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Memorie descriptiva

Este invento concierne en gmneral a un procedi-
miento psra obtener nuevos compuestos esteroides, MEs concre-
tamente se refiere a una procedimiento pars preparar nuevas

16“ra1qu11-11°§17%?dihidroxi-4-pregnen-5,20-dionas, a partir
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de 16x~alquil-4=-pregnen=-3,20-dionas. 2 4 5 5 8 7

Los nuevos canpuestos de 1l6-alqull-llx,l7x=dinhidro-
xi-4~ pregnen-3,20-diona, preparados conforme & este Iinvento
pueden convertirse fécilmente en 16¢alguil-17=,21-dihidroxi~-4=-
pregnen-3,11,20~trionas y 16¢-alquil=114,17=,21=trihidroxi-4=-
pregnen=3,20-diones, combuestos dotados de exirsasordinarle actie-
vided antiflogistica, y especialmente eficaces pera el trata-
miento de artritis y enfermedades aflnes,

Al preparar 1los nuevos compuestos quimicos del pre-
sente invento, empleamos como materlal de partida el conocido
compuesto 16&-a1qu11-4-pﬁegnen—3,20-diona, de 1la estructura
representa por la Formula 1 de la hoja de formulas snexa a es~ |
te memoria, en ls cual R €8 un alguilo,.

De conformided con el presente invento, este mate-
risl de partids, l6o~alqull-4-pregnen~3,20-diona, se somete
a la accibn de dne enzims oxidante producida por una cepa oxi~

genante de Dactyllum den@roides en condiciones aerfbicas, pere

obtener 16o(~alquil~llw,1™=~4ihidroxi-4~-pregnen-3,20~diona, coms=
puesto de la estructura representada por la Formula 2, en le
que R tiene el mismo significado de antes,

La 16a=alquil=llw,l7~«=dihidroxi-4-pregnen=-3,20-dio=
na obtenida puede bromerse en la posiclon 21, con brmo y clo-"
roformo, para feormar 16«-alquil=2l-bromo=llel,17e=hidroxi-de
pregnen~3,20-diona. Por reaccion de este filtimo compuesto con
acetato potfsico, se obtiene 2l-acetato de 16x:a1qu11-1hﬂ;1%x:f
21=-trihidréxi-4-pregnen=3,20-diona, el cual se oxida fécil-
mente con dicromsto sbdico en £cido acético, para formar 16~
alquilel7w,21~dihidroxi-4=-pregnen=3,11,20-trions,

Este filtimo compuesto se puede convertir en la bis~

semicarbazona y reducir con borohidruro sbdico, y, per hidrb-
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1lisos de ls semicarbazona, se forms lea&alquil-13/%17a§21-tr1-

» hidroxi-4~pregnen=3,20-diona,

Se ha comprobado que tento la 16%-8lguil=lle, 1™ =di-
hidroxi-4-pregnen-3,20~-diona como la lﬁuealqu11-1§/3l7oq 2l=-tri-
hidroxi-4-pregnen-3,20-diona poseen una intensa actividad ahti-.
inflamatorisa,

Al reallzar el procedimiento del presente invento,

pueden obtenerse de coleccliones conocidas de cultivos, cepas

de Dactylium dendroldes capaces de efectuar la oxigenacifn de
l16=~alquil-4~pregnen-3,20-diona., Por ejemplio, facilitan uno de

tales cultivos, Dactylum dendroides nfim. NRRL 2574, los Labo=

ratorios de Investigacibn Regionales del Norte, Peoria, Illi-
nois, EGA, El microorganismo se cultiva en comdiciones serfbi-
oes en un medio nutritivo adecuado, en inmediato contacto con
la 16<-alquil-4-pregnen-3,20~-dions que ha de oxigenarse; la
fermentacién o vegetaci{on de los microorganismos se continfie
hastae que se haya producido la oxigenacién desesds., Asi, 1la
16<~alquil-4-pregnen-3,20-diona que he de oxigenarse puede ser

Incorporads directemente a un medio adeucuado, que se inoculs

luego con una cepa oxigenante de Dactylium dendroldes, y se
incuba en condiciones aerbbias, con lo que se produce la oxie
genacifn busceds., En general, nuestro procedimiento se efectfia
con preferencia cultivando primero el microorganismo en un pe=
dio de fermentacifn apropisdo, afisdiendc seguidamente la l6¢-ale~
quil-4-pregnen-3,20-diona, y continuando el cultivo del microor®
genismo en condiciones aerbbicas durante un lapso suficiente pa-
ra realizar la oxigenacibn deseada.

