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Este invento se re fie re  a nuevos asteroides. 

De una forma más p articu lar , lo s  astero ides a lo s 

q.ue se re fie re  este invento son esteroido-oxazolinas

de la  formula



en la  Que R representa hidrógeno, hidroxi o un rad ica l 

a c ilo , R' representa hidrógeno, a lq u ilo  in fe r io r  o fo­

n ilo .

Lós nuevos compuestos demuestran poseer un eleva- 

5. do grado de actividad farmacológica como agentes antiin­

flam atorios y tip o  hormonas.

E l procedimiento para l a  preparación de la s  nue­

vas esteroidoxazolinas consiste en someter una e ste ro i-  

do-oxazolina de la  fórmula:

OH2R

00

(I I )

10. en l a  Que R y R' tienen lo s  sign ificad os arriba indica­

dos, a l a  acción de un hongo elegido de la s  c lases 

Fun^L im oerfecti y Phyoomycetas.
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Para lle v a r  a cabo e l  procedimiento según e l  pre 

sente invento, se cu ltiva  aer Obi carne nte un hongo del ge 

aero Curvularia. Cunnighamella y Absi di a , como puedo* ser 

l a  Curvularia lunata, Cunnighamella blackesleeana, o. Ab- 

s id ia  orchidis y otras especies, en un medio n u tritivo  

apropiado y se deja lúe actúe sobre una esteroido-oxazo- 

lin a  de la  formula dada anteriormente y se engloban la s  

sustancias de partida. Durante e l  desarrollo  del microor 

ganismo se introduce un grupo hidroxi en undécima posi­

ción de la  e stero i do-oxaz olina debido a la  actividad oxi 

dante de la s  enzimas producidas por e l  microorganismo.

Un medio n u tritivo  apropiado debe contener una 

fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y elementos 

minerales. Las fuentes ú t i le s  de carbono comprenden la  

dextrosa de almidón, sacarosa, galactosa, x ilo sa , g lice  

ro l y otros carbohidratos y polialcoholes, a s i como otras 

fuentes naturales de carbohidratos, como son e l  lic o r  ma­

cerado de maíz, nutrimiento de sem illa de algodón y 

otros. Las fuentes ú t i le s  de nitrógeno comprenden algunos 

de lo s  m ateriales c itados, como es e l  l ic o r  macerado de 

maíz nutrimento de sem illa de algodón, otras sustancias 

ta le s  como e l  extracto de carne de vaca, levadura, pepto 

ñas, aminoácidos, proteínas digeridas en general y otros 

m ateriales protein icos. También son ú t i le s  la s  fuentes 

inorgánicas de nitrógeno como son la  úrea, n itra to s , sa­

le s  amónicas y otras por e l  e s t i lo .

Los minerales necesarios se encuentran presentes 

en lo s  mismos m ateriales relacionados anteriormente, cuan 

do se emplean en estado crudo, o se hallan  presentes en 

e l  agua empleada para, l a  preparación del medio. Cuando se30.
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desee suple mentar e l  medio, se añade una c ie rta  cantidad 

de sustancias inorgánicas apropiada para dotar al medio 

de cationes y aniones, ta le s  como fo sfa to , su lfa to , clo­

ruro, metales a lca lin os y a lca lin o t6rre os, h ierro , manga 

neso, cobalto y otros.

E l asteroide que se ha de someter a 11-hidroxida­

ción puede añadirse antes o después de la  inoculación 

del medio con e l  cu ltivo  de microorganismos.

Entonces se continua con la  fermentación por es­

pacio de 12 a 120 horas a una temperatura comprendida 

entre 26 y 32 °C. Al f in a l  de l a  fermentación, s i  se de­

sea, se f i l t r a  e l  medio del m icelio y e l  esferoide 

11-hidroxilado se extrae con un disolvente orgánico inso 

luble en agua en e l  que se disuelve e l  esfero ide, y se 

evapora e l  extracto orgánico in  vacuo hasta sequedad o 

a un volumen pequeño. En e l  ultimo caso, l a  adición a l a  

solución concentrada del esferoide de un disolvente mis- 

cible con e l  disolvente empleado para l a  extracción, pe­

ro en e l  que e l  esferoide es in so lu b le , causa l a  precipi 

tación del producto. Este puede entonces p u rificarse  ero 

matográficamente o mediante cualquier procedimiento idó­

neo, como es la  re c r ista liz ac ió n .

