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MEMORIA IESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un procedimiento para
la preparacién de retroesteroides 17-oxigenados, y en
particular 2 un procedimiento pars la preparacion de
retroesteroides de la serie androsﬁénica que presentan en

5. posicién 17 un grupo hidroxi u oxo, procedimiento que con~

siste en someter un 20-cetoesteroide de la serie retropreg-
nénica a la oxidacién enzimética asrébia por medio del
microorganismo ?usarium‘solani.

La expresidén "retroesteroide” se usa en esta

10. descripeidén para denotar esteroides en 108 que el grupo
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net{ilico en posicién 10 tienen la configuracidn alfa y qf
4tomo do hidrégeno situado en el &tomo de carbono 9 (o un
9-substituyente) tiene la configuracién beta, Los esteroi-
des de la serie preguédnica que tienen configuracién retro
se designan en consecuencia como retropregnanos ¢ como
9beta;1031fa-pregnanos. Los retroestoroides preparados
por el procedimiento aqui expuesto son conocidos on la
especialidad., Véase, por eJemplo; 1la memoria de la paten-—
te belga Ne¢ 577 615,

Ia accién de las enzimas del Fusarium soleni
(por.ejemplo; de la roga micdsica registradé con el
N2 ATCC 12 823) sobfe loa 20-~cetoesteroides de la serie
retropregndnica ocasiona la degradacién de la cadens
lateral 17 para formar un grupo 17-hidroxi o un grupo,
17-0x0. Con accidn enzimdtica més prolongade, puede
formarse un anillo dslta-lacténico a partir del anillo D
del esteroide inicial, Asi, por ejemplo, & partir de la
delta4’6~9beta;10a1fa~pregnadien-3;20-diana (1) (deltas-
-retroprogesteronsa) pueden obteonerse la dclta4’6-9ieta~
10alfa-androstadien~1Tbeta~ol-3-ona (II), la deltats®-

‘~9beta, 10alfa-androstadien—-3, 17-diona (I1I) y la

aeltas-gbeta,10a1fa~testolactona (IV) mediante incubacién

con Fusarium solani, segin el esquema reaccional siguiente:



(II) (11I)

Sorprendentemente, la oxidacién enzimdtica de

los esteroides de la sorie retroprognénica que ostén



hidrogenados en 1a posicidn 1,2 no ocasiona deshidrogo=-

" nacidn aprociablec en la posicién 1,2, adn con incudacién
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prolongada, a diferencia de 1o que ocurre on la seric preg-
nénice normel.

Los 20-coto-osteroides de 1a sorie rotropegndnice
empleados como materiales de partida pueden cestar sature-
dos o contcner una o méds ligaduras dobles° por ejemplo;
on une o mds do las posicionos 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9(11)
¥ 15, y de preferencia en la posicién 4 por lo menos, por
ejomplo on la posicién 4 solamente o bien en la posicién 4
¥ en una o més posiciones adiciona;es ’Zgomo, por gjemplo;
adicionalmente cn la posicién-1, 6, 1,6,9(11) o 6,9(11)7.
Los materiales de partida pueden contener, ademés de un
grupo 20-oxo, uno o méds substituyontes adicionales en el
sistema cfclico y/o en la cadena lateral 17, Ejemplos de
tales substituyontes son} grupos oxo libres o protegidos;
grupos hidroxi libres o protegidos, dtomos de halégeno
(como 4tomos de flior o cloro) - y grupos de alquilo infe-
rior. Un gTUpo oxo protegido es de preforencia un grupo
oxo cetalizado, como por ejemplo ol grupo otilendioxi. Un
grupo hidroxi protegido es, por ejemple, un grupo hidroxi
esterificado (que esté eaterificado; por ejemplo; con
un 4cido carboxilico difdtico inferior, monociclico,
aromético o heterociclico de 5 § 6 miembros, como el 4cido
acdtico, el 4cido propiofiico, el 4cido benzmoico o el &cido
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furancarbox{lico) o un grupo hidroxi eterificado, como 6l
grupe tetrahidropiraniloxi, el benciloxi o el grupo
trifenilmetoxi, Materiales de partida preferidos son los
20-ceto-ecsteroides de la seris retropregninica que preson-
ten un grupo oxo o hidroxi en la posicién 3 y una ligadura
doble en la posicién 4, ‘por lo menos, como la deltat-
~9beta, 10alfa~pregnen~3,20~diona (retroProgesterona) ¥ la
delta4’ -9beta,10a1fa-pregnadienp3,20-diona (deltas—retropro~
gestexrona). _

