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RESUMO
“METODO PARA A PREPARAGAO DE 21-HIDROXI-6,19-OXIDO-
PROGESTERONA (210H-60P)”

A presente invencdo refere-se a um método novo para
preparar 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (210H-60P) e/ou
seus derivados 21l-acetato, 21l-propionato, 21-
hemissuccinato, 2l1-fosfato, 2l1-oleato. A 210H-60P e seus
derivados éster s&o antiglucocorticdéides para o tratamento
ou profilaxia de doencas associadas a um excesso de
glucocorticdides, em particular para tratar sindroma de

Cushing, hipercortisolismo iatrogénico ou depresséo.
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DESCRICAO
“METODO PARA A PREPARAGAO DE 21-HIDROXI-6,19-OXIDO-

PROGESTERONA (210H-60P)”

Area da invencédo:

A presente invencdo refere-se a um método novo para
preparar 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (210H-60P) e/ou
seus derivados 21-acetato, 21-propionato, 21-
hemissuccinato, 2l1-fosfato e 2l-oleato. A 210H-60P e seus
ésteres sdo antiglucocorticdides para o tratamento ou
profilaxia de doencas associadas a um desequilibrio de
glucocorticdides, em particular para tratar sindroma de

Cushing ou depresséio.

Contexto da invencédo:

Os corticosterdides sdo hormonas esterdides estruturalmente

relacionadas com e} colesterol. Estas hormonas s&do
sintetizadas no coértex adrenal e incluem 0s
glucocorticdides (por exemplo, cortisol) e 0s

mineralocorticdides (por exemplo, aldosterona), bem como
androgénios e estrogénios fracos. A funcdo adrenal, tal
como a da glandula tirdide, estd sob o controlo do
hipotédlamo (HPT) e da pituitéria (PIT). Quando os niveis de
cortisol (o glucocorticdide de ocorréncia natural) diminuem
para um valor inferior a um ponto determinado, o hipotélamo
liberta CRH (hormona de libertacdo de corticotropina), que
estimula a libertacdo da hormona adrenocorticotrdpica
(ACTH) pela pituitdria. A ACTH é uma hormona trdpica que

estimula:

° a sintese e secrecdo de cortisol (exerce efeitos

minimos sobre a sintese/secrecdo de aldosterona), e



° 0 crescimento da glédndula adrenal. Quando os niveis de
cortisol aumentam, isto desliga a secrecdo de CRH e
ACTH (cf. Figura 1).

0 cortisol caracteriza-se pelas suas propriedades

relacionadas com a biossintese e metabolismo de glucose e

propriedades relacionadas com a imunidade inespecifica, bem

como especifica. Devido aos efeitos sobre o metabolismo da
glucose, o cortisol e regpectivos andlogos naturais ou
sintéticos sdo habitualmente denominados glucocorticdides.

Ligam-se ao receptor de glucocorticdides (GR).

O receptor de glucocorticdides é um membro de uma super-
familia de proteinas de receptores intracelulares
intimamente relacionados gque funcionam como factores de
transcricdo activados por ligandos. Outros membros desta
super-familia s&o o receptor de mineralocorticdides (MR) e
o receptor de progesterona (PR). Verificou-se que o MR e GR
sdo altamente homdélogos; assim, esterdides naturais e mesmo
sintéticos exibem reaccdo cruzada entre estes receptores.
Relativamente ao PR, o seu ligando natural progesterona

também reage de forma cruzada com MR e GR.

A sindroma de Cushing ¢é uma perturbacdo resultante de
secrecdo adrenocortical aumentada de cortisol. A
hiperfuncdo do cértex adrenal pode depender da ACTH ou pode
ser independente da regulacdo da ACTH, por exemplo,
producéao de cortisol por um adenoma ou carcinoma
adrenocortical. A administracdo de quantidades supra-
fisioldgicas de cortisol exdgeno ou de analogos sintéticos
relacionados suprime a funcdo adrenocortical e imita a
hiperfuncdo de glucocorticdéides independente da ACTH. A
hiperfuncdo dependente da ACTH do cdértex adrenal pode

dever-se a hiper-secrecdo de ACTH pela pituitéaria, secrecédo



de ACTH por um tumor ndo da pituitédria, tal como carcinoma
do pulmédo de células pequenas (a sindroma de ACTH ectédpica)
ou administracdo de ACTH exdbgena. Se bem que o termo
"sindroma de Cushing" tenha sido aplicado ao <cenéario
clinico resultante do excesso de cortisol independentemente
da causa, a hiperfuncdo do cdédrtex adrenal resultante do
excesso de ACTH pela pituitdria tem sido freguentemente
referida como doenca de Cushing, implicando uma
anormalidade fisioldgica particular. Os pacientes com
doenca de Cushing podem ter um adenoma basofilico da
pituitdria ou um adenoma cromdéfobo. Os microadenomas podem
ser habitualmente visualizados por varrimento de CT ou,
preferivelmente, MRI, wutilizando uma técnica de alta
resolucdo amplificada por gadolinio. Mesmo com estas
modalidades, ¢é dificil wvisualizar alguns microadenomas.
Nalguns casos ndo se encontra nenhuma anormalidade
histoldégica na pituitédria apesar de evidéncias claras de

super-producdo de ACTH.

Pretende-se que as referéncias a sindroma de Cushing aqui
signifiquem o cendrio clinico resultante do excesso de
cortisol independentemente da causa, gue também pode ser
iatrogénica, tanto pela injeccdo de ACTH como pela
administracdo directa de cortisol ou andlogos sintéticos,
como prednisona, prednisolona, dexametasona ou outros que
sdo amplamente wutilizados em varios tipos de doencas,
incluindo alérgicas, asmaticas, inflamatdérias ou
imunoldgicas. A sindroma de Cushing inclui adicionalmente
tumores adrenais que segregam corticdides, producdo de ACTH

ectdépica e doencga de Cushing.