Alternativamente, después que se ha obtenido un 

buen desarro llo  del m icelio en un medio de l a  composi­

ción anteriormente c itada, se recoge una cantidad del mi 

ce lio  y se tra s lad a  a una solución tampón o amortiguado­

ra  de fo sfa to  a un pH comprendido entre 7,0 y 7,5 y se 

pone en contacto con e l esferoide que se ha de tran sfor­

mar. Despuós se a í s la  e l  esferoide del liquido mediante 

extracción según se ha indicado anteriormente.30.



Los compuestos ael invento exhiben una elevada 

actividad antiinflam atoria en comparación con otros co­

nocidos estero id es, dotados de la s  mismas propiedades 

farmacológicas, que l a  hidrocortisona por ejemplo. En 

la  tab la  1 se exponen lo s resu ltados de e sta  actividad) 

evaluados a través del nódulo de granuloma en la s  ra ta s. 

Los productos, d isu eltos o en suspensión en goma arábi­

ga a l 10 %, se administraron por v ía  oral a ra ta s  Y&star

machos, que pe saban de 120-150 gramos.

TABLA 1

C ompue st o 
del ejemplo

Dosis mg/kg 
p. os

No. de 
animales

% de disminución 
de granuloma

1 5 7 -39,6

2 5 7 -34

3 5 7 -38,4

Hidrocortisona 5 7 -25

También se descubrió que e l  compuesto del ejemplo

3 poseía actividad glucone ogeneti ca. Los experimentos se 

realizaron , empleando rata s machos Wistar surrectomiza- 

das, según e l  método descrito  por Olson y otro, en Endo- 

crinol J5 ,  40, 1944. Comparando lo s  resultados del com­

puesto del invento con lo s  obtenidos con hidrocortisona, 

en la s  mismas condiciones experimentales, re su lta  e vi den 

te la  mayor actividad de aquel. La tab la  2 que sigue re­

sume lo s resultados obtenidos en ambos casos.
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Compuesto 
del ejemplo

Dosis 
jug. /r a ta

No. - de 
ra ta s

3 500 10

.2000 10

Hidrocortisona 500 10

2000 10

Contrastaci On 10

Glicogeno hepático 4 g.E. 
/ig. glucoaa/100 gms de rata

12,84 4 1,14

33,79 4 2,34

7,04 4 0,97

20,05 4 1,43

1,18 4 0,06

Lo lúe sigue son ejemplos de lo s  procedimientos 

reivindicados.

Ejemplo 1

2 I-acetato de pregn-^-eno-11^,21-di o l-3 ,20-diona-/Í7o{,16a{-  

5. -  d7-*2' -metí 1 oxaz o lin a ,

Se inocularon varios matraces Erlenmeyer de 500 mi 

que contenían cada uno 100 mi. del medio que sigue:

Dextrosa 10,0 gms 

Nutrimento de so ja  5 ,0  gms 

peptona 5 ,0  gms 

Basamin Bueoh 3,0 gms 

RHgPÔ  5,0 gms 

NaCl 5,0  gms 

Silicon a 0 ,1 mi.

Agua d estilad a , cantidad su ficien te hasta 1 l i t r o  

(se a ju sto  e l  pü a 6,8 con NaOH antes de la  e s te r i l íz a ­

lo. ciOn) con un cu ltivo  de 4 d ías de duración de Curvularia

lunata NRRL 2380. Al cabo de 24 horas de incubación en 

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

d esarro llo  del m icelio.
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Se inocularon 4 l i t r o s  de medio de l a  composi­

ción anterior en un recipiente de prefermentaciOn con 

un 5 % en volumen del cu ltivo arriba obtenido e incuba­

do en la s  condiciones que siguen: aire 1,5 1/1/n in .;

agitación 800 r .p .m .; temperatura 28°C; tiempo 24 hóras.

Se emplearon 200 mi del caldo de la  anterior . 

fermentación para inocular un nuevo recipiente de fer­

mentación que contenía 4 l i t r o s  del mismo medio anterior. 