Como medios nutritivos para ol cultive del
Fusarium solani puedon emplearse.soiHCiones nutricias ya
de si conocidas en la especialidad para la produccién de
este microorganismo; por ejempio, soluciones nutriciag
con un contenido de una fuente ds nitrégenoc y carbono,
lo mismo que de sales inorgdnicas. Como fuente de nitré-
£eno cabo mencionar; a titulo‘de ejemplo; las peptongs;
el agua de maceracién de maiz, los productos de sojs, 1os
extractos de levadura, los aminodcidos, los hidrolizados
de proteina, los nitratos y las sales amdnicas. TLos
hidratos de carbono asimilablea (como 1la glucosa y la
pacarosa) y asimismo los aminodcidos tionen importancia
como fuente de carbono., Pueden emplearse tambidn soluciow-
nes nutricias sintéticas,

El cultivo del microorganismo Fusarium solani
oemploado para la degradacidn de la cadena lateral sogin



5.

10.

15.

20,

25,

‘ N4 Gl
[

esto invento, so efectia en condiciones sarobias, de convenienw
cla por un proocedimiento de sumersibn; por ejemplo, en
cultivo sacudido o on fermentadores con agitacidn y ven-
tilacién, Bl procedimiento preferido es el siguiente:
Después de la esterilizacidn, se inocula la solucién
nutricia, por ejemplo, con un cultivo en matraz agitado;
prepaxado ﬁieviamente, o una suspensién de esﬁoros do
micelio de Fusarium solaii y igego se sacude o agita
durante unas 6 a8 unas 72 horas, y de prefercncia de unas
24 a unas 48 horas, a tomporatura de unos 15 a unos 402C
y de proferencia dec unos 24 a unos 302C, con ventilacién,
Despuds de este desarrollo previo, se efectia en condicio-
nes ostériles la adicién del retroesteroide gque so ha de
oxidar, en forma de une solucidbn, por cjemplo en acetona;
moetanol ¢ otanol, EL periodo.do incubacién puede ser
de 1 & 8 dlas aproximadamente e ain mds; por ejemplo; hasta
de unos 25 dias, El curso de la formentacién pucde con-
trolarse tomando muestras y analizéndoias mediante c¢romae
tograffe de capa delgada, E1 aislamiento de los productos
del procesoe pucdce efectuarse de acucrdo con métodos conoci-
dos, come cromatografis, d;stribucién en contrécorriente,
eristalizacién fraccionada, etc.

Los productos del procedimiento son conocidos
en la especialidad. Asimismo; los productos de agte pro-
cedimiento son de por si fisioldgicamente activos, poseen
actividad anabdlica y antiendrdgena y resultan tiles come
agentes anabblicos y antiandrosgénicos, Asimismo son dti-
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lea como intermediarios pare la preparacién de otros
rotroesteroides con actividad fisioldgica,

EJEMPLO 1,

En un rocipiento sacudidor se estorilizan a 1209
C, gurante 45 minutos, 4 litros do una solucién nutritiva que
¢ohtiens 20 g dé sacaerosa, 3 g de extracto de levadura, 1 g
de glicina; 1 g de nitrato sédico, 1 g_dehfosfato potédsico
primario; 6;5 g de sulfato de megnesio, 0,5 g de cloruro poté-
sico y 10 mg de sulfgto de hierro por 1000 cc de agua destila~
da. Ie ablucién; cuyo pH es de 5;9, se inocula seguidamonte
con una auspensidn_de esporas de micelio obtenida & partir de
un cultivo oblfcuo, en mosto de cervega-sgar, de Fusarium sole~
ni, So sacuds mecénicamente la mezcla do formentacidn, a
289C y aireando, Al cabo de 48 horas se sfiaden 2 g de dolta$r®-
-9beta;1081f8—pregnadien93,2O-diona (delta§~retroprogeaterona)
en 40 db.de acetona. Tuego se prosigue ol deserrollo del oule
tivo aurante 8 afas manteniendo las mismas condiciones,