As manifestacdes clinicas incluem faces "de 1lua cheia"”

arredondadas com uma aparéncia pletdrica. Ocorre obesidade



no tronco com almofadas de gordura proeminentes
supraclaviculares e cervicais dorsais ("corcova de
btfalo"); as extremidades distais e dedos ficam
habitualmente bastante magros. Estédo presentes

enfraquecimento muscular e fraqueza. A pele ¢é fina e
atré6fica, com fraca capacidade de cicatrizacdo e facilidade
de formacdo de feridas. No abddémen podem aparecer estrias
plrpuras. S&ao comuns hipertenséo, célculos renais,
osteoporose, intolerdncia a glucose, reduzida resisténcia a
infeccbes e perturbacdes psiquidtricas. A cessacdo do
crescimento linear ¢é caracteristica em <criancas. As
mulheres tém habitualmente irregularidades menstruais. Uma
producdo aumentada de androgénios, para além de cortisol,
pode conduzir a hipertricose, calvicie temporal e outros

sinails de virilidade nas mulheres.

Apesar do desenvolvimento de agentes anti-hormonais
relacionados com 0s receptores de estrogénios e androgénios
ter sido bem sucedido, a busca de anti-corticdides

selectivos é mails restrita.

Agentes conhecidos que suprimem a sintese de hormonas
esterdides a vAarios niveis (isto ¢, inibidores de enzimas
que catalisam véarias fases da sintese de hormonas
esterdides) sdo revistos em J. Steroid Biochem., wvolume 5,

padgina 501 (1974) e incluem os seguintes:

a) derivados do difenilmetano, por exemplo, anfenona
B (que suprime a sintese de hormonas esterdides

nas fases ll-beta-, 17- e 21- da hidroxilase);



b) derivados da piridina (série SU-c), por exemplo,
metirapona (que suprime a sintese na fase ll-beta

da hidroxilase);

c) glutaramidas alfa,alfa-substituidas, por exemplo,
aminoglutetimida (que impede a sintese de
pregnenolona a partir do colesterol por supresséio

da 20-alfa-hidroxilase e Cjyp,Cyrr—-liase;

d) substidncias esterdides, por exemplo, trilostano
(esterbdide-3-beta-hidroxi-5-androsteno-17-ona 3-
beta substituido), que suprime a 3-beta-
desoxiesterdide-hidrogenase-5,4-isomerase

(Steroids, volume 32, pagina 257).

e) esterbdides da familia das espironolactonas dque
sdo utilizados como anti-Mineralocorticdides de

dissociacdo rapida (PNAS USA 71 (4) paginas 1431-

1435 (1974)).
f) um esterdide sintético descrito como anti-
Mineralocorticdides, ZK91587, exibindo

propriedades de ligacédo especifica para o rim (Z.
Naturforsch., 45b, péaginas 711-715 (1990)) e MR
de tipo I do hipocampo (Life Science, 59, péginas
511-21 (1996)) mas nédo para GR de tipo II. Em
consequéncia, pode ser convenientemente Gtil como
ferramenta na investigacdo da funcdo de MR em

tecidos contendo ambos o0s sistemas de receptores.

Agentes que suprimem especificamente a interacgdo de

hormonas glucocorticdides com receptores hormonais sé&o:



a) Mifepristone (11B,17B)-11-[4-(Dimetilamino)
fenil]-17-hidroxi-17-(l-propinil)estra-4,9-dieno-
3-ona, que actua em receptores de hormonas
glucocorticdides para formar um complexo incapaz
de iniciar mecanismos conducentes ao efeito de
glucocorticdéides (Annals of New-York Academy of

Science, volume 761, paginas 5-28 (1995)).

b) substédncias ndo esterdides (J. Steroid Biochem.,
volume 31, péaginas 481-492 (1988)), por exemplo,
cloridrato de drotaverina (um derivado da
isoquinolino-1-(3,4-dietoxibenzilideno) -6, 7~
dietoxi-1,2,3,4-tetra-hidroisogquinolina) ou acido
acetilsalicilico (Moskovskaya Meditsina, 1990,
"Receptor mechanisms of the glucocorticoid

effect”™ de V.P. Golikov).

Até a data, a tnica aplicacéo terapéutica de
antiglucocorticdéides (por exemplo, Mifepristone) que foi
tentada num cendrio clinico consistiu tratar casos
inoperaveis de sindroma de Cushing ndo da pituitéaria. No
caso do Mifepristone (uma anti-progesterona e um
antiglucocorticdides) sdo necessarias doses elevadas (até

800 mg por dia).

Empregando uma aplicacdo sistemédtica de estratégias para
aumentar a actividade e diminuir a reactividade cruzada e
efeitos secundarios indesejaveis, tém sido relatados
progressos no desenvolvimento de agentes anti-hormonais com
maior poténcia e selectividade, especialmente na &rea dos

anti-estrogénios e anti-androgénios.



Na patente EP-903'146 é revelado o esterdide sintético 21-

hidroxi-6,19-¢6xido-progesterona (210H-60P) de férmula I:

HO™\_70

™

(b

como antiglucocorticdide selectivo que ndo reage de forma

cruzada substancialmente com PR do Utero ou MR do rim. Esse
antiglucocorticdide 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona pode
ser utilizado no tratamento de doencas associadas a um
excesso de glucocorticbdides nas quais ¢é desejavel um
antiglucocorticdide virtualmente sem propriedades
mineralocorticdides ou glucocorticdides, bem como afinidade

para MR ou PR.

A sintese de 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (1) e do
seu 2l-acetato (2) foi primeiramente conseguida por
Deghenghi em 1966 como intermedidrio numa sintese de 19-
hidroxidesoxicorticosterona, partindo de diacetato de 21-
hidroxipregnenolona. O procedimento resumido no Esquema 1
envolve a utilizacdo de uma reaccdo de "tipo hipoiodito"
com tetracetato de chumbo (Pb(AcO)4). O composto 1 ndo foi
isolado nem caracterizado, mas sim acetilado in situ para
formar o acetato 2. 0O rendimento global do composto 2
parcialmente purificado foi apenas 8,3%. Para além do baixo
rendimento, este método de preparacédo ¢ geralmente
considerado dificil de reproduzir, principalmente devido a

formacdo da cloro-hidrina.
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Esquema 1: Sintese de 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona e

seu derivado 2l-acetato por Deghenghi.

