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sete invento se refiere g nuevos esteroides.
De una forma mas particular, los esterocides a los

gue se refiere egte invento son esteroido-oxazolinas

de la formula



(1)

en la que R representa hidrogeno, hidroxi o un radical
acilo, R' representa hidrogeno, alquilo inferior o fe-
nilo.

Lbs nuevog compuestos demuestran poseer un eleva-

5. do grado de actividad fermscologioca como agentes antiin-

flamatorios y tipo hormonas.

Bl procedimiento para la preparacion de las nue-
ves esberoidoxezolinas consists en souetecr una esteroi-

do~0xazolina de la formulat:
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10, en la que R y R' tiensn los significados arribva indice-

dos, a la accién de un hongo elegldo de las clases

Fungt imperfecti y Phycomycetes.
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Para llevar a cabo el procedimiento segun el pre
sente invento, se cultiva azerobicamente un hongo del g8

nero Curvulsris, Cunnighemells y Absidia, como puede ser

la burvularla lunatse, Cunnigheamella blackesleeans, o»gg-

sidia orchldls y otras especies, en un medio nutritivo

apropiado y se deja due actue sobre uns esterocido-oxazZo-
lina de la formula dada snteriormente y se engloban las
sustancias de partida. Durante el desarrollo del microor
ganismo se introduce un grupe hidroxi en unddécima posi-
cion de la esteroido-oxazolina debido a la actividad oxi
dente de las enzimss producidas por el microorganismo.

Un medio nutritivo apropiado debe contener une
fuente de carbono, una fuente de nitrogeno y elementos
minerales. Las fuentes utiles de carbono comprenden lg
dextrosa de almidon, sacarosa, galactosa, xilosa, glice
rol y otros carbohidratos y polialcoholes, ast como otras
fuentes naturales de carbohidratos, como son el licor ma-
cerado d¢ maiz, nutrimiento de semilla de algodén ¥
otros. Las fuentes dtiles de nitrogeno comprenden algunos
de los materiales citados, como es el licor macerado de
maiz nutrimento de semilla de algodon, obtras sustancias
tales como el extracto de carne de vaca, levadura, pepto
nas, aminoacidos, proteinas digeridas en general y otros
materiales proteinicos, Tambien son wtiles las fuentes
inorganicegs de nitrogeno como son la ures, nitratos, so-
les amonicas y otras por el estilo.

Los minerales necesarios se encuentran presentes
en los mismos materiales relacionados anteriormente, cuan
do se emplean en estado crudo, o se hallan presentes en

el agua empleada psra la preparacion del medio., Cuando se
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desee suplementar el medio, se afiade una cierta cantidad
de sustancias inorganicas apropiads pars dobtar el medio

de cationes y eniones, tales como fosfato, sulfato, clo-
ruro, metales alcalinos y alcalinoterreos, hierro, mangg
neso, cobalto y otros.

£l esteroide Yue se ha de someter a 1l1-hidroxile-
cion puede afladirse antes o despuss de la inoculaci on
del medio con el cultivo de microorganismos.

Entonces se continua con la fermentacion por es~
pacio de 12 a 120 horas & una temperatura comprendida
entre 26 y 3200. Al final de la fermentacion, si se o=~
gea, se filtra o1 medio del micelio y el esteroide
11~hidroxilado se extrae con un disolvente organico inso
luble en sgua en el due se disuvelve el esteroide, y se
evapora el extracto orgénico in vascuo hastz sequedad o
a un volumsn pequerno, bn €l wltimo caso, le adicitn a la
solucion concentrada del esteroide de un disolvente mis~
cible con sl disolvente emplesado para la extraccion, pe-
ro en el due el esteroide es insoluble, cawse la precipi
tacion del producto. sste puede entonces purificarse crg
matograficamente o mediante cualduier procedimiento ide-
neo, como es la recristalizacion.