La fermentación se llevo  a cabo en idén ticas condiciones 

que en la  etapa precedente. Al cabo de 24 horas se reco­

gió e l m icelio mediante filtra c ió n .

Se preparó una suspensión del m icelio húmedo a is ­

lado en 4 l i t r o s  de solución tampún de fo sfa to  rn/15 de 

pH 7,3 en un recipiente de fermentación y se agito  la  

suspensión a 800 r.p.m. durante 10 minutos. & introdujo 

aire a una velocidad de 1,5 l i t r o s  por l i t r o  de liquido 

por minuto y se a ju sto  l a  temperatura a 28°C.

Se d iso lv ió  21-acetato de pregn-4-eno-2l-ol-3,20- 

diona-/^7o(, 16^-d7-2'-metiloxaz olina en una cantidad co­

rrespondiente a l 0,5 % (peso/volumen) del medio, en 40 

mi. de acetona, se anadió a l medio y se mantuvo la  masa 

en la s  condiciones arriba d escrita s de agitación , in tro ­

ducción de aire y temperatura por espacio de 24 horas. Se 

detuvo la  conversión en este punto añadiendo cloroformo.

Se f i l t r ó  la  mezcla, se lavó repetidamente e l mi­

celio  con cloroformo y se ex tra jo  con cloroformo. Se eva 

poraron fn vacuo lo s  lavados y extractos combinados de 

cloroformo hasta un pequeño volumen y se añadió é ter de 

petróleo causando la  formación de un precipitado. Se pu­

r i f ic ó  e l producto crudo por separación en contracorrien-
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te con una mezcla de m etanol:agua:cloroform o:ligroina 

2 :1 :2 :1 , rendimiento 0,5 gms de pregn-4-eno-11^,2l-diol- 

3,2O-di ona-/Í7<X, 16$(-d/-2' -meti 1 oxazolina, lúe con anht- 

drido acético  en p irid in a  di ó e l  21-acetato, p. f .  224- 

225°C, 4 108° (c = 0,5,CHC1^).

Se confirmo l a  identidad del compuesto obtenido 

sometiéndolo a la  activ idad  de l a  enzima producida duran 

te l a  fermentación de Corynebacterium simple x SCH 2**41 

en la s  condiciones normalmente empleadas para introducir 

un doble enlace en posición 1(2) del núcleo del e sfe ro i­

de. Mediante dicho procedimiento se obtuvo e l  conocido 

21-acetato de pregna-1,4-dieno-11 ¡3,21-d iol-3,20-diona- 

16$(-d/L2'-metiloxazolina, p .f .  256-257°C, A ^ a x  

241-243 (CH^OH).

E l compuesto de partid a  necesario para lle v a r  a 

cabo e l  procedimiento descrito  en este ejemplo se prepa­

ro por medio de la s  etapas que siguen:

A una mezcla de 5 gms de pregn-5-eno-3^-ol-20-onar- 

16%-d^-2'-metiloxazolina, 40 mi de tetrah idrofura- 

no, 40 mi de metanol, 7,5 gms de óxido de calc io  y 0,11 

gms de azo -d i-isob u tiro n itrilo  se añadió gradualmente 

una solución de 5 gms de iodo en 25 mi. de tetrahidrofu- 

rano y 15 mi de metanol con agitamiento vigoroso. Después 

se f i l t r ó  l a  mezcla, se evaporo e l  f i lt r a d o  hasta la  se­

quedad vacuo y se d iso lv ió  e l  residuo en 80 mi de d i- 

clorometano. Se lavó la  solución orgánica con tio su lfa to  

sódico, después con agua, y luego se evaporó hasta seque 

dad áni vacuo.
Este residuo (e l 21-iododerivado del esferoide) se 

d iso lv ió  en 40 mi de acetona y se añadió a una solución,30.
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calentada a 50-60°0, de 28 mi de ácido acético , 14 mi 

de acetona y 50 mi de trietilam in a, y después se reflu ­

yo la  mezcla durante 90 minutos.

83 d estilo  l a  acetona, luego se añadieron 350,^1 

de agua templada gradualmente. Después de en friarse  -se 

recogió y lavo e l  precipitado formado. Rendimiento 4,8 

gms de 21-acetato de pregn-5-eno-3¡3,2 1 -d io l-2 0 -o n a-/^ , 

16^-d/L2'-metiloxazolina, p .f .  232-234 °C, -20 ,4 °

(c = 0 ,5 , CHCI3).