Se combinen dos de los cultivos obtonidos de la ma-
nera que so ha descrito y se separa del micelio el caldo
de fermentacién (en total; 8 1itros), Se extrae el caldo de
formentacién primoramente con 8 litros de 4etor acético y lue~
go tres veces todavia con 4 litros de Sster acético cada vez.

El micelio separado sc agita con 3 litros de dstor mcdtico ¥y
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los extractos combinados se lavan con una solucidn acuosa de
sal comin al 10%, se secan luego sobre sulfato sédico y por
f1tino se concentran a presién reducida.

El residuo oleoso de la concentracién (en total,

4,6 g) se disuclve en 100 cc de éster acético/benceno (1:1)

y se trata con 5 g de carbbn activado, Despuds de filtrar en
un filtro de tiexre de diatomdceas, se obtiene una solucién
1impida, de color amarillo claro; que a juzgar por el eromé.
t;grama de placa (sistemas benceno/acetona 7:3 y 4:1 sobre
gol silicico) contienen principalmente delta4’6-9beta;10a1fa-
androgtadien~3,17-diona y delta ’6-9beta,1Oalfa~andr03tadien-
1%beta~ol—3~ona.

El filtrado do color amarillo claro se concentra
hasta sequedaa; bajo presidnAreducida; ¥y se comatogr fia en
el sistema bengeno/acetona 9:1 sobré 300 cc de gel silficico
(Merck, 0,05-0,2 mm), Sc recogen 100 fracciones de 10 cc. Ca-
da scgunda fraccidn se examina por cromatografia de placa, ”
Ias fraccionee coincidentes se compinan y se concentran hasta
sequedad baj> presidén reducida, Las fracciones 1 a2 15 contie-
nen impuresas cn pequefia centidad. Las fracciones 16 a 25 éon—
tienon 1,75 g e @elta*’®-gbete, 10a1fa-anaro stadien-3, 17-diom
na casi pura, Después de dps cristelizaciones a partir de clo-
ruro de metileno/metanocl/éter isopropilico, se obtiens esta
substancia en estado de pureza analitica, con el punto dc fu~
s16n 193-1962C; lambda . (U.V.) = 285 milimicres; & = 25,700
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Lag fracciones 30 2 34 contienen 0;21 g de del-
ta4’6~9beta; 102l fa~androstadien-17beta-ol=3-ona, de punto de
fusién 169-1712 (despuds de dos cristalizaciones a partir del
cloruro de metileno/acetons/Ster isopropilico), Lembde,
(0.V.) = 285 milimicras: & = 27,500, |

De las fraccioﬁes 26 a 29 se obtisnen,en forma de un

L

acelte ammrillo clare, 0,27 g de wna mezcla de los compuestos
17=hidroxi y 17-ceto antes citados, Se disuelve el aceite de
color amarillo claro en 200 cc de benceno y'se le trata con

un equivalente de dcido crémico en dcido acético 81 5%. Se
saoude la mezcla durante 10 horas, se separa lqego la fase
orginica, se lava 4sta con agua, luego con solucidn saturada

de bicarbonato y otra vez con agua, s seca por dlitimo sobre
sulfato sédico y se concentra hasta sequedad bajo presién
reducida., Se obticnen asi otros 0;19 g de delta4’6-9beta;10alfa-
-androstadien~3, 17-diona,

