incubacion se eliminé el medio
que contiene el efector y se reemplazo por un tampén de lisis. Después de que se hubo afiadido el substrato para el
ensayo de luciferasa (Promega, #E1501), las placas con las 96 cavidades se introdujeron luego en un luminémetro
de microplacas (Pherastar, BMG labtech), y se midié la luminiscencia. Los valores de Clsg (concentracion inhibidora
del 50 %) se evaluaron mediando utilizacién de un software (programa légico) destinado al calculo de las relaciones
entre las dosis y los efectos. La eficacia indica el tanto por ciento del efecto maximo en comparacién con el efecto
maximo de un anti-andrégeno de referencia (hidroxiflutamida).

Se encontré que los compuestos conformes al invento tienen in vitro un efecto anti-andrégeno mas débil que la
drospirenona.
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Clso [uM] Eficacia
Drospirenona 0,12 40,3
Compuesto del Ej. 1 0,24 19,3
Compuesto del Ej. 2 0,16 31,9

Tabla 4: Efecto antiandrogeno de los compuestos en el ensayo de transactivacion.

Efecto antiandréogeno de los compuestos en ratas orquidectomizadas (Hershberger):

El efecto antiandrogeno de los compuestos se determiné tal como se ha descrito en la cita de Muhn y colaboradores
(Muhn, P., Krattenmacher, R., Beier, S., Elger, W., y Schillinger, E. (1995). Drospirenone: a novel progestogen with
antimineralocorticoid and antiandrogenic activity. Pharmacological characterization in animal models (Drospirenona:
un nuevo progestégeno con actividad antimineralocorticoide y antiandrogena. Caracterizacion farmacoldgica en
modelos de animales). Contraception 51, 99-110).

En este caso, se ensaya la idoneidad de los compuestos, en los casos de ratas jovenes masculinas castradas y de
ratas sustituidas con andrégenos, para inhibir el crecimiento, dependiente de andrégenos de la préstata, de la
vesicula seminal y del musculo elevador del ano M. levator ani.

Para esto, unas ratas jovenes fueron castradas primeramente. Ocho dias después de la orquidectomia, los animales
recibieron durante siete dias 1 mg/kg/dia de propionato de testosterona (TP) s.c. a solas o en combinacién con las
sustancias de ensayo (10 mg/kg/dia).

En el dia 15 después de la orquidectomia se sacrificaron los animales, se extirparon la préstata, la vesicula seminal
y el M. levator ani, y se determind el peso relativo en himedo. El crecimiento inhibido inducido por andrégenos sirve
como la medida del efecto antiandrogeno de la sustancia de ensayo. El efecto antiandrégeno se convirtio por calculo
en un tanto por ciento de inhibicion, con un pleno efecto (100 % de inhibicidn) en el caso de un peso de la préstata
correspondiente al testigo con vehiculo, y 0 % de inhibicion en el caso de un peso de la prostata correspondiente al
tratamiento con TP.

Efecto antiandrégeno (% de inhibicion)
Drospirenona 225 %
Compuesto del Ej. 1 <0%
Compuesto del Ej. 2 3,8 %
Acetato de ciproterona 73,1 %

Tabla 5: Efecto antiandrogeno de los compuestos en ratas orquidectomizadas

En coincidencia con su perfil clinico se encontré que el acetato de ciproterona muestra un fuerte efecto
antiandrégeno y la drospirenona tiene un efecto antiandrégeno mas pequefio, pero manifiesto. Al contrario que esto,
se encontré que los compuestos conformes al invento no muestran ningun efecto antiandrégeno.

Efecto antiandréogeno de los compuestos en ratas orquidectomizadas, investigacion de la expresién génica

Como una modificacién del ensayo de Hershberger anteriormente descrito se sacrificaron adicionalmente unos
animales a las 24 horas después del primer tratamiento (1 mg/kg de TP, 10 mg/kg de la sustancia de ensayo) y el
tejido de prdstata se congelé de manera brusca inmediatamente después de la autopsia, y después de esto se
empled para el aislamiento del ARNm (acido ribonucleico mensajero). Mediante un procedimiento cuantitativo de
PCR (acrénimo de Polymerase Chain Reaction = reaccion en cadena de la polimerasa) (deTagMan) se investigo la
induccion (factor de induccion multiplo en x veces) de genes estimulados por andrégenos, entre otros la biosintesis
de esteroides (p.ej. IDI1, NM_004508.2), como medida del efecto androgeno de TP o respectivamente su inhibicion
mediante los compuestos conformes al invento. La inhibicidon se convirtié por calculo en un % de inhibicion con una
plena inhibicion (de 100 %) en el caso de un factor de induccion de 1, y con una inhibicion de 0 % en el caso del
factor de induccion de TP.

Factor de induccion multiplo de x veces del ARNm | Efecto antiandrégeno (% de inhibicién)
de IDI1 después de una administracién de TP

Testigo (TP) 7,07 0 %

TP + DRSP 5,39 27 %

TP + Ej. 1 7,89 <0%

TP + CPA 1,53 91 %

TP = propionato de testosterona; DRSP = drospirenona; CPA = acetato de ciproterona

Tabla 6: Efecto antiandrogeno de los compuestos: Modificacion de la expresion génica
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En coincidencia con su perfil clinico se encontré que el acetato de ciproterona muestra un fuerte efecto
antiandrégeno y la drospirenona muestra un efecto antiandrégeno mas pequefio pero manifiesto. Al contrario que
esto, se encontré que el compuesto conforme al invento del Ejemplo 1 no muestra ningun efecto antiandrégeno.

5 Los nuevos compuestos de la formula general | se preparan conforme al invento tal como se describe seguidamente.
La ruta de sintesis para las nuevas pregn-4-eno-21,17-carbolactonas sustituidas en el anillo C segun el Esquema 1
parte, por ejemplo, del conocido Compuesto 1 [CAS: 95218-07-8, Nickisch y colaboradores, J. Med. Chem. 1985,

546-550].
La introduccién de un doble enlace en A9’11 , por ejemplo a través de una mesilacion y una separacion [Chamberlin
10 y colaboradores J. Org. Chem. 1960, 295] proporciona el compuesto 2 (Ejemplo 1).

[
HO & o

Esquema 1
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13

Esquema 2

Condiciones: a) Aspergillus ochraceus; b) CH3SO.Cl, piridina, DMAP; c) NaOAc, AcOH, Ac;0;

d) dibromodimetilhidantoina, HF-piridina (al 70 %), diclorometano; e) BuzSnH / AIBN / benceno;

f) 2,2-dimetoxipropano, piridinio-pTsOH; g) CH,=CHCH,OPO(NMe)2, n-BuLi, THF;

h) 1. N-metil-pirrolidona, NaOAc / H2O, dibromodimetilhidantoina, 2. LiBr / Li,COg; i) (CH3)3SO-I, DMSO, NaH.

