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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INYENCION

La presente invencién se refiere a un derivado de 3-metileno esteroide que tiene la férmula
general (I):

donde R! es H o junto con R3 forma un p-epéxido, o bien R! estd ausente si hay un doble enlace 5-
10 6 4-5; R? en (C1-Cp)-alquilo 6 CFs; R? es BH, BCHjs o junto con R! forma un pB-epéxido, o bien R2
estd ausente si hay un doble enlace 6-10; R* es H, alquilo inferior; Y es [H,H] (OH, H], =0, [OH,
alquilo inferior]l, [OH, (Cs-Cn-alquenilo], [OH, (Cz-Caalquinilo] é (C1-Caalquilideno, donde dicho
alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilidenc estd opcionalmente halogenado; =NOR?, donde R® es H,
alquilo inferior, las lineas de puntos representan un doble enlace opcional, o profirmaco del
miamo, para el tratamiento de enfermedades artriticas y/o enfermedades autoinmunes.
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DERIVADOS DE 3-METILENO ESTEROIDES



MEMORIA DESCRIPTIVA

La 1invencién se reflere a nuevos derivados de 3-
metileno esteroides con efectos terapéuticos, y a la preparacién
de preparados farmacéuticos que comprenden un 3J-alquilideno
esterolide.

Los esteroides con sustituyentes metileno en 1la
posicién 3 del esqueleto del esteroide y dobles enlaces 1-2 & 4-
5 son conocidos y reivindicados como Gtiles para el uso
terapéutico (patentes belgas BE 696.235 y BE 654.772,
respactivamente). La supuesta indicacién mnédica se debe a
acciones anabdlicas, estrogénicas y progestogénicas. Ninguno de
estos compuestos ha cumplido con las expectativas para tal uso,
y no habia ninguna expectativa para su utilidad como
medicamentos en otras &reas, a pesar de que muchas enfermedades
todavia son tratadas en forma poco satisfactoria con los
fArmacos actualmente disponiblea. Notablemente, las enfermedades
del sistema inmune, tales como artritis reumatoidea Yy
enfermedades autoinmunes, necesitan de mejores f&rmacos. Los
agentes corticosteroides son de alguna utilidad en el
tratamiento de estas enfermedades, pero se necesitan mejoras,
tanto con respecto a la eficacia como al nimero o severidad de
los efectos secundarios.

Esta invencién proporciona derivados de 3-metileno
esteroides y profidrmacos de los mismos, cuyos derivados de

esteroides tienen la férmula general 1



Formula 1

donde

rl

e H o junto con R forma un f-epéxido, o bien Rl esté
ausente si hay un doble enlace 5-10 & 4-5;

R? os (Ci-Cs)alquilo 6 CFj3;

R3 es BH, BCH3 o junto con Rl forma un p-epéxido, o bien R3 ests
ausente si hay un doble enlace 5-10:;

R‘ es H, alquilo inferior;

Y es [H, H] {[OH, H}, =0, [OH, alquilo inferior]}, [OH, (C2-Cs5)-
alquenilo], [OH, (C2-Cs)alquinilo] 6 (C1-Cg)alquilideno, d nde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilideno esté
opcionalmente halogenado; & =NDR5, donde R° es H, alquilo

inferior.

Las lineas de puntos representan un doble enlace
opcional.

Los compuestos preferidos de acuerdo con la invencién
son aquéllos en que R o8 H @ Y o8 [OH, H], =0, [OH, alquilo
inferior], [OH, (C2-Cs)alquenilo], [OH, (C3-Cs)alquinilo] 6
(C1-Cg)alquilideno, donde dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y
alquilideno podria estar opcionalmente halogenado.

En esta descripcidn, los términos tienen el siguiente
significado:



Un alquilo inferior es un grupo alquilo ramificado o
no ramificado que de preferencia tiene 1-6 atomos de carbono,
como hexilo, isobutilo, butilo terciario, propilo, isopropilo,
etilo y metilo. Son mds preferidos los grupos alquilo que tienen
1-3 &tomos de carbono.

(C1-Cs)alquilo es un grupo alquilo ramificado o no
ramificado que tiene 1-5 dtomos de carbono, por ejemplo metilo,
etilo, 1isopropilo, butilo, sec-butilo, ter-butilo, etc. Son
preferidos los grupos alquilo que tienen 1-3 dtomos de carbono.

(C2-Cs)alquenilo es un grupo alquenilo ramificado o no
ramificado que tiene 2 a 5 &tomos de carbono, tal como setenilo,
2-butenilo, etc. Son preferidos los grupos alquenilo que tienen
2-3 &tomos de carbono.

(C2-Cs)alquinilo es un grupo alquinilo ramificado o no
ramificado que tiene 2-5 Atomos de carbono, tal como etinilo,
propinilo, etc. Son preferidos los grupos alquinilo que tienen
2-3 Atomos de carbono.

{C1-Cs)alquilideno es un grupo alquilidenc ramificado
© no ramificado que tiene 1-5 &tomos de carbono, tal como
metenilo, butilideno, etc. Son preferidos los grupos alquilideno
que tienen 2-3 dtomos de carbono.

Halégeno eas flior, cloro, bromo y yodo.

Proférmacose son compuestos que estédn destinados a
formar un compuesto de la invencién en el cuerpo de un receptor

del tratamientoc. En general, estos profirmacos pueden ser

ésteres o éteres de la funcidn 17-hidroxilo.

R

— mn  —

ﬁna ﬁmdalidad preferida de esta invencién es un

compuesto como el descrito més arriba, que tiene un doble enlace

Y



5-10. El1 méAs preferido es el compuesto (7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpreqgn-5(10)-en-20-in-17-o0l.

Estédn excluidos de 1la invencién los compuestos
(7a,178)~7a~metil-3-metilen-4-eatren-17-o0l,
(7a0,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-17-ol,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19,21-dinorpregn-4-en-17-ol,
(7a)-17-ceto-7-metil-3-metilen-4-estreno,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-20-in-17-o0l,
17f-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-propen-2-il-4-estreno, y
17p-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-buten-2~il-4-estreno.

Esta renuncia se relaciona con las ensefianzas de la
patente balga BE 696.235.

Los compuestos ep6xidos (Rl y R3 juntos forman P-0-)
de eata invencidon pueden prepararse por oxidacién de un
compuesto que tiene.la f6rmula 2, donde los simbolos tienen los
significados definidos mAs arriba, con dcido meta-

cloroperoxibenzoico.

Férmula 2

El grupo 3-metileno en un compuesto de la invencién
puede obtenerse efectuando una reaccidén de Wittig usando bromuro
de metiltrifenilfosfonio y t-butéxido de potasio con los 3-cet
esteroides precursores correspondientes, caracterizados por la

férmula 3, donde Yz es como Y, definido anteriormente, excepto



que no es =0, y los otros simbolos tienen los significados

definidos anteriormente.

Férmula 3

Los compuestos 17-alquilidenocs de la invencidén pueden
prepararse por una reaccién de Wittig de un 3-cetal derivado del
17-ceto derivado de acuerdo con la férmula 4, donde los simbolos
tienen los significados definidos anteriormente, con un bromuro
de alquiltrifenilfosfonio, segquido por 1l1la hidrélisis de 1la
funcién 3-cetal. Los compuestos que tienen Y= H,H en la posicidén
17 (férmula 2) de la invencién pueden prepararse por reduccidn
de Wolff-Kishner de la porcién 17-ceto del 3-cetal compuesto de
f6rmula 4, donde los simbolos tienen los significados definidos
anteriormente. Los 17-oxima derivados de de la invencién pueden
prepararse por condensacién de la funcién 17-ceto (f6rmula 4)
con derivados de hidroxilaminas. E1 1l6-alquil compuesto de la
invencién puede prepararse por alquilacién de la posicién 16 del
17-ceto compuesto (Y=0, férmula 4).

FSrmula 4
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Los reactivos indicados mis arriba para la
tranasformacién de los compuestos de partida y sus formas de
reaccionar con los compuestos son conocidos en el arte, pero no
han sido aplicados todavia al grupo de compuestos que deben
prepararse para obtener los compuestos de la invencidn. Los
materiales de partida pueden obtenerse por métodos descritos en
la literatura. Una referencia especificamente relevante es Van
Vlilet y colaboradores, Recl.Trav.Chim.Pays-Bas; EN; 105; 4;
1986; 111-115, cuyo texto se incorpora en esta deacripcién a
modo de referencia. Notablemente, se describe alli que los 17-
alquil-3-ceto-derivados de acuerdo con la férmula 3, donde Yz es
[OH, alquilo inferior] y 1los otros simbolos tienen los
significados definidos anteriormente, pueden obtenerse por
hidrogenacién catalitica, por ejemplo con PtO2/H2, de un
compuesto de acuerdo con la férmula 3, donde Yz ea [OH,
alquenilo] u [OH, alquinilo], y los otros saimbolos tienen los
significados definidos anteriormente.

Derivados de acuerdo con la férmula 5 pueden obtenerse
por purificacién a partir de una mezcla de compuestos formados
después de la reduccién de Birch del 4-en-3-ona derivado de
acuerdo con la férmula 6, donde tanto en la f6rmula 5 como en la
férmula 6, los simbolos tienen 1los significados definidos

anteriormante.



Férmula 5 Férmula 6

Un 4-en-3-ona derivado de acuerdo con la f6rmula 6,
donde R3 es8 H y los otros Bimbolos tienen los significados
definides anteriormente, puede obtenerse a partir de un
compuesto de acuerdo con la férmula 7 por isomerizacidn del

doble enlace (de acuerdo con los métodos descritos en van Vliet

y colaboradores, 1986).

Férmula 7

Un 4-en-3-ona derivado de acuerdo con la férmula 6,
donde R3 es metilo y los otros simbolos tienen los significados
definidos anteriormenta, puede obtenerse de acuerdo con los
métodos descritos en Grunwell y colaboradores, Steroids Vol. 27,

pdginas 759-771, 1976, cuya publicacidén se incorpora aqui por

raferencia.

=%



otros métodos para obtener compuestos de acuerdo con
la formula 7 como materiales de partida, pueden usarse como Se
describe en van Vliet y colaboradores, 1986.

El uso de los compuestos definidos por la férmula 1 es
para la inmunomodulacidon en los mamiferos. Un compuesato de esta
invencién puede usarse, en particular, en el tratamiento de
enfermedades artriticas tal como artritis reumatoidea (RA) Y
enfermedades autoinmunes (AIDs) tales como sindrome de Sjdgren y
lupus eritematoso sistémico (SLE). También puede usarse
profildcticamente para estas enfermedades. Ademis, un compuesto
de acuerdo con esta invencidn puede usarse para la preparacidn
de medicamentos que comprenden un compuesto de esta invencidn
como un constituyente activo.

La presente invencién también se refiere a una
composicién farmacéutica que comprende el compuesto esteroide de
acuerdo con la invencién, mezclado con uno © més auxiliares
farmacéuticamente aceptables, como se describe en la referencia
esténdar Gennaro y colaboradores, "Remington's Pharmaceutical
Sciences”, (1l8a. Ed., Mack Publishing Company, 1990, véase
especialmente Parte 8: Pharmaceutical Preparations and Their
Manufacture). Una mezcla de uno o mis de los compuestos
esteroides de acuerdo con la invencién y uno o més auxiliares
farmacéuticamente aceptables, puede ser comprimida a unidades de
doslificacién sélidas, tales como pildoras o tabletas, o puede
ser procesada para formar cépsulas o supositorios. Por medio de
liquidos farmacéuticamente adecuados, los compuestos también
pueden ser aplicados como un preparado inyectable en la forma de

una solucién, suspensién, emulsién, o como un rocio, por ejemplo
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un rocio nasal. Para fabricar unidades de dosificacién, por
ejemplo tabletas, se contempla el uso de aditivos convencionales
tales como rellenos, colorantes, aglutinantes poliméricos vy
similares. En general, puede usarse cualquier aditivo
farmacéuticamente aceptable que no interfiera con la funcién de
los compuestos activos. Los compuestos estercides de 1la
invencién también pueden ser incluidos en un implante, un
parche, un gel, y cualquier otro preparado para liberacién
soatenida.

Vehiculos adecuados con los cuales pueden
administrarse las composiciones incluyen lactosa, almidén,
derivados de celulosa y similares, o mezclas de los mismos,
usados en cantidades adecuadas.

En otro aspecto, la invencidén se reflere al uso del

compuesto esterolde de acuerdo con 1la invencién para 1la

fabricacién de un medicamento para la modulacién_del sistema
t-———_—-'——.—

inmune de un mamifero. Més especificamente, la invencibén se

refiere al uso del compuesto esteroide de acuerdo con la

invencion para 1la fabricacién de un medicamento para el

tratamiento de enfermedades artriticas tal como artritis

reumatoidea (RA) y enfermedades autoinmunes (AIDs) tales como
Bindrome de Sj8gren y lupus eritematosoc sistémico (SLE). Estos
medicamentos también pueden ser preparados para el uso
profildctico para estas enfermedades. El mnedicamento de
preferencia se hace adecuado, en particular para el tratamiento
de seres humanos, cumpliendo con 1los reglamentos de las
autoridades sanitarias en diversos paises. El uso de los

derivados de 3-metileno esteroides (7a,17B)-7a-metil-3-metilen-
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4-eatren-17-0l, (72,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-17-

ol, (7¢,17a)-7-metil-3-metilen-19,21-dinorpregn-4-en-17-ol,
(7a)-17-ceto-7-metil-3-metilen-4-estreno, (7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-4-en-20-in-17-ol, 17p-hidroxi-7a-metil-3-

metilen-l7a-propen-2-il-4-estreno, Y 17B-hidroxi-7a-metil-3-
metilen-17a-buten-2-il1-4-estreno, estd dentro del émbito de 1la
presente invencion.

Ademés, la invencién se refiere al tratamiento de
enfermedades artriticas tal como artritls reumatoidea (RA) vy

enfermadades autoinmunee (AIDs) tales como sindrome de Sjlgren y
)

lupus eritematoso sistémico (SLE), que comprende la
adnministracién a un paciente de un compuesto como el descrito
anteriormente (en una forma de dosificacién farmacéutica
adecuada).

Las cantidades de dosificacién de 1los presentes
esteroides estardn en el rango de 0,001 a 100 mg por
administracién a un sujeto que necesita el tratamiento. En
consecuencia, las unidades de dosificacién para el uso préctic
de un compuesto de esta invencién pueden contener una cantidad
de ingrediente activo en el rango de 0,001 a 100 mg.

Las propiedades inmuno-moduladoras de un compuesto de
esta invencidédn pueden ser demostradas y usadas en los siguientes
procedimientos.

En el procedimiento de hipersensibilidad de tipo
retardada (DTH), el efecto de un compuesto en el desarrollo de
una reaccién inmune puede ser observado en ratones (los detalles

se dan en el Ejemplo 16). En breve, el compuestc es administrad

diariamente y los animales son inmunizados posteriormente con un
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antigeno en un adyuvante. Después de 7 dias, los animales son
desafiados localmente inyectando el antigeno localmente
(principalmente en la pata) y midiendo la hinchazén local gque se
desarrolla posteriormente en respuesta al depésito del antigeno.
El grado de esta hinchazén estA relacionado con el desarrollo de
una respuesta inmune contra el antigeno que la produce. La\,
accidén inhibidora de un compuesto de esta invencién sobre el
desarrollo de esta hinchazén puede determinarse comparando el

grupo con tratamiento con un grupo tratado con placebo. Como

tratamiento de referencia, puede usarse la administracién de
glucocorticoides.