EJEMPL O 2,

Cuatro formentadores provistos de dispositivos agitador
se cargan con 6 litros cada uno del medio nutritive descrito
en ¢l ejomplo 1, con adicién do un agenteo antiospumante (acei-
te de silicona), Despuds de esterijizar, se inoale el medio
nutritivo con un cultivo de Pusarium solaeni en matraz sacudi-
do; de 3 dfas de cdad, y so deja desarrollar ol cultivo a 28¢
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C durante 48 horas, con agitscidn y aireascidn., Se fbrha asi

ya una abundante cantidad dd micelio. Se éﬂaden entonces a ca-
da fermentador 1,5 g de delta4’6-9beta,10a1fa~pregnadion-3,20~
diona (doltas-retrOprogesterona) an 40 cc do acotona, Cuando
la reaccidén sc ha torminado, sc intorrumpe la fermentacién

(on este ensayo se requieren tiempos de incubacidén de 2 a 6
dfas para la roaccidén do las cargas individuales). Despuds

do separar el micolio, los caldos de fermentacidn se extraen

¥ s acaban dc oclaborar sogin ¢l procodimionto deserito en el
ejemplo 1 (los diversos cxtractos brutos no moétraron'en el
oxamen por cromatografia de placae ninguna difcreneia de¢ compo-
sicidén y por lo tanto fucron combinados), Se obticnen 10,05

g de un aceite amerillo, que se cromatograffa ecn 600 cc de

gel silicico., Como cluontc se utiliza bencenc/acetona 4:1,

Se recogen fracciones de 25 ec, Las fracciones 1 a 26 conticnen
impurogas., De las fraccionos 28 a 53 se obtiene; por crista-
lizacibén ropetide a partir do cloruro dc motilcno/metancl/Stor

isopropflico, 495 ng de delta4’6

-9bota;10a1fa-androstadien-
«3,17=diona pura, de punto do fusidn 192~-1959C, Dc las frac-—
ciones 90 a 105 pucden aislarse, por cristalizacién fracciona-
da a partir de cloruro dc metileno/metanol y cloruro do motilo~
no/metanol/éter isopropilico, 230 mg de deolta '6-9bota,1081fh~
androstadion-17beta~ol-3-ona pura, de punto dc fusién 168-1708
C. De las aguas wmadres do cgtaa fraccioncs puedo aialarso;

por ulterior cristalizecibn, la dolta®—gveta, 10alfa~testolac-
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tona, Punto de fusién, 192-1942C; lambda

max. (U.V.) = 286
milimicras; é: = 25,000,

EJEMPLO 3.

10 matraces de Erlenmeycr de 500 ce s¢ cargan con
100 cc dads uno de une solucién nutritiva do 1la composicién
indicade cn el ejemplo 1, se cierran con taponcs dc guata y
8¢ ostorilizan a 1202 C durante 20 minutos. Lucfo sc inoocu~
lan con una suspensién de esporos de micelio obtenidos de un
cultivo oblicuo en agar de Fusarium solani sobre mosto de cor-
veza/agar, Los matraces, provistos dc chicanas para mejor ai-
roacidn, so sacuden & 24-282C on una mégquina sacudidora rota-
tiva, Al cabo de 66 horas de desarrollo, se afiaden en condi-
ciones aslpticas 20 g por matraz de delta4-9beta;10a1fa-preg-
non-3,20-diona (retroprogesterona) en 1 ce¢ dec aecctona, El1
control de la fermentaci&n por cromatografia de capa delgada;
al cabo do 24; 48 y 96 horas; muestra que la retroprogesterona
utilizada estd ya a las 24 horas desintegradg précticamente
por completo y convertide on la delta4-9beta,1Oalfa-androsten-
3,17-diona, ‘

Se logra el mismo resultado si, procedimndo tal
como se ha expuesto anies, se emplea on cambio una solucién
nutritive que contione 15 g de peptona, 3 g de residuo seco
de agus de macoracidn de maiz y 50 mg de glucosa en 1000 cc
de agua corricnte y se ajusta con hidréxido =bdico a un pH de
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EJEMPLO 4.