Numa sintese mais recente de 19-hidroxidesoxi-
corticosterona, Kirk e Yeoh (J. Chem. Soc. Perkin Trans. I,
2945 (1983)) prepararam o acetato 2 como intermediéario.
Este procedimento, que parte de acetato de pregnenolona,
estd representado no Esquema 2. Apesar de ndo serem
fornecidos pormenores completos dos primeiros 3 passos na
seccdo experimental da sua publicacdo, de acordo com a
literatura citada o rendimento destes passos pode ser
estimado como cerca de 34-37%, originando um rendimento
global do acetato 2 de cerca de 12% a partir de acetato de

pregnenolona.
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Dendimento global:

Bendimento global: ] .
cerca de 12% cristalizado

cerca de 11% em bruto

Esquema 2: Sintese de 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona e

seu acetato por Kirk et al.

De acordo com outro método, representado no Esquema 3, a
reaccdo de funcionalizacdo remota com Pb(AcO), e iodo em
condicdes térmicas ou fotoquimicas ¢é substituida pelo
sistema mais reprodutivel e "suave" de HgO/iodo em
condicdes fotogquimicas e o passo de 21-hidroxilacdo ¢é
efectuado com um composto de iodo hipervalente (ver A. S.
Veleiro, M. V. Nevado, M. C. Monteserin e G. Burton,
Steroids, 60, 268-272 (1995); M. Akhtar e D. H. R. Barton,
J. Am. Chem. Soc., 86, 1528-1534 (1964); R. M. Moriarty, L.
S. John e P. C. Du, J. Chem. Soc. Chem. Commun., ©641-642
(1981)).
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Esquema 3: Sintese de 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona

por Veleiro et al.

O procedimento acima também parte de acetato de
pregnenolona, que ¢é primeiramente convertido em diacetato
de 21-hidroxipregnenolona. No melhor dos casos, o
rendimento global do composto 1 & cerca de 26%; no entanto,
ndo foi ©possivel <cristalizar este produto, apesar de
aparentemente puro de acordo com TLC e NMR, e, assim, foram
necesséarios passos adicionais de purificacéao por
cromatografia; o rendimento de composto 1 cristalino puro é
cerca de 13% (19% a partir de diacetato de 21-hidroxi-
pregnenolona). Apesar do acetato 2 ser um intermediério
nesta via de sintese, ndo foi possivel obter purificacéo
completa apds desacetilacdo (isto ¢é, do composto 1).
Suplementarmente, apesar deste procedimento permitir a
sintese de pequenas quantidades de composto 1 para os
testes bioldgicos iniciais efectuados em 1996, tentativas

para aumentar a escala do procedimento falharam. Né&o
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obstante os métodos correntemente conhecidos fornecerem 21-
hidroxi-6,19-6xido-progesterona (1), d&o consistentemente
origem a rendimentos inferiores Dbem como a produtos

secunddrios dificeis de eliminar.

Descricdo da invencédo

Um objectivo da invencdo consiste em proporcionar um método
novo para preparar 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona

(210H-60P) e/ou seus ésteres.

Um objectivo suplementar da invencdo consiste em fornecer

21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona e/ou seus ésteres.

Num primeiro aspecto, a presente invencdo proporciona um
método novo para preparar 21-hidroxi-6,19-6xido-
progesterona (1) ou seus ésteres, por exemplo, ésteres de
carboxilato, fosfato ou sulfato. Em especificacdes
preferidas, a invencdo proporciona um método novo para
preparar 210H-60P e seus derivados 2l-acetato, 21-
propionato, 2l-hemissuccinato, 21-fosfato e 2l-oleato. O
método da invencéo evita essencialmente todas as
inconveniéncias conhecidas até a data. O método da invencéio
produz 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (1) com bom
rendimento, com um grau aceitdvel de pureza e evita metais
pesados como reagentes. O método da invencdo ¢é adequado
para a preparacdo a escala industrial de 21-hidroxi-6,19-

6xido-progesterona (1) e seus ésteres.

Os objectivos da invencdo sdo cumpridos de acordo com a
reivindicacdo ©principal. Especificacdes preferidas sé&o
apresentadas nas reivindicacdes dependentes, que sédo aqui

incorporadas.
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O novo procedimento de sintese de acordo com a presente

invencéo

compreende ou consiste nos seguintes passos

bdsicos consecutivos:

a)

d)

e)

f)

Fornecer 2l-acetoxipregnenolona (3) (que

presentemente é um produto comercial);

Transformar o grupo C-3 hidroxi da 2l-acetoxi-
pregnenolona num éster instédvel, preferivelmente

um éster de formato;

Obter o produto de bromo-hidrina a partir da 21-
acetoxipregnenolona protegida, em gque essa bromo-
hidrina resulta da adicdo de um bromo e de um

grupo hidroxi a ligacdo dupla da posicdo C5-C6;

Realizar uma ciclizacdo intramolecular com o©
dtomo Cl19 com o "reagente Suarez" (diacetoxi-
iodobenzeno; ver Armas et al., J. Chem. Soc.
Perkin I, 405 (1989)) e 4diodo sob irradiacéao,

obtendo assim a ponte 6,19-6xido no esqueleto;

Efectuar uma hidrélise selectiva, preferivelmente
com HCl/MeOH/diclorometano, seguida de uma
oxidacdo, preferivelmente com clorocromato de
piridinio (PCC), obtendo desse modo uma

bromocetona;

Efectuar uma hidrdélise da bromocetona resultante
do passo e), para obter 21-hidroxi-6,19-6xido-

progesterona (1), e, opcionalmente,
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g) Proceder a acilacdo da 21-hidroxi-6,19-6xido-
progesterona (1) para obter o 21-éster (o acetato

estd mostrado como 2).

