PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR GALFA,0ALFA-DIFLUORESTE-
ROIDES", a favor de la firma alemana E, MERCK'A.G., residente
en DARMSTADT (Alemcnia), ~

MEMORIA DESCRIPTIVA

Los 6~alfan,9-alfa-difluoresteroides son compuestos de
excelente eficacin antiflogistica, especialmente apropindos
pare la prictien dermatoldgica., & este respecto son de parti-

‘ cular importanciat el 6alfa,9alfo-difluor-l6-metilen-l,4-prog-
5e nadien-3,20-dion-1lbeta,17alfa~diol, el 6alfa,9nlfe-difluor-
_16-metilen—1,4-pregnadien-3,ll,20~trien—l7a1fa~ol, la 6alfa,
9alfa~difluor-ltmetilen-prednisolona y la 6alfa,9alfa=-difluer-
lémetilen-predniscma asi como los ésteres de los dos Wltimos.
compuestos citados;
10, Se han deserito ya, varios procedimientos para lu pre-

parocidn de estas sustancias. Sin embargo, todos estos prace~
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dimiontos, que procisan de wn cleyado ndmero de etapas, no
dan rendimientos satisfactorios.

asi, por ejemplo, ol procodimicnto descrito en la Patcn-
to alcmena 1.140.574 para la proparacidn dol 6alfa,9alfa-di-
fluor-lémotilen-l, 4-prognadicn-3, 20-dion-1lbeta, 1l7alfa-diol
y 31 correspondicnte ll-cotocompucesto, ticne el gren inéonve-
nicnte de gque la epoxidacidn parcial dol doble enmlace an po-
sicidn 16 aé la gelfa-fluor-lé-motil-4,l6-prognadien-3,20-
diona, so efectda con rendimionto muy poco satisfactorio.

Con ninguno dc los agentes cpoxidantes usuales como perdeidos,
ague oxigonada alculina o agua oxigenada tercibutilica, pusden
obtoncrse rondimientos ccondmicos. La ecitada cpoxidacion, de
la gsalfa-fluor-ls-metilec-l, 4,l6~-prognatriecl-3, 20-diona, cilor-
tamonto, pucds realizarse mucho major on ol l-dchidro-derivo-
do, pcro la neesgsaria hidroxilacidn ulterior en posicidn

11 sc ofcetda con escaso rendimiento.

S¢ ha encontrado zhora, que os posible proparar con un
gsorprendente rendimicnto econgmico, ¢l valioso galfa, 9alfa-
diflyor-le-metilen-esteroids, si Se obscrva una sucesidn de
roacciones, ‘bien detcminada. Por otra parto, permenccen
invariablcs las conocidas roglas parbticulares dol procedi-
miento y las condiciones de las rcacciones.

Tl objoto de la invencidn es, pues, un procedimiento
para la proparacidn del galfa,9alfa-difluor-l6-mefilen~l,4~
pregnadien-3, 20-dion-1lbeta,l7alfa-diol, o bien 3,11,20-trion-
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17alfa-0l, partienco “e le balfa-fluor-l6-metil-d,lé~pregns -
¢ien-?,20-¢ions, fel modo por si conocido, por epoxidacidn el
doble enlace en posicidn 16 e inme“iato {esdoblamiento del
16alfa,l7alfc-oxidoestcroliie, con formacidn de un grupo 16-
metileno, por introfuccidn wmicrobiologlca de un radicel hidro-
xilo en la posicidn 11, por introluccidn fe un dtomo ¢e fldor

en posicidn 9alfs y un doble enlace en la posicidn 1,2, asi co-
mo oxidacidén eventu:l cel grupo ll-hiéroxi o un grupo ceto,
consiztente en que, en la sucesidn discrecional fe las res-
tantes etepes, la introfuccldn microbioldsice ¢el grupo hidroxilo
en la posicidn 11 se efectdc como nrimera etap. y le epoxidacidn
del éoble enlace en posicidn 16 se efectd. despuds e introcucir
el doble enlace en la poaicidn 1,2,