Se llevo  a cabo una oxidación Oppenauer en e l

asteroide obtenido segiin procedimientos bien conocidos,

empleando isopropOxido de aluminio y ciclohexanona en

tolueno. De 35 gms de pregn-5-eno de partida, se obtuvie

ron 30 gms (rendimiento 86 %) de 21-acetato de pregn-4-

eno-21-ol-3,20-diona-/^7o(, 16^-d/L2 '-m etiloxazolina, p. f .

204-206°C, 4 86° ( c =  0 ,5 , OHOlJ, E** ^ 401,8,
 ̂ °  1 cm

^  max 240 nyu (CH3OH).
Enemolo 2

Pregn-4-eno-11^-ol-3,20-di on&-^f7o(, 1óo(-d7-oxazolina.

Preparada exactamente segtin se describe en e l 

Ejemplo 1, a p a rtir  de pregn-4-eno-3,20-diona-/?W,16o(-d/L 

-oxazolina y empleando como organismo de fermentación 

Cunnin^hamelia blaclsesleeana NRRL 8688A.

La esteroido-oxazolina obtenida ten ia  un p .f .  de 

198-200°C.

Ejemplo 3

Pregn-4-eno-11/0,2 1-di ol-3^20-di ona-/?7<^, 16o(-d/L 2- metilo 

xaz olina.
Preparada segán se describe en e l Ejemplo 1, a

p a rt ir  de pregn-4-eno-2l-ol-3?20-diona-^7o(, 16o(-d7-2'-ng,30.
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Àbsidi a orchi di s ATOO 6647. La esteroido-oxazolina ten ia 

un p .f .  de 235 °C.

D escrita suflcientementa la  naturaleza del inven­

to , a si como la  manera de re a liz a r lo  en la  p ráctica , de­

be hacerse constar que la s  disposiciones anteriormente 

indicadas, son su sceptib les de modificaciones de de valle 

en cuanto no alteren  su princip io  fundamental. También 

se hace constar que e l  invento, corresponde a una bolici 

tud de Patente presentada en In g la te rra , con fecha 13 de 

enero de 1967, bajo  e l  número 1900/67; acogiéndose por 

lo  tanto a lo s  beneficios que conceden lo s  Convenios In­

ternacionales en vigor, siendo lo  que constituye l a  esen 

c ia  del referido  invento, y por lo  que se s o l ic i t a  Paten 

te de Invención, por 20 anos en España, sobre: "PROCEDI­

MIENTO PARA LA PREPARACION DE E MPEROIDO-OXAZOUNAS"; ca­

racterizándose por lo  sigu ien te :

1 s.-  "Procedimiento para l a  preparación de e ste- 

roido-oxazolinas", de fórmula general,

-  NOTA -

0
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en la  que R es un miembro de l a  clase consistente en 

hidrogeno, h idroxilo y a c ilo x i, R' es un miembro de la  

clase consistente en hidrogeno, alqu ilo  in ferio r  y fo­

n ilo , caracterizado porque una esteroido-oxazolina, de 

fórmula general,

en la  que R y R' tienen lo s  sign ificad os arriba indica­

dos, se somete a la  actividad enzimàtica producida por 

l a  fermentación de un hongo elegido del grupo consisten 

te en Fungí imperfecti y Phycomycetes.

2 3 . -  Procedimiento segán la  reivindicación 1, 

caracterizado porque e l  hongo se e lige  del genero Curvu- 

l a r ia ,  Cunninghamella y Absi di a.
33.-  Procedimiento segán la  reivindicación 1, 

caracterizado porque e l  hongo se e lige  del grupo consis 

tente en Curvularia lunata, Cunninghamella blackesleeana 

y Absidi a orchi di s.

CHpR

CO ^  N

O



"Procedimiento para l a  preparación de 

esteroido-oxazolin as", t a l  y como queda sustancialmen­

te descrito  en l a  presente memoria.

E sta  memoria, consta de 12 hojas e sc r ita s  a má­

quina por una so la  cara.
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