Esteres preferidos sido ésteres C1l-18 acilo (opcionalmente
substituidos com COOH, 1 ou 2 vezes) e ésteres de fosfato.
Podem obter-se ésteres de acilo fazendo reagir 21-hidroxi-
6,19-6xido-progesterona (1) com um A&cido orgédnico, na
presenca de um agente de acoplamento (por exemplo, N,N'-
diciclo-hexilcarbodiimida), ou com um éster organico
activado (por exemplo, um éster de nitrofenol), ou com um
haleto de acilo (por exemplo, um cloreto de acilo) ou com
um anidrido de acilo. Podem obter-se ésteres de fosfato
fazendo reagir 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona com um
agente de fosforilacdo (por exemplo, oxicloreto de fésforo,

seguido de hidrdélise bésica).

O 2l-propionato ou 2l-hemissuccinato e 21-oleato e
derivados sdo obtidos por esterificacdo da 21-hidroxi-6,19-
6xido-progesterona (1) do passo f) com é&cido propidnico,
acido succinico ou oleico, seus anidridos, ésteres

activados ou cloretos de acilo.

Um procedimento de sintese preferido de acordo com a

presente invencdo estéd representado no Esquema 4.
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Esquema 4: Nova Sintese de 21-hidroxi-6,19-6xido-
progesterona

De acordo com o método preferido ilustrado no Esquema 4,
introduz-se um grupo formato como grupo protector para a
posicdo 3. 0Os formatos tém a vantagem de poderem ser
hidrolisados em condic¢des acidicas relativamente suaves
(HC1l/MeOH-diclorometano) nas dquails acetatos primdrios e
mesmo o-acetoxicetonas sdo estdveis. A introducdo de uma
fraccdo formato é preferivelmente efectuada em condicbes
muito suaves utilizando, preferivelmente, anidrido acético-
férmico misturado (preparado in situ a partir de &cido
férmico e anidrido acético). A formacdo da bromo-hidrina é
efectuada com N-bromoacetamida em THF, dando origem a 80%

da bromo-hidrina 5 desejada e cerca de 20% do isdmero 5Loa-

HO-6B-Br. A mistura pode ser separada por cristalizacdo ou
Cromatografia de Camada Fina. Para a ciclizacéo

intramolecular envolvendo C-i15, empregam-se o "reagente
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Suarez" (diacetoxi-iodobenzeno (DAIB)) e iodo como
"hipoiodito"™ como sistema gerador sob irradiacdo adequada -

preferivelmente com uma lampada de tungsténio comum.

Bastante surpreendentemente, verifica-se que, ao efectuar o
passo de ciclizacéo intramolecular em diclorometano
(CH,Cl,), a reaccdo ndo sé6 é réapida (conversdo completa em
menos de 1 hora) e limpa, mas também foi possivel obter

excelentes rendimentos.

O controlo da temperatura (25°C) do passo de ciclizacéo,
conseguido utilizando um reactor encamisado de vidro com
circulacédo de &gua, aumenta o rendimento e diminui produtos
secunddrios de oxidacdo excessiva. Suplementarmente, a
formacdo de epdxidos € eliminada, a bromo-hidrina isomérica
é 1inerte para o reagente e pdde ser facilmente separada
(juntamente com o produto secundario de iodobenzeno) do
bromoéter desejado 6 por filtracdo em vacuo através de uma

coluna de silica gel (VFC).

A hidrdlise selectiva do éster de formato é preferivelmente
efectuada com HC1 em MeOH-diclorometano, seguida de uma
oxidacdo, preferivelmente com PCC, dando assim origem a
bromocetona 8. Este produto elimina parcialmente a
capacidade do HBr para dar origem a cetona insaturada (2)
quando sujeito a purificacdo por VFC (coluna de silica gel
muito pegquena); no entanto, 1isto ndo é problema, pois o
produto insaturado é o produto desejado do passo seguinte,
no qual o tratamento com uma base procede a desacetilacéo
da posicdo 21 e completa a eliminacdo do bromo C-5, dando

assim origem ao produto desejado (1).
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Pode obter-se purificacdo de 1 com uma VFC répida através
de uma coluna de silica gel pequena, para obter o produto
cromatograficamente puro com um rendimento superior a 31%.
Este pode ser cristalizado a partir de etanol absoluto,
dando origem ao composto 1 cristalino com um rendimento de

27%.

Prepara-se o 2l-acetato (2) por acetilacdo comum do
composto 1 com anidrido acético em piridina. O acetato é

recristalizado a partir de etanol absoluto.

A sintese nova de acordo com a presente invencdo tem as

seguintes vantagens:

a) Elimina a necessidade do passo de acetilacédo selectiva
ou qualquer necessidade de diferenciar os grupos
hidroxilo em C-21 e C-3.

b) Modifica a reaccdo de hipoiodito de modo a ndo serem
necessarios metais pesados (reagentes a Dbase de
chumbo, prata ou mercurio) e prossegue em condicdes
homogéneas, permitindo assim um escalamento para
quantidades de multiplos gramas, podendo mesmo chegar
aos quilogramas.

c) Reduz os produtos secundarios formados em diferentes
passos (especialmente a formacdo de 5, 6-epdxido) de
modo a minimizar os passos de purificacdo e,
especialmente, para evitar ou minimizar a necessidade
de cromatografia em coluna em silica gel, pois os
bromoéteres, <composto 1 e 2 sdo intrinsecamente
instdveis nestas condicbes.

d) Reduz os volumes reaccionais ao longo do processo,

permitindo o escalamento para quantidades maiores.
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Partindo do composto 1, a sintese de ésteres de acilo, como
os derivados 2l-propionato (2a) e 21-hemissuccinato (2b) e
21-oleato (2¢)-6,19-6xido-progesterona pode ser efectuada

como ilustrado no Esquema 5.

Também se mostra no Esquema 5 a preparacdo do derivado 21-

fosfato (2d).
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Esquema 5: Sintese dos derivados 2l-propionato (2a), 21-
hemissuccinato (2b), 2l-oleato (2c) e 21-POs, (2d)-6,19-

6xido-progesterona.