La introfucecldn fel grupo ll-hidroxi ea la 6alfa-fluor-
l6-metil-4,16-presnzfien-%,2o=-Clonsg, esto es, avdn antes “e la
epoxiczcidn del Coble enloes en posicion 16 y d21 desdobla~-
miento vlterior fel 16-1fz,17:1fa-bxidoesteroide con forma-
cidn del grapo l6-metilzno, se consiguse con un sorprendente
rendimiento, superior :1 30% del valor tedrico,

Se o “emostrzio afends, gue el rendimlento para 1o epo-
xifacidn poreicl éel éoble enlzee en posicidn 16,17, puece
ser notcblensnte cerecentsdo si esto oxzidacidn no se efectia,
cono es usuil, en un 3—ceﬁo-4-én-esteroide, sino en el corres—
pondiente compuesto ¢eshifrogena®c en posicidn 1, Bs especial-

mente ventajoso efseturr 1o evoxidocidn en el curso de la sgin-
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tesig dael 6alfa~fluor-lg-metil-l,4,ls-pregnatrien.3,20-dion-1l~
0}, o la de la 6alfa-fluor-le-metil-l,4,9(11l),le~pregnatetraen~
3,20-diona.
Las condiciones da reaccidn parz los métodos operatorios
5. particulares, estdn suficientemente descritos en la literature,

por 1o cudl no precisan aqui indicacionss dotalladas.
EJEMPIO 1

a) 1l-hidroxilacidn

En un fermentador se disponen 50 litros de um caldo de
10, cultivo formado por 0,1% de extracto acuoso de maiz, 0,17 de
harina de soja, 1/ de glucoesa, 0,13 de levadura, 0,14 de or-
tofosfato monopotdsico, 0,025% de sukfato magndsico y 0,154
de nitrato s8dico y se inoculan con 5 litroe de un cultivo
sacudido de Metarizium enisoplias y seo incuben a 289, con
15.  buena aircacidn. Despuds de 20 horas de desarrollo, se afia-
den 15 g de salfa-lg-metil-4,lé-pregnadien~3,20~-diona, di-
sueltos en 600 co do etanol. Cuatro horas despuéds, se efectua
una Sogunda adicidn de 15 g Gc¢ sustancia en metenol. La reac-
cidn termina unas 20 horas despuds de la primera adicidn de
20, sustancia. Una vez enfriado, el coldo de fermentacidn se ex-

. . 4
trae varias veces con c¢lorure fe metileno. FPor concentracion

de los extractos reunidos, haste casi 1 litro, se obtienen
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21,2 g de 6alfa-fluor-16-metil-4,16-pregnadien-llalfe-ol.3,20-
diona, de punto de fusidn 259-261¢, =l concentrar de nuevo, e
obtienen =in, 6,4 g de punto de fusidn 254-260° C, Una prue-
ba de 1z primera cristalizacidn funde, despuds de la recris-
talizacin en cloroformo, o 260-262°C.; lomda

max

239 milimi~
eras, El% 583; (alfa)D + 68,32 (cloroformo).

1l cnm.

b) l-hidrogenacidn

bl) La mezela do 10 g do salfa-fluor-leé-metilen-4,l6-pregna-
dien-llalfa-0l-3,20-diona, 9,4 g de 2,3-dicloro-5,s-dician~
quinona y 300 ce de dioxano, Se calientan 15 horas bajo re-
flujo. Despuds de onfriar se filtra ol vecfo la diclorodicien-
hidroquinone precipit2dc y lo filtrado se lava con lejia de
sosa diluida, cgna, deido clorhidrico diluido y agns, se se-
¢a y concentra; Il residuo obtenido recristalizo en metanol.
Rendimiento: 8,22 g de 6alfa-fluor~lg-metil-l,4,ls~pregne-
trien-llalfa-3,20~dion~ de punto do fusidn 301-3039C. (des-

composicidn) ; lomda, o 247 milimicrss, Ei%cm_ 780.

by) En un fermentador, 5 litros de caldo de cultive formado
por 0,1, de Basamin Bush y 0,1/ de peptona Se inoculan con
500 cec de cultivo sacudido de Coryncbacterium gimplex y se
airea blen a 28¢ durente 12 horas. luego se affaden 2 g de
salfa~flusr-le-metil-4, 6-pregnadien~llalfa-ol-3,20-diona en
200 cc dc metanol. Pasadas 48 horas ol caldo de fermentacidn