El efectoc de un compuesto de esta invencién también
fue ensayado en ratones artriticos.

En este procedimiento, los ratones son inmunizados con
coldgeno tipo II, principalmente de cartilago de bovino, en un
adyuvante. Después de tres semanas, se da una inyeccién de
refuerzo con el mismo antigeno. Aproximadamente 7-10 dias
después del refuerzo, puede observarse la reaccidén de edema en
las articulaciones (especialmente en las patas delanteras Yy
traseras). Esta hinchazén aumenta répidamente, lo que lleva a
enrojecimiento, inflamacién y distorsién de la funcidén normal.
En un anélisis por rayos X, puede observarse una desorganizacién
de la arquitectura normal de la articulacién. En un examen
histoldégico de estas articulaciones, puede observarse una
inflamacién severa que conduce a una desorganizacién de 1la
arquitectura normal del cartilago. El grado de las alteraciones

observables puede ser calificado con un puntaje; ademés, el
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grado de las alteraciones histolégicas también puede ser
calificado con un puntaje.

Ademés, el efecto de un compuesto de esta invencién
puede observarse en ratones diabéticos no obesos (NOD).

En este procedimiento, 1los ratones espontédnea Yy
gradualmente desarrollan enfermedades autoinmunes con sintomas
que B8e asemejan a 1los de la diabetes mellitus insulino
dependiente (IDDM) humana y el sindrome de Sjlgren.

El sindrome de $Sjlgren 8se caracteriza por el
desarrollo de 1infiltraciones en las gléndulas salivales vy
lacrimales. En ratones NOD, especialmente la gléndula salival se
caracteriza por el desarrollo gradual de infiltraciones. Un
compuesto de esta invencién inhibe, en forma dependiente de la
dosis, el desarrollo de estas infiltraciones en las gléndulas
submandibulares.

La IDDM se caracteriza por el desarrollo de
infiltraciones en el péncreas, lo que lleva a la destruccién de
los islotes de Langerhans que producen insulina. Después de la
destruccién gradual de todos estos islotes, ya no hay produccién

de insulina presente, lo que da como resultado el desarrollo de

la IDDM.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencidn.

Ejemplo 1

Preparacién de (72,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-5(10)-en-
20-in-17-0l
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Bromuro de metiltrifenilfosfonic (26,4 g, 73,9 mmoles)
fue agregade a una solucién agitada de t-butdéxido de potasio
(7.9 g, 70,4 mmoles) en 130 mL de THF seco, bajo una atmésfera
de nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos
a temperatura ambiente. Una solucién de 20 g, 64 mmoles de
tibolona en 200 mL de THF seco fue agregada répidamente (en
aproximadamente 30 segundos) a la suspensién, resultando una
reaccién ligeramente exotérmica (de 20°C a 33°C). La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente, vertida en agua helada (700 mL) y extraida con acetato
de etilo (700 mL). La capa orgénica fue lavada con agua (300
mL), secada (Naz504) y evaporada a sequedad, para dar 41,8 g de
un aceite amarillo. La cromatografia en columna, usando
tolueno/acetato de etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio 19,5 g
de un aceite incoloro que contenia aproximadamente 90% de
(7a¢,17a)~7-metil-3-metilen-19-norpregn-5{10)-en-20-in-17-0l Y
108 del A% derivado isomérico. La recristalizacion (3 veces)
usando heptano/éter de petrfleo como solvente dio el compuesto

del titulo (6,44 g, rendimiento 32%) como un sélido blanco, p.f.
91,6°C.

Ejemplo 2

Preparacién de (7a,17 -7-mat11-5-matilenestr-5 10)-en-17-o0l
Bromuro de metiltrifenilfosfonio (4,21 g, 11,8 mmoles)

fue agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasio

(1,26 g, 11,2 mmoles) en 20 mL de THF seco, bajo una atmésfera

de nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos

a temperatura ambiente. Una solucién de (7a,17p)-7-metil-3-ceto-
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estr-5(10)-en-17-0l (3,4 g, 11,8 mmoles) en 25 mL de THF seco,
fue agregada ridpidamente a la suspensién. La nmezcla de reaccidn
amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura ambiente,
vertida en agua helada y extraida con acetato de etilo. La capa
orgénica fue lavada con agua, secada (NazS04) y evaporada a
sequedad, para dar 5,3 g del compuesto del titulo como un aceite
amarillo. La cromatografia en columna, usando toluenoc/acetato de
etilo 95/5 (v/v &) como eluyente, dio 2,3 g de un acelte
incoloro. La cristalizacisén usando heptano/éter de petrdleo dio
(7a,17p)-7-metil-3-metilenestr-5(10)-en-17-ol (1,47 g, 44%) como
un sblido blanco, p.f. 111,8°C.

Ejemplo 3
Preparacidn de SB,7a,17a)-5,10-epoxi-7-metil-3-metilen-19-
norpregn-20-in-17-ol

El compuesto (7a,l17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-

5(10)-en-20-in-17-ol (390 mg, 1,26 mmol), obtenido de acuerdo
con el Ejemplo 1, fue agitado en 15 mL de diclorometano seco
bajo una atmésfera de nitrégeno. La solucién fue enfriada hasta
0°C y se le agregd &cido meta-cloroperoxibenzoico (mcpba, 1,26
mmol, 310 mg, 70%). La mezcla de reaccién fue agitada por 2
horas a 0°C, lavada con una solucién saturada de tiosulfato de
sodio, una solucién saturada de bicarbonato de sodio y una
solucidn saturada de clorurc de socdio, secada (Naz804) Y
evaporada a sequedad, para dar 450 mg de (53f,7a,17a)-5,10-epoxi-
7-metil-3-metilen-19-norpregn-20-in-17-ol crudo. La cromato-

grafia en columna, usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v &)
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como eluyente, dio el compuesto del titulo purificado (150 mg,

37%) como una espuma.

Ejemplo 4

Preparacién de (58,7a,170)-5,10-epoxi-7-metil-3-metilenestran-
17-0l

El compuesto (7a,17B)-7-metil-3-metilenestr-5(10)-en-
17-ol1 (350 mg, 1,22 mmol), obtenido de acuerdo con el Ejemplo 2,
fue agitado en 15 mL de diclorometano seco bajo una atmésfera de
nitrSgeno. La solucién fue enfriada hasta 0°C y enseguida se le
agregé écido meta-cloroperoxibenzoico (mcpba, 1,22 mmol, 301 mg,
70%). La mezcla de reaccién fue agitada por 75 minutos a 0°C,
lavada con una solucién saturada de tiosulfato de sodio, una
solucién saturada de bicarbonato de sodio y una solucién
saturada de cloruro de sodio, Becada (Na2804) y evaporada a
sequedad, para dar 370 mg de (5B,7a,17B)-5,10-epoxi-7-metil-3-
metilenestran-17-ol crudo. La cromatografia en columna, usando
heptano/acetato. de etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio el
compuesto del titulo mds purificado (230 mg, 63%). La
cristalizacién, usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %),

dio el compuesto del titulo purificado (120 mg, 33%) como un
sélido blanco, p.f. 125°C.

Ejemplo 5

Preparacién de (5g,7q,17g)-7-metil-3-metilen-19-norpreqn-20-en-
17-ol

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (688 mg, 1,93 mmol)
fue agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasi
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(196 mg, 1,75 mmol) en 2 mL de THF seco, bajo una atmésfera de
nitrégeno. La suspensidn amarilla fue agitada por 45 minutos a
temperatura ambiente. Una soluciétn de (5a,7a,l17a)-7-metil-3-
ceto-19-norpregn-20-en-17-ol (220 mg, 0,7 mmol) en 3 mL de THF
seco, fue agregada répidamente a la suspensién. La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 2,5 horas a temperatura
ambiente, vertida en aqua helada y extraida con acetato de
etilo. La capa orgidnica fue lavada con agua, secada (Na2804) Y
evaporada a sequedad, para dar 500 mg de un aceite. La
cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de etilo 95/5
(v/v &%) como eluyente, dio 200 mg de (5a,7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-20-en~-17-ol crudo. La cristalizacién en
heptano dio el compuesto del titulo purificado (120 mg, 55%)

como un s6lido blanco, p.f. 105°C.

Ejemplo 6
Preparacién de (5¢,7a,17q)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-20-in-
17-01

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (1,85 g, 5,18 mmoles)
fue agregado a una solucién agitada de t-butdéxido de potasio
(527 mg, 4,7 mmoles) en 4 mL de THF seco, bajo una atmésfera de
nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos a
temperatura ambiente. Una solucién de (5a,7c,17a)-7-metil-3-
ceto-19-norpregn-20-in-17-ol (590 mg, 1,88 mmol) en 8 mL de THF
seco, fue agregada rapidamente a la suspension. La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 2,5 horas a temperatura
ambiente, vertida en agua helada y extraida con acetato de

etilo. La capa orgénica fue lavada con agua, secada (Na3S04) Y

74
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evaporada a sequedad, para dar 1,8 g de un aceite. La
cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de etilo 95/5
(v/v %) como eluyente, dio 590 mg de (5a,7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-20-in-17-ol crudo. La cristalizacién en
heptano dio el compuesto del titulo purificado (290 mg, 50%)

como un s86lido blanco, p.f. 97°C.

Ejemplo 7
Preparacién de (58,7q,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregnan-17-ol
Bromuro de metiltrifenilfosfonio (5,4 g, 15,1 mmoles)
fue agregado a una solucidén agitada de t-butbéxido de potasio
(1,62 g, 14,4 mmoles) en 27 mL de THF seco, bajo una atmésfera
de nitrégeno. La suspension amarilla fue agitada por 40 minutos
a temperatura ambiente. Una solucién de (5B,7a,17a)-7-metil-3-
ceto-19-norpregnan-17-ol (4,56 g, 14,4 mmoles) en 50 mL de THF
gseco, fue agregada répidamente a la suspensién. La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente, vertida en agua helada y eoxtraida con acetato de
etilo. La capa orgénica fue lavada con agua y solucidn salina,
secada (Na2804) y evaporada a sequedad, para dar 8,2 g de un
aceite. La cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de
etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio (5B,7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregnan-17-ol (3,65 g, 81%) que solidificé al
dejarlo reposar, p.f. 104°C.

Ejemplo 8
Preparacién de (7q)-7-metil-3,17-dimetilenestr-5(10)eno

7
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Bromuro de metiltrifenilfosfonio (2,2 g, 6 mmoles) fue
agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasio (680
mg, 6§ mmoles) en 25 mL de THF seco, bajo una atmésfera de
nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Una solucién de (7a)-7-metil-3-ceto-17-
metilenestr-5(10)eno (850 mg, 3 mmoles) en 25 mL de THF seco,
fue agregada ripidamente (en aproximadamente 30 segundos) a la
suspensidn, resultando una reaccién ligeramente exotérmica. La
mezcla de reaccién fue agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente, vertida en agua helada (100 mL) y extraida con acetato
de etilo (100 mL). La capa orgéinica fue lavada con agua (50 mL),
secada (Na2804) y evaporada a sequedad, para dar (7a)-7-metil-
3,17-dimetilenestr-5(10)eno (680 mg, B80%) como un aceite

incoloro. [a]lp +115° (c 0,185 en etanol).

Ejemplo 9
Preparacién de (7ux,16a,178)-7,16-dimetil-3-metilen-17-(1-

propiniljestr-5{(10)~-en-17-ol
Una solucién de (7a)-3,3-dimetoxi-7-metilestr-5(10)-

en-17-ona (1,5 g, 4,5 mmoles) y 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-
2(1H)-pirimidinona (DMPU, 1,2 qL, 9,9 mmoles) en 30 mL de THF
destilado, fue agregada en aproximadamente 8 minutos a una
solucidén agitada de bis{trimetilsilil)amida de litio (LiHMDS,
4,96 mL, 1M en THF) en 15 mL de THF destilado a -40°"C baj una
atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién fue agitada por 45
minutos a -40°C. Se agregd una solucién de yodometano (730 uL,
11,7 mmoles) en 1 mL de THF destilado, y se agité por 1 hora, y
la temperatura se dejé subir hasta 0°C. Se agregdé agua y
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solucidén saturada de cloruroc de amonio y se extrajo con acetato
de etilo. La capa orgénica fue lavada con solucibn salina,
secada (Na2804) y evaporada a sequedad. La cromatografia en
columna, usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %) como
eluyente, dio (7a,l6a)-3,3-dimetoxi-7,1l6-dimetilestr-5(10)-en-
17-ona (990 mg, rendimiento 65%).

Se hizo burbujear propino (aproximadamente 4 g, 100
mmoles) a través de una solucién de n-BulLl (9 mL, 1,6M en
hexane) en 19 mL de THF seco a -70°C, para dar una reaccién
exotérmica (desde -70°C hasta -30°C). Una solucién de (7a,lba)-
3,3-dimetoxi-7,16-dimetileatr~-5(10)-en-17-ona (990 =mg, 2,86
mmoles) en 10 mL de THF seco, fue agregada en aproximadamente 5
ninutos a la suspensaién blanca bajo una atmésfera de nitrégeno.
La mezcla de reaccién fue agitada por 45 minutos y 1la
temperatura se dejé subir lentamente hasta la temperatura
ambiente. Se agregd agua y solucién saturada de cloruro de
amonio, y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgéinica fue
lavada con solucidén salina, secada (Na3SO4) Yy evaporada a
sequedad, para dar (7a,16a,17B)-3,3-dimetoxi-7,16-dimetil-17-(1-
propinil)estr-5(10)-en-17-0ol. Una soluciédn de Acido oxélico (72
mg, 0,57 mmol) en 6 mL de agua fue agregada a la solucifn de
(7a,16a,178)-3,3-dimetoxi-7,16-dimetil-17~(1-propinil)estr-
5(10)-en-17-0l (2,86 mmoles) en 25 mL de etanol, y la mezcla de
reaccién fue agitada por 45 minutos a temperatura ambiente. Se
le agregé una solucién saturada de bicarbonato de sodio y se
extrajo con acetato de etilo. La capa orgénica fue lavada con
solucién salina, secads (Na804) y evaporada a seguedad. La

cromatografia en columna, usando heptano/acetato de etil 9/1
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(v/v %) como eluyente, dio (7a,l16a,17B)-7,16-dimetil-17-hidroxi-
17-(l-propinil)estr-5(10)-en-3-ona (940 mg, rendimiento 97%).
Bromuro de metiltrifenilfosfonio (1,7 g, 4,7 mmoles)
fue agregado a una suspensién de ter-butéxido de potasio (470
mg, 4,2 mmoles) en 31 mL de tolueno seco bajo una atmésfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccién fue agitada por 45 minutos a
temperatura de reflujo. La mezcla de reaccién fue enfriada hasta
4°C y se le agregd una solucién de (7a,l6c,17B)-7,16-dimetil-17-
hidroxi-17-(1-propinil)estr~5(10)-en-3-ona (940 mg, 2,76 mmoles)
en 39 mL de tolueno seco, en aproximadamente 10 minutos. La
mezcla de reaccidén fue agitada por 20 minutos a 4°C, se le
agregé cloruro de sodio diluido, y fue extraida con acetato de
etilo. La capa orgéinica fue lavada con solucién salina, secada
(Na2804) y evaporada a sequedad. La cromatografia en columna,
usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio
(7a,16a,178)-7,16-dimetil-3-metilen-17-(1-propinil)estr-5(10)~-
en-17-ol (630 mg, rendimiento 67%) como un aceite. El producto

fue secado por congelacién desde dioxano. [a]p +83°®* (¢ 0,15 en

etanol).