Os compostos sintetizados de acordo com a presente invencéo
sdo conhecidos para utilizacéao como medicamento,
isoladamente ou em combinacdo com transportadores e/ou
excipientes farmaceuticamente aceitaveis. Sabe-se,
notavelmente, que esse medicamento é adequado no fabrico de
um medicamento para o tratamento ou profilaxia de doencas
associadas a um excesso de glucocorticdides, por exemplo,
para o tratamento da sindroma de Cushing, hipercortisolismo

iatrogénico ou depresséo.

A invencéao seré agora descrita, apenas a titulo

ilustrativo, com referéncia aos exemplos seguintes.

EXEMPLOS

MATERIAIS E METODOS

Os pontos de fusdo foram lidos num aparato de Fisher-Johns
e ndo estdo corrigidos. Os espectros de IR foram registados
em filmes finos utilizando discos de KBr num espectrbdmetro
FT-IR Nicolet Magna IR 550. Os espectros de 'H e Be NMR
foram medidos em espectrémetros de NMR Bruker AC-200 ou AM-
500 em deutério-clorofdérmio (utilizando TMS como padréo
interno). Os valores J estdo apresentados em Hz. Os
espectros foram atribuidos por andlise dos espectros DEPT,

COSY 45 e HETCOSY e por comparacdo com os da progesterona.

Os espectros de massa por impacto electrénico (EI) foram
medidos num espectrdémetro de massa VG Trio 2 a 70 eV por

admissdo directa. Os espectros de massa FAR e espectros de
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massa de alta resolucdo por impacto electrdédnico (HRMS)
foram obtidos num espectrdmetro de massa VG ZAB BEQQ. Todos
08 solventes wutilizados tinham qualidade de reagente.
Evaporaram-se o0s solventes a cerca de 45°C sob vacuo.
Activou-se o pd de zinco por suspensdo em HC1 1 M, lavagem
com &gua, etanol absoluto e éter dietilico e secagem
durante 2 horas a 120°C. Confirmou-se a homogeneidade de

todos os compostos por cromatografia em camada fina.

Sintese em larga escala de 21-hidroxi-6,19-6xido-
progesterona (1)
Estruturas de materiais de ©partida, intermedidrios e

produtos finais (1) e (2):
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3f-Formiloxi-21-acetiloxi-5-pregneno-20-ona (4)

Adiciona-se gota-a-gota anidrido acético (13,4 ml) a &cido
férmico (6,6 ml) a 0°C, a solucdo é aquecida a 50°C durante
15 minutos e ¢ rapidamente arrefecida para 0°C. A solucédo
resultante de anidrido acético-fédrmico é adicionada gota-a-
gota a uma suspensdo agitada de 2l-acetoxipregnenolona (3,
8,0 g) em piridina seca (20,8 ml) a 0°C e continua-se a

agitacdo a essa temperatura durante 2 horas. O produto
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reaccional ¢ derramado sobre solucdo aquosa saturada fria
de bicarbonato de sédio, é filtrado e o sd6lido é lavado com
solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio, &gua e HCI1
1 N e 4gua (até ficar neutro), dando origem ao formato 4
(8,0 qg): 'H NMR (200.13 MHz) &y 0,70 (3H, s, 13-CHs), 1,02
(3, s, 10-CHs), 2,16 (3H, s, 21-CHsCO), 2,53 (lH, t,J =
8,0 Hz, 17-H), 4,50 (1H, 4, J = 17,0 Hz, 2la-H); 4,70 (1H,
d, =17,0 Hz, 21b-H), 5,32 (1H, m, 3-H), 5,38 (1H, d, J =
3,0 Hz, 6-H), 8,02 (1H, s, HCOO).

3p-Formiloxi-5a-bromo-6f~-hidroxi-21-acetiloxipregnano—20-
ona (5)

Dissolve-se formato 4 (8,0 g) em éter dietilico (100 ml) e
THF (37,2 ml) e arrefece-se o sistema para 10°C. A solucdo
agitada a 10-15°C - que estd protegida da luz - adiciona-se
dcido percldérico a 7,5% (11,88 ml), seguido de N-
bromoacetamida (4,75 g) em 8 porcdes durante um periodo de
25 minutos. Continua-se a agitacdo durante 45 minutos a
25°C e termina-se a reaccdo por adicdo de solucdo aquosa de
tiossulfato de sédio a 10% até a descoloracdo completa. Em
seguida, a mistura reaccional ¢ extraida com diclorometano/
metanol 10:1, a camada organica ¢é lavada com &agua e seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente é evaporado, dando

origem a bromo-hidrina 5 (10,4 g, contendo cerca de 20% do

isémero Sa-hidroxi-6f~bromo, como determinado por 'H NMR) .

3f-Formiloxi-5a-bromo-21-acetiloxi—6,19-6xido-pregnano—20-
ona (6)

Faz-se borbulhar azoto, durante 5 minutos, numa solucdo do
composto de bromo-hidrina 5 (10,4 g, contendo cerca de 20%
do isémero Sa-hidroxi-6fl-bromo) em diclorometano destilado

de fresco (723 ml) contido num reactor de vidro de 1 litro
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equipado com uma camisa de refrigeracdo externa com agua em

circulacdo a 25°C e agitador magnético. Adicionam-se
sucessivamente, com agitacéo, diacetoxi-iodobenzeno
(reagente Suarez, 7,66 g) e iodo (5,46 g). O reactor &