Alterngtivamente, despuss que se ha obtenido wn
buen desarrollo del micelio en un medio d¢ la composi-
cion anteriormente citada, se recoge una canbidad del mi
celio y se traslada a una solucion tampon o amortiguado-
ra de fosfabto a un pH comprendido entre 7,0y 7,5 y =e
pone en contacto con el esteroide qus se ha de transfor-
mar. Después se aisle el esteroide del liauido mediante

extraccion segin se ha indicado anteriormente.



10,

Los compuestos del invento exhiben una elevada
actividad entiinflamatoria en comparacion con otros co-
nocidos estercides, dotados Ge las mismas propiedades
farmacologicas, due la hidrocortisons por ejemplo. En
la tabla 1 se exponen los resultados de esta activiaad,
evaluados a través del nodulo de granuloma en las ratas.
Los proGuctos, disueltos o en suspensioén en goma arabi~
ga al 10 %, se administraron por via oral a ratas Wistar

machos, 4ue pesaban de 120-7150 gramos.

TABLA 1
Compuesto Dosis mg/kg No. de 9} de disminvcion
del ejemplo Ps 08 animales de granuloma
1 5 7 -39,6
2 > 1 -34
3 5 7 ~38,4
Hidrocortisona 5 7 -25

Tambien go descubrio due el compuesto del ejeumplo
3 pogela actividad glucone ogenética. Los experimentos se
realizsron, emplesndo raftas machos Wistar surrectomiza-
das, segdn el método degcrito por Olson y otro, en Endo-
erinol 3, 4C, 1344. Comparando los resultados del Coie
puesto del invento con los obtenidos con hidrocortisona,
en las mismas condiciones experimentales, resulta eviden
te la mayor actividad de aduel. La tabla 2 que sigue re-

sume los resultados cbtenidos en subos casos.



TABLA 2

Compuesto Dosis No. -de
del ejemplo mg. /rata ratas

Glicogeno hepatico 4 .1,

3 500
2000
Hidrocortisong 500
2000
Contrastacion =

10
10
10
10
10

12,84
33,79
7,04
20,05
1,18

pe. glucosa/100 &mns de ratag

- g wa—

J4-

1,14
2,34
0,97
1,43
0,06
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Lo que sigue son ejemplos de los procedimientos

reivindicados.

Zjemplo 1

21-acetato de Fregn-4-eno-1 1('5,2 1-di, 01=3,20-di ona-ﬂ?q ;165

5 ~d/~2'-metiloxazolina,

S inocularon varios matraces Erlenmeyer de 500 ml

que contenien cads uno 100 ml, del medio Yue sigue:

Dextrosa
Nutriuwento de soja
Peptona

Basamin Busch
KHpPQy

NaCl

Silicona

10,0 gms

5,0 gms
5,0 gns
3,0 gus
5,0 gus
5,0 gus
0,1 ml.

Agua destilada, cantidad suficiente hasta 1 litro

(se ajusto el pH a 6,8 con NaOH antes de la esteriliza-

10. cion) con un cultivo de 4 dtas de duracion de Curvularig

lungtg NRRL 2380, Al csbo de 24 horss de incubacion en

batidora rotativa (250 r.p.m.) a 28°C se obtuvo un buen

desarrollo del micelio.
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Se inocularon 4 litros de medio de la composi-
cion anterior en un recipiente ds prefermentaciotn con
un 5 % en volamen del cultivo arriba obtenido e incubs~
do en las condiciones que siguen: aire 1,5 1/1/min.;..
aglitacion 800 r.p.m.; tempsraturs 28°C; tiempo 24 hdrfa‘sj.

Se emplearon 200 ul del caldo do la enterior .
ferpmentacion para inocular un nuevo reciplente de for-
rentacion que contenla 4 litros del miemo medio ant:e'r'jip!%
La fermentacion se llevod a cabo en ideénticas condiciénés
que en la etaps precedente., Al cabo de 24 horas se reco-
glo el micelio mediante filtracion.