Ejemplo 10
Sintesis de (7g,16a,17B8)-16-etil-7-metil-3-metilen-17-(1-
propiniljestr-5(10)-en-17-o0l

Este compuestoc fue preparado de acuerdo con los
métodos deacritos mAs arriba, partiendo de (7a)-3,3-dimetoxi-7-
metilestr-5(10)-en-17-ona y yoduro de etilo, [a]p +54° (c 0,13

en etanol).
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Ejemplo 11
Sintesis de (7x,178)-7-metil-3-metilen-17-(l-propinil)estr-
5(10)-en-17-o0l

Este compuesto fue preparado de acuerdo con los

métodos descritos mAs arriba, partiendo de (7a)-3,3-dimetoxi-7-
metilestr-5(10)-en-17-ona.

[a]lp +80° (c 0,14 en etanol).

Ejemplo 12
Sintesis de (7a,16B8,17B)-16-etil-7-metil-3-metilen-19-norpregn-
5{(10)-en-20-in-17-ol

Este compuesto fue preparado de acuerdo con la
Bintesis descrita mis arriba, partiendo de (7a)-3,3-dimetoxi-7-
metilestr-5(10)-en-17-ona,

[2]lp +94° (c 0,10 en etanol).

Ejemplo 13
Preparacién de (7g)-3-metilen-7-metilestr-5(10)-eno

Hidréxido de potasio (1,5 g, 27 mmoles) e hidrazina
monohidrato (3 mL, 62 mmoles) fueron agregados a una suspensidn
de (7a)-3,3-dimetoxi-7-metilestr-5(10)-en-17-ona (1 g, 3 mmoles)
en 17 mL de dietilenglicol, a temperatura ambiente bajo una
atmésfera de nitrdgeno. La mezcla de reaccidén fue calentada por
1 hora a 130°C, sequido por 1 hora y 15 minutos a 230°C. Una
trampa de Dean-Stark fue usada para remover el agua y el exceso
de hidrazina. La meszcla de reaccién fue enfriada hasta
temperatura ambiente, se le agregd agua, y fue extraida con

acetato de etilo. La capa orgénica fue lavada con solucidn



salina, secada (Na2S04) y evaporada a sequedad, para dar el
producto crudo (7a)-3,3-dimetoxi-7-metilestr-5(10)-eno, que fue
convertido en (7a,16a,178)-7,16-dimetil-3-metilen-17-(1-
propinil)estr-5(10)-en-17-0l, de acuerdo con los procedimientos

descritos mias arriba, p.f. 57°C.

Ejemplo 14

Sintesis de O-metiloxima de (7q)-3-metilen-7-metilestr-5(10)-en-

17-ona

(7a)~-3,3-Dimetoxi-7-metilestr-5(10)-en-17-ona (100 mg,
0,3 mmol) fue agregada a una solucién de metoxilamina.HCl (100
mg, 1,2 mmol) y acetato de sodio (123 mg, 1,5 mmol) en 6 mL de
MeOH. La mezcla de reaccién fue agitada por 3 dias a temperatura
ambiente. Se agregdé agua y una solucién saturada de bicarbonato
de sodio, y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgénica
fue lavada con solucién salina, secada (Na2804) y evaporada a
sequedad, para dar la O-metiloxima de (7a)-3,3-dimetoxi-7-
metilestr-5(10)-en-17-ona cruda, que fue convertida en O-
metiloxima de (7a)-3-metilen-7-metilestr-5(10)-en-17-ona de
acuerdo con los métodos descritos mds arriba, [a]p +149° (¢ 0,11

en etanol).

Ejemplo 15

Sintesis de oxima de (7g)-3-metilen-7-metilestr-5(10)-en-17- na

Esta oxima fue preparada a partir de (7a)-3,3-
dimetoxi-7-metilestr-5(10)-en-17-ona e hidroxilamina.HCl, de

acuerdo con la métodos descritos anteriormente, p.f. 149°C.
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Ejemplo 16
Reaccién de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH).

Se usaron grupos de ocho ratones Balb/c hembras
(Harlan, Zeist, Holanda), de aproximadamente 8 semanas de edad
al comienzo del experimento. Eatos ratones fueron alojados en
jJaulas Macrolon bajo condiciones estéindar, y aclimatados durante
3-5 dias antes del comienzo del experimento. Los grupos
recibieron ya sea compuesto o placebo.

Fueron pesados en el dia 1 y en el idltimo dia de
tratamiento. Los animales fueron tratados una vez al dia
mediante inyeccidédn subcutéinea (sc) en la parte de atrids del
cuello, o mediante cebadura oral, desde el dia 1 hasta el dia
11, con un compuesto de prueba en un rango de concentraciones
desde 1,2, 3, 4, 6, hasta 12 mg/kg. El volumen de la inyeccidn
era de 0,1 mL de un vehiculo para inyeccidén consistente en suero
fisiolégico que contenia 0,5% de gelatina y 5% de manitol. Un
grupo tratado con placebo (sélo vehiculo) y un grupo tratado con
4 mg/kg de dexametasona como compuesto de referencia, fueron
incluidos en cada experimento.

En el dia 2, los animales fueron inmunizados con 0,1
mL de una suspension estable de 3,75 Lf de antigeno toxoide
teténico (TT de RIVM, Zeist, Holanda) en 1 mg/mL de bromuroc de
dimetil dioctadecilamonio (DDA) de Phase Sep, en 2 lugares en el
pecho por via intradérmica.

En el dia 9, los animales fueron desafiados en el lado
ventral de la pata derecha [R] con 0,05 mL de una solucién que
contenia 50 Lf de TT y 1 mg de Al(OH)3 por mL. La planta de la
pata izquierda [L] (control) recibié el vehiculo con Al{OH)3

2J
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solamente. Despues de 24 y 48 horas, se midid el grosor de las
plantas de las patas izquierda y derecha (pardmetros L y R,
respectivamente) en mm con un densitémetro de calibres, y el
porcentaje de hinchazén de la pata especifica para el antigeno

fue calculado de acuerdo con la férmula: [(R - L)/L] x 100%.

Resultados

Compueato Cantidad de compuesto en mg/kg administrado
sC que lleva a un 50% de reduccién de la
reaccion DTH, comparado con el placebo

Ejemplo 1 1,9-3,4

Ejemplo 2 a0

Ejemplo 3 11

Ejemplo 4 > 20

Ejemplo 5 10

Ejemplo 7 6

Ejemplo 17

Ratones diabéticos no obesos (NOD)

Los ratones NOD usados fueron ya sea criados en casa
(las parejas para la crianza fueron obtenidas originalmente de
Hattori, Boston, EE.UU, en la generacién 58) o bien obtenidos de
Bomholtglird (Dinamarca) de (-7 semanas de edad.

S6lo se usaron ratones hembra para evaluar los efectos

de los compuestos en el desarrollo de la sialoadenitis

Je
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esponténea, caracterizada por infiltraciones de leucocitos en
las gléndulas submandibulares.

Grupos de 6-8 ratones hembra fueron alojados bajo
condiciones esténdar y tratados una vez al dia (ya sea por via
sc. u oral) desde la semana 8 hasta las 14 6 20 semanas de edad
con 0,1 mL de compuesto (concentracién 1,2, 4 6 12 mg/kg/dia) o
placebo (86lo vehiculo) o no fueron tratados. Desde la semana 12
en adelante, fueron analizados semanalmente para determinar la
presencia de glucosa urinaria (Diabur-test 5000, Boehringer
Mannheim).

En la semana 8 (grupo pre-tratamiento) o en la semana
14 6 20, respectivamente después de 6 &6 12 semanas de
tratamiento, se mataron los animales bajo anestesia con éter;
los Organos se retiraron, se les quitd la grasa y se pesaron.
Las gléindulas submandibulares fueron fijadas en sublimado-formol
por 18-24 horas y transferidas a alcohol al 70%. Secciones de
tejido fueron embebidas en parafina y tefiidas con HE de acuerdo
con métodos esténdar. E1 andlisis de las secciones de tejid
para determinar infiltraciones fue efectuado microscépicamente
por dos observadores Iindependientes, de acuerdo con métodos
estandar. La actividad de los compuestos de esta invencibén puede

ser demostrada en esta prueba.

Ejemplo 18
Artritis de coligeno

Ratones hembra DBA-1J/BOM fueron <comprados a
Bomholtglird, Dinamarca. Todos los animales fueron alojados bajo

condiciones esténdar y aclimatados durante al menos 7 dias.
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A la edad de 10-12 semanas, todos los animales fueron
inmunizados intradérmicamente en la base de la cola con 100 ug
de una emulsién de colégeno de bovino purificado tipo II [CII]
(2 mg/mL en 0,05 de &cido acético) emulsificado en volimenes
iguales de Adyuvante Completo de Freund (CFA, que contenia 4
mg/ml. de MT H37Ra, Difco Laboratories, Detroit, EE.UU.). 21
dias después de 1la inmunizacién, se administrd por via
intraperitoneal una inyeccidn de refuerzo de 100ug de CII
disuelto en solucién- salina. El tratamiento fue administrado una
vez al dia comenzando el dia 1 (el dia antes de la inmunizacién)
hasta la autopsia el dia 44.

Grupos consistentes en 9 a 10 animales fueron tratados
ya sea con compuesto de prueba (1,5 mg/kg/dia diariamente hasta
el dia 22, desde ese dia en adelante se redujo a 3 veces a la
semana), o ciclosporina A (100 mg/kg/dia inicialmente, desde el
dia 4, 20 mg/kg), o dexametasona (2 mg/kg/dia), o vehiculo (5%
de Mulgofen (EL 719, GAF) en solucién salina). Se incluyd un
grupo no tratado de control.

Los ratones fusron pesados todas las semanas, Yy la
actividad de artritis clinica (apariencia visual de artritis en
las articulaciones periféricas) fue calificada (de acuerdo con
métodos esténdar) por un observador que no estaba en
conocimiento del tratamiento dado, desde el dia 19 en adelante
cada 2-3 dias, hasta la autopsia el dia 44.

La artritis clinica fue calificada en una escala de 0-
2 por pata y expresada como un puntaje acumulativo de artritis
por ratén, con un puntaje méximo de 8. Al final del experimento,

las articulaciones de rodilla y tobillo fueron aisladas y usadas
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para el andlisis de rayos X como un marcador para la destruccién
de hueso, seguido por la fijacidén inmediata en formaldehido al
4% para el eatudio histolégico.

Las fotograffas de rayos X fueron examinadas
cuidadosamente usando un microscopio estereoscopico, y la
destruccién de hueso de las articulaciones fue calificada en una
escala de 0-5 de acuerdo con métodos estdndar, en un rango desde
no dafiado hasta destruccidén completa. La actividad de los
compuestos de esta invencién puede ser demostrada en esta

prueba.



REIVINDICACIONES

1. Un derivado de 3-metileno esteroide CARACTERIZADO

porque tiene la f6rmula general 1

Férmula 1

donde

r! 'eg__!_i o Jjunto con R?® forma un B-epbéxido, o bien Rl esta
ausente si hay un doble enlace 5-10 6 4-5;

R2 es (C1-Cs)alquilo & CF3;

R3 es BH, BCH3 o junto con Rl forma un B-ep6xido, o bien R estd
ausente si hay un doble enlace 5-10;

R4 es H, alquilo inferior;

—r T

Y es [H, H] [OH, H], =0, [OH, alquilo inferior], [OH, (C2-Cs5)-
alquenile], [OH, (C2-Cs)alquinile] &6 (C1-Cg)alquilideno, donde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilideno esté
opcionalmente halogenado; & -NDRs, donde R es H, alquilo

Inferior;

las lineas de puntos representan un doble enlace opcional;

o profirmacos del mismo,
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con la salvedad de gque el derivado de 3-metilenc estercide no es
ninguno de la lista

(7a,17B)-7a-metil-3-metilen-4-estren-17-ol,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-17-ol,
(7a,17a)~7-metil-3-metilen-19,21-dinorpregn-4-en-17-o0l,
(7a)-17-ceto-7-metil-3-metilen-4-estreno,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-20-in-17-o0l,
17p-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-propen-2-il-4-estrena, y

17f-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-buten-2-il-4-estreno.

2. Un derivado de 3-metileno esteroide de acuerdo
con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO porque el derivado de 3-

metileno esteroide tiene un doble enlace 5-10 y R1 Y R3 estéan

ausentes.

3. El derivado de 3-metileno esterolide,
CARACTERIZADO porque es (7a,l7a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-
5{10)-en-20-in-17-o0l.

bdr. Uso de un derivado de 3-metileno esterocide de
‘______——_.
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

CARACTERIZADO porque sirve comc un medicamento.

5. Una composicién farmacéutica CARACTERIZADA porque
comprende el derivado de 3I-metileno esteroide de acuerdo con las
reivindicaciones 1-3, o una sal o solvato farmacéuticamente

aceptable del mismo, mezclado con un auxiliar farmacéuticamente

aceptable.
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‘@ 6. __U_ggfdg,_un derivado de 3-metileno estercide que

tiene la férmula general 1

Férmula 1

donde

|

R® ea H o junto con R? forma un p-epdxido, o bien Rl est&

ausente si hay un doble enlace 5-10 6 4-5;

R? es (Cj-Cs5)alquilo & CFj;

RS es BH, BCH3 o junto con Rl forma un f-ep6xido, o bien R esté
ausente si1 hay un doble enlace 5-10;

4

R" es H, alqullo inferior;

Y es [H, H] [OH, H], =0, {OH, alquilo inferior], [OH, (C2-Cs)-
alquenilo], [OH, (C2-Cs)alquinilo] 6 (Ci-Cg)alquilideno, donde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo vy alquilideno esté
opcionalmente halogenado; 6 =N0R5, donde R? es H, alquilo
inferior;

las lineas de puntos representan un doble enlace opcional;

o proférmacos del mismo,

CARACTERIZADO porgque sirve para preparar un medicamento para el
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades artriticas y/o

enfermedades autoinmunes.