Se extrae varias veces con cloruro de metileno. Concentrando
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los extractos se obtienen 1,62 g de alfa-fluor-le-metil-l,4-
l6-pregnatrien-llalfa-0l-3,20-diona, de punto de fusidn
301-3039C,

¢) Bpoxidacidn

2 g de 6alfa~fluor-lé-metil-l,4,l6-pregnatrien-llalfa-
01-3,20~diona se disuelven en 200 cc de cloroformo. Despuds
do afiadir 1,5 g de ftelomonoperdcido, se deja en roposo du-
rentc 48 horas a temperatura ambientc. Se aspira luego el 4-
cidoftdlico precipitado, s¢ lava lo filtrado con solucidn de
sulfato ferroso y con agna, Se Scca y concentra. Despuds de
afiadir metanol, cristelizen 1,8 g do 68lfa-fluor-lebeta-metil-
lealfa,l7alfa-dxido-1,4-pregnadicn-~-11lalfa-ol-3, 2(3-di0na ; punto
1

« 7 293 .
dz fusion 269-270¢ C lemda,. 244 milimicras By op 558;

(alfaly + 472 (clorofommol.
a) Desdoblamiento de Spoxido

La solucidn de 2,2 g do 6slfa~fluor-lgbeta-metil-16
glfa-17alfa-0xido-1, 4-proguadicn-11alfa-0l-3,20-diona en 25 cc
de cloroformo y 220 ec do acetato dc otilo, se hierve durante 5
horas a reflujo despuds de 2ffadir 107 mg de HC1 on forma do
une solucidn de acstato de otilo saturada con deids clorhi-
drico. lLuego se concentra y le cristalizacidn precipitada de
¢alfa-flucr-l6-metilen-~1, 4-pregnadien-llalfa,l721fa-diol-3, 20~

diona se separa por succidn. Randimiento 1,93 g; Punto de fu-
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sidn 263-267¢ C, en clorofommo/metanol. {alfa)D = 54¢ (dioxa-

. (3 0 (] T‘Il%
no),'lamdgmax. 244,5 milimicras, 5% 525,

- -

e) Deshidratacicon

A una solucidn de 5 g de 6alfa-fluor-lé-metilen-1,4-
5. pregnaodien-llalfa,l7alfa-diol-3,20-dionz, en 18 cc de piridi-
na se le afiade una solucidn de 5 g de cloruro. de dcido p-to-
luolsulfdnico en 18 cc de piridine. Tras un reposo de 18 horas
a temperetura ambiente, se vierte en 400 cc de agua helada
que contiene 42 cc de dcido clorhidrico al 37+ y la suspensidn
10. formada se extrae con cloroformo. Los extractos Se evaporun
hoste el residuo. La resine emarilla obtenida se disuelve en
63 cc de fdeido =cdtico glacial y, después do afiadir 75 g de
adetato sddico, so colients 1a solucidn a reflujo durante 30
minutos. Lz mezela reaccionante Se viasrte en 600 cc de agaa
15.  y o1 precipit~do de 6alfa-fluor-le-metilen~l,4,9-(11)-prog~
natrien-1721fa-01-3,20-dions se Succiona.

Rendimiento 4, 35.
f) Preparccidn del 9bets,llbeta-cpdxido

Una solucidn dc 4,35 g de 62lfa.fluor-le-mstilen-l,4,9-

20.  (11).pregnatrien-1721fa-01-3,20-dion2, 0,44 g do fcido p-toluol-
sulfdnico, 87 cc do dcido aedtico glacial y 8,7 ce do emhidri-