Se prepar6 una suspensién del micelio humedo ais-
lado en 4 litros de solucion tampon de fosfato' /15 de
PH 7,3 en un recipiente de fermentacion y se agito la
suspension a 800 rep.m. durante 10 minutos. S introduje
aire g una velocidad de 1,5 litros por litro de liquido
por minuto y se ajusto la temperatura a 28°c,

S disolvio 2l-acetato de PO gl 48N O 2 1= 01~ 3, 20
di one~/TTe(, 160(~d/-2' -metiloxazolina en una cantidad co-
rrospondiente al 0,5 % (peso/volamen) del medio, en 40
ml. de acetona, 88 aiadid al medio y se mantuvo la masa
en las condiciones arriba descritas de sgitacion, intro-
duccion de aire y temperatura por espacio de 24 horas. 38
detuvo la conversion en este punto afiadiendo cloroformo.

Se filtroé la mezcla, se lavo repetidamente el mi-
celio con cloroformo y se extrajo con cloroformo. &£ eva
poraron in vacuo los lavados y extractos combinados de
cloroformo hasta un peduefio voldmen y se afiadio éter de
petroleo causando la formacion de un precipitado. Se pu-

rifico el producto crudo por sepgracion en contracorrien-
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te con una mezcla de metanoliaguaicloroformotligroina
2:1:2: 1, rendimiento 0,5 gms de pregn-d-enc-11f3,21-diol~
3,20~di. ona~ /170, 163~d/~2'-motiloxazolina, due con anhi-
drido mcético en piridina dio6 el 2l-acetato, p.f. 224~
225°, 5_(_7%0 + 108° (o = 0,5,CHCL,).

Se confirmo la identidad del compuesto obtenido
sometiendolo a la actividad de la enzima producida duran

te la fermentacion de Corynebacterium simplex SCH 2141

en las condiciones normelmente empleadas para introducir
un doble enlace en posicion 1(2) del nucleo del esteroi-
de. iiediante dicho procedimiento se obituvo el conocido
2 l=acetato de pregna-1,4—dieno—11{5,21—-&101—3,20—&5.011&-
- /7%, 163~ d/~2 ' ~metiloxaz olina, p.f. 256-257°C, A nax
241-243 (CH3OH).

El compuesto de partida necesario para llevar a
cabo el procedimiento descrito en este ejemplo se prepa-
o por medio de las ebapas due siguen:

A& una mezcla de 5 gms de pregn-a-eno-j(i-ol—ZO-ona-
-/, 16y-d/=2 —metiloxazolina, 40 ml de¢ tetrahidrofura-
no, 40 ml de metanol, 7,5 gms de oxido de calcio y 0,11
gns de azo-di-isobutironitrilo se afiadio gradualmente
una solucion de 5 gms de i1odo en 25 ml. de tetrshidrofuw
rano y 15 ml de metanol con ggitamiento vigoroso. Despues
se filtro la mezcla, se evaporo el filtrado hasta la se~
quedad in vacuo y se disolvio el residuo en 80 ml de ai-
clorometenoc. S lavo la solucion organica con tiosulfato
sodico, después con agua, y luego se evaporo hasta seque
dad in vacuo.

Bste residuo (el 21-iododerivedo del esteroide) se

disolvio en 40 ml de acetona y se aladié a2 una solucion,



D4

1.

5.

20,

25.

30.

calentada a 50-60%C, de 28 ml de acido acético, 14 m
de acetona y 50 ml de trietilamina, y despuss se refly-
¥y0 la mezcle durante 90 minutos. ‘ ‘

Se destilo la acetona, luego se afiadieron 350:;31‘3_'
de agua templada graduzlmente, Despues de enfriarse wa
recogio ¥y lave el precipitado formado. Rendimiento 4,8
gns de 2%acetato de pregn—5-eno-3_ﬁ,21—diol—20—ona—-ﬁ7‘a(,
160-d7-2'-meti loxozoling, p.f. 232-234°C, JR° ~20,4°
(c= 0,5, CHC13),