El Esquema 2 muestra otro procedimiento para la preparacion del compuesto conforme al invento.

A partir de la conocida 153,16p-metilen-androst-4-eno-3,17-diona [Wiechert y colaboradores, Chem. Ber. 106, 1973,
888] (4) se obtiene el compuesto (5) mediante una hidroxilacién microbioldgica en un recipiente de fermentacion con
microorganismos, que dan lugar a una hidroxilacion del esteroide en la posicién 11, en particular en la posicion 11q,
p.ej. de las especies Absidia sp., Acremonium sp., Ascochyta sp., Aspergillus sp., Bacillus sp., Beauveria sp.,
Botryodipoldia sp., Caldariomyces sp., Calonectria sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Gibberella
sp., Gloeosporium sp., Glomerella sp., Gnomonia sp., Haplosporella sp., Helicostylum sp., Helminthosporium sp.,
Metarhizium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Rhizopus sp., Sporotrichum sp., Syncephalastrum sp. y Wojnowicia sp..

Se prefieren especialmente Absidia orchidis, Absidia coerulea, Acremonium strictum, Ascochyta clematidina,
Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori, Aspergillus fischeri, Aspergillus flavus, Aspergillus malignus, Aspergillus
melleus, Aspergillus nidualans, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus variecolor, Bacillus megaterium,
Beauveria bassiana, Beauveria tenella, Botryodiplodia malorum, Caldariomyces fumago, Calonectria decora,
Colletotrichum phomoides, Curvularia lunata, Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Gibberella zeae, Glomerella
cingulata, Gloeosporium fructigenum, Gloeosporium higgensianum, Gloeosporium kaki, Gloeosporium lacticolor,
Gloeosporium olivarum, Glomerella fusaroides, Gnomonia cingulata, Haplosporella hesperedica, Helminthosporium
sp., Helicostylum piriforme, Metarhizium anisopliae, Mucor plumbeus, Mucor spinosus, Nigrospora sphaerica,
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Rhizopus arrhizus, Rhizopus cohnii, Rhizopus delemar, Rhizopus japonicus, Rhizopus kazaensis, Rhizopus
microsporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus shanghaiensis, Rhizopus stolonifer, Rhizopus ftritici, Sporotrichum
sulfurescens, Syncephalastrum racemosum, Wojnowicia graminis y Wojnowicia hirta.

En particular se emplean Absidia orchidis (ATCC 6647), Acremonium strictum (NRRL 5759), Ascochyta clematidina
(CBS), Aspergillus alliaceus (ATCC 10060), Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1020),
Aspergillus malignus (IMI 16061), Aspergillus melleus (CBS), Aspergillus nidualans (ATCC 11267), Aspergillus niger

(ATCC 9142, ATCC 11394), Aspergillus ochraceus (NRRL405, NRRL 410, CBS 13252, ATCC 46504), Aspergillus
variecolor (ATCC 10067), Bacillus megaterium (ATCC 13368), Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO
4848, CBS 11025, CBS 12736, ATCC 7159), Botryodiplodia malorum (CBS 13450), Caldariomyces fumago (ATCC
16373), Calonectria decora (ATCC 14767), Curvularia lunata (IX 3, NRRL 2380), Fusarium solani (ATCC 12823),
Fusarium oxysporum (ATCC 7808), Gibberella zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (ATCC 12097, ATCC 10534,
CBS 23849, CBS 23749, ATCC 16646, IFO 6459, IFO 6425, IFO 6470, ATCC 15093, ATCC 10529, IFO 5257,
ATCC 56596, ATCC 64682), Glomerella fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia cingulata (CBS 15226), Haplosporella
hesperedica (CBS 20837), Helicostylum piriforme (ATCC 8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671), Metarhizium
anisopliae (IFO 5940), Mucor plumbeus (CBS 29563), Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus arrhizus
(ATCC 11145), Rhizopus oryzae (ATCC 4858, ATCC 34102, CBS 32947), Rhizopus stolonifer (ATCC 15441),
Syncephalastrum racemosum (IFO 4827) y Wojnowicia graminis (CBS 89168).

El 11-hidroxiesteroide 5 se transforma a contmuauon p.ej. mediante mesilacion y eliminacion en condiciones basicas
del acido metanosulfonlco en el derivado A’ 7. Este se puede transformar p.ej. mediante una bromofluoracién del
enlace doble A% segun procedimientos conocidos p.ej. con el reactivo de Olah y N-bromosuccinimida [Olah y
colaboradores Synthesis 1973, 780] en la diona 8, y mediante una desbromacién reductora p.ej. con hidruro de
tributil-estafio, en la fluorodiona 9. Después de haber protegido el sistema de 4-en-3-ona (9) como un dienol-éter 10,
se establece la espirolactona p.ej. segun el método de Sturtz [Synthesis 1980, 289] o alternativamente por medio de
procedimientos conocidos [Bittler Angew. i.e. 21 1982, 696; Laurent J. Steroid Biochem. 19 1983, 771]. El compuesto
11 se puede transformar p.ej. en la 4,6-dien-3-ona 12 p.ej. mediante una bromacion de dienol-éter analogamente a
la prescripcion de [J.A. Zderic, Humberto Carpio, A. Bowers y Carl Djerassi Steroids 1 1963, 233] y una separacion
de bromuro de hidrégeno por calentamiento del compuesto con bromo en posicion 6 con reactivos de caracter
basico, tales como p.ej. LiBr o Li2CO3 en el seno de disolventes apréticos tales como p.ej. dimetil-formamida o 1-
metil-2-pirrolidona a unas temperaturas de 50-120 °C o sino calentando los compuestos con bromo en posicién 6 en
el seno de un dlsolvente tal como colidina o lutidina. El compuesto 12 se transforma luego mediante metenilacion del
enlace doble A° segun procedimientos conocidos p.ej. con metiluro de dimetil-sulfoxonio [véanse p.ej. los
documentos de solicitudes de patentes alemanas DE-A 11 83 500, DE-A 29 22 500, el documento EP-A 0 019 690,
el documento de patente de los EE.UU. US-A 4.291.029; y la cita de E. J. Corey y M. Chaykovsky, J.Am.Chem.Soc.
84 1962, 867] en un compuesto 13, obteniéndose una mezcla de los isémeros a y 3 (la relacion es dependiente de
los substratos utilizados, predominando en la mayoria de los casos manifiestamente el isomero (), que se puede
separar en los isdbmeros individuales p.ej. mediante una cromatografia.