exposto a duas lémpadas de tungsténio de 300 Watt (5000
ltmenes cada) e continua-se a agitacdo vigorosa durante 1
hora a 25°C. Desliga-se a irradiacdo e adiciona-se uma
solucdo aqguosa saturada de tiossulfato de sédio até a
descoloracdo completa. A camada orgénica é separada e seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente é evaporado. O
s6élido resultante é dissolvido em diclorometano (8 ml) e
aplicado numa coluna G-60 de silica gel (12 cm de didmetro
x 8 cm de altura) previamente enxaguada com hexano; a
eluicdo sucessiva (aplicando vacuo a descarga) com hexano-
acetato de etilo 9:1 (1100 ml), 8:2 (700 ml), 7:3 (700 ml)
e 6:4 (600 ml) d& origem a 31 fracgdes de 100 ml. As
fraccdes sdo analisadas por TLC e as contendo bromoéter 6
sdo reunidas e evaporadas até a secura, dando origem ao
composto 6 (6,8 g). 'H NMR (200.13 MHz) &y 0,70 (3H, s, 13-
CHs;), 2,16 (3H, s, 21-CHsCO), 2,52 (1H, t,J = 8,8 Hz, 17-
H), 3,73 (1H, 4, J = 8,4 Hz, 19a-H); 3,94 (lH, d, J = 8,4
Hz, 1%9o-H), 4,08 (1H, 4, J = 4,2 Hz, 6-H), 4,50 (1H, 4, J =
16,8 Hz, 2la-H), 4,71 (1H, 4, J = 16,8 Hz, 21b-H), 5,34
(l1H, m, 3-H), 8,02 (1H, s, HCOO0).

3f-Hidroxi-5a-bromo-21-acetiloxi—6,19-6xido-pregnano—20-ona
(7)

Uma solucdo agitada do bromoéter 6 (6,8 g) obtido acima é
dissolvida em diclorometano (45,7 ml) e metanol (154,7 ml)
e ¢é arrefecida para 0°C num banho de gelo e &gua (10,9 ml)
enquanto se adiciona HCl concentrado (23,0 ml). Apds cerca
de 30 minutos de agitacdo vigorosa a 0°C (o desaparecimento

do material de partida é monitorizado por TLC), a mistura
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reaccional ¢ neutralizada com hidréxido de sbédio agquoso a
20% e extraida com diclorometano. A camada orgénica é seca
com sulfato de sbédio anidro e o solvente é evaporado, dando
origem ao composto de &lcool 7 (6,5 g); 'H NMR (200.13 MHz)
o 0,69 (3H, s, 13-CHs), 2,16 (3H, s, 21-CHsCO), 2,52 (lH,
t,Jg = 8,5 Hz, 17-H), 3,62 (l1H, 4, J = 8,5 Hz, 1%2a-H); 3,92
(l1H, 4, J = 8,5 Hz, 19-H), 4,07 (1H, 4, J = 4,0 Hz, 6-H),
4,15 (1H, m, 3-H), 4,51 (1H, d, J = 17,0 Hz, 2la-H), 4,70
(l1H, 4, J= 17,0 Hz, 21b-H).

Sa-Bromo-21-acetiloxi-6,19-6xido-pregnano—-3,20-diona (8)
Uma suspensdo de clorocromato de piridinio (12,1 g),
carbonato de béario (5,0 g) e crivos moleculares de 3 A
(9,60 g) em diclorometano seco (480 ml) é agitada sob azoto
durante 10 minutos. A pasta laranja resultante adiciona-se
uma solucdo de bromoéter 7 (6,5 g) obtido acima em
diclorometano seco (324 ml) e continua-se a agitacédo
durante cerca de 90 minutos, até o material de partida
(TLC) ter desaparecido. A mistura reaccional é submetida a
percolacdo através de uma coluna de silica gel G 60 pequena
(12 cm de didmetro x 8 cm de altura) lavada com éter
dietilico (2 x 150 ml) e hexano-acetato de etilo 1:2 (3 x
150 ml). As fraccdes contendo o produto sdo reunidas e
evaporadas até a secura, dando origem a 5,5 g de cetona 8
(contendo cerca de 10% de A*-3-cetona (2)); 'H NMR (200.13
MHz) oy 0,70 (3H, s, 13-CHj3), 2,16 (3H, s, 21-CHsCO), 2,51
(1H, t,J = 8,5 Hz, 17-H), 2,85 (1H, d, J = 16,0 Hz, 4a-H);
3,40 (1, d,J9 = 16,10 Hz, 4b-H), 3,90 (1H, d,J0 = 9,0 Hz,
19a-H), 4,07 (1H, d,J9 = 4,0 Hz, 6-H), 4,15 (1H, d,J = 9,0
Hz, 1%b-H), 4,50 (l1H, 4,J9 = 17,0 Hz, 2la-H), 4,71 (1H, d,J
= 17,0 Hz, 21b-H),.

21-Hidroxi-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona (1)
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A cetona 8 (5,5 g) obtida do passo precedente é dissolvida
em metanol (263,8 ml) e diclorometano (13,2 ml). Adiciona-
se a solucdo agitada KOH metandlico a 14% (53,4 ml) e
continua-se a agitacdo a temperatura ambiente durante cerca
de 15 minutos, até o material de partida (TLC) ter
desaparecido. A mistura reaccional é neutralizada com HC1 1
N e extraida com diclorometano. A camada orgdnica é seca
com sulfato de sdédio anidro e o solvente é evaporado, dando
assim origem a 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona em bruto
(1, 4,6 g). O sdélido é dissolvido em diclorometano (5 ml) e
passado por uma coluna de silica gel G-60 (8,5 cm de
didmetro x 5 cm de altura) previamente enxaguada com
hexano-acetato de etilo 7:3; a eluicdo sucessiva (aplicando
vdcuo a descarga) com hexano-acetato de etilo 6:4 (1350 ml)
e 1:1 (900 ml) d& origem a 30 fraccdes. As fracgdes séo
analisadas por TLC e as contendo composto 1 sdo reunidas e
evaporadas até a secura, dando origem a 2l1-hidroxi-6,19-
6xido-progesterona (1, 2,3 qg). 'H NMR (200.13 MHz) &y 0,74
(3H, s, 13-CHs), 2,45 (1H, t,J = 8,5 Hz, 17-H), 3,51 (1H,
d,J = 8,8 Hz, 1%9a-H), 4,18 (3H, s, 21-CHs), 4,20 (1H, d,J =
8,8 Hz, 19--H), 4,69 (1H, d,J = 5,0 Hz, 6-H), 5,82 (lH, s,
4-H) .