do acético, dospuds de 18 horas de reposo & temperaturs ombicn-

te 8o diluye con 1 litre do 2gua. L1 precipitado se suciiona,
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ge lava bien con agna y se seca. (Rendimiento 4,55). Bl pro-
ducts bruto se disuelve en 145 cc de acetona y se le afiaden
3,18 * g de N-bromosuccinimida, 28 cc de agua y 1 cc de 4cido
percldrico al 70%. Después de un repeso de 6 horas se diluye
con agua y el precipitado se succiona. ¥l producto bruto, se-
co, (5,4 g) se calienta a reflujo dursnte 2 horas, con 12 g de
acetato potdsico en 250 cc de efanol. La mezcla reaccionante
se diluye con agua y la suspensidn Se extrae con cloroformo.
1l residud de los extractos (4,4g) se disuelve en 110 cc ds
metanol calicnte. La solucidn, después de adicionarlo 16 ce de
lejia de s0sa 1l-n. so hierve durante 15 minutos on atmdsfere
de nitrégeno. La solucidn se concentra a presidn reducids has-
ta unos 20 cec, y se diluye con 50 cc de agna. Se obtienen 3,5
g do selfa-fluor-9bota,llbeta~dxido-le-matilan-1,4-prognadion-
1781 fa-01-3, 20-diona.

g) Dosdoblamients con dcide fluorhidrico.

Una solucidn enfriada a -602 C., de 3,05 g dc ealfa-

fluor-9beta,llbeta-dxido~lémetilen-1, 4-pregnadien-172lfa-o0l-3, 20~

dione ¢n 18 cc de cloroformo Sc afiads a une mezcla cenfriada
tambidn o -609C, dz 4,95 g de deido clorhidrico, 7 g de te-
trehidrofurano y 3,75 g de cloroformd. Se deja calentar la

mezcla reaccionantc hasta 02, se la mantione durente 4 horas
& dicho temperatura y se vierte luegd en una solucidn acuosa

de bicerbonatosddico. Se separs la fasec orgdnica se lave bien
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con agus, Se seca y evapora, Tratendo el residuo con acetona,
eristaliza 1,95 g de 6alfa,9alfa~difluor-l6-metilen~1,4~preg-

nadien-llbeta,l7alfa-diol-3,20~diona.

h) Oxidacidn

Fn la solucidn de 0,6 g ¢e 6alfs,9alfa-difluor-l6-meti-
len-1,4-pregnadien-llbeta,l7alfa-diol~3,20-diona en 15 cc de
caetons, se efectua una adicidn gradual, a gotas, a + 500C, ,
agitando de 0,5 cc de una solucidén 8-n de anhidrido crdmico
en dcido sulflrico, 5 minutos después de terminada la adicidn
se diluye con 100 cc de agua y se succilona la 6Galfa,%alfa-di-
fluor-l6-metilen-1,4~pregnadien-17ela-0l-3,11,20-trions,

Rendimientos: 0,56 g.

FJEMPLO 2

a) 1l-hidroxilacidn

¥n un fermentador pequefio se inoculan, 5 litros de cal-
do de cultivo compuesto por 1% de sacarosa, 0,25% de extrac-
to de malta, 0,2% de extracto de maiz, 0,2% de nitrato sédi-
co, 0,1% de ortofosfuto monopotisico, 0,1% de ortofosfate dia-
ménico, 0,05% de sulfato magnésico y 0,01% de sulfato ferro-
30, con 700 cc de un cultivo sacudido de Curvularia lunata
y se incuba o 282 con airescidn, primero moderada y luege
més fuerte. Después de 24 horas de desarrollo se afieden 5 g

de 6alfa-fluor-l6-metil-4,L6~pregnadien-3,20-dions en 200
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cc de metanol. Da reaccidn, que se sigue por cromatografia
en capa delgads, llega o su t€rmino después de 26 horas. Fl
caldo de fermentacidén se enfria y se extrae varias veces con
cloruro de metileno. De los extractos reunidos ¥ concentrados
hasta 200 cc se separan al enfriar 3,7 g de 6alfa-fluor-16-
metil-4,16-pregnadien-1lbeta~0l-3,20-diona. Punto de fusidn
219-2242C, Por precipitacibén de las agﬁas madres con éter de
petrdleo se obtienen otra vez 0,55 g de punto de fusién 215-
2202C, Una prueba de la primera cristalizacidn funde a 222~

2242 C, tras la recristalizacidn sn cloroformo-metanol.
b) Deshidratacidn

La suspensidn de 5,3% g del 6alfa~fluor-l6-metil-4,16
pregnadien~llbeta-o0l-3,20-diona, preparada gegln el ejemplo
2 a), en 25 cc de dimetilformamida y 4 cc de piridina, se
trata en 25 cc de dimetilformamida y 4 cc de piridina; se
trata en forms de gotas, bajo agitacién, con 2,5 cc dsclo-
ruro del 4cido metansulfdnico. La mezcla reaccionante se ca-
lienta luego 1 hora a 908C,, se¢ le afladen, después de enfriar
120 cc de metanol, se enfria con hielo y se succionan los
cristales de 6alfa-fluor-l6-metil-4,9(11),l6~pregnadien~3,20-

diona. Rendimiento 4,62 g.