La introduccion de un grupo fluoro en posicion 11 se puede realizar también segun el Esquema 3 p.ej. partiendo de
una 11-hidroxi-4-en-ona 5 mediante reaccion con el fluoruro de nonaflilo y DBU en el seno de un disolvente organico
tal como p.ej. tetrahidrofurano [véase p.ej. Bennua-Skalmowski, Tet. Lett. 1995 261 1] mediando formacién de una
mezcla del 11-fluoro-esteroide 9 arriba mencionado asi como del derivado A*"" 7 asimismo arriba mencionado, la
cual se puede separar en los compuestos individuales p.ej. mediante una cromatografia, y a continuacién se hacen
reaccionar ulteriormente tal como se ha descrito arriba.

HO., F.

13
Esquema 3

Condiciones: ¢'/ €') NfF, DBU, THF; d - i) véase el Esquema 2.

10
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O MeO - MeO”.

2

Esquema 4

Para todas las condiciones de reaccion véase el Esquema 2 (R = metilo, tolilo)

Partiendo del 11-hidroxiesteroide 5, se puede preparar en 5 etapas segun los métodos antes descritos la 4,6-dien-3-
ona 18, a partir de la cual se obtiene el compuesto 2 mediante metinelacion del enlace doble en las posiciones 6,7
(véase mas arriba).

La 4,6-dien-3-ona 18 es también accesible partiendo de la 4-en-3-ona 7 en tres etapas segun los métodos antes

descritos.

En el caso de los compuestos intermedios de las féormulas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 se trata
siempre de compuestos nuevos. Todos ellos pertenecen por lo tanto al objeto del presente invento.

Ademas, su utilizacion como compuestos de partida o respectivamente intermedios para la preparacion de los
compuestos conformes al invento de la férmula general | pertenece al objeto del presente invento.

Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar mas detalladamente el invento:

11
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Ejemplo 1

6B,7B;15B,16B-Dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,17B-carbolactona

a) 6B,7B;15pB,16pB-Dimetilen-11a-mesiloxi-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona
0]

Una solucion de 25 g de 6,73;158,16B-dimetilen-11a-hidroxi-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,173-carbolactona [CAS:
95218-07-8, Nickisch y colaboradores J. Med. Chem. 1985, 546-550] en 250 ml de piridina se mezclé a 0 °C gota a
gota con 21,7 ml de cloruro de mesilo y se agité durante 2 horas a 25 °C. A continuacion, se diluyé con acetato de
etilo, se lavd hasta neutralidad con una solucién de hidrégeno-carbonato de sodio, con agua y una solucion de
cloruro de sodio, se secé sobre sulfato de sodio, y se concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C. Se obtuvieron 30
g de la 6B,783;15B,16B-dimetilen-11a-mesiloxi-3-oxo-17-pregn-4-en-21,17B3-carbolactona pura como un material
solido.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 6,01 (s, 1H), 5,46 (d(ancho), 1H), 2,69-2,61 (m, 2H), 2,56-2,46 (m, 3H), 2,39 (m,
1H), 2,27 (d(ancho), 1H), 2,19-2,13 (m, 2H), 1,89 (m, 1H), 1,81 (dd(ancho), 1H), 1,72 (m, 1H), 1,67 (m, 1H), 1,52-
1,45 (m, 2H), 1,37 (m, 1H), 1,31 (m, 1H), 1,28 (s, 3H), 1,06 (m, 1H), 0,94 (s, 3H), 0,58 (m, 1H).

b) 6B,7B;15pB,16B-Dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,17B-carbolactona
O

¢)

o

Una solucion de 18,5 g de 6f3,783;1583,163-dimetilen-11a-mesiloxi-3-oxo-17-pregn-4-en-21,173-carbolactona en 50 ml
de acido acético se mezclé a 25 °C con 0,5 ml de anhidrido de acido acético y se agitd durante 8 horas a una
temperatura del bafio de 100 °C. A continuacion se vertid sobre agua, se extrajo tres veces con acetato de etilo, se
lavé hasta neutralidad con agua y con una solucion de cloruro de sodio, se seco sobre sulfato de sodio, y se
concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C. Se obtuvieron 15,2 g de la 6f3,783;158,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregna-
4,9(11)-dieno-21,17B-carbolactona en bruto. Después de una cromatografia en presencia de gel de silice con una
mezcla de hexano y acetato de etilo se obtuvieron 7,5 g de un producto puro en forma de un material sélido.

EM (El): m/z = 364 (M");

'H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 6,07 (s, 1H), 4,96 (m, 1H), 2,97 (s, 3H), 2,75-2,51 (m, 3H), 2,47-2,31 (m, 3H), 2,22-
1,84 (m, 5H), 1,77-1,41 (m, 8H), 1,32-1,23 (m, 2H),1,03 (s, 3H), 0,84 (m, 1H).

12
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Ejemplo 2
6B,7B;15B,16B-Dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona

a) 11a-Hidroxi-158,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona

HD;"

0O

Un matraz de Erlenmeyer con una capacidad de 2 |, que contenia 1 | de una solucion nutritiva, esterilizado a 121°C
en un autoclave durante 30 minutos, a base de 3 % de monohidrato de glucosa, 1% de agua de maceracion de
maiz, 0,2 % de nitrato de sodio, 0,1% de dihidrégeno-fosfato de potasio, 0,2% de hidrégeno-fosfato de dipotasio,
0,05 % de cloruro de potasio, 0,05% de sulfato de magnesio heptahidrato y 0,002 % de sulfato de hierro(ll)
heptahidrato (ajustado a un pH de 6,0), se inoculé con un cultivo en hielo y 2ml DMSO de la cepa Aspergillus
ochraceus (NRRL 405) y se agitdé durante 71,5 horas a 27°C en un agitador rotatorio con 165 revoluciones por
minuto. Con este cultivo previo se inoculd un fermentador con una capacidad de 20 |, que habia sido cargado con 19
| de un medio estéril que tenia la misma composicién final, que se ha descrito para el cultivo previo. Ademas de ello,
antes de la esterilizacion se afiadieron todavia 1,0 ml de un aceite de silicona y 1,0 ml de Synperonic para el
combate de la formacion de espuma. Este fermentador se incubé durante 47,5 horas a una sobrepresion de 0,7
bares, a una temperatura de 28 °C, con una aireacion de 8 | por minuto y con una velocidad de agitacion de 350
revoluciones por minuto.