Se 1levo a cabo una oxidacion Oppensuer en e).
esteroide obtenido segin procedimientos bien conocidos,
empleando isopropoxido de aluminio y ciclohexanona en
%olueno, De 35 gms de pregn-5-eno de partida, se obtuvie
ron 30 gms (rendimiento 86 %) de 2l-acetato de pres-~4-
eno-2 1-ol-3,20-di ona~ /170, 160(~d/~2'-me tiloxazolina, p.f.
204~206°C, zﬁg;§° 4 86° (c = 0,5, CHCLy), E: fm 101,8,
A mex 240 m (CR30H).

Bjemplo 2
Progn-4~eno-114-0l~3,20-d1 one~/T7%, 16d=d/~o0xazolina.

Preparada exAchamente segun se describe en el

Ljemplo 1, a partir de pregn-4-—9no—-3,20—diona~[l7o(,160(-—_(_17-
~0xaz0lina y empleando como organismo de fermentacion

Cunninghemells blackesleeana NRRL 8688A.

La esteroido-oxazolina obtenida tenia un p.f. de
198-200°C.

Ljemplo 3
Pregn-4-en0-11p,2 1~di 01~ 3,20-di one= /17, 16{~&/~2-metilo

xa7z0lina.

Preperada segun se describe en el kjemplo 1, =a

partir de pregn~4-eno-2 - ol-3,20-aiona~/17¢, 1600-d/~2" ~1e,
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tiloxazolina y empleando como organismo de fermentacion
Absidig orchidis ATCC 6647, La esteroido-oxazoling tenta
un p.f. de 2359,

~ NOTA -

Descrita suficientementa la naturalezs del inven-
to, asl como la maners de realizerlo en la practica, de—
be hacerse constar qQue las disposiciones anteriormente
indicadas, son susceptibles de modificaciones e desalle
en cuanto no alteren su principio fundamental. Tambieén
se hace constar que el invento, corresponde = una polici
tud de Patente presentada en Inglaterra, con fecha 13 de
enero de' 1967, bajo el numero 1900/67; acogiéndose por
lo tanto a los beneficios que conceden los Convenios In-
ternacionales en vigor, siendo lo que constituye la esen
cia del referido invento, y por lo que se solicita Paten
te de Invencitm, por 20 afios en fspafia, sobre: WPROCEDI-
MIBNTO PARA LA PREPARACION Dis £ Y'SROIDO~OXAZOLINASY; cp-
racterizéndose por lo siguiente:

8.~ "Procedimiento para la preparacitn de este-

Toido-oxazolinas', de formula general,

or
‘ HER
HO -

C-R!
\\ 0 g
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en la que R es un miembro de la clase consistente en

nidrogeno, hidroxilo y aciloxi, R' es un miembro de la
clase consistente en hidrogeno, elduilo inferior y fe-
nilo, caracterizado porque una esteroido-oxazolina, de

formule general,

Cii R
CO__ N

/‘K. N C~R!

\\0/
0 \\»/’l

en la due R y R!' tienen los significsdos arriba indice-
dos, se somete a la actividad enzimatica producida por
la fermentacion de un hongo elegido del grupo conslsten
te en Fungl imperfecti y Phycomycetes.

2a,~ Procedimiento segdn la reivindicacion 1,
caracterizado porque el hongo se elige del género Curvu-
laria, Cunninghamells y Absidia.

3.~ Procedimiento segdn la reivindicacion 1,
caracterizado poryue el hongo se elige del grupo consis
tente en Curvularia lunata, Cunninghamella blackesleeesna

¥y Absidia orchidis.
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48 .~ "Procedimiento para la preparscion ds
esteroidb-oxazolinas“, tal y como duede sustancialmene
te descrito en la presente wemoria.

Bsta wemorig, consta de 12 hojas escritas a méa~

5. quins por una sols cara.
Madrid;f
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