22



33

31

GE} 7. Un método de tratamiento y/o prevencidn de

enfermedades artriticas y/o enfermedades autoinmunes

CARACTERIZADO porgue comprende la administracién de un derivado
de 3-metileno esteroidse como el definido en la reivindicacién 6,

a un paciente que necesita dicho tratamiento o prevencién.
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802.364

La invencién se refiere a un derivado de 3-metileno

esteroide que tiene la férmula general 1

F6rmula 1

donde Rl es H o junto con R3 forma un B-epbéxido, o bien R! esté
ausente si hay un doble enlace 5-10 & 4-5; R? es (C1-Cs)-
alquilo 6 CF3; R es pH, BCH3 o junto con R! forma un B-epéxido,
o bien R3 esté ausente si hay un doble enlace 5-10; RY es H,
alquilo inferior; Y es [H, H] [OH, H], =0, [OH, alquilo
.i.n.fer:l.or], [OH, (C2-Cs)-alquenilo], [OH, (C3-Cs)alquinilo] &6
(C1-Cg)alquilideno, donde dicho alquilo, algquenilo, alquinilo y
alquilideno estd opcionalmente halogenado; =NOR5, donde R5 es H,
alquilo inferior; las lineas de puntos representan un doble
enlace opcional, o proférmacos del mismo, para el tratamient de

enfermedades artriticas y/o enfermedades autoinmunes.

Titulo
Nuevos derivados de 3-metileno esteroides y su uso para el

tratamiento de enfermedades artriticas y/o0 enfermedades

autoinmunes.
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REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND yIed¥
POWER OF ATTORNEY 1S3

I (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo irmado (s)
AKZ0 NODEL N.V.

of/domiciliado (a) en _Ye1perweg 76, 6824
BM Arnhem, THE NETHERLANDS

g el presente nombramos & EMILIO FERRERD, ﬁ 31929; in due complisnce with the terms of ' g‘ht of article 543
NZII.O PERDOMO, ¢ v&kﬂ CLEMENCIA DE PAEZ, of the Commaercial Code, dolunMBv nmnt ILIO FERRERD,
23355 y GERMAN 832, 31;

arrera 4% NW 72-35, lombia,” en obedecimianto a lo P 23555 and CAVELIGR, tpa
dispuesto en el 19 del Articulo 543 del Cidigo de domiclled at #N'ﬂﬂsl..m Colombia, the first as
tes n rden, mh(m.l.tnyl)h' . tmm"t.?m “hﬂ' hl"c’nllmuhhl s
u , @N-U O conw represeninntes en appol.nl a8 cur representatives
los msuntos de industrial con facultad pam matters with bnwlvamuﬂntbunndbm
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‘-u;undonpr—nhnhnplmhl:ndn primaro, third is to replace the first or sscond] alternates in thelir turn, or
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mﬂnnmm%Wh :xhofﬁnmlhnmunkhhmmwaﬂu
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Colombia, 0 por Notario u otro Piblico, o Cénsul Public in Colombia, or nNohrzwnﬂhuPnbﬂcOﬂHﬂ
Colombia, en el extranjerv; y sl se tratare de 3 or a Colombian Consul abroad; and c.noflmgd.lmn,tlu
con el certificado Sidg:mdnhlmbnduhlhn nppmghhurﬂﬂuhlhllﬂfﬁn.lflny of ¢ -ﬂnhu
ol tomard su Cuando cesare la were to be definitely absant, the following alternate shall take
susancia o del pr!mlrn.l.odclu his place, When the absence or impediment of the
- prme< o ssgundo suplentes, en s caso, pod f a represeniative, or of the first or second alternate in thelr tum
en su orden, uno u otros segin el caso, can ba again in their sequence,

) ceases, the rwpresenistion taken
ssumiindola por el solo hecho de’ ejercaria, casando en ese by the principsl, the first or second alternate depending on case,
momento el gjercicio de la representacidn por el primero, and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
segundo o tercer suplents en su casgo. ) represeniation by the first, second or third -alternates in thelr

Ademds, confiero (conferimos) poder a'los abogados arriba .
mmbndu,hrn obtenar la de mi (nuestra) In addition, we grant a Power of Attomney In favor of the
pmd-d uuhl“;mhhempthndndnhd.ncuyo ubovo-nmndntlmmyn-n-hwnthﬂthy:?obhln the
:lﬂ) :l‘inunn(:lmlnh cualesquiera entidades o‘pcmnu,

ejerza jurisdiccién, Imente las del orden attorneys to represen thorities :.nwn-,
'dndnm mdmmm;nﬂdm :ll como with er :ltlwut ]utti:.leg:)n, lp;d;‘;;lli ‘luhm adeI; rative,

los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los administrative contentious and as well as before
slgulentes ssunics: a) Obtencidn de patentes de invencién, Aﬁh&nCﬂ&deﬂmwm a)
~— “modelos de utilidad, y dissfios industriales; ¢l de Obtainment of patents, utility models and industrial ;
marces de fibrica, defensivas, de e , lemas the registration of trademarks, collective, defersive and service
comerciales, nombres ersafias, wvuriedades marks, slogans, commarcial names, trace emblems, vegetal
vegutales y denominaciones de origen; su renovadén, traspaso, varieties and denominations of origin; its renewnl, assignment,
embhdnmbnodomldlb,mnhdﬁwhmhﬂn;ycl of name or domidle, vohintary cancellation; and the
registro de licencias de 150 de esos derechos; b) Las acciones de of licanses of use of the above:-rights; b) Actlons of
mpdmmuumaddndelm, u unfir competition, protection to the consurmer, or
observaciones, administrativa y nulidad, obsarvations, administrative or Court Zancslla nullity,
owdidas cautelares, concesldn cde liomcies, Ia fuiels, = infringsment, of licerses, the action for writ
proteccién de secreios industriales, y en general los juicics mandarmus, the of trade secrets, and in generul the
civiles, penales, sdministrativos 0 contencloso-administrativos civll, penal, administrative suits to those ;
relacionados con estos derechos; acclones y e actions and suits institued by me (us) or me (us).
moummﬂmYmr-mmt that in all the above matters su ta this Power of
: mnmmm,m r este mandato, Attorney, compromise, the facts of the case,

hllllE.rr, , admitir los hechos de! proceso, desistir, deaist, cancel, receive, resign, and acts done
carcelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes upx&nhﬂu&nﬂhmtnmofm?fy >
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LEGALIZACION

El Sefior Cérwul de Colombla debe expedir un certificado The Colombia Consul ot lsstie &
mwhrnhnmhmupldchgrﬂh mE the legel existence of the m:-ny

pem.l o hhlemhm "aﬂ;m’mmA mn.pmyurpuu,' l?dgrthl:!’t'h parsons wi
cnlolncé“.h :wlqu!:u-umdmﬂullh Power of is autorized to do eo. T

pruebas que acreditan esos hechos (1), @) y 03). show the Consul the evidence to prove the above facts (1),

Seen for legalization of the signatures

of Mr.

F.G.M. Hermans and Mr. E.H. Reerink

by me, Mr. Martinus Petrus Maria Philips,
notary public at 0Oss, the Netherlands,
on- this 26th day of August 1998.

TRADUCCION No: | &[] '9?
MARIA ELVIPA MARTELLD
Troductora :::;bm'lo.lgd
inglés - | - log
Res. No. 2579 Min. Justicia
L |

/

15499

{ CNAMBER OF COMMERCE AND INDUS TRY

FOR DOST-3RABANT (neverianp)
AXCibgrvy v 2

-8 702 s AGALIZATION oF

Gezgn voor
van ¢hr’imw .........

'a-Gr°"enh=§e;

Leges f20= HH.

: DEBOGOTA. WAGD COMBTAR
e OIEEll:lcnm.

TOWTATICA &
TERIO A LA WSTA bl

NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIJA:

si e] poderdante es una sociedad, el Sefior debe certificar que

& AN maN

e P

existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el puder es su representante.

Fin los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,
tuvo a la vista las pruebas de su

'l



Cotd 112 14-807/-00/-3 ,

El suscrito Cénsul de Colombia en La Haya, Holanda,
vistos los documentos presentados por los interesados,

CERTIFICA.

Que ¢l Sefior Martinus Petrus Maria PHILIPS, quien como Notano Publico de
Oss , Paises Bajos, autenticé las firmas de los sagnatanos del poder precedente, gjercia en la
fecha las funciones indicadas, y su firma commesponde a 1a registrada en este Consulado

Que la Compaiiia AKZO NOBEL NV es una Sociedad constituida de acuerdo con las leyes
de los Paises Bejos, cumple su objeto conforme a Ias msmas y se halla registrada en la Cémars
de Comercio y Fébncas de Centraal Gelderiand, Amhem, bajo el numero 09007809;

Que los Seflores Franciscus Guihelmus Maria HERMANS y Engbert Harmen
REERINK. mgnatarios del presente documento, quienes en su carécter de Apoderados
de ls Empresa AKZO NOBEL NV, comuntamente tienen facultad para ello, y cuyas
firmas fueron autenticadas ante el Notano Publico de Oss, Sefior Martinus Petrus Mana
PHILIPS, son los representantes legales de la citada Empresa en este Pais.

“3 ] I -

El Cénsul de Colombra en La Hays, Paises Bajos, no asume responsabilidad - = Do
aiguna por ei contendo del documento - )
Esta certificacidn se expide en La Haya, Paises Bajos, a los ses (06) il
dias del mes de Noviembre de mil novecientos noventa y ocho (1998) : -
Impuesto de Timbre USS 600 )
Derechos Consulares US$ 100 00
Costo Total Pagado USS 106 00

TRADUCCION No. J€ I lgs

LVIRA MARTELO T
s s erprate Oficdl < i
ingiés -~ tapafiol - inglés -,

fes. No. 2579 Min. Justicla  _ o
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TRADUCCION OFICIAL No. 18 11/98 preparada por Marfa Elvira
Martelo, Traductora ©Oficial debidamente aprobada por el
Ministerio de Justicia de Colombia por Resolucién 2879 de 1995 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores

(A continuaciétn se traducen los sellos y legalizaciones de un
d cumento escrito en inglés y espaficl, por el cual AXKZO NOBEL
N.V. otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LU%
CLEMENCIA DE PARZ Y GERMAN CAVELIER) Dado y firmado el 6 de
agosto de 1998 (Firma ilegible) F G M Hermans, Direct r de
Patentes Farmacéuticas (Pirma ilegible) B H Reerink,
Subdirector de‘ Asuntos Juridicos (Sello Corporativo) AKZO NOBEL
NV

(Al dorso) Vieto por mi, Sr Martinus Petrus Maria Philips,
notario piblico en Oss, Paises Bajos, hoy 26 de agosto de 1998,
para legalizaci6n de las firmas de F G M Hermans y E H Reerink
(Firma ilegible)

(Legalizacién) CAMARA DE INDUSTRIA Y COMERCIO PARA OOST-BRABANT
(PAfSES BAJOS) <Visto exclusivamente para la legalizacién de
la(s) firma(s) que antecede(n) Agosto 27 de 1998 {(Firma
ilegible) J Schellenkens

(8ello en holandés)

-
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206. Firmado JOSE IGNACIO VILLEGAS CORTES, Cénsul de Colombia, lLa

Haya. Pagado impuesto de timbre.

(Al dorso) lLegalizacidén de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 300803 del 19 de

NOVIEMBRE de 1998, firmado por el Jefe de Legalizaciones.

Es traduccibén fiel y completa de la cual Be deja copia en esta

ficina para su confrontacién.

COLO 11214-801-001-3

Id. € TnAl:nucclnN ﬁé& 95

MARIA ARIA ELVIRA MARTEI..O
Nov. 20/98
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Europiilsches European Office europden \‘o

| Q)) Patentamt Patant Office des brevets

Bescheinigung Certificate Attestation

Die angehefteten Unterla- The attached documents Les documents forée &
gen stimmen mit der are exact coples of the catte attestation sont
urspriinglich eingereichten European patent application conformes a la version
Fassung der auf dom nich- described on the following Initlalement déposde do
sten Blatt bezeichneten page, as originally filed. la demande de brevet
suropidischen Patentanmel- européen spécifiée i la
dung Gberein. pape aulvante.

Patentanmeldung Nr. Patent application No. Demande de brevet n*
99204000. 6

Der Prilsident des Europdischen Patentamts;
Im Auftrag

For tha Prasidant of the European Patant Office

Le Président da 'Office suropdsn des brevets
pe.

L.L.C. HATTEN-HECKMAN

DEN HAAG,DEN
THE HAGUE,  20/11/00
LA HAYE,IE

EPAJEPO/OEB Form 1014  -02.91
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: Europillsches European Office européen
@)) Patentamt Patent Office des brevets

Blatt 2 der Bescheinigung
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Application ro:  99204000. 6 Demoifing| 29/11/99
Camandy n°; Dot o &

Anmalder;

Applicant(s):

Damandsur{s)k

Aliza Nobal N.V.
&824 BM Arnhan
NETHERLANDS

Bezechnung der Erfindung:
Tithe of tha Imantion:
Titra de |"invantion:

3-Mathylena steroid darivatives for the treatsent of autoimmune diseases

In Anapruch genommans Prioriiid{en) / Priority{iss) claimad / Priorithis) revendiquia{s)

Staat: Tag: Aldanzeichen;
Biwtw: Dets; FAle no.

Payr; Date: Wurmice de Sipit:
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Am Anmaideiag benannts Vertregstanstsn:
Contrecting siates dasignated at date of flling: AT/BE/CH/ACY/DE/DI/ES/FUFR/GE/G RNENT/LVLWMC/NL/PT/BE/TR
Biats contracterts daignis lors du daplt:

Bamarkungen:
Ramaris;
Ramaquer:
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3-METHYLENE STEROID DERIVATIVES

The invention relatea to new 3-methyiene stervid derivatives with
therapeutic effects and to the preparation of pharmaceutical preparations
S comprising a 3- alkylidene steroid.

Steroids with methylene substituents at the 3 position of the sterold
skeleton and 1-2 or 4-5 double bonds are known and claimed to be
uscful for therapeutic use (BE 696,235 and BE 654,772, respectively).
10 The presumed medical indication is due to anabalic, estrogenic and
progeatogenic actions. None of these compounds has lived up to the
expectations for stich use and there was no expectation for utllity as
medicines in other areas, although many diseases still remnain
unasatisfactorily treated with presently available drugs. Notably, diseascs
18 of the immune system, such as rheumateoid arthritis and exrtoimmune
discases are in need for better drugs. Corticostercidal agenta are of some
use for the treatment of these discascs, but improvements, both with
respect to efficacy and number or severity of side effects, are needed.

20 This invention providea for 3-methylene sterold derivatives and prodrugs

thereof, which stexoid derivatives have the general formula 1 '

R! is H or together with R? forms a p-epaxide or R! is absent f there is a
5-10 or 4-5 double bond;
R2 ia (C1-Csjalkyl or CPy;
R? is PH, PCHas or together with R! forms a pf-epoxide or R® is absent if
30 thereis a 5-10 double bond;

Printed:20-11-2000 (1)
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Y is [OH, H], =0, [OH, lower alkyl), [OR, {Ca-Cs)allenxyl], [OH, (Ca-
Cajalkynyl] or (C1-Ce)alkylidens, whereby said alkyl, alkenyl, alkynyl and
alkylidene is optionally halogenated;

dotted Iines represent an optional double bond.