A partir de este fermentador con una capacidad de 20 | se extrajeron 2,5 | de un cultivo previo, con el fin de inocular
un fermentador con una capacidad de 50 |, que habia sido cargado con 47,5 | de un medio estéril que tenia la misma
composicion final, que se ha descrito para el cultivo previo. Antes de la esterilizacion se afiadieron 2,5 ml de un
aceite de silicona y 2,5 ml de Synperonic. Después de una fase de crecimiento inicial de 10 horas a una
sobrepresion de 0,7 bares, a una temperatura de 28 °C, con una aireacion de 10 | por minuto y con una velocidad de
agitacion de 350 revoluciones por minuto, se afiadié una solucion de 10,0 g de 153,163-metilen-androst-4-eno-3,17-
diona en 200 ml de DMF. Se continué agitando y se aired. Después de 26 horas, se cosecho el caldo de cultivo.

A partir del fermentador con una capacidad de 20 | se extrajeron 5,0 | de un cultivo previo, con el fin de inocular un
fermentador con una capacidad de 100 |, que habia sido cargado con 95,0 | de un medio estéril que tenia la misma
composicion final, que se ha descrito para el cultivo previo. Antes de la esterilizacion se afiadieron 5,0 ml de un
aceite de silicona y 5,0 ml de Synperonic. Después de una fase de crecimiento inicial de 10 horas a una
sobrepresion de 0,7 bares, a una temperatura de 28 °C, con una aireacion de 20 | por minuto y con una velocidad de
agitacion de 350 revoluciones por minuto se afiadié una solucion de 20,0 g de 153,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-
diona en 400 ml de DMF. Se continué agitando y se aired. Después de 26,25 horas se coseché el caldo de cultivo.

Los dos caldos de cultivo se reunieron y se extrajeron con 60 | de metil-isobutil-cetona durante 19,75 horas. Las
fases organicas reunidas se concentraron por evaporacion hasta sequedad. El residuo se lavé con hexano, con el fin
de separar el aceite de silicona. A continuacion, se cristalizé a partir de acetona y se aislaron 19,2 g (61 % de la
teoria) de 11a-hidroxi-15f,1683-metilen-androst-4-eno-3,17-diona.

100 mg se purificaron mediante una HPLC preparativa (250 x 40 mm, Luna C18, 10 y, 100 A, con una mezcla de
agua y acetona 70 : 30, 100 ml/min).

P f.: 225/247-249 °C
[a]o = +48,6° (CHCI3, ¢ = 1,0700)

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 1,04 (s 3H), 1,13-1,37 (m, 8H), 1,62 (dt, 1H), 1,77-1,91 (m, 2H), 1,99 (m, 1H), 2,03-
2,21 (m, 4H), 2,31-2,57 (m, 5H), 4,05 (m, 1H), 5,78 (s, 1H).

13
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b) 11a-Mesiloxi-153,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona

o]

Una solucion de 22 g de 11a-hidroxi-158,16p3-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 220 ml de piridina se mezclé gota
a gota a 0 °C con 23 ml de cloruro de mesilo y se agitd durante 2 horas a 25 °C. A continuacioén, se diluyd con
acetato de etilo, se lavd hasta neutralidad con una soluciéon de hidrégeno-carbonato de sodio, con agua y con una
solucién de cloruro de sodio, se seco sobre sulfato de sodio y se concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C. Se
obtuvieron 24,7 g de 11a-mesiloxi-153,163-metilen-androst-4-eno-3,17-diona.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,81 (m, 1H), 5,09 (m, 1H), 1,39 (s, 3H), 1,21 (m, 1H) 1,06 (s, 3H).

c) 15B,16B-Metilen-androsta-4,9(11)-dieno-3,17-diona
O

O

Una solucién de 25,6 g de 11a-mesiloxi-1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 80 ml de acido acético se
mezcld a 25 °C con 0,82 ml de anhidrido de acido acético y se agité durante 8 horas a una temperatura del bafio de
100 °C. A continuacion se vertié sobre agua, se extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavé hasta neutralidad con
agua y con una solucién de cloruro de sodio, se sec6 sobre sulfato de sodio, y se concentré por evaporacion en
vacio a 40 °C. Después de una cristalizacion a partir de acetato de etilo, se obtuvieron 16,4 g de 1583,16p-metilen-
androsta-4,9(11)-dieno-3,17-diona.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,79 (m, 1H), 5,55 (m, 1H),1,85 (m,1H), 1,65 (m,1H), 1,37 (s, 3H), 1,12-1,33 (2m,
2H), 1,00 (s, 3H).

d) 9a-Bromo-11B-fluoro-15p,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona
O

)\

Una suspensioén de 8,76 g de dibromohidantoina en 250 ml de diclorometano se mezcld lentamente con 24,5 ml de
una mezcla de HF y piridina al 70 %, En la solucién obtenida se introdujeron 16,3 g de 158,16B-metilen-androsta-
4,9(11)-dieno-3,17-diona y se agitaron durante 30 min a la temperatura ambiente. A continuacion, se vertio sobre
una mezcla de 200 ml de agua amoniacal (al 25 %) y de 300 ml de hielo, se extrajo tres veces con acetato de etilo,
se lavd hasta neutralidad con agua y con una solucidon de cloruro de sodio, se secd sobre sulfato de sodio y se
concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C.

Después de una cristalizacion del residuo a partir de acetato de etilo se obtuvieron 15,2 g de 9a-bromo-11p-fluoro-
1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,81 (m, 1H), 5,28 (dt, 1H), 1,695 (d, 3H), 1,175 (d, 3H).

F
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e) 11B-Fluoro-15p3,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona

o

Una soluciéon de 33,5 g de 9a-bromo-11B-fluoro-15@3,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 480 ml de benceno se
agitd con 42 ml de hidruro de tributil-estafio y 416 mg de azo-bis-isobutironitrilo durante 30 min a 80 °C. Se
concentré por evaporacion en vacio y el residuo se cromatografié en presencia de gel de silice 60. Después de una
cristalizacion a partir de acetato de etilo se obtuvieron 18,7 g de 11B-fluoro-15@,163-metilen-androst-4-eno-3,17-

diona.
"H-RMN (600 MHz, CDCI3): 6 = 5,73 (m, 1H), 5,28 (dq, 1H), 1,395 (d, 3H), 1,175 (d, 3H).

f) 11B-Fluoro-3-metoxi-15@,16B-metilen-androsta-3,5-dien-17-ona

O
F

o

En una suspension de 10,79 g de 11B-fluoro-1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 220 ml de 2,2-dimetoxi-
propano se introdujeron 1,3 g de tosilato de piridina. Luego se agité durante 3 h a una temperatura del bafio de
100 °C. Después de haber enfriado a la temperatura ambiente, se afiadieron 2,5 ml de trietilamina y se concentré
hasta sequedad por evaporacién en vacio. El residuo se extrajo por agitacion con 30 ml de metanol y se filtré con
succion. Se obtuvieron 9,6 g de 11B-fluoro-3-metoxi-1583,163-metilen-androsta-3,5-dien-17-ona.