A recristalizacdo a partir de etanol absoluto d& origem a
uma primeira colheita de composto cristalino 1 (1,27 qg),
p.f. 165-166°C. O liquido-m&e é concentrado, dando origem a

uma segunda colheita de composto 1 (0,68 g).

21-Acetiloxi-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona (2)

Dissolveu-se 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona em bruto
(1, 2 g antes da purificacdo cromatografica) em piridina
seca (15,6 ml) e adicionou-se anidrido acético (15,6 ml). A

solucdo foi agitada durante 90 minutos a 25°C, foi
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derramada em HCl1 1 M e filtrada (alternativamente, o sdélido
pode ser extraido com diclorometano). O sélido foi lavado
com &agua (até ficar neutro), foi seco, dissolvido em
diclorometano (2 ml) e aplicado numa coluna de silica gel
G-60 (7 cm de diémetro x 5 cm de altura) previamente
enxaguada com hexano-acetato de etilo 7:3; a eluicéo
sucessiva (aplicando vacuo & descarga) com hexano-acetato
de etilo 7:3 (700 ml) e 6:4 (700 ml) deu origem a 20
fraccdes. Analisaram-se as fraccdes por TLC, as contendo
composto 2 foram reunidas e evaporadas até a secura, dando
origem a 2l-acetiloxi-6,19-6xido-progesterona (2, 1,12 g).
A recristalizacdo a partir de etanol absoluto (com gotas de
metanol) deu origem ao composto cristalino 2 (0,72 g), p.f.
190-191°C. 'H NMR (200.13 MHz) &y 0,76 (3H, s, 13-CH3), 2,17
(3H, s, 21-CHsCO), 2,51 (1H, t,J = 8,5 Hz, 17-H), 3,51 (1H,
d,J = 8,2 Hz, 1%a-H), 4,20 (1H, d,J = 8,2 Hz, 19-H) 4,50
(1, d,J9 = 16,7 Hz, 2la-H), 4,69 (1H, d,J = 5,0 Hz, 6-H),
4,72 (1H, d,J = 16,7 Hz, 21b-H), 5,82 (1H, s, 4-H).

21-Propanoiloxi-6,19-6xido-4-pregneno—-3,20-diona (2a)

Dissolveu-se 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona em bruto
(1, 0,2 g antes da purificacdo cromatogrédfica) em piridina
seca (0,28 ml) e adicionou-se anidrido propandico (0,2 ml).
Agitou-se a solucdo durante 1 hora a 25°C, adicionou-se
metanol para destruir o anidrido em excesso e concentrou-se
a solucéo in vacuo. 0 residuo foi diluido com
diclorometano, lavado com HC1 1 M e Agua e evaporado até a
secura (0,233 g). A purificacdo como acima deu origem a 21-
propanoiloxi-6,19-6xido-progesterona (2a, 0,116 g). 'H NMR
(200.13 MHz) oy 0,76 (3H, s, 13-CH3), 1,18 (3H, t,J = 7,6
Hz, 21-CHsCH,CO), 2,46 (2H, g,JdJ = 7,6 Hz, 21 CHsCH,CO), 2,51
(1, t,Jg = 8,0 Hz, 17-H), 3,51 (1H, d,J = 8,2 Hz, 19%a-H)
4,20 (1H, 4,9 = 8,2 Hz, 19-H), 4,50 (1H, d,J9 = 16,8 Hz,
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2la-H), 4,70 (1H, d4,J = 5,0 Hz, ©6-H), 4,73 (l1H, d,J = 16,8
Hz, 21b-H), 5,82 (1H, s, 4-H). EIMS m/z 400 (17) [M]", 342
(5), 313 (24), 285 (23), 267 (10), 57 (100).

21-Succinoiloxi-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona (2b)

Dissolveu-se 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (1, 0,75 q)
em diclorometano (37,5 ml) e piridina (1,9 ml) secos e
adicionou-se anidrido succinico (0,75 g). Agitou-se a
solucdo durante 4 horas a 25°C, adicionou-se uma segunda
porcdo de anidrido succinico (0,375 g) e continuou-se a
agitacdo durante 6 horas (até ao desaparecimento do
material de partida). Concentrou-se a mistura reaccional e
extraiu-se o residuo com éter dietilico. A solucdo etérea
foi lavada com HCl 1 M e extraida com carbonato de sdédio
aquoso a 10%. A camada aquosa foi acidificada, com HC1
concentrado, para pH = 3 e foi extraida com diclorometano.
A lavagem com Agua e evaporacdo até a secura deram origem a
21-succinoiloxi-6,19-6xido-progesterona em bruto (2b, 0,823
g). O sdlido foi dissolvido em diclorometano (1 ml) e foi
aplicado numa coluna de silica gel G-60 (6 cm de didmetro x
4 cm de altura) previamente enxaguada com hexano-acetato de
etilo 2:8; a eluicédo sucessiva (aplicando véacuo a descarga)
com hexano-acetato de etilo 2:8 (200 ml) e acetato de etilo
(500 ml) deu origem a 14 fracgdes. Analisaram-se as
fracgdes por TLC e as contendo 2b foram reunidas e
evaporadas até a secura, dando origem a 2l-succinoiloxi-
6,19-6xido-progesterona (2b, 0,455 g). 'H NMR (200.13 MHz)
o 0,75 (3H, s, 13-CH3), 2,52 (1H, t,J = 8,0 Hz, 17-H),
2,75 (4H, m, 21-HCOOCH,CH,CO), 3,51 (1H, d,J = 8,2 Hz, 19%a-
H), 4,20 (1H, d,J = 8,2 Hz, 19b-H) 4,54 (1H, d,J = 16,9 Hz,
2la-H), 4,70 (1H, 4,J9 = 5,0 Hz, 6-H), 4,75 (1H, 4d,J = 16,9
Hz, 21b-H), 5,82 (1H, s, 4-H). EIMS m/z 444 (3) [M]', 344
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(24), 313 (55), 285 (44), 267 (17), 921 (60), 79 (54), 55
(100) .