6 litros dc una solucidn nutritiva (15 g de pepto-
na; 3 g de rosiduo seco de agua do maceracién do maiz y 50 mg
de glucosa por 1000 cc de ague; ajustada con hidrdéxido sbdico
a pH = 6;5); en un fermentador aireado y provisto de agitador,
se 1nocu1an; en condiciones estérilos y con adicién de un an- '
tiespumante, con un cultivo de 3 dfas de Fusarium solani en
matrag agitado. Al cabo de 46 horas de desarrollo a 28¢ ¢,
se afiaden 1,2 g de deltat-gbeta, 10a1fa-pregnen-3;2o-diona
(retroprogesterona) disueltos en 40 cc de acetona, Despuds de
48 horas (pH final = 4;6) sc filtra el caldo de fermentacién
¥ se extrae el filtrado de la manera gue se ha expuesto en el
ojomplo 1, Se disuelve el extracto bruto en 60 cc de acetdna
Yy s0 le trata en caliente el extracto bruto en 60 cc de acetona
Y sc¢ lo trata en caliente con 1;2 g de carbdn activo, Despuds
de filtrar y coneentrar; so obticnen 2,28 g de un aceite ama-
rillo. Se disuclve éste en un poco de beneceno y sc le cromaw
tograffes on 400 cc do gol silfcico, So recogen fracciones do
10 cce Las fraccionocs 1 a 116 contienon en total 780 mg de im-
purezas, Las fracciones 117 & 170 (benceno/2% de acatona) con-
tienen 490 mg de delta4-9beta;10alfa-androsten—3;17-diona, ho-
mogénea soglin cromatogrefia de place., Punto do fusién; 155~
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1569C (despuds de recristalizacibén repetida a partir de cloru~—
ro de metilono/éter isopropilico); lambdap,, (U.V.) =241 mi-
limicras; ZS = 16,500, De las fracciocnes 186 a 244 (encenof
acetona 9:1) se gbtiencen 540 ng de delta4-9beta,10a1fa~androa~
ten-17beta~o0l-3-ona homogénes. Punto de fusidbn, 154-1552C (a

partir de clorurc ds metilenc/éter/isopropilico); lembde
(U,V.) = 241 milimicras; & = 16,000,

EJEMPLO 5.

Se somoten a oxidacidn enzimética del modo expucs-
to en el ojemplo 4; pero prolongando el periodo de incubacibn
hasta 7 das (despuds de afiadir ostoroide), 1;2 g de delt84~
9beta, 10alfe-prognen-3,20-diona (rctroprogosterona), Se obtic-
non asf 1,12 g de delta’-Sbete,10a1fe-androsten-3,17-diona ho-
nogénea (del caldo de fermentacidn no pucde aislarse en csto
ensayo nada de delta4-9beta;1Oalfa-androstenp17beta-ol-

‘-3""0113') .
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Hocha la descripeién del presonte invento, sc docla=
ran nuevas y de propia invencidn, las siguicntes reivindice~
ciones, con prioridad de laz demanda de patente suiza nim,
6407/63, depositada el 22 do Mayo do 1.963,

1. Procodimiento para.lé preparacién do rotrooste-
roides {17-oxigenados, caracterizado porquc consiste en gome~
ter un 20-ccto-estercide ds la serie fetropreghénica a la
oxidacién enzimética aerobia por medio del microorganismo

Fasarium solani,

2, Procedimiento de scuerdo con la reivindicacién
1, caracicrizado por ol hecho do que el compuesto inicial do
la serie rciropreognédnica costéd saturado en la posicién 1,2

tiene wn grupo ceto en cade una do las posiciones 3 y 20

15. ¥ tienec una ligadura doble en la posicidén 4,5.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién

2, caracterizado'por usarsc como material de partids la
dolta4-9beta,1Oalfa-pregnenp3,20-diona.

4, Procedimiento dc acucrdo con la reivihdicacién

20. 2, caractorizado por usarsc como material dc partida le
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delta4’ ~3beta, 10al fa-prognadicn~3, 20-diona,
5. Procedimiento para 1a proparacién de retroocsto-

roides 17-oxigenados,

Segin so describe y reivindica on la prosentc memoria
que consta de quince ho;jas; foliadas ¥y escrité.s & méquina por
una sola care.,

Madrid, & 21 de Mayo de 1,964

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE. A.G,

P. B.

JAIME
- SERN

-
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