"H-RMN (600 MHz, CDCI3): 6 = 5,27-5,19 (m, 1,5H), 5,14 (m, 1H), 5,08 (q, 0,5 H), 3,60 (s, 3H), 1,17 (m, 6H).

g) 11B-Fluoro-3-metoxi-153,16B-metilen-17-pregna-3,5-dieno-21,17B-carbolactona

o]

O

o

Se dispusieron previamente 91 ml de una solucion 1,6 M de butil-litio (en hexano) a -50 °C y se afiadieron gota a
gota 14 g de tetrametil-fésforodiamidato de alilo disueltos en 30 ml de tetrahidrofurano. Después de haber agitado
durante 30 min a -20 °C se introdujeron 22 ml de N,N,N,N-tetrametil-etanodiamina y se dejé calentar hasta la
temperatura ambiente. Se afadié una solucién de 15 g de 11B-fluoro-3-metoxi-153,16B-metilen-androsta-3,5-dien-
17-ona en 80 ml de tetrahidrofurano y se agité posteriormente durante 4 horas a la temperatura ambiente. A
continuacion, se afiadié una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y se vertio sobre agua, se extrajo tres
veces con acetato de etilo, se lavd hasta neutralidad con agua y con una solucién de cloruro de sodio, se seco sobre
sulfato de sodio, y se concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C. Después de una cristalizacién a partir de acetato
de etilo se obtuvieron 15,8 g de 11B-fluoro-3-metoxi-15@,16p3-metilen-17-pregna-3,5-dieno-21,17f3-carbolactona.
'H-RMN (300 MHz, CDCI3): & = 5,28-5,22 (m, 1,5H), 5,17 (m, 1H), 5,09 (g, 0,5 H), 3,63 (s, 3H), 1,20 (m, 6H), 0,53
(m, 1H).
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h) 11B-Fluoro-15p3,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B-carbolactona
o]}

C

8]

A una suspension de 13,5 g de 11B-fluoro-3-metoxi-158,16B-metilen-17-pregna-3,5-dieno-21,17p-carbolactona en
150 ml de 1-metil-2-pirrolidona se le afiadieron en porciones consecutivamente a 0 °C 14,5 ml de una solucién al
10 % de acetato de sodio asi como 5,11 g de 1,3-dibromo-5,5-dimetil-hidantoina. A continuacion, se agitd durante
0,5 horas a 0 °C (en un bafio de hielo), se mezcld con 4,86 g de bromuro de litio asi como con 4,27 g de carbonato
de litio, y se agité durante 3,5 horas a una temperatura del bafio de 100 °C. A continuacion, se vertié sobre una
mezcla de hielo y agua y de cloruro de sodio, y el precipitado se separdé por filtracion. Después de una cromatografia
en presencia de gel de silice 60 (elucion con una mezcla de hexano y acetato de etilo 1:1), se obtuvieron 9,1 g de
11B-fluoro-15B,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B3-carbolactona.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 6,41 m, 1H), 6,22 (m, 1H), 5,68 (s,1H), 5,11 (dq, 1 H), 1,31 (d, 3H), 1,21(d, 3H), 0,60
(m, 1H).

i) 6B,7B;15B,16B-Dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona
0]

8]

o]

A una solucion de 13,41 g de yoduro de trimetil-sulfoxonio en 250 ml de DMSO seco se le afadieron a la
temperatura ambiente en porciones 2,39 g de hidruro de sodio (al 60 % en un aceite mineral) y, después de haberse
terminado la adicién, se agit6é durante 3 horas a la temperatura ambiente. A continuacién, se introdujeron 8,38 g de
11B-fluoro-15@,16p-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,173-carbolactona y se agit6 durante 6 horas a la
temperatura ambiente. Después de esto se vertid sobre agua, se extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavo
hasta neutralidad con agua y con una solucion de cloruro de sodio, se secd sobre sulfato de sodio y se concentro
por evaporacion en vacio a 40 °C. Para la purificacion se cromatografié en presencia de gel de silice 60 (elucién con
una mezcla de hexano y acetato de etilo 1:4). Como fraccion A se obtuvieron 2,6 g de 63,7f3;158,16p-dimetilen-11p3-
fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,173-carbolactona.

EM (El): m/z = 384 (M), 349, 273, 260;

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,99 (s, 1H), 5,07 (d(ancho), 1H), 2,69-2,61 (m, 2H), 2,53 (m, 1H), 2,43 (d(ancho),
1H), 2,35 (m, 1H), 2,27 (m, 1H), 2,17-2,10 (m, 2H), 2,02-1,95 (m, 2H), 1,83 (m, 1H), 1,68-1,62 (m, 2H), 1,61-1,52 (m,
2H), 1,49 (m, 1H), 1,40 (m, 1H), 1,29 (d, 3H), 1,25 (m, 1H), 1,21 (m, 1H), 1,15 (d, 3H), 1,04 (m, 1H), 0,59 (m, 1H).
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Método alternativo de sintesis del Ejemplo 2:

c') 15B,16B-Metilen-androsta-4,9(11)-dieno-3,17-diona y e') 11B-fluoro-1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-
diona

O

(0] o)

Una solucion de 630 mg de 11a-hidroxi-1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 16 ml de tetrahidrofurano se
mezclé gota a gota a 0 °C con 0,47 ml de 1,8-diazabiciclo-[5.4.0]-undec-7-eno (1,5-5) de tal manera que la
temperatura interna no sobrepasase los 5 °C. A continuacion, se agité durante 30 min a 0 °C, se mezclé gota a gota
con 0,55 ml de fluoruro de acido perfluorobutano-1-sulfénico de tal manera que la temperatura interna no
sobrepasase los 5 °C, y se agitd durante otras 1,5 horas a 0 °C. A continuacion, se diluyé con acetato de etilo, se
lavé con acido sulfurico 2 M, con una solucion saturada de hidrégeno-carbonato de sodio y con agua, se sec6 sobre
sulfato de sodio y se concentrd por evaporacion en vacio a 40 °C. Mediante una cromatografia en presencia de gel
de silice, después de una elucion con una mezcla de hexano y acetato de etilo (1:1), se obtuvo la 1583,163-metilen-
androsta-4,9(11)-dieno-3,17-diona como una fraccion 1.