El procedimiento del presente invento se puede efec-

tusr en cultivos fijos y sumergidos de Dsctylium dendroides que
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vegeten en condiciones aserbbicas, sungue, por razones précti-
cés, lo mejor es cultivar los microorganismos sumergidos en
un medio acuoso de fermentaclon adecuado gue contenga el este~
roide. La cantidad de éste que puede oxigenarse conveniente-
mente por nuestro método depende en parte_del medio particu-
lar empleado.

Los medlos nutritivos ascuosos adecuados para el cule

tivo de cepas oxigenantes de Dactylium dendroides deben conte=-

ners fuentes de cerbono y nitrfgeno asimilebles, as{ como can=
tidades pequefiag de sasles inorgénicas, Parzs la préztica del
procedimiento conforme al invento sirve cuslquiera de las fuen-
tes usuales de carbono asimilable, como dextrosa, cereloss,
glueosa, melazas invertides y sus snflogas, Similarmente, sn
satisfactorias paras uso en los medios de fermentecifin fuentes
complejas de nitfogeno habituslmente empleadas en Procedimien=
tos comerciales de fermentacion, tales como digestibn de lace
talbfmina ("Edamine®™) y l{quido de macerar meiz, o uns fuente
inorgénica de nitrégeno, como nitrato s8dico, nitrato aménico
o sus aﬂalogoa; Pequefias cantlidades de sales inorganices, tae-
les como ssles solubles adecusdas de magnesio, potasio, sodlo,
y hierro, existen generaslmente en fuentes complejess de carbo-
no y nitrfgeno, o pueden afiedirse muy bien al medio de fermenw-
tacién en proporiciones reducides, pars provocar el crecimien=
to miximo del microorganismo oxigenante,

" ¥l siguiente es un ejemplo de medio nutritivo acuo= -

80 adecuado pare uso en nuestro procedimiento pare oxigenar

esteroides:
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Medio nﬁm. le

Dextrosa 50,0
(¥E,) HPO, 7,5
KoHPO, 1,0
KC1 0,5
MESO4.VH§0 0,6
FeSO 4,7H,0 0,001
ZnS0, TH0 0,01

Se afiade agua destilada hasta 1 litro de volumen

total de mddio nutritivo, y se'ajuata el pH a6,5

con hidréxido sbdico.

La adicion de cantidades minimes de entiespumosos
no es esencial, pero sf{ conveniente con algunos medios de fer~-
mentacibn, a fin de obtener rendimientos méximos dd producto
oxigenado que interesa., Hemos comgubado que la adicibn a cier~
tos medios de fermentacién de una sxezaline substitﬁida, que
es un agente de actividad superficial cetibnica y de tipo amina
no volétil, disponible en el comercio con el nombre de Alka- :
jerge C, results particularmente eficaz para rediicir les can-
tidad de espuma, aunque se pueden emplesr asimismo otros an-
tiespumosos de utilidad comocida para objeto,

Por esjemplo, puede oxigenarse 16 w=metll=4=pregnen=
3,20=diona procedlendo como siéue:

Primero se inoculs un medio de ﬁultivo estéril, co-
mo los indicados antes, introduciendo una peguefia cantidad de
suspensifn de esporas en une vegetacibén de una cepa oxigenan-

te de Dactylium dendroides, E]l medio nutritivo inoculado se

incuba luego & unos 27-289C, mientras se aglita en presencis de

oxfgeno durante unss 24-48 horas, Seguidamente se afiade al me-
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dio de fermentacibn una solucion de 16X-metil-4-pregnen-3,20-

diona en propilenglicol, y se sigue sireando dl medio nutri-

tivo durante unass cinco 8 trelnts horas, o haste gme termine

la reaccifn de oxigenacibn.

Terminade Ja oxigenacifn, el esteroide oxigenado se
puede recuperar del caldo de fermentacibn extrayendolo con un
dbsolvente organico adecuasdo, no miscible en agua, gue disuel-
va estos esteroldes, Son dlsolventes aproplados que merecen
mencionarse el cloroformo, el cloruro de metileno, los ésteres
de fcidos orgénicos, los hidrocarburos ermmaticos y sus simi-
lares, Le solucion de disolvente gue contiene el esteroide
oxigenado puede eveporarse luego, pafa obtener el producto de-
seado, que se puede purificar mfs por recnistalizacibn u otros
procedimientos corrisntes en este dominio.