‘The use of compoundds as defined by formula 1 ia for immunomodulation
in mammals. A compound of this invention can in particular be used in
the treatment of arthritic discases such as rheumatoid arthritis (RA) and
autoimmune diseases (AlDs) such es Sjdgren’s syndrome and systemic
hupus erythematosus (SLE). It can also be used prophylactically for such
discases. Furthermore, a compound according to this invention can be
used for the preparation of medicines comprising a compound of this
invention as an active constituent.

In this description terms have the following meamning:

A lower alkyl is a branched or unbranched alkyl group having preferably
1-6 carbon atoms, like hexyl, iscbutyl, tertiary butyl, propyl, isopropyl,
¢thyl, and methyl.

{C1-Cs)alkyl is a branched or unbrunched alkyl group having 1-5 carbon
atoms, for cxample methyl, ethyl, isopropyl, butyl, sec-butyl, tert-butyi
o,

{Ca-Cs)alkenyl is a branched or unbranched alkenyl group having 2 to 5
carbon atoms, such as ethenyl, 2-butenyl, ete.

(Ca-Ce)alkynyl is a branched or unbranched alkynyl group having 2-5
carbon atoms, such as ethynyl and propynyl etc.
(C1-Cs)alkylidene is a brenched or umbranched alkylidens group having 1-
S carbon atoms, such as methenyl, butylidene etc.

Halogen is fluorine, chlorine, bromine, and iodine.

Prodrugs are compounds which are designed to form a compound of the
invention in the body of a recipient for treatment. In general such
prodrugs can be esters or ethers of the 17-hyxiraxyl function.

Printed:20-11-2000] 2]
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A preferred embodiment of this invention is a compound as described

above having a 5-10 double bond. Most preferred is the compound
(7a,17a)-7-methyl-3-methylene- 19-norpregn-5(10)-en-20-yn-17-cl

8§ The epoxide compounds (R+ and Rs together form $-0-) of this invention
can be prepared by oxidation of a compound having the formulae 2 in
which the symbols bave the meaning as defined above, with meta-

The 3-methylene group in a compound of the invention is obtained by
performing a Wittig reaction using methyitriphenyiphosphonium bromide
and potassium t-butoxide with corresponding 3-keto precursor sterolds,

16 which are characterized by formula 3, wherein Y2 is as Y, as defined
above, except that it is not =O and the other symbols have the meaning
as defined before.

20 The 17-alkylidenc compounds of the invention can be prepared by a
Wittig reaction of a 3-loctal derivative of the 17-keto derivative according
to formula 4, wherein the symbols have the meaning as defined before,
with an alkyitriphenylphosphonium hromide followed by the hydrolysis of
the 3-ketal function.
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The above indicated reagents for transformation of the starting
compoundds and their ways of reacting with compounds are known in the

§ art, but not yet applied for the group of compounds to be prepared to
obtain the compounds of the invention. Starting materials can be
obtained by methods described in the literature. A specifically relevant
reference is Van Viiet ot al. Recl.Trav.Chim.Pays-Bas; EN; 105; 4; 1986;
111-115, which text is incorporated into this description by way of

10 reference. Notably, it is described therein that 17-alkyl-3-keio-derivatives
according to formula 3, wherein Y? is [OH, lower alkyl] and the other
symbals have the meaning as defined before, can be obtained by catalytic
hydrogenation, for example with PtOz/Ha, of a compound accarding to
formula 3, wherein Y2 is [OH, alkenyl] or [OH, alkynyl] and the other

15 symbols have the meaning as defined before.
Derivatives according to formuila § can be obtained by purification from a
mixture of compounds formed after the Birch reduction of the 4-en-3-one
derivative according to formula 6, whereby both in formmula 5 and in
ﬁ:rmuh6thely§nbnlshavethemminpudeﬁnedbeh'e.

L]
%e

Formula 6
A 4-en-3-one derivative according to formula 6, wherein RY is H and the
other symbols have the meanings as defined before, can be obtained from
a compound according to formula 7 by double bond isomerisation

28 {according to methods described in van Viet).
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Formula 7
A 4-en-3.ome derivative according to formula 6, wherein R? is methyl and
the other symbala have the meanings as defined before, can be obtained
§ according to the methods described in Grunwell et al., Stercids Vol. 27,
pages 759-771, 1976, which publication is incarparated herein by
reference.
Further methods to obtain compounds according to formula 7 as starting
material can be prepared as deacribed by van Viiet et al. 1986.
10
The preaent invention also ralates to a pharmaceutical composition
comprising the steroid compound according to the invention, mixed with
one or more pharmaceutically acceptable suxiliaries, such as described
in the standard reference Gennaro et al., Remmington’s Pharmaceutical
18 Sciences, (18th ed., Mack publishing Company, 1990, see especially Part
8: Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture.). A mixture of
one or more of the sterold compounds according to the invention and one
or more pharmaceutically acceptable axxiliariea may be compressed into
eclid dosage units, such as pills, tablets, or be processed into capsules or
20 suppositories. By means of pharmaceutically suitable Hquids the
compourxids can also be applied as an injection preparation in the form of
a solution, suspension, emulsion, or as a spray, e.g. nasal spray. For
making dosage units, ¢.g. tableis, the use of conventional additives such
as fillers, colorants, polymeric binders and the Hke is contemplated, In
25 general any pharmaceutically acceptable additive which does not
interfere with the function of the active compounds can be used. The
steroid compounds of the invention may also be included in an implant, a
patch, a gel, and any other preparation for sustained releane.
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Suitable carriers with which the compositions can be administered
include lactose, starch, cellulose derivatives and the like, or mixtures
thereof used in suitable amounts.

8 In another aspect, the invention relates to the use of the steroid
compound according to the invention for the manufacture of a
medicament for modulation of the immune gystem of a memmal. Mare
specifically, the invention relates to the use of the steroid compound
according to the invention for the menufacture of a medicament for the

10 treatment of arthritic diseases such as rheumatoid arthritis (RA) and
autoimmme diseases (AlDs) such as Sjégren’s syndrome and systemic
zpus erythematosus (SLE). Such medicaments can also be prepared for
prophylactic use for such discases. The medicament is preferrably made
suitable, in particular for the treatment of human beinga by complying to

15 the regulationa of health authorities in diverse countriea.

Purthermore, the invention pertaina to the treatment of arthritic
discases such as rheumatoid arthritis (RA) and autolmmune discases
(AIDs) such as Sj3gren’s syndrome and systemic lupus erythematosus
20 (SLE), comprising the administration to a patient of a compound as
described previously (in a suitable pharmaceutical dosage form).

The doaage amomunts of the present ateraids will be of the range of from
0.001 to 100 mg per administration of a subject in need of treatment.

25 Consequently dosage units for practical use of a compound of this
invention can contain an amount of active ingredient in the range of from
0.001 to 100 mg.

The immuno-modulating properties of a compound of this invention can
30 be demonstrated and used in the following procedures.

In the delayed type hypersensitivity (DTH) procedure, the effect of &
compound on the development of an immune reaction can be observed in
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mice (details in example 9). Briefly, the compound is administered daily
and the animals are immunized subsequently with an antigen in
adiuvant. After 7 days the animals are challenged locally by injecting the
antigen locally (mostly in the foot) and measuring the subsegquently

5 developing local swelling in response to the deposition of the antigen. The

, degree of this swelling is related to the development of an immune

response against the oliciting antigen. The inhibiting action of a
compound of this invention on the development of this swelling can be
determined, by comparing the treatment group with a placebo treated

10 group. As a reference treatment, administration of glucocorticoids can bhe
used.

The effect of a compound of this invention wes also tested in arthritic
mice.

16 In this procedure, mice arc immunized with collagen type II, mostly from
bovine cartilage, in an adjuvant. After three weekn a booster with the
same antigen is given. Approximately 7-10 days after the booster reaction
edema of the joints (especially in the hind and forefeet) can be obacrved.
This swelling increases rapidly, leading to redness, inflammation and

20 distortion of normal function. Upon X-ray anslysis disruption of normal
joint architecture can be ¢beerved. Upon histological examination of
these joints, ecvere inflarnmation leading to disruption of normal cartilage
architecture can be observed. The degree of observable alterations can be
graded; moreover, the degree of histological alterationa can be graded

25 also.

Furthermore, the effect of a compound on thie invention can be observed
in non-obese digbetic (NOD)-mice.
In thia procedure, mice spontaneously and gradually develop auto-

M0 immume diseases with aymptoms resembling those of human insulin
dependent diabetes mellitus (IDDM) and Sjdgren’s syndrome.
Sjogren’s syndrome ia characterized by the development of infiltrates in
the salivary and lachrymal giand. In NOD mice especially the salivary
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gland is characterized by the gradual development of infiltrates. A

compound of this invention inhibits dose-dependently the development of

these infiltrates in the submandibuler glands.

IDDM is characterized by the development of infiltrates in the pancreas,
5 leading to destruction of the islets of Langerhane producing insulin. After

the gradual destruction of all these islets, no insulin production is

present amymore resulting in the development of IDDM.

In the following examples the invention is fllustrated.

MethyiMriphenyiphosphonium bromide (26.4 g, 73.9 mmol) was added to
& stirred solution of potassium t-butoxide (7.9 g, 70.4 mmol) in 130 ml

16 dry THF under a nitrogen atmosphere. The yellow suspenaion was stired
for 45 minutes at room temperature. A solution of 20 g, 64 mmol
tibolone in 200 ml dry THF was added rapidly (approx. 30 seconds) to the
suspension, resulting in a slightly exothermic reaction (from 20°C to
33°C). The yellow reaction mixture was stirred for 30 minutes at room

20 temperature, poured on ice-water (700 ml) and extracted with ethyl
acetate (700 ml). The organic iayer was washed with water (300 ml), dried
(NaaSO«) end evaporated to dryness to give 41.8 g of a yellow qil. Column
chromatography using toluene/ethyl acetate 95/5 (v/v %) as eluent gave
19.5 g of a coloriess oll containing appraximately 90% (7a,170)-7-methyl-

28 3-methylene-19-norpregn-5(10)-en-20-yn-17-0l and 10% the isomeric A*
derivative. Recrystallization (3 times) using heptana/petroleum ether as
solvent gave the title compound (6.44 g, yicld 32%) as a white solid, mp
91.6°C.

wmphmylphoaphmnmbmmide(42lg. llammnl)maddedm
a sthred solution of potassium t-butoxide (1.26 g, 11.2 mmol) in 20 ml
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dry THF under & nitrogen atmosphere. The yellow suspension waa stirred
for 45 minutes at room temperature. A solution of {7a, 17p)-7-methyl-3-
keto-estr-5(10)-en-17-01 (3.4 g, 11.8 mmmuol) in 25 ml dry THF was added
rapidly to the suspension. The yellow reaction mixture was stirred for 30

6 minutes at room temperature, poured on ice-water and extracted with
cthyl acetate. The organic layer was washed with water, dried (NasSO4)
and evaporated to dryness to give 5.3 g of the title compound as a yellow
oil. Calumn chromatography using toluene /ethyl acetate 95/5 (v/v 9¢) an
cluent gave 2.3 g of a coloriess oil. Crystallization using

10 heptane/petroleum cther gave (7a, 17B)-7-methyl-3-methyleneeatr-5(10)-
en-17-0l (1.47 g, 449%) as a white aglid, mp 111.8°C

Example 3

The compound (7a,17a)-7-methyl-3-methylene-19-narpregn-5(10)-en-20-
yn-17-ol (390 mg, 1.26 mmol) obtained according to example I was
stirred in 15 ml dry dichloromethane under a nitrogen atmoephere. The
sohxtion was cooled t0 0 °C and meta-chloroperaxybenzoic acid (1.26

20 mmaol, 310 mg 70% mcpba) was added. The reaction mixture was stirred
for 2 hours at 0°C, washed with a saturated sodium thiosulfate sohution,
saturated sodium bicarbonate schution and a saturated sodivm chloride
solution, dried (NaaSO«) and evaporated to dryness to give 450 mg crude
(5p, 7a, 17a)-5,10-ecpaxy-7-methyl-3-methylene-19-narpregn-20-yn-17-ol.

26 Column chromatography using heptane/ethyl acetate 95/5 (v/v %) as
cluent gave the purified title compound (150 mg, 37%) as foam.

Exampie 4

Compound (7a, 17p)-7-methyl-3-methylencestr-5(10)-en-17-0l (350 mg,
1.22 mmal), obtained according to example 2, was stirred in 15 ml dry
dichjoro methane under a nitrogen aimosphere. The solution was cooled
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to 0°C then meta-chioroperoxybenzoic acid (1.22 mmol, 301 mg 70%
mcpba) was added. The reaction mixture was stirred for 75 minmutes at
0°C, washed with a saturrated sodium thiosulfate solution, saturated
sodium bicarbonate sclhution and a saturated sodium chiloride solution,

8 dried (NaaSO4) and evaporated to dryness to give 370 mg crude (6P, 7a,
17B)-5, 10-epoxy-7-methyl-3-methylensestran-17-o0l. Column
chromatography using heptane/ethyl acetate 95/5 (v/v %) as cluent gave
further purified title compound (230 mg, 63%). Crystallization using
heptane/ethyl acetate 95/5 (v/v96) gave the purified title compound (120

10 mg, 33%) as a white solid, mp 125 °C

16 Methyltriphenyiphosphonium bromide (688 mg, 1.93 mmol] was added to
a stirred sohition of potassium t-butoxide (196 mg, 1.75 mmol) in 2 ml
dry THF under a pitrogen atmosphere. The yellow suspension was stixred
for 45 minutes at room temperature, A solution of (5a, 7a, 17a)-7-methyl-
3-keto-19-norpregn-20-en-17-ol (220 mg, 0.7 mmol) in 3 ml dry THF was

20 added rapidly to the suspension. The yellow reaction mixture was stirred
for 2.5 hours at room temperature, poured on ice-water and extracted
with ethyl acetate. The organic layer was washed with water, dried
(NaaSO4} and evaporated to dryness to give SO0 mog of an ofl. Column
chramatography using toluene/ethyl acetate 95/85 (v/v %) as eluent gave

25 200 mg crude (S, 7a, 170)-7-methyl-3-methylene-19-norpregn-20-en-
17-al. Cryutallization from heptane gave the purified title compound (120
mg. 559%) as a white saolid, mp 105°C.