21-0Oleoiloxi—-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona (2c)
Dissolveu-se 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona (1, 0,052
g) em diclorometano (1 ml) e piridina (0,12 ml) secos e
adicionou-se cloreto de oleoilo (0,1 ml). A solucdo foi
agitada durante 24 horas a 25°C, foi diluida com
diclorometano, lavada com HC1 1 M e 4gua e evaporada até a
secura. A purificacdo por TLC preparativa deu origem a 21-
oleoiloxi-6,19-6xido-progesterona (2c¢, 0,075 qg). 'H NMR
(200.13 MHz) oy 0,76 (3H, s, 13-CHs), 0,88 (3H, t,Jd = 7,0
Hz, CH3-CH-CO), 2,34 (2H, t,J9 = 7,7 Hz, CH-CH,CO), 2,50
(1, t,Jg = 8,5 Hz, 17-H), 3,51 (1H, d,J = 8,3 Hz, 19%a-H)
4,20 (1H, d4,J9 = 8,3 Hz, 19-H), 4,49 (1H, d,J = 16,9 Hz,
2la-H), 4,70 (1H, d,J = 4,5 Hz, 6-H), 4,73 (1H, d,J = 16,9
Hz, 21b-H), 5,34 (2H, m, CH-CH=CH-CH-CO), 5,82 (l1H, s, 4-
H) .

21-Fosfato-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona (2d)

Dissolveu-se 21-hidroxi-6,19-6xido-4-pregneno-3,20-diona
(1, 0,052 g) em diclorometano (1 ml) e piridina (0,12 ml)
secos e adicionou-se, gota-a-gota a 0°C durante 30 minutos,
éster dialilico do &cido fosfocloridrico (0,024 g, 1 eq). A
mistura foi deixada aquecer para a temperatura ambiente e
foi agitada durante a noite. A mistura foi lavada trés
vezes com NaHCO; a 5% e a camada orgédnica foi seca e
evaporada em vacuo sem aquecimento. Adicionou-se ao xarope
resultante uma solucdo de NaOH (2,2 equivalentes) em &gua
(3 ml). A solucdo foi conduzida lentamente para o refluxo e
refluiu suavemente durante 12 horas. A liofilizacdo deu
origem ao sal de fosfato dissdédico em bruto, que foi

recristalizado a partir de etanol. Alternativamente, o sal
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dissédico em bruto pode ser dissolvido em é4dgua e o pH
ajustado com HCl, para causar a precipitacdo do fosfato

livre.
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REIVINDICACOES

1. Método para preparar 21-hidroxi-6,19-6xido-progesterona

(1)

ou respectivo derivado de acilo ou fosfato:

HO ™\ 20

)
o

urssries

{n

cujo método compreende 0S pPassos seguintes:

a)

b)

c)

d)

e)

f)

fornecer 2l-acetoxipregnenolona;

proteger o) grupo C-3 hidroxi da 21-
acetoxipregnenolona por formacdo de um éster
instéavel;

obter o respectivo produto de bromo-hidrina por
adicdo de um bromo e de um grupo hidroxi a
ligacéo dupla da posicéo C5-Co da 21-
acetoxipregnenolona protegida com éster;

realizar uma ciclizacdo intramolecular com o
dtomo Cl19 com o "reagente Suarez", diacetoxi-
iodobenzeno, e iodo sob irradiacdo, obtendo assim
a ponte 6,19-6xido no esqueleto;

efectuar uma hidrdélise selectiva, seguida de uma
oxidacdo, para obter uma bromocetona;

efectuar uma hidrélise da bromocetona resultante
do passo e), para obter 21-hidroxi-6,19-¢xido-
progesterona (1), e, opcionalmente,

fazer reagir o composto (1) com um agente de

acilacdo ou agente de fosforilacé&o.



Método de acordo com a Reivindicacdo 1, em que se obtém
o derivado 2l-acetato por acetilacdo da 21-hidroxi-

6,19-6xido-progesterona (1) do passo f).

Método de acordo com a Reivindicacdo 1, em que se obtém
um derivado C1-18 acilo por esterificacdo de 21-
hidroxi-6,19-6xido-progesterona com um Cl-18 A&cido,

anidrido, éster activo ou cloreto de acilo.

Método de acordo com a Reivindicacdo 1, em que se obtém
um derivado 21l-propionato, 21-hemissuccinato, 21-
fosfato, 21-oleato por esterificacdo da 21-hidroxi-
6,19-6xido-progesterona (1) do passo f) com &cido
propidnico, 4&cido succinico, é4cido oleico ou seus

anidridos ou ésteres activos ou cloretos de &cido.

Método de acordo com a Reivindicacdo 1, em que se obtém
o derivado 21-fosfato fazendo reagir é6xido-progesterona

(1) do passo (f) com um agente de fosforilacéo.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
precedentes, em que ¢é fornecido para o passo b) um

éster de formato.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
precedentes, em que o passo de ciclizacéo
intramolecular d) ¢é efectuado em diclorometano como

solvente.

Método de acordo com gualgquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que a hidrdélise selectiva do passo e) é

efectuada com HCl em MeOH/diclorometano como solvente.



9. Método de acordo com gualquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que a oxidacdo no passo e) & efectuada

com clorocromato de piridinio (PCC).

10. Método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que a hidrdélise no passo f) é efectuada

com KOH em MeOH/diclorometano como solvente.

11. Método para preparar (6):

e
3

%,

¥ =y
» .

e
,Ekg,:s\ji}

HOGE

{6)

B

compreendendo o ©passo de efectuar uma ciclizacgdo

intramolecular entre o 6-0OH e o Ci;y da molécula (5):

?Ac

u, f:'rl:‘}

em que a ciclizacgdo intramolecular ¢é realizada por

fotorreaccdo com DIAB e I,.

12. Método de acordo com a Reivindicacdo 11, em que a

ciclizacédo intramolecular é efectuada em CHyCl,.
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