¢) l-deshidrogenacidn

¢;) 1 g de 6alfa-fluor-16-metil-4,9(11),16~pregnatrien~3,20-

diona, obtenida segin el sjemplo 26, mezclada con 0,91 g de
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diclorodicialguinona y 30 cc de dioxeno, se calientan duran-—
te 10 horas a reflujo y luego se tratan como en el ejemplo 1
b; ). Rendimiento en 6alfa~fluor-lémetil-1,4,9(11),16~pregna-
tetraen~3%,20-dioncs 0,73 g.

) 1,5 g de 6alfa-fluor-1l6metil-4,8(11),16~pregnatrien-3,20-
diona se calientan a reflujo durante 24 horas con 400 mg de
bibxido de salenio en 80 cc de terbutanol y 23,5 cc de dcido
acético glacial. Iuego se afiaden de nuevo 400 mg de bidxido
de selenio y la mezcla reaccionante se calienta durante 24
horas m4is. Después de enfriar, se filtra el selenio separsdo
y lo filtrado se concentra en vacio. La solucién del residuo
en cloroformo se lava sucesivamente con: solucidén de bicar-
bonato sddico, agua, solucién de sulfato amdnico, agua amo=
niscal diluida, agua, dcida clorhidrico diluido y agua. Por
evaporacidn de la solucidn clorofdrmica deseada, se obtienen
0,8l g de 6alfa-fluor-l6-metil-1,4,9(11),16-pregnatetraen—
3,20diona.

03) En un pequefioc fermentador, se inoculan 5 litros del
caldo de cultivo con la composicidn descrita en el ejemplo 1
b2), con Corynebacterium simplex y se airea. Como en el ejem-
plo 1 bg), se hacen fermentar y se tratan 2 g de 6alfa-fluor-
4,9(11),16-pregnatrien-3,20-diona. Rendimiento en 6alfa-fluor-
16-metil-l,4,9(11),16~-pregnatetraen-3,20-dionas 1,67 g.

d) Fpoxidacidn parcial

0,88 g de balfa-fluor-l6-metil-1,4,9{(11),L6-pregnate~
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traen~%,20-~diona, se disuelven en 150 cc de metanol, luego

se afiaden 9 cc de agua oxigenada al 30%  y una solucidn de

200 mg de carbonato potésico en 8 cc de agua. Después de 48
horas de reposo s& acidula con dcido acético, se diluye con
agua vy se e xtrae con cloruro de metileno. F1 extracto, bien
lavedo, con agua, se concentra, con lo cuagl cristalizan 0,62
g de 6alfa-fluor~l6betu-metil-16alfa,l7al fa~dxido-1,4,9(11)~

pregnatrien~3,20-diona.
e) Desdoblamiento de epdxido.

La solucién de 1,8 g de 6elfa~-fluor~l6beta~metile
~-l6alfa,l7alfa~éxido-1,4,9(11)-pregnatrien-3,20~diona en 180
ce de acetato de etilo se hierve a reflujo durante 2 horas,
después de afiadir 100 mg de dcido clorhidrico. Luego se cone-
centra la solucidn bajo presidn reducida, con lo cual preci~
pitan 1,51 g de 6alfa-fluor~l6-metilen~l,4,9(11)~pregnatrien~
17alfa~0l~%,20-diona pura; La sustancia puede afilicarse, sin
més purificncidn, para preparar la 6alfa,9zlfa~difluor-lé-
metilen=-l,4~-pregnadien-llbeta~17alfa-diol~3,20-diona corres-