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,79 (m, 1H), 5,55 (m, 1H), 1,85 (m,1H), 1,65 (m,1H), 1,37 (s, 3H), 1,12-1,33 (2m,
2H), 1,00 (s, 3H)

Como una fraccién 2 se aisl6 la 11B-fluoro-153,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona.
'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,73 (m, 1H), 5,28 (dq, 1H), 1,395 (d, 3H), 1,175 (d, 3H).

Ejemplo 3

6a,7a;1583,16B-Dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona:
o]

0]

., =
.=
-

Como una fraccién B del Ejemplo 2 se obtuvieron 0,37 g de 6a,7a;1583,163-dimetilen-113-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-
eno-21,17B-carbolactona.

EM (El): m/z = 384 (M");

'H-RMN (600 MHz, CDCI3): & = 5,94 (s, 1H), 5,08 (d(ancho), 1H), 1,35 (s, 3H), 1,25 (m, 1H), 1,21 (m, 1H), 1,20 (d,
3H), 1,00 (m,1H), 0,76 (ddd,1H), 0,54 (m, 1H), 0,48 (m, 1H)

Métodos alternativos de sintesis del Ejemplo 1:
12 Variante

a. 11a-Hidroxi-3-metoxi-158,16B-metilen-androsta-3,5-dien-17-ona

O
HO,,
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En una suspension de 27 g de 11a-hidroxi-1583,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona en 422 ml de 2,2-dimetoxi-
propano se introdujeron 3,2 g de tosilato de piridina. Luego se agité durante 18 h a una temperatura del bafio de
100 °C. Después del enfriamiento a la temperatura ambiente, se afadieron 10 ml de trietilamina y se concentré
hasta sequedad por evaporacion en vacio. El residuo se extrajo por agitacion con 60 ml de metanol y se filtré con
succion. Se obtuvieron 14,3 g de 11a-hidroxi-3-metoxi-153,163-metilen-androsta-3,5-dien-17-ona.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 5,33 (d, ancho, J = 3,8 Hz, 1H), 5,14 (s, ancho, 1H), 4,07 (m, 1H), 3,58 (s, 3H), 1,79
(m, 1H), 1,13 (s, 3H), 1,02 (s, 3H)

b) 11a-Hidroxi-3-metoxi-158,16B-metilen-17-pregna-3,5-dieno-21,17B-carbolactona
o]

O

Se dispusieron previamente 66,6 ml de una solucién 1,6 M de butil-litio (en hexano) a -50 °C y se afiadieron gota a
gota 10,24 g de tetrametil-fosforodiamidato de alilo, disueltos en 13 ml de tetrahidrofurano. Después de agitar
durante 30 min a -20 °C, se introdujeron 16 ml de N,N,N,N-tetrametil-etanodiamina y a continuacion se afiadio gota a
gota una solucion de 5 g de 11a-hidroxi-3-metoxi-153,16@3-metilen-androsta-3,5-dien-17-ona en 33,5 ml de
tetrahidrofurano. Se calentd a la temperatura ambiente y se agitd posteriormente durante 30 minutos. A
continuacion, se afadieron 25 ml de una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y se vertié sobre agua, se
extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavé hasta neutralidad con agua y con una solucion de cloruro de sodio, se
secO sobre sulfato de sodio y se concentré por evaporacion en vacio. Después de una cristalizacion a partir de
diisopropil-éter, se obtuvieron 2,85 g de 11a-hidroxi-3-metoxi-153,163-metilen-17-pregna-3,5-dieno-21,17f3-
carbolactona.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 5,31 (d, ancho, J = 4,0Hz, 1H), 5,14 (s, ancho, 1H), 4,06 (m, 1H), 3,58 (s, 3H), 1,14
(s, 3H), 1,02 (s, 3H), 0,46 (m, 1H)

c) 11a-Hidroxi-158,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B-carbolactona

O

A una suspension de 13,5 g de 11a-hidroxi-3-metoxi-153,163-metilen-17-pregna-3,5,9(11)-trieno-21,173-
carbolactona en 144 ml de 1-metil-2-pirrolidona se le afiadieron en porciones consecutivamente a 0 °C 14,8 ml de
una solucién al 10 % de acetato de sodio asi como 4 g de 1,3-dibromo-5,5-dimetil-hidantoina. A continuacion, se
agité durante 0,5 horas a 0 °C (en un bafo de hielo), se mezclé con 4,88 g de bromuro de litio asi como con 4,31 g
de carbonato de litio y se agité durante 3 horas a una temperatura del bafio de 80 °C. A continuacion, se vertio sobre
una solucion acuosa saturada enfriada con hielo de cloruro de sodio, se extrajo con acetato de etilo, se lavo la fase
organica con agua y con una solucidn acuosa saturada de cloruro de sodio, se secé sobre sulfato de sodio, se filtro y
el material filtrado se concentré por evaporacion hasta sequedad. Se obtuvieron 12,8 g de 11a-hidroxi-153,16[3-
metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B-carbolactona como un producto en bruto. Para finalidades analiticas, se
cromatografié una muestra en presencia de gel de silice con una mezcla de hexano y acetato de etilo.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): 6 = 6,34 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 6,20 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 5,71 (s, ancho, 1H),
4,05 (m, 1H), 1,95 (m, 1H), 1,85 (m, 1H), 1,29 (m, 1H), 1,25 (s, 3H), 1,09 (s, 3H), 0,57 (m, 1H)
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d) 11a-Mesiloxi-15p3,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B-carbolactona

0O

12,8 g de 11a-hidroxi-153,16p-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,173-carbolactona se disolvieron en 113 ml de
piridina. A continuacion, se afiadieron gota a gota 10,91 ml de cloruro de acido metano-sulfénico. Se agité durante
90 minutos a la temperatura ambiente y se vertié sobre 1,5 | de una mezcla de agua y hielo. Después de haber
agitado durante dos horas, se filtré con succion, se seco la torta del filtro y la misma se cromatografié en presencia
de gel de silice con una mezcla de hexano y de acetato de etilo. Se obtuvieron 5,4 g de 11a-mesiloxi-153,16[3-
metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,173-carbolactona.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 6,33 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 6,23 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 5,74 (s, ancho, 1H),
5,10 (m,1H), 3,01 (s, 3H), 1,56 (m, 1H), 1,45 (m, 1H), 1,30 (s, 3H), 1,14 (s, 3H), 0,59 (m,1H)

e) 1583,16B-Metilen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trieno-21,17B-carbolactona
o]

o]

0

14,8 ml de acido acético, 0,16 ml de anhidrido de acido acético y 2,44 g de acetato de sodio se agitaron a 90 °C
hasta que el acetato de sodio se hubo disuelto. A esta solucidon se le afiadieron 5,3 g de 11a-mesiloxi-153,16[3-
metilen-3-oxo-17-pregna-4,6-dieno-21,17B-carbolactona. Después de que se hubiera agitado durante 5 horas a
100 °C, se vertio sobre una mezcla de agua y hielo y se extrajo tres veces con acetato de etilo. Después de haber
lavado la fase organica con agua, con una solucion acuosa saturada de cloruro de sodio y de haber secado sobre
sulfato de magnesio, se filtr6 y el material filtrado se concentré por evaporacion. Después de una cromatografia en
presencia de gel de silice con una mezcla de hexano y acetato de etilo, se obtuvieron 2,12 g de 1583,163-metilen-3-
oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trieno-21,17p-carbolactona.