Methyitriphenyiphosphonium bromide (1.85 g, 5.18 mmol) was added to
a atirred solution of potaasium t-butoxide (527 mg, 4.7 mmol) in 4 ml dry

{Printed:20-11-2000) [10]
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THF under a nittogen atmosphere. The yellow suspension was stirred for
45 minutes at room temperature. A sohution of (Sx, 7a, 17a)-7-methyl-3-
keto-19-norpregn-20-yn-17-ol (590 mg, 1.88 mmol) in 8 ml dry THF was
added rapidly to the suspension. The yellow reaction mixture was stirred

5 for 2.5 hours at room temperature, poured on ice~water and extracted
with ethyl acetate. The organic layer was wvashed with water, dried
(NeaSOus) and evaporated to dryness to give 1.8 g of an oil. Column
chromatography using tohaene/ethyl acetate 95/5 (v/v %) as eluant gave
590 mg crude (5a, 7a, 17a)-7-methyl-3-methylene-19-norpregn-20-yn-

10 17-ol. Crystallization from heptane gave purified title compound (200 mg,
50%) as a white solid, mp 97 °C.

llunplo'l

15 Methytmphmylpho-phmhmbtmdc(54g.151mmol)maddedtoa
stirred aalution of potassium t-butoside (1.62 g, 14.4 mmol) in 27 ml dry
THF under a nitvogen atmosphere. The yellow suspension was stirred for
40 minutes at room temperature. A solution of (58, 7a, 17a)-7-methyl-3-
keto-19-norpregnem-17-ol (4.56 g, 14.4 mmal) in 50 ml dry THF was

20 added rapidly to the suspension. The yellow reaction mixture was stirred
for 30 minutes at Toom temperature, poured on ice-water and extracted
with ethylacetate. The organic layer was washed with water and brine,
dried (NaaSO4) and evaporated to dryness to give 8.2 g of an oil. Columm
chromatography using toluene/ethyl acetate 95/5 (v/v %) as eluent gave

(5B, 7a, 17a)-7-methyl-3-methylene~19-norpregnen-17-ol (3.65 g, 81%)
which selidified upon standing, mp. 104 °C.

30 Memyltmhmylphotphmhmmﬂa ;Gnnnol)maddedma
atirred solution of potasshum t-butoxide (680 mg, 6 mmaol) in 25 mi dry
THF under a nitrogen atmosphere. The yellow suspension was stirred for
30 minutes at room temperature. A sohution of (7a)-7-methyl-3,17-diketo-
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eatr-5(10)ene (850 mg, 3 mmol) in 25 ml dry THF was added rapidly
(approx. 30 seconds) to the suspension, resulting in a slightly exothermic -
reaction. The reaction mixture was sthrred for 30 minutes at room
temperature, poured on ice-water (100 mli) and extracted with ethyt

6 acctate (100 ml). The organic layer was washed with water (SO ml), dried
(Na33Om) and evaporated to dryness to give (7a)-7-methyl-3,17-
dimethyienecstr-5(10)ene (680 mg, 80 %) as a coloriess oil.

hnpl. 9

GroupnofaghtfanﬂeBaIb[e(Ehﬂnn.cht,ﬁeNeﬂwﬂands)nﬂoem
uaed, approximately 8 weeks of age at the start of the experiment. These
mice were housed in Macrolon cages, under standard conditions and
acclimatized for 3-S5 days before the start of the experiment. The groups
18 received either compound or placebo.
They were weighed on day 1 and on the last treatment day. Animals were
treated once daily by subcutaneous {ac) injection in the back of the neck
or by oral gavage from day 1 tll day 11 with a test compound in
copcentration range from 1.2, 3, 4, 6, to 12 mg/kg. The injection volume
20 was 0.1 mL of a vehicle for injection consisting of physiological saline
containing 0.5% gelatin and 5% meannitol. A placebo treated group
(vehicle only) and a group treated with 4 mg/kg dexamethasone as
reference compound were included in each experiment.
On day 2, animals were immumized with 0.1 ml of a stable suspension of
25 3.75 Lf Tetanus Toxoid antigen (TT from the RIVM, Zeist, The
Netherlands) in 1 mg/m] dimethyl dioctadecylammonium bromide (DDA)
fram Phase Sep, at 2 places on the breast intradermally.
On day 9 animals were challenged on the ventral side of the right {R] paw
with 0.05 mL of a solution containing SO Lf IT and 1 mg AI{OH)s per mL.
30 The left [L] footpad {control) received the vehiculum with AI{OH)s only.
After 24 and 48 hours, the left and right footpad thickneas (parameters L
and R, respectively) were measured with a calipers densitometer in mom

{ Printed:20-11-2000] 12
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and the percentage of antigen-specific footpad swelling was calculated
according to the formula: [(R - L)/L] x 100%.

Results

Compound Amount of compound
given s¢. in mg/kg
leading to 50 %
reduction of the DTH
reaction as compared
to placcbo

example 1 1.9-3.4

example 2 20

| example 3 11

example 4 > 20

P:Lmlgs 10

| cxample 7 6

S
Exampls 10
nan-obese digbetic (NOD)-mice

NOD mice used, were either bred in house (breeding paira ariginally
obtained from Hattori, Boston, USA, at generation 58) or obtained from
10 Bombholtgird (Denmark) at 6-7 weeks of age.
Only female mice were Used for assessing cffecta of compounds on
spontaneous sialoadenitis development, as characterised by leucocyte
infiltrations in submandibuler glands.
Groups of 6-8 female mice were housed under standard conditions end
18 treated once daily (either s¢. or orally) from week 8 till 14 or 20 wecks of
age with 0.1 mi of compound (concentration 1.2, 4, or 12 mg/kg/day) or
placebo (vehicle only) or were not treated. From week 12 onwards they
were teated weekly for the presence of urinary glucose (Diabur-tesat 5000,
20 At week 8 (pre-treatment-group) or at week 14 or 20, after respectively 6
or 12 weeln of treatment, animals were killed under ether anesthesia;
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organs were removed, dissected free of fat and weighed. SBubmandibular
glands were fiwed in sublimate-formal for 18-24 hours and transferred to
alcohol 70%. Tissue sections were embedded in paraffin and HE stained
according to standerds methodb. Beoring of tissue sections for infiltrates

B was microscopically pexformed by two independent ocheervera according
to standard methods. Activity of compounds of this invention can be
demonstirated in this test.

Exampls 11

10 Collagen arthritis
Female DBA-1J/BOM mice were purchased fram Bomhoitgiird, Denmari.
All animals were housed under standard conditions and acclimatized for
at least 7 days.
At the age of 10-12 wecks all animals were immunized intradermally at

15 the base of the tail with 100pg of an envulsion of purified bovine collagen
type I [CII] (2 mg/mL. in 0.05 acetic acid) emmilaified in equal volumes of
Complete Freund’s Adjuvant (CFA, containing 4 mg/mL MT H37Ra, Difco
Laboratories, Detroit, USA). At 21 days efter immunization, a boostor
injection was administered intraperitoneally of 100ug CIl dissolved in

20 saline. Treatment was given once daily starting at day 1 (day before
immunization) until autopey at day 44.
Groups consisting of 9 to 10 animals were treated either with test
compound (1.5 mg/kg/day daily until day 22, from that day on reduced
to 3 times a week), or ¢yclosporin A (100 mg/kg/day initially, from duy 4,

25 20 mg/kg), or dexamethasone (2 mg/kg/day), or vehicle (5% Mulgofen(EL
719, GAF) in saline). A non-treated control group was included.
appearance of arthritis in peripheral joints) was scored (according to
standard methods) by one observer not aware of the treatment given,

30 from day 19 onward every 2-3 days, until autopsy at day 44.
Clinical arthritis was graded on a scale of 0-2 per paw end expressed as a
cumulative arthritis score per mouse with a maximmum acore of 8. At the
end of the experiment knee and ankie joints were isclated and used for X-

[Printed:20-11-2000J @
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ray enalysis as a marker for bone destruction, followed by mmediate

fixation in 4% formaldohyde for histology.

X-ray photographs were carafully examined using a stereo microscope

and bane destruction of jointa was acored on a acale of 0-5 according to
5 standard methods/reanging from undamaged to complete destruction.

Activity of compounds of this invention can be demonstrated in this test.
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Claims

1. A&mwmmﬂwmmml

R! is H or together with R? forms a f-epoxide or R! is absent if there is
a 5-10 or 4-5 double bond;

Rl is (C1-Csjalkyl or CPy;

10 R?® ja BH, fCH> or together with R! forms a p-epoxide or R? is absent if
there is 8 5-10 double bond;

Y is {OH, H], =0, [OH, lower alkyl], [OH, (C2-Cs)alkenyl], [OH, (Ca-
Cs)alkynyl] or (C1-Cejalkylidene, whereby said alleyl, alkenyl, alkynyl
and alkylidene is optionally halogenated;

18 dotted lines represent an optional double bond;
or prodrugs thereof ,

with the proviso that the 3-methylene steroid derivative is not anyone
from the Hst (7a,17f)-7a-methyl-3-methylene-4-esiren-4-17-ol,
{70,170)-7-methyl-3-msthylene-19-norpregn-4-ene-17-al, (7a,17a)-

20 7-methyl-3-methylene-19,21-dinorpregn-4-cne-17-ol, (7a)-17-keto-
7-methyl-3-methylone-4-estrene, (7a,17a)-7-methyl-3-methylene-19-
norpregn-4-en-20-yn-17-ol, 17p-hydroxy-7a-methyl-3-methylene-
17a-propen-2-yi-4-esirene, and 17f-hydroxy-7o-methyl-3-
methylene-17a-buten-2-yi-4-estrene.

2. A 3-methylene ateroid derivative according to claim 1, characterized in
that the 3-methylenc steroid derivative has a 5-10 doubls bond and R}
and R} are abeent.

(Printed:20-11-2000] [16]
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3. The 3-methylene steroid derivative (7o, 17a)-7-methyl-3-methylene-19-
norpregn-5(10)-en-20-yn-17-ol.

4. A 3-mothylenc stexoid derivative according to anyone of claim 1-3 for
5 use as a medicament.

S. The use of a 3-methylene sterold derlvative having the general

10

R! is H or together with R? forms a f-epoxide or R! is absent if there is a
5-10 or 4-5 double bond;

R2 is (C1-Cs)alkyl or CFs;

1 R3? is PH, BCH) or together with R’ forma a f-epaxide or R? is absent if
there ia a 5-10 double bond;

Y is [OH, H], =0, [OH, lower alkyl], [OH, (Ca-Cslalkenyi], [OH, (Ca-
Cs)alkynyl] or (C1-Celalkylidene, whereby said alkyl, allosnyl, alkynyl
and alkylidene is optionally halogenated;

20 dotted lines represent an optional double bond;
ar prodrugs thereof for the prepearation of a medicine for the treatment
snd/or prophylaxis of arthritic diseasea and/or autoimmune diseases.

6. A method of treatment and/or prevention of arthritic diseases and/or
25 autoimmune diseases by administration of a 3-methylene steroid
derivative as defined in claim 5, to a patient in need of said treatment
or prevention.
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Abstract
The invention concerns a 3-methylenc stexoid derivative having the
g=neral formula 1

wherein wherein R! is H or together with R® forms a p-cpoxide or R! 1s
sbeent if there is & 5-10 or 4-5 double bond; R? ia (C1-Csjalkyl or CF3; R?
is pH, PCHa or together with R! forms a fi-epoxide or R? is abeent if there i
a 5-10 double boud; Y is [OH, H], =0, [OH, lower alkyl], [OH, (Ca-
Csjalkenyl], [OH, (Ca-Cs)alkynyl] or (C1~-Ce)alkylidene, whereby said alky),
alkenyl, alkynyl and alkylidene is optionally halogenated; dotted lines
represent an optonal double bond, or prodrugs thereof for the treatment
of arthritic discases and /or sutommme diseasea.

Printed:20-~1 1-2000]

r
I
e e —— ——— —




TRADUCCION: Se traduce la carétula, descripcién y las reivindicaciones anexas a una copiadela
solicitud de patente europea N® 99204000. 6., escrita en inglés para el invento denominado:
DERIVADOS DE 3-METILENO ESTEROIDES.

ANEXOS
OFICINA DE PATENTES EUROPEA
Certificado

Los documentos adjuntos son copias exactas de la solicitud de patente europea descrita en

la siguiente pigina, como fue presentada originalmente.

Solicitud de patente N=. 99204000.6

Por el Presidente de la Oficina de Patentes Buropea
(Firmado Ilegible)

LL.C. HATTEN-HECKMAN

La Haya, 20/11/00



DERIVADOS DE 3-METILENO ESTEROIDES

La invencién se refiere a nuevos derivados de 13-
metileno esteroides con efectos terapéuticos, y a la preparaciétn
de preparados farmacéuticos que comprenden un 3-alquilideno
esteroide.

Los esteroides con sustituyentes metileno en 1la
poaicién 3 del esqueleto del esteroide y dobles enlaces 1-2 6 4-
5 son conocidos y reivindicados como dtiles para el us
terapéutico (patentes belgas BE §696.235 y BE 654.772,
respectivamente). La supuesta indicacién médica se debe a
acclones anabdlicas, estrogénicas y progestogénicas. Ninguno de
estos compuestos ha cumplido con las expectativas para tal uso,
Yy no habia ninguna expectativa para su utilidad como
medicamentos en otras Areas, a pesar de que muchas enfermedades
todavia son tratadas en forma poco satisfactoria con los
férmacos actualmente disponibles. Notablemente, las enfermedades
del sistema inmune, tales como artritis reumatoidea vy
enfermedades autoinmunes, necesitan de mejores f&rmacos. Los
agentes corticosteroides son de alguna .utilidad en el
tratamiento de estas enfermedades, pero se necesitan mejoras,
tanto con respecto a la eficacia como al nGmero o severidad de
los efectos secundarios.

Esta invencién proporciona derivados de 3-metilen
esteroides y proffirmacos de los mismos, cuyos derivad s de

esteroides tienen la f6rmula general 1
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Férmula 1

donde

Rl es H o junto con R forma un B-epéxido, o bien R} esté
ausente si hay un doble enlace 5-10 6 4-5;

R? es (C1-Cs)alquilo 6 CF3;

R? es BH, BCH3 o junto con R! forma un P-epéxido, o bien R estd
ausente sl hay un doble enlace 5-10;

Y es [OH, H}, =0, [OH, alquilo Iinferior], {OH, (C2~-Cs)-
alquenilo], [0OH, (C2~-Cs)alquinilo] & (Cji-Cg)alquilideno, donde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilideno esta
opcionalmente halogenado;

las lineas de puntos representan un doble enlace opcional.

El ueo de los compuestos definidos por la férmula 1 es
para la inmunomodulacién en los mamiferos. Un compuesto de esta
invencién puede usarse, en particular, en el tratamiento de
enfermedades artriticas tal como artritis reumatofidea (RA) Y
enfermedades autoinmunes (AIDs) tales como sindrome de Sjblgren y
lupus eritematoso sistémico (SLE). También puede usarse
profilicticamente para estas enfermedades. Ademés, un compuesto
de acuerdo con esta invencién puede usarse para la preparacidn

de medicamentos que comprenden un compuesto de esta invencién

como un constituyente activo.



En esta descripcidn, los términos tienen el sigulente
significado:

Un alquilo inferior es un grupo alquilo ramificado o
no ramificado que de preferencia tiene 1-6 &tomos de carbono,
como hexilo, isobutilo, butilo terciario, propilo, isopropilo,
etilo y metilo.

(C1-Cs)algquilo es un grupo alquilo ramifjcado o no
ramificado que tiene 1-5 dtomos de carbono, por ejemplc metilo,
etilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, ter-butilo, etc.

(C2-Cs)alquenilc es un grupo alquenjilo ramificado o no
ramificado que tiene 2 a 5 &tomos de carbono, tal como etenilo,
2-butenilo, etc.

(C2-Cs)alquinilo es un grupo alquinilo ramificado o no
ramificado que tiene 2-5 atomos de carbono, tal como etinilo ¥y
propinilo, etc.

(C1-Cs)alquilideno es un grupo alquilideno ramificado
o0 no ramificade que tiene 1-5 &Atomos de carbono, tal como
metenilo, butilideno, etc.