pondiendo n los ejemplos 1 £) v 1 g).
LJ EMPLO %
3,7 g de la 6alfo~fluor~l6-metil~l,4,l6-pregnatrien~1l

alfa~cl-3%,20~dions, nreparada segln el ejemplo 1 bl) ol b2),

se trotan con 25 cc de piridina y 3,5 g de cloruro del Acido
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p-toluolsulfdénico. Tras un reposo de 20 horas a temperaturs
ambiente, la mescla reaccionante se vierte en 400 cc de agua
que contiene 40 cc de dcido clorhidrico al 37%. Fl 6alfa-fluor-
16~metil-l,4,l6-pregnatrieno-llalfa-ol-3,20dion~11l-tosilato
que precipita, se trate econ cloroformo. ¥l residuo obtenido
por evaporacidn de los extractos lavados hasta neutralidad,
se calienta a reflujo durasnte 45 minutos, con 50 ce de 4cido
acético glacial y 5 g de acetato sddico, Vertiendo en agua,
se aislan %,20 g de 6alfa~fluor-l6-metil-1,4,9(11),16-preg-
natetraen~3,20-dions.

La sustancia, se hace reaccionar correspondientemente
para llegar a la 6alfa,9alfe-~-difluor-lémetilen-l,4~-pregnadien
11beta,17beta-diol«3,20—diona;

EJIMELO 4

a) l-deshidrogenacién

2,95 g de la 6alfa-fluor-lé-metil-4,l6-pregnadien-ll
beta-ol-%,20-dicna, obtenida, segin el ejemplo 2 a), se deshi-
drogenan como en €l ejemplo 2¢) para dar la 6alfa-fluor-l6-
metil~1,4,16-pregnatrien~1lbeta~ol~3,20~diona. Punto de fusidn
251-2540¢, Rendimiento 1,63 g (andlogo al 2 cl), o bien 1,7 g

(andlogo al ejemplo 2 03).
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b) Deshidratacidn

1 g del producto obtenido segin el ejemplo 4a), se
hace reaccionar andlogamente al ejemplo 2 b), para llegar
a la 6alfa~fluor-l6-metil-1,4,9(11),16~pregnatetraen-3,20-
diona. Rendimiento 0,86 g.

Las reacciones subsiguientes se e¢fectdan andlogamen-

t6 2 uno de los ejemplos precedentes.
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NOTA

Deserito el objeto del presente invento, se de~
claran nuevas y de pronia invencidn lus siguientes rei-
vindicaciones, con priorided de la solicitud de patente

alemana i 64 612 IVh/120 del 23 de Marzo de 1965.

1. Procedimiento pars preparar 6alfa,9alfa-di-
fluoresteroides, esencialmente 6alfa,9alfa~difluor-
l6-metilen~1,4~pregnadien-3,20-dion~1lbeta,l7alfa~-diol, o
bien 3,11,20-trion-17alfa-ol, & partir de la 6alfa-fluor-l6
metil-4,l6~pregnadien~3,20-diona, en forms de por si conoci~
da, mediante epoxidacidén del doble enlace en posicidn 16 y
desdoblamiento inmediate del léalfa,l7alfa-é¥ido-esteroide,
con formacidn de un grupo lé-metileno, mediante introduccidn
microbioldgica de un grupo hidroxilo en la posicidn 11, me-
diante introduccidn de un Stomo de fldor en la posicidn 9alfa
¥ un doble enlace en la posicidn 1,2 asi como eventual oxi-
dacidén del grupo ll-hidroxilo pare llegar a un grupo ceto, e
caracterizado porque, en la sucesidén diserecio-
nal de las restantes etapns, lz introduccidn microbioldgica
del grupo hidroxilo en la vosicién 11 se efectda como
primers etapn ¥ la epoxidmcidn del doble enlace en posicidn
16 ge realiza después de ln introduccidn del doble enlace.en

la posicidn 1,2,
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2. Procedimiento para preparar 6alfs,9alfa~-difluo-

resteroides.

Segln se¢ describe y reivindicn en 1la presente memoria
descriptivs que consta de 16 hojes folladas y escritas a

5. maguina por uns sola cara.

liadrid,a  [9o MAR 1966

JAIME ISERIq

Firmedes LUIS REY PADILLA
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