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): 8 = 6,36 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 6,24 (d, ancho, J = 9,6Hz, 1H), 5,72 (s, ancho, 1H),
5,48 (m, 1H), 3,09 (d, ancho, J = 11,7Hz, 1H), 1,84 (m, 1H), 1,47 (m, 1H), 1,38 (m, 1H), 1,32 (s, 3H), 1,03 (s, 3H),
0,59 (m, 1H)

f) 6B,7B8;15pB,16B-Dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,173-carbolactona

o}

0,

0

A una solucion de 0,52 g de yoduro de trimetil-sulfoxonio en 4 ml de DMSO seco se le afadieron a la temperatura
ambiente en porciones 0,09 g de hidruro de sodio (al 60 % en un aceite mineral) y, después de haberse terminado la
adicién, se agité durante 2 horas a la temperatura ambiente. A continuacion, a 0 °C se introdujeron 0,2 g de

19



10

15

20

25

30

35

40

ES 238923713

15B,16B-metilen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trieno-21,17B-carbolactona y se agité posteriormente durante 2,5 horas
a la temperatura ambiente. Después de esto, la tanda se introdujo con agitacion en 100 ml de acido sulfdrico (al 8
por ciento en volumen) y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavd consecutivamente con agua y con
una solucioén saturada de cloruro de sodio, se seco sobre sulfato de sodio y se filir6. Después de haber concentrado
por evaporacion en vacio y de una cromatografia en presencia de gel de silice con un agente eluyente a base de
acetato de etilo y hexano, se obtuvieron 30 mg de 6f3,783;158,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,173-
carbolactona.

En cuanto a los datos espectroscopicos comparese el Ejemplo 1b.
22 Variante

a. 3-Metoxi-15p3,16B-metilen-androsta-3,5,9(11)-trien-17-ona

~o

En una suspension de 6,4 g de 15B,16B-metilen-androsta-4,6,9(11)-trieno-3,17-diona en 106 ml de 2,2-dimetoxi-
propano se introdujeron 0,8 g de tosilato de piridina. Luego se agité durante 6 h a una temperatura del bafio de
100 °C. Después del enfriamiento a la temperatura ambiente, se afadieron 5 ml de piridina y se concentré por
evaporacion en vacio hasta sequedad durante 5 minutos. El residuo se extrajo por agitacién con 130 ml de metanol
y se filtré con succion. Se obtuvieron 4,15 g de 3-metoxi-153,163-metilen-androsta-3,5,9(11)-trien-17-ona.

"H-RMN (400 MHz, CDCI3): & = 5,47 (s, ancho, 1H), 5,33 (s, ancho, 1H), 5,19 (s, ancho, 1H), 3,59 (s, 3H), 2,70 (m,
2H), 2,38 (m, 1H), 1,83 (m, 1H), 1,66 (m, 1H), 1,15 (s, 3H), 0,99 (s, 3H)

b) 3-Metoxi-158,16B-metilen-17-pregna-3,5,9(11)-trieno-21,17B-carbolactona
Q

0

o

A -50 °C se dispusieron previamente 42,2 ml de una solucion 1,6 M de butil-litio (en hexano) y se afiadieron gota a
gota 6,51 g de tetrametil-fésforodiamidato de alilo, disueltos en 11,4 ml de tetrahidrofurano. Después de haber
agitado durante 30 minutos a -20 °C, se introdujeron 10,21 ml de N,N,N,N-tetrametil-etanodiamina y a continuacion
se afiadio gota a gota una solucion de 4,14 g de 3-metoxi-158,16B-metilen-androsta-3,5,9(11)-trien-17-ona en 29,4
ml de tetrahidrofurano. Se calenté a la temperatura ambiente y se agité posteriormente durante 30 minutos. A
continuacion, se afiadieron 21 ml de una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y se vertié sobre agua, se
extrajo tres veces con acetato de etilo, se lavd hasta neutralidad con agua y con una solucién de cloruro de sodio, se
secoO sobre sulfato de sodio y se concentré por evaporacion en vacio, comenzando la cristalizacion. Después de
haber filtrado con succién con respecto del disolvente restante, se obtuvieron 3,14 g de 3-metoxi-153,163-metilen-
3,5,9(11)-trieno-21,17(3-carbolactona.

"H-RMN (300 MHz, CDCI3): & = 5,45 (s, ancho, 1H), 5,32 (s, ancho, 1H), 5,18 (s, ancho, 1H), 3,59 (s, 3H), 1,15 (s,
3H), 0,96 (s, 3H)
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c) 15B,16B-Metilen-3-oxo-17-pregna-4,6,9(11)-trieno-21,17B-carbolactona
0

o

o}

A una suspension de 2,2 g de 3-metoxi-1583,163-metilen-17-pregna-3,5,9(11)-trieno-21,173-carbolactona en 35 ml de
1-metil-2-pirrolidona se le anadieron a 0 °C en porciones consecutivamente 1,7 ml de una solucién al 10 % de
acetato de sodio asi como 0,6 g de 1,3-dibromo-5,5-dimetil-hidantoina. A continuacion, se agité durante 0,5 horas a
0 °C (en un bario de hielo), se mezclé con 0,83 g de bromuro de litio asi como con 0,74 g de carbonato de litio, y se
agitd durante 3,5 horas a una temperatura del bafio de 100 °C. A continuacion, se vertié sobre una mezcla de agua y
hielo y de cloruro de sodio y se filtré el precipitado. Después de una cromatografia en presencia de gel de silice 60
(elucion con una mezcla de hexano y acetato de etilo 1:1), se obtuvieron 1,2 g de 153,163-metilen-3-oxo-17-pregna-
4,6,9(11)-trieno-21,17B-carbolactona.