Halégeno es flidor, cloro, bromo y yodo.

ProfArmacos son compuestos que estén destinados a
formar un compuesto de la invencién en el cuerpo de un receptor
del tratamiento. En general, estos proférmacos pueden 8er
ésteres o éteres de la funcidén 17-hidroxilo.

Una modalidad preferida de esta invencién es un
compuesto como el descrito mie arriba, que tiene un doble enlace
5-10. El miAs preferido es el compuesto (7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-5(10)-en-20-in-17-ol.

e



Los compuestos epdéxidos (Rl y R3 juntos forman B-0-)
de esta invencidén pueden prepararse por oxidacién de un
compuesto que tiene la férmula 2, donde los simbolos tienen los
significados definidos més arriba, con dcido meta-

cloroperoxibenzoico.

Férmula 2

El grupo 3-metileno en un compuesto de la invencidn
puede obtenerse efectuando una reaccién de Wittig usando bromuro
de metiltrifenilfosfonio y t-butéxido de potasio con los 3-ceto
esteroides precursores correspondientes, caracterizados por la
férmula 3, donde y2 es como Y, definido anteriormente, excepto

que no es =0, y los otros simbolos tienen los significados

definidos anteriormente.

FSrmula 3

Los compuestos 17-alquilidenos de la invencién pueden
prepararse por una reaccién de Wittig de un 3-cetal derivad del

17-ceto derivado de acuerdo con la f6rmula 4, donde los simbolos
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tienen los significados definidos anteriormente, con un bromuro

de alquiltrifenilfosfonio, seguido por 1la hidrélisis de 1la

funcién 3-cetal.

FOrmula 4

Los reactivos indicados mAs arriba para la
transformacién de los compuestos de partida y sus formas de
reaccionar con los compuestos son conocidos en el arte, pero no
han sido aplicados todavia al grupo de compuestos que deben
prepararse para obtener los compuestos de la invencién. Los
materiales de partida pueden obtenerse por métodos descritos en
la literatura. Una referencia especificamente relevante es Van
Vliet y colaboradores, Recl.Trav.Chim.Pays-Bas; EN; 105; 4
1986; 111-115, cuyo texto se incorpora en esta descripcién a
modo de raterenéia. Notablemente, se describe alli que los 17-
alquil-3-ceto-derivados de acuerdo con la férmula 3, donde Y2 os
[OH, alquilo inferior] y 1los otros simbolos tienen los
significados definidos anteriormente, pueden obtenerse por
hidrogenacién catalitica, por ejemplo con PtO3/Hz, de un
compuesto de acuerdo con la férmula 3, donde Yz es [OH,
alquenilo] u [OH, alquinilo], y los otros simbolos tienen los
significados definidos anteriormente.

Derivados de acuerdo con la férmula 5 pueden obtenerse
por purificacién a partir de una mezcla de compuestos formados

después de la reduccién de Birch del 4-en-3-ona derivado de

&~
b



acuerdo con la férmula 6, donde tanto en la fSrmula 5 como en la

férmula 6, los simbolos tienen los significados definidos

anteriormente.

Un 4-en-3-ona derivado de acuerdo con la £f6rmula 6,
donde R} es H y los otros simbolos tienen 1los significados
definidos anteriormente, puede obtenerse a partir de un
compuesto de acuerdo con la férmula 7 por lsomerizacitén del

doble enlace (de acuerdo con los métodos descritos en van
Vliiet).

Un 4-en-3-ona derivado de acuerdo con la f6érmula 6§,
donde R3 es metilo y los otros simbolos tienen los significados
definidoa anteriormente, puede obtenerse de acuerdo con los
métodos descritos en Grunwell y colaboradores, Steroids Vol. 27,

pdginas 759-771, 1976, cuya publicacién se incorpora aqui por

referencia.

&7
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Otros métodos para obtener compuestos de acuerdo con
la férmula 7 como materiales de partida, pueden usarse como se
describe en van Vliet y colaboradores, 1986.

La presente invencién también se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende el compuesto estercide de
acuerdo con la invencibn, mezclado con uno © mAs auxiliares
farmacéuticamente aceptables, como se describe en la referencia
estadndar Gennaro y colaboradores, "Remington's Pharmaceutical
Sciences", (l18a. Ed., Mack Publishing Company, 1950, véase
especilalmente Parte 8: Pharmaceutical Preparations and Their
Manufacture). Una mezcla de uno o mids de los compuestos
esteroides de acnerdo con la invencién y uno o méis auxiliares
farmacéuticamente aceptables, puede ser comprimida a unidades de
dosificacién sélidas, tales como pildoras o tabletas, o puede
ser procesada para formar cépsulas o supositorios. Por medio de
lfquidos farmacéuticamente adecuados, los compuestos también
pueden ser aplicados como un preparado inyectable en la forma de
una solucidén, suspensién, emulsién, o como un rocio, por ejemplo
un rocio nasal. Para fabricar unidades de dosificacidn, por
ejemplo tabletas, se contempla el uso de aditivos convencionales
tales como rellenos, colorantes, aglutinantes poliméricos y
similares. En general, puede usarse cualquier aditivo
farmacéuticamente aceptable que no interfiera con la funcién de
los compuestos activos. Los compuestos esteroides de la
invencién también pueden ser incluidos en un implante, un

parche, un gel, y cualquier otro preparado para liberacidn

sostenida.



Vehiculos adecuados con los cuales pueden
administrarse las composiciones incluyen lactosa, almidén,
derivados de celulosa y similares, o mezclas de los mismos,
usados en cantidades adecuadas.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso del
compuesto esteroide de acuerdo con la invencién para 1la
fabricacién de un medicamento para la modulacién del sistema
inmune de un mamifero. M&s especificamente, la invencién se
refiere al uso del compuesto esteroide de acuerdo con 1la
invencién para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades artriticas tal como artritis
reumatoidea (RA) y enfermedades autoimmunes (AlDa) tales como
sindrome de Sjégren y lupus eritematoso sistémico (SLE). Estos
medicamentos también pueden ser preparados para el uso
profiléctico para estas enfermedades. El medicamento de
preferancia se hace adecuado, en particular para el tratamiento
de seres humanos, cumpliendo con los reglamentos de las
autoridades sanitarias en diversos paises.

Ademds, la invencién se refiere al tratamiento de
enfermedades artriticas tal como artritis reumatoidea (RA) ¥
enfermedades autoinmunes (AIDs) tales como sindrome de Sjdgren y
lupus eritematoso sistémico (SLE), que comprende la
administracién a un paciente de un compuesto como el descrito
anteriormente (en una forma de dosificacién farmacéutica
adecuada).

Las cantidades de dosificacién de los presentes
esteroides estarén en el rango de 0,001 a 100 mg por

administracién a un sujeto que necesita el tratamiento. En



consecuencia, las unidades de dosificacién para el uso préctico
de un compuesto de esta invencidn pueden contener una cantidad
de ingrediente activo en el rango de 0,001 a 100 mg.

Las propledades inmuno-moduladoras de un compuesto de
esta invencidén pueden ser demostradas y usadas en los siguientes
procedimientos.

En el procedimiento de hipersensibilidad de tipo
retardada (DTH), el efecto de un compuesto en el desarrollo de
una reaccidén inmune puede ser observado en ratones (los detalles
se dan en el Ejemplo 9). En breve, el compuesto es administrado
diariamente y los animales son inmunizados posteriormente con un
antigeno en un adyuvante. Después de 7 dias, los animales son
desafiados localmente 1inyectando el antigeno localmente
(principalmente en la pata) y midiendo la hinchazén local que se
desarrolla posteriormente en respuesta al depdsito del antigeno.
El grado de esta hinchazén estd relacionado con el desarrollo de
una respuesta inmune contra el antigeno que la produce. La
accidn inhibidora de un compuesto de esta invencién sobre el
desarrollo de esta hinchazén puede determinarse comparando el
grupo con tratamientoc con un grupo tratado con placebo. Como
tratamiento de referencia, puede usarse la administracidén de
glucocorticoides.

El efecto de un compuesto de esta invencién también
fue ensayado en ratones artriticos.

En este procedimiento, los ratones son inmunizados con
colédgeno tipo II, principalmente de cartilago de bovino, en un
adyuvante. Después de tres semanas, se da una inyeccién de

refuerzo con el mismo antigeno. Aproximadamente 7-10 dias

X
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después del refuerzo, puede observarse la reaccién de edema en
las articulaciones (especialmente en las patas delanteras y
traseras). Esta hinchazdén aumenta répidamente, lo que lleva a
enrojecimiento, inflamacién y distorsién de la funcién normal.
En un andlisis por rayos X, puede observarse una desorganizacién
de la arquitectura normal de la articulacién. En un examen
histolégico de estas articulaciones, puede observarse una
inflamacién severa que conduce a una desorganizacién de 1la
arquitectura normal del cartilago. El grado de las alteraciones
observables puede ser calificado con un puntaje; ademids, el
grado de las alteraciones histol6gicas también puede ser
calificade con un puntaje.

Ademds, el efecto de un compuesto de esta invencién
puede observarse en ratones diabéticos no obesos (NOD).

En este procedimiento, 1los ratones esponténea Yy
gradualmente desarrollan enfermedades autoinmunes con sintomas
que sSe asemejan a los de la diabetes mellitus insulino
dependiente (IDDM) humana y el sindrome de Sjdgren.

El sindrome de 8Sjlgren 8Be caracteriza por el
desarrollo de infiltraciones en las glédndulas salivales vy
lacrimales. En ratones NOD, especialmente la gléndula salival se
caracteriza por el desarrollo gradual de infiltraciones. Un
compuesto de esta invencién inhibe, en forma dependiente de la
dosis, el desarrollo de estas infiltraciones en las glé&ndulas
submandibulares.

La IDDM 8@ caracteriza por el desarrollo de
infiltraciones en el péncreas, lo que lleva a la destruccidén de

los islotes de Langerhans que producen insulina. Después de la
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destruccién gradual de todos estos islotes, ya no hay produccién

de insulina presente, lo que da como resultado el desarrollo de

la IDDM.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién.

Ejemplo 1
Preparacidén_ de (7a,17q)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-5(10)-en-
20-in-17-0l

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (26,4 g, 73,9 mmoles)
fue agregado a una solucién agitada de t-butdoxido de potasio
(7,9 g, 70,4 mmoles) en 130 mL de THF seco, bajo una atmésfera
de nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos
a temperatura ambiente. Una solucién de 20 g, 64 mmoles de
tibolona en 200 nmL de THF seco fue agregada répidamente (en
aproximadamente 30 segundos) a la suspensién, resultando una
reaccién ligeramente exotérmica (de 20°C a 33°C). La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente, vertida en agua helada (700 mL) y extraida con acetato
de etilo (700 mL). La capa orginica fue lavada con agua (300
mL), secada (NaSO4) y evaporada a sequedad, para dar 41,8 g de
un aceite amarillo. La cromatografia en columna, usando
tolueno/acetato de etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio 19,5 g
de un aceite incoloro que contenia aproximadamente 90% de
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-5(10)-en-20-in-17-ol Y
108 del Af derivado isomérico. La recristalizacién (3 veces)

usando heptano/éter de petrbleo como solvente dio el compuesto
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del titulo (6,44 g, rendimiento 32%) como un sSlido blanco, p.f.

91,6°C.

Ejemplo 2

Preparacién de (7q,178)-7-metil-3-metilenestr-5{10)-en-17-ol

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (4,21 g, 11,8 mmoles)
fue agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasio
(1,26 g, 11,2 mmoles) en 20 mL de THF seco, bajo una atmdésfera
de nitrdgeno. La suspensidén amarilla fue agitada por 45 minutos
a temperatura ambiente. Una solucién de (7a,17B)-7-metil-3-ceto-
estr-5(10)-en-17-0l (3,4 g, 11,8 mmoles) en 25 mL de THF seco,
fue agregada rédpidamente a la suspensién. La mezcla de reaccidn
amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura ambiente,
vertida en agua helada y extraida con acetato de etilo. La capa
orgénica fue lavada con agua, secada (Na2S04) y evaporada a
sequedad, para dar 5,3 g del compuesto del titulo como un aceite
amarillo. La cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de
etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio 2,3 g de un aceite
incoloro. La cristalizacién usando heptano/éter de petréle dio
{(7a,178)~-7-metil-3-metilenestr-5(10)-en-17-o0l (1,47 g, 44%) como
un s6lido blanco, p.f. 111,s°c.

Ejemplo 3
Preparacién de (58,7cx,17a)-5,10-epoxi-7-metil-3-metilen-19-
norpregn-20-in-17-ol

El compuesto (7a,170)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-
5(10)-en-20-in-17-0l1 (390 mg, 1,26 mmol), obtenido de acuerdo

con el Ejemplo 1, fue agitado en 15 mL de diclorometano seco
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bajo una atmésfera de nitrdgeno. La solucién fue enfriada hasta
0°C y se le agregdé &cido meta-cloroperoxibenzoico (mcpba, 1,26
mmol, 310 mg, 70%). La mezcla de reaccidén fue agitada por 2
horas a 0°C, lavada con una solucién saturada de tiosulfato de
sodio, una solucién saturada de bicarbonato de sodio y una
salucidn saturada de cloruro de sodio, secada (Na804) Y
evaporada a sequedad, para dar 450 mg de (5B,7a,17a)}-5,10-epoxi-
7-metil-3-metilen-19-norpregn-20-in-17-ol crudo. La cromato-
grafia en columna, usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %)
como eluyente, dio el compuesto del titulo purificade (150 mg,

37%) como una espuma.

Ejemplo 4
Preparacién de 3B,7a,178)-5,10-epoxi-7-metil-3-metilenesatran-
17-01

El compuesto (7a,17f)-7-metil-3-metilenestr-5(10)-en-
17~-0l (350 mg, 1,22 mmol), obtenido de acuerdo con el Ejemplo 2,
fue agitado en 15 mL de diclorometano seco bajo una atmdésfera de
nitrégeno. La solucibén fue enfriada hasta 0°C y enseguida se le
agregd Acido meta-cloroperoxibenzoico (mcpba, 1,22 mmol, 301 mg,
70%). La mezcla de reacciédn fue agitada por 75 minutos a 0°C,
lavada con una soluciéon saturada de tiosulfato de sodio, una
solucidén saturada de bicarbonato de sodio y una solucién
saturada de cloruro de sodio, secada (Na2804) y evaporada a
sequedad, para dar 370 mg de (5B,7a,17B)-5,10-epoxi-7-metil-3-
metilenestran-17-ol crudo. La cromatografia en columna, usando
heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, di el
compuesto del titulo méAs purificado (230 mg, 63%). 1ILa
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cristalizacion, usando heptano/acetato de etilo 95/5 (v/v %),
dio el compuesto del titulo purificado (120 mg, 33%) como un
86lido blanco, p.f. 125°C.