La léoalquil-llx,17{~dinidroxi-44pegnen-3,20-dions
esf{ obtenide puede bromarse en la posicion 21 con brmo y clo~-
roforma, para former 16calquil=2l-bromo=11=,17¢=-dihidroxi=4.«
pregnen=3,20-dione, Por reasccifn de easte compuesto con aceta-

to potésico, se produce 2l-acetsto de 16%-8lquil-lle, 1%, 21=-

trihidroxi-4-pregnen-3,20-dions, que se puede oxidaer con di-

cromato sbdico en écido acético glacial pars obtener 16Xe8l-
quil=-17%,21-dihidroxi-4-pregnen-35,11,20~trione.

Este filtimo compuesto puede convertirse en 1ls ble-
semicarbazons, reducirse con borohidruro sbdico, e hidrolizar=
se psra obtener 16uea1qu11-¥3ﬁh179521-br1hidrox1-4-pregnen-3a
20-diona.

El sigulente ejemplo ilustra un método de llever 8

la préctice el procedimiento del presente inventd.
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Unos 3,2 litros del medio nutritivo nfm, 1 antes ex=-

puesto, y la minima cantidad de una oxezalina substituidg (Al-
katerge C) requepbida para evitar la formacion de espums, 8€ 6g=
terilizaron dursnte media hora & 1009C, Después de esterilizer,
se inoculd el medio con unos 250 ml. ds una vegetacibén de une

cepa oxigenante de Dactylium dendroides, cultivo NRRL 2574 de

la coleccion de los Laboratorios de investigacién Regionales
del Norte, Peoris, Illinois, EUA. Le megzgla se szgitéd luego,
empleando un agitador de turbina, 8 560 rpm., y 8e higo pasar
aire a ragbn de 3 litros por minuto, manpeniéndo la tempersa=-
turas a 282C durante unas 24 horas,

Al finsl de este lapso, se afiadieron al medio fer-
mentado 1,28 g. de l6ct-metil-4-pregnen-3,20~-diona disueltos
en 160 ml, de prolpilenglicol, y continub egiténdose el medio
a ritmo igual, Siguld airefndose & 3 litros minuto durante seis
horas, y se interrumpid luego la aireacibn por espacio de seis
horas, Esto se prolongf durante un periodo de 36 horas, & con-
tar desde la adicibn del esteroide,

Del medio fermentado se 813516 1lo,17«=dihidroxi=16n{~ f
metil-4-pregnen-3,20-diona cristaeline, mediante extraccién con
acetato de etilo, evaporacibn del disolvente orgénico en vacio,

¥y recristalizacibn del residuo en acetato de etilo,

sewezzz=iN O T At===Tewee
Se reivindica como objeto de esta patentes
l.= Procedimiento para laz obtenclon de eateroides,
especialmente de l6e-alquil-1le, 17e~dinidréxi-4-pregnen-3,20-
dions, el cusl comprende someter l6e=alquil-4-pregnen-,3,20-

diona a la accibn de uns enzina oxidante producide por une ce-

o



pa oxidante de Dactylium dendroides en pondiciones serbbicas,
2,~ Procedimientoc para la obtencion de esteroides,
especialmente de 1l6~mmetil-llw,l7X-dihidroxi-4-pregnen-3,20~
diona, el cual comprende someter léc-metil-4-pregnen=3,20-dio-
ns a la acoclfn de una enzina oxidante producida por una cepa

oxldante de Dactylium dendroides en condiciones aerbbicas.

Se= Procedimiento para la obtencion de esteroides

gue comprende el cultivo de une cepa oxigenante de Dactylium den

droides en un medio acuoso que contiene fuentes de carbono
agimilable y nitrbgeno, en condiciones de inmersién aerbfbice,
en contacto {ntimo con 16%-alquil-4-pregnen-3,20-diona, pars
producir lé=2lqubdl-1ly,1™~dinidroxi-4~-pregnen-5,20-diona,

4,= Procedimiento para la obtencion de esteroides
que comprende el cultivo de una ceca oxigenante de Dactylium
dendroides en un medio acuoso que contiene fuentes de carbo-
no asimilable y nitrégeno en condiciones de inmersifn aerS-
bicas, en contacto fntimo con 16°antil-4-pregnen-5,20-diona;
para produclr lé<X-metil-lley,17«=dihidroxi4-pregnen-3,20-dio=-
ne, .

5,- Procedimiento péra la obtencion de esteroides.

Esta memoria consta de ocho paginas escritas por una

© la cara,

BarckLoNA, 15 NOV. 1358
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