En cuanto a los datos espectroscopicos, comparese 1. Variante e

d) 6B,7B;15pB,16B-Dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,17B-carbolactona
0}

O

En cuanto a la realizacién y la elaboracién comparese 12 Variante f.
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REIVINDICACIONES

1. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de la formula general |

Férmula |
en la que

R®” significa un metileno situado en la posicion a 6 B y
R? significa un atomo de hidrégeno y R"" significa un atomo de bromo, cloro o fltior o
R’y R"" significan en comtn un enlace.

2. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizadas porque R® se encuentra en la
posicion a.

3. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizadas porque R'' se encuentra en
la posicion B.

4. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizadas porque R'' es un atomo de
fltor o cloro.

5. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizadas porque el atomo de halégeno
R"" es un atomo de fldor.

6. 63,73;15B,16B-Dimetilen-3-oxo-17-pregna-4,9(11)-dieno-21,17p-carbolactona de acuerdo con la reivindicacion 1.
7. Pregn-4-eno-21,17-carbolactonas de acuerdo con la reivindicacion 1, a saber
11B-cloro-63,783;158,16B-dimetilen-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,173-carbolactona
63,7B;15B,16B-dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17B-carbolactona
6a,7a;15B,16B-dimetilen-11B-fluoro-3-oxo-17-pregn-4-eno-21,17p-carbolactona.

8. Preparados farmacéuticos que contienen por lo menos un compuesto de la férmula general | de acuerdo con la
reivindicacion 1 asi como un vehiculo farmacéuticamente inocuo.

9. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 8, que contienen la 63,73;158,16B-dimetilen-3-oxo-17-
pregna-4,9(11)-dieno-21,173-carbolactona.

10. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacién 8, que contienen la 63,78;158,16B-dimetilen-113-
fluoro-3-oxo-17-pregna-4-eno-21,1783-carbolactona.

11. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 8, 9 6 10 que contienen ademas por lo menos un
estrégeno.

12. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 11, que contienen etinil-estradiol.

13. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 11, que contienen un estrégeno natural.
14. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 13, que contienen estradiol.

15. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacién 13, que contienen valerato de estradiol.

16. Preparados farmacéuticos de acuerdo con la reivindicacion 13, que contienen por lo menos un estrégeno
conjugado.
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17. La 11a-hidroxi-15,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona como compuesto de partida para la preparacién de los
compuestos de la férmula general I.

18. Procedimiento para la preparacion de 11a-hidroxi-158,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona, caracterizado
porque la 15pB,16B-metilen-androst-4-eno-3,17-diona se hidroxila en un recipiente de fermentacion con
microorganismos de las especies Absidia sp., Acremonium Sp., Ascochyta sp., Aspergillus sp., Bacillus sp.,
Beauveria sp., Botryodipoldia sp., Caldariomyces sp., Calonectria sp., Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium
sp., Gibberella sp., Gloeosporium sp., Glomerella sp., Gnomonia sp., Haplosporella sp., Helicostylum sp.,
Helminthosporium sp., Metarhizium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Rhizopus sp., Sporotrichum sp.,
Syncephalastrum sp. y Wojnowicia sp.

19. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, caracterizado porque se hidroxila con Absidia orchidis,
Absidia coerulea, Acremonium strictum, Ascochyta clematidina, Aspergillus alliaceus, Aspergillus awamori,
Aspergillus fischeri, Aspergillus flavus, Aspergillus malignus, Aspergillus melleus, Aspergillus nidualans, Aspergillus
niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus variecolor, Bacillus megaterium, Beauveria bassiana, Beauveria tenella,
Botryodiplodia malorum, Caldariomyces fumago, Calonectria decora, Colletotrichum phomoides, Curvularia lunata,
Fusarium oxysporium, Fusarium solani, Gibberella zeae, Glomerella cingulata, Gloeosporium fructigenum,
Gloeosporium higgensianum, Gloeosporium kaki, Gloeosporium lacticolor, Gloeosporium olivarum, Glomerella
fusaroides, Gnomonia cingulata, Haplosporella hesperedica, Helminthosporium sp., Helicostylum piriforme,
Metarhizium anisopliae, Mucor plumbeus, Mucor spinosus, Nigrospora sphaerica, Rhizopus arrhizus, Rhizopus
cohnii, Rhizopus delemar, Rhizopus japonicus, Rhizopus kazaensis, Rhizopus microsporus, Rhizopus oryzae,
Rhizopus shanghaiensis, Rhizopus stolonifer, Rhizopus ftritici, Sporotrichum sulfurescens, Syncephalastrum
racemosum, Wojnowicia graminis y Wojnowicia hirta.

20. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 19, caracterizado porque se hidroxila con Absidia orchidis (ATCC
6647), Acremonium strictum (NRRL 5759), Ascochyta clematidina (CBS), Aspergillus alliaceus (ATCC 10060),
Aspergillus awamori (CBS), Aspergillus fischeri (ATCC 1020), Aspergillus malignus (IMl 16061), Aspergillus melleus
(CBS), Aspergillus nidualans (ATCC 11267), Aspergillus niger (ATCC 9142, ATCC 11394), Aspergillus ochraceus
(NRRL405, NRRL 410, CBS 13252, ATCC 46504), Aspergillus variecolor (ATCC 10067), Bacillus megaterium (ATCC
13368), Beauveria bassiana (IFO 5838, ATCC 13144, IFO 4848, CBS 11025, CBS 12736, ATCC 7159),
Botryodiplodia malorum (CBS 13450), Caldariomyces fumago (ATCC 16373), Calonectria decora (ATCC 14767),
Curvularia lunata (1X 3, NRRL 2380), Fusarium solani (ATCC 12823), Fusarium oxysporum (ATCC 7808), Gibberella
zeae (CBS 4474), Glomerella cingulata (ATCC 12097, ATCC 10534, CBS 23849, CBS 23749, ATCC 16646, IFO
6459, IFO 6425, IFO 6470, ATCC 15093, ATCC 10529, IFO 5257, ATCC 56596. ATCC 64682), Glomerella
fusaroides (ATCC 9552), Gnomonia cingulata (CBS 15226), Haplosporella hesperedica (CBS 20837), Helicostylum
piriforme (ATCC 8992), Helminthosporium sp. (NRRL 4671), Metarhizium anisopliae (IFO 5940), Mucor plumbeus
(CBS 29563), Nigrospora sphaerica (ATCC 12772), Rhizopus arrhizus (ATCC 11145), Rhizopus oryzae (ATCC
4858, ATCC 34102, CBS 32947), Rhizopus stolonifer (ATCC 15441), Syncephalastrum racemosum (IFO 4827) y
Wojnowicia graminis (CBS 89168).
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