Ejemplo 5

Preparacién de (5q,7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-~20-en-
17-0l

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (688 mg, 1,93 mmol)
fue agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasio
(196 mg, 1,75 mmol) en 2 mL de THF seco, bajo una atmosfera de
nitrogeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos a
temperatura ambiente. Una soluciébn de (5a,7a,l7a)-7-metil-3-
ceto-l19-norpregn-20~-en-17-ol (220 mg, 0,7 mmol) en 3 mL de THF
seco, fue agregada rapidamente a la suspensién. La mezcla de
reaccidén amarilla fue agitada por 2,5 horas a temperatura
ambiente, vertida en agua helada y extraida con acetato de
etilo. La capa orgénica fue lavada con aqgua, secada (Naa504) Y
evaporada a sequedad, para dar 500 mg de un aceite. La
cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de etilo 95/5
(v/v %) como eluyente, dio 200 mg de (5a,7a,l17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-20-en-17-ol crudo. La cristalizacién en
heptano dio el compuesto del titulo purificado (120 mg, 55%)
como un s6lido blanco, p.f. 105°C.

Ejemplo 6

Preparacién de (5q,7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-20-in-
17-ol
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Bromuro de metiltrifenilfosfonio (1,85 g, 5,18 mmoles)
fue agregado a una solucibédn agitada de t-butéxido de potasio
(527 mg, 4,7 mmoles) en 4 mL de THF seco, bajo una atmésfera de
nitrdégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 45 minutos a
temperatura ambiente. Una solucidén de (5a,7a,17a)-7-metil-3-
ceto-19-norpregn-20-in-17-ol (590 mg, 1,88 mmol) en 8 mL de THF
seco, fue agregada réipidamente a la suspensién. La mezcla de
reaccidén amarilla fue agitada por 2,5 horas a temperatura
ambiente, vertida en agua helada y extraida con acetato de
etilo. La capa orgianica fue lavada con agua, secada (Naz804) y
evaporada a sequedad, para dar 1,8 g de un aceite. La
cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de etilo 95/5
(v/v %) como eluyente, dio 590 mg de (5a,7a,l17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregn-20-in-17-ol crudo. La cristalizacién en
heptano dio el compuesto del titulo purificado (290 mg, 50%)

como un sélido blanco, p.f. 97°C.

Ejemplo 7
Preparacién de (58,7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregnan-17-ol

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (5,4 g, 15,1 mmoles)
fue agregado a una solucién agitada de t-butéxido de potasi
(1,62 g, 14,4 mmoles) en 27 mL de THF seco, bajo una atmésfera
de nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 40 minutos
a temperatura ambiente. Una solucién de (5B,7a,17a)-7-metil-3-
ceto-19-norpregnan-17-ol (4,56 g, 14,4 mmoles) en 50 mL de THF
seco, fue agregada répidamente a la suspensién. La mezcla de
reaccién amarilla fue agitada por 30 minutos a temperatura

ambiente, vertida en agua helada y extraida con acetato de
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etilo. La capa orgdnica fue lavada con agua y solucién salina,
secada (Na3S804) y evaporada a sequedad, para dar 8,2 g de un
aceite. La cromatografia en columna, usando tolueno/acetato de
etilo 95/5 (v/v %) como eluyente, dio (58,7a,17a)-7-metil-3-
metilen-19-norpregnan-17-ol (3,65 g, B81l%) que solidificé al
dejarlo reposar, p.f. 104°C.

Ejemplo 8
Preparacién de (7q)-7-metil-3,17-dimetilenestr-5(10)eno

Bromuro de metiltrifenilfosfonio (2,2 g, 6 mmoles) fue
agregado a una solucion agitada de t-butdxido de potasio (680
mg, 6 mmoles) en 25 mL de THF seco, bajo una atmésfera de
nitrégeno. La suspensién amarilla fue agitada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Una solucién de (7a)-7-metil-3,17-diceto-
estr-5(10)eno (850 mg, 3 mmoles) en 25 mL de THF seco, fue
agregada répidamente (en aproximadamente 30 segundos) a la
suspensién, resultando una reaccidén ligeramente exotérmica. La
mezcla de reaccién fue agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente, vertida en agua helada (100 mL) y extraida con acetato
de etilo (100 mL). La capa orgéinica fue lavada con agua (50 mL),
secada (Na504) y evaporada a sequedad, para dar (7a)-7-metil-
3,17-dimetilenestr-5(10)eno (680 mg, B80%) comoc un aceite

incoloro.

Ejemplo 9
Reaccién de hipersensibilidad de tipo retardada (DTH).

Se usaron grupos de ocho ratones Balb/c hembras

(Harlan, Zeist, Holanda), de aproximadamente 8 semanas de edad
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porcentaje de hinchazén de la pata especifica para el antigeno

fue calculado de acuerdo con la férmula: [(R - L)/L] x 100%.

Resultados

Compuesto Cantidad de compuesto en mg/kg administrado
8c que lleva a un 50% de raeduccién de la
reaccidén DTH, comparado con el placebo

Ejemplo 1 1,9-3,4

Ejemplo 2 20

Ejemplo 3 11

Ejemplo 4 > 20

Ejemplo 5 10

Ejemplo 7 6

Ejemplo 17

Ratones diahéticos no obescs (NOD)

Los ratones NOD usados fueron ya sea criados en casa
(las parejas para la crianza fueron obtenidas originalmente de
Hattori, Boston, EE.UU, en la generacion 58) o bien obtenidos de
Bomholtgdrd (Dinamarca) de 6-7 semanas de edad.

S61o se usaron ratones hembra para evaluar los efectos
de los compuestoe en el desarrollo de 1la sialoadenitis
esponténea, caracterizada por infiltraciones de leucocitos en
las gléndulas submandibulares.

Grupos de 6-8 ratones hembra fueron alojados bajo

condiciones estéindar y tratados una vez al dia (ya sea por via
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S8C. u oral) desde la semana 8 hasta las 14 6 20 semanas de edad
con 0,1 mL de compuesto (concentracién 1,2, 4 6 12 mg/kg/dia) o
placebo (s6lo vehiculo) o no fueron tratados. Desde la semana 12
en adelante, fueron analizados semanalmente para determinar la
presencia de glucosa urinaria (Diabur-test 5000, Boehringer
Mannheim).

En la semana 8 (grupo pre-tratamiento) o en la semana
14 6 20, respectivamente después de 6 & 12 semanas de
tratamiento, se mataron los animales bajo anestesia con éter;
los O6rganos se retiraron, se les quité la grasa y 8e pesaron.
Las glédndulas submandibulares fueron fijadas en sublimado-formol
por 18-24 horas y transferidas a alcohol al 70%. Secciones de
tejido fueron embebidas en parafina y tefiidas con HE de acuerdo
con métodos estédndar. El andlisis de las secciones de tejido
para determinar infiltraciones fue efectuado microscépicamente
por dos observadores independientes, de acuerdo con métodos
esténdar. La actividad de los compuestos de esta invencién puede

ser demostrada en esta prueba.

Ejemplo 11
. Artritis de colégeno

Ratones hembra DBA-1J/BOM fueron comprados a
Bomholtgiird, Dinamarca. Todos los animales fueron alojados bajo
condiciones esténdar y aclimatados durante al menos 7 dias.

A la edad de 10-12 semanas, todos los animales fueron
inmunizados intradérmicamente en la base de la cola con 100 ug
de una emulsién de coldgeno de bovino purificado tipo II [CII]
(2 mg/mL en 0,05 de Acido acético) emulsificado en volimenes
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iguales de Adyuvante Completo de Freund (CFA, que contenia 4
mg/mL de MT H37Ra, Difco Laboratories, Detroit, EE.UU.). 21
dias después de la inmunizacién, se administrdé por via
intraperitoneal una inyeccién de refuerzo de 100ug de CII
disuelto en solucién salina. El1 tratamiento fue administrado una
vez al dia comenzando el dia 1 (el dia antes de la inmunizacién)
hasta la autopsia el dia 44.

Grupos consistentes en 9 a 10 animales fueron tratados
ya sea con compuesto de prueba (1,5 mg/kg/dia diariamente hasta
el dia 22, desde ese dia en adelante se redujo a 3 veces a la
semana), o ciclosporina A (100 mg/kg/dia inicialmente, desde el
dia 4, 20 mg/kg), o dexametasona (2 mg/kg/dia), o vehiculo (5%
de Mulgofen (EL 719, GAF) en solucién salina). Se incluyé un
grupo no tratado de control.

Los ratones fueron pesados todas las semanas, y la
actividad de artritis clinica (apariencia visual de artritis en
las articulaciones periféricas) fue calificada (de acuerdo con
métodos esténdar) por un observador que no estaba en
conocimiento del tratamiento dado, desde el dia 19 en adelante
cada 2-3 dias, hasta la autopsia el dia 44.

La artritis clinica fue calificada en una escala de 0-
2 por pata y expresada como un puntaje acumulativo de artritis
por ratén, con un puntaje miximo de 8. Al final del experimento,
las articulaciones de rodilla y tobilloc fueron aisladas y usadas
para el anélisis de rayos X como un marcador para la destruccidn
de hueso, seguido por la fijacién inmediata en formaldehido al
4% para el estudio histolégico.

y 4
°
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Las fotografias de rayos X fueron examinadas
culdadosamente usando un microscopio estereoscépico, y 1la
destruccidon de hueso de las articulaciones fue calificada en una
eacala de 0-5 de acuerdo con métodos esténdar, en un rango desde
no dafilado hasta destruccién completa. La actividad de los
compuestos de esta invencidén puede ser demostrada en esta

prueba.
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REIVINDICACIONES

1, Un derivado de 3-metileno esteroide que tiene la

férmula general 1

F6rmula 1

donde

1

R® e H o junto con r3 forma un pB-epdéxido, o bien R- estéd

ausente sl hay un doble enlace 5-10 6 4-5;

R2

es (Ci-Cs)alquilo 6 CF3;

R3 es BH, BCH3 o junto con Rl forma un B-epéxido, o bien RI esté
ausente si hay un doble enlace 5-10;

Y es [OH, H], =0, [OH, alquilo inferior], [OH, (C2-Cs)-
alquenilo], [OH; (C2-Cs)alquinile}] & (Ci1-Cg)alquilideno, donde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilideno esté
opcionalmente halogenado;

las lineas de puntos representan un doble enlace opcional;

o profidrmacos del mismo,

con la salvedad de que el derivado de 3-metileno esteroide n es
ninguno de la lista

(7a,17B)-7a~-metil-3-metilen-4-estren-17-ol,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19-norpregn-4-en-17-ol,
(7a,17a)-7-metil-3-metilen-19,21-dinorpregn-4-en-17-o0l,

(7a)-17-ceto~7-metil-3-metilen-4-eatreno,
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(70,17a)-7-matil-3-metilen-19-norpregn-4-en-20-in-17-ol,
178-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-propen-2-il-4-estreno, y

17f-hidroxi-7a-metil-3-metilen-17a-buten-2-1l-4-estreno.

2. Un derivado de 3-metileno esteroide de acuerdo
con la reivindicacién 1, caracterizado porque el derivado de 3-
metileno esteroide tiene un dobla enlace 5-10 y Rl Y R3 estén

auseaentes.

3. El derivado de 3-metileno esteroide (7a,17c)-7-

metil-3-metilen-19-norpregn-5(10)-en-20-in-17-ol.

4. Un derivado de 3-metileno esterolde de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para el uso como un

medlicamento.

5. El uso de un derivado de 3-metilenc esteroide que

tiene la férmula general 1

Férmula 1

donde

l &8 H o junto con R forma un B-epb6xido, o bien Rl estd

R
ausente si hay un doble enlace 5-10 6 4-5;

R? es (Cj-Cs)alquilo 6 CF3;
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3

es BfH, BCH3 o junto con Rl forma un f-epbxido, o bien R? estd
ausente s8i hay un doble enlace 5-10;

Y es [OH, H], =0, [OH, alquilo inferior], [OH, (C2-Cs)-
alguenilo], [OH, (C2-Cs)alquinilo] 6 (C1-Cg)algquilideno, donde
dicho alquilo, alquenilo, alquinilo y alquilideno esti
opcionalmente halogenado;

las lineas de puntos representan un doble enlace opcional;

o profdrmacos del mismo, para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades artriticas

y/o enfermedades autoinmunes.

6. Un método de tratamiento y/o0 prevenciédn de
enfermedades artriticas y/o enfermedades autoinmunes por
administracién de un derivado de 3-metileno esteroide como el
definido en la reivindicacién 5, a un paciente que necesita

dicho tratamiento o prevencidn.
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Resumen

La invencién se refiere a un derivado de 3-metileno

esteroide que tiene la f6rmula general 1

FSrmula 1

donde Rl es H o junte con R3 forma un B-epéxido, o bien Rl estd
ausente si hay un doble enlace 5-10 6 4-5; R? es (C1-Cs5)-
alquilo 6 CFj3; RI es BH, BCH3 o junto con Rl forma un B-epdxido,
o bien RI esté ausente 8l hay un doble enlace 5-10; Y es [OH,
H], =0, [OH, alquilo inferior], {[OH, (C2-Cs5)-alquenilo], [OH,
(C2-Cs)alquinile] &6 (C1-Cg)alquilideno, donde dicho alquilo,
alquenilo, alquinilo Y alquilidenc esté opcionalmente
halogenado; las lineas de puntos representan un doble enlace
opcional, o profdrmacos del mismo, para el tratamiento de

enfermedades artriticas y/o enfermedades autoinmunes.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTEDEMNGIOHI( MODELO DE UTILIDAD [ |

o Nombre e identificacidn de Solicitanie L [d/

«  Nombre e identiicacion del Inventor L 14

o Thuio 0 nombre de la Invencion L L

o Descripcidn 2 m’

* Relvindicaciones 30 %1

e Resumen 3o [/(

o Comprobante de Pago {0 A

*  Poder, cuado procoda [

o Copia de la primera solicitud de patents, si relvindica prioridad, sefialandola
expresaments (1

« Fima del solicitants 0 apoderado []

COMPLETA[ | INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL| ]

» Nombre e identiicacion del peticionario []
» Nombre a identificacién del inventor o diseflador [}
»  indicacion del género de producios para los cuales debe utiizarse []

[1
[]
(1]
[1]

INCOMPLETA [ ]
Fe pmi : (O SR000600 Folisss M Carrera 13 No. 27-00 Piso 5y 10
F::aﬁg:: 20081128 1615541 o F G;Bnlwgihg‘or: 33: 12 hzg;
) ax: amail: nfo@sic.eov.co
Tranite 1 G PRTBNAEED 1 EEBISTRU 1) PRESENTIC Santa Fe de Bogot D.C. - Cobambia

Dependencin: 2029 DIVISION DE WEWS CREACIINES
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SUPERINTENDENCIA

Bogets, DG g&

Doctor

EMILIO FERRERO

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 00-00880
Trémite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio No. 0825
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Declisién
488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Dabe allegar copla del documento an que consta |la cesién del derecho a la patente otorgado por el inventor
al solicitante o a su causante (art 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Declsién 488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del tdrmino de dos (2) meses sigulentas a la fecha de notificacién del
presente oficlo, complete los requisitos anteriorments enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perdera su
prelacién.

Notifiquese el presents ofici me a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucitn
Reglamentaria No. 240 de|15 de enero del 2001.

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Division de Nuevas Creaciones 15 WAR. 2001

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: info@slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombla



