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MEMORTIA DIESCRIPTIVA
para soliciter
PATENTE DE INVENCION
e n
ESPANA
por VEINTE vaﬁos

o nombre de U C T A F. entidad francesa., ectablecida en

23, Boulevard deao Iavalides, Paris, Francia, por:

"UN PROCEDITIIENTO D& OBTERCION D& NUEVOS DERIVA-
DOS DE LAS COLCHICINAS Y TIOCOLCHICINAS".

—— ==

Ia precente invencidn tiene por objeto nuevas colchicinas
y su procedinmiento de obtencidn. Se refiere mds particularmen

te a los productos obtenidos por la accibn de los "fungi" --

(hongos. bacterias, levaduras, actinowicetos) sobre las diver

sas sustancias extraldas del edlchico. sobre los tio-andlogos

)

de estas oustancias, agi como gobre log diversos productog

trancformnacidn quinica de las colchicinag. colchiceinas, tio-~

-J_--
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colchinas y tiocolchiceinas. Por ejemplo, pueden ci-

tarse como materias primas: la colchicina, la colchicei-
na. el colchicdsido, las sustancias C(2-desme?¥il colchi-
cina). P (N-metildesacetilcolchicina) de SANTAVY, las txo
paminonas y los tioderivados correspondientes, log sulfd.
xidos de las tiocolchicinas, los derivados N-desacetila~
dos, N-alcohilados, N-acilados correspondientes, respondien
do un gran nimero de las citadas materias primas de la £ér-

nula general sigulente:

By =

GHjO e e

CH,0 ~~~

en la cual Rl = H, ~0H, ~0-1cilo, O~alecohilo, O~-aralcohi-

lo, O~heterosilo,

R2 = H, alecohilo,

33 = H, acilo,alcohilo, heterosilo,
R
R, = -O-alcohilo, -S-alcohilo, -S-alecohilo, N< >
g %
(R5 =.R6 = H, alcohilo, hidroxialeshilo)

Ia invencidn se refiere igualmente a un procedimien-
to general de transfr acidn de las sustancias de la fami-
lia de las colchicir~~ y {tiocolchicinas por via de fermen-
tacidén microbioldgica. Otros objetos de la invencidn re-
saltarén de la descripcidn que sigue:

Lag sustam ciac nuevas obtenidas por la puesta en -

préctica del procedimiento de la invencidn se caracterizan
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por ungd mejora notable de la accidn farmacef’ “niea, en
comparacidén con la de la materia prima de partida. As{,
por ejemplo, la aceidn antimitdtica se acentda 7 la toxi-
¢idad se reduce, pernitierndo esto, ademds, su utilizacidn
industrial en agricultura para las modificaciones de la
mitosis y la oreacidn de poliploides. bien sea por espar-
ciniento de soluciones'acuosas o de suspensiones de los
productos gobre sueloc cultivados, o bien por trétamienp
to previo de las semillas con los productos puros o dilui-
dos en un disolvente o sobre un soporte.

Se sabla ya que ciertos microorganismos son capaces
de provocar diversog cambios sobre las moléeulas de cier-
tas sustancias quinmicas bien determinadas. Ati, por ejem~
plo, en serie esteroide, se han puesto a puhto varios pro-
cedinientos que condugen a la introduceidn de agrupacio-
nes hidroxiladas o incluso a la creacidén de dobles enla-
ceg. Nada de esto se habia observado todavia en la serie

colahicica. El procediniento de la presente invencidn -

_permite por prinera vez., lleger, de nanera imprevisible

a nuevos compuestos de gran interds cuya preparacidn pa-
recia imposible hasta ahora. Como la sintesis quimiea de
las colchicinas no ha podido realizarse todavia., las mo-~
dificaciones moleculares de las sustancias de esta fani-~
lia eran todavia muy pocas.

De acuerdo con el procediniento de la invencidn, se
prepara, por los nétodes conocidos, un cultive bien evolu-
cionado de un microorganisno perteneciente al grupo de los
"fungi® (véase G. Snith, Industrial mycology). Se afiade
una colchieina o una tiocolchicina de la férnula general

indicada anteriornente en la que Rqa R2. R3 ¥y R4 tienen
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las significaciones preeitadas, se deja que prosiga la
incubacidén (se sigue la evolucién de la reaccidn con ~
ayuda del nétodo cronatogrifico sobre papel) y se aisla
el nuevo derivado por exiraccidn nediante un disolvente
apropiado, no niscible con agua. cronatografia eventual
y eristalizacidn., El nicroorgenisnos utilizodo se selec~
ciona de las clages de "fungi® (Streptonyeces. hongos,
bactérias vy levaduras); el cultivo bien evolucionado tiene
una edad de 30 @ 72 horas y su pH estd conprendido entre
3y 8 prosigiiéndose la inelubacién consecutiva durante
24 a 90 horeas.

Cono variante del procediniento antes descrito, se
puede preparar, de acuerdo con los procedinientos conoci~
dos, un eultivo bien evolueionado de un rderoorganisno,
filtror el micelio, poner nuevanente a este WUltino en -
suspensidn en un tanpén acucso a2 pH 5 a 8 y afedir la col

chicina o la tiocolchicina, realizdndose el resto de las

operaciones corno antes.

La Si.diedad solicitante ha ensayado una serie de -
mieroorganisnos, todos lw cuales han denostrado ser capa-
ces de efectuai las transfornaciones noleeculares., objeto
de la presente invenecidn. Entre estos microorganismos. se

pueden citar. a titulo de ejenplo:




10

“15

20

25

30

ne_ATCG

-~ Saecharomyces ellipsoideus 4097
~ Streptomyces griseus 10137
« Fusarium roseum 10914
- " oxyeporum 7601
- " javanicunm 12575
- " gladioli 11137
- "  solani : 11712
- Curvularia lunata S 12017
- Corynebacterium simplex 6946
~ Cunninghamella blakesleeana 8688
- Aspergillus niger 10548

Streptococcus =p,

t

Los ejemplos sigiientes ilustran la invenecidn pero

Ejemplo 1: Obtenciédn de uns nueva sustancia tropolénica‘

por intervencidn microbioldgica sobre la colchicina.

Se introduncen 850 ngrs, de ecolchicina en 4 litros de

‘un eultivo de Streptomyces griseus (ATCC 10.137) de 48 ho-

ras de edad. Se deja incuber la mezela durante 48 horas s
la temperatura anblente. Se exirae por 5 veees 400 cc. de
cloroformo, se retinen los extractos, se seocan sobre sulfa-
to magndsico y se evapora a sequedad en vacio. Se recoge
el residuo en 100 cec. de la mezcla cloroformo-éter (1:2) y
se cromatografia sobre 100 grs. de alimina segin Brockmann.
Ta colchicina no transformada se eluye por la mezcla ¢lo-
roformo~éter (1:2) en tamto que el producto de transforma-
cién. retenido mds fuertemente sobre la columna, se eluye

a 8u vez por la mezcla cloroformo-metanol (99-1).
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Las fraeciones eluidas se reunen y Se evaporan & -
sequedad en vaclo. Se recoge el residuo en cloroformo-éter
(1:2) y se obtienen asi 160 mgrs. de pequefios cristales
hexagonales amarillos., p. de f. 176-1782 (fusibn lenta en
tubo). /d‘/zg = - 1962 4 2 (¢ = 1 % metanol).

El producto mievo es soluble en el agua, el algohol,
la acutona y el cloroformo. Es insoluble en éter y en ben~
ceno, Los eluatos cloroformo-éter (1:2) dan cuantitativae-
mente la colchicina Jde partida cuya molécula no se ha mo-
difieado.

La nueva sustancia obtenida de acuerdo con el ejem-

plo presente ofrece las caracter{sticas siguientes:

A max

it

237:5 mu (log § = 4.47)
353 mn (log §= 4,20)

A max

El espectro infrarrojo pone en evidencia un hidroxi-
lo 1ibre§ giferencia la sustancia nueva de las otras col-

chicinas conocidas.
Andlisis:

Encontrados C % 55,7 H% 5,5 CI% 16,20 W% 2,8 OMe% 20,5.
Estos valores analiticos corresponden a la férmula
bruta?Céng306N5 para un“prbducto’sdlvafado que cortiere

0.7 moléeulas de cloroformo de cristalizacibn.

" Ejemplo 2: Accidn antimitética de la nueva sustancia

tropolénica obtenida por intervencidn microbiolégica sobie

la colchicina

Se prepars 1 cc. de una solucién acuosa al 1 9/00 de

la sustancia nueva obtenida segin el ejemplo o .ierior, y -
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despuds 1 ce. de dilucidn & 0.2 y 0505 °/00. Se sumergen
en cada eoneentraeidn, durante 3 noras, 5 a 10 semillas

de lenteja. previanente remojadas en agua duranie unas-

15 horas, Se depositan después las senilles sobre una gua-
ta de celulosa embebida de ague y se deja gue progrese la
gerpinaeidén 2 20-24¢ C. durante 4 dias. Se comparan enton
ces las pléntulas con las de testigos no tratados o trata-

dos por eoncentraciones andlogas de colehicina. las dife~

ievy) LodeRglasferdendg thd 48+ Geparroldey Ge. 1as plé@gulas y de
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las radiculas permite situar la accidn antimitética de la
nueva sustancia, Los resultados de la experiencia se indj

can en el cuadro que se da a =sontimuacidn.

lngitud  Jopgitud
gemillas de las de las tuberi-~
germinadas pantulas radienlas gzacidn

Agua pura (testigos) 9/10 40 60 nada
Colchicina 1 %/c0 8/8 5 7 NN
Sust.aeia nueva 1°/o00 8/8 5 9 144
Colchicina 0,2 °/00 8/8 4as T 114
Sustancia nueva 0,2 °/o0  8/8 5a12 8 44

Ia aceidn antimitdtica es. pues. sensiblemente igual

a la de la c¢olchieina,

Ejemplo 3: Obteneién de una nueva sustancia tropolé-

nica por intervencion microbiolégica gobre la tiocolchicing -

s derintrotucen:920 qrgrsy detiisedlchiciha en 37 litrOS‘ _

de un cultivo de Streptomyces griseus (ATCC, 10.137) de 48
horas de edad. Se deja incubar la mezela durante 48 horas
a la temperatura ambiente. Se extrae por 5 veces 300 cc. devf
cloroformo. se reunsn los extractos, se lavan con agua y se;i'

extraen nuevamenie por 4 veces 100 cc. de sosa F/10. Se rey
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nen los licores sddicos, se aciéifican por Aecido c;orhi~
drico Y se extraen por 4 veces 25 ¢c. de eloroformno.

Ia solucién‘cloroférmica se seca sobre sulfatolmag~
nésico y se evépora a sequedad en vacio. El resinduo se di
suelve en cloroformo-éter (1:1) y se pasa rdpidamente so-
bre 10 grs. de alfuina segin Brockmann. Se eluye econ clo-
roformo, se reunen las soluciones clorfcrmo-éter y cloro-
forno. 8¢ evapora a sequedad en vacfo y se cristaliza en
henéeno para obtener 175 mgrs. de pequefios cristales amari :
llos en rombos. insolubles en étér. poco solubles en aceto- .
nae. bencenc y agua. solubles en netanol, etanol, cloroformo'ff
¥y en los licores alealinos, p. de f. 182-1848 C. (fusidn - |
lenta en tubo) /o /2% = ~2812 + 2 (¢ = 0,5 %, netanol).,

Ia nueva sustancia obtenida seghin el ejemplo presen
te ofrece las caracteristicas signientes:

12 ZEn efanol: ‘
A max 257-258 mp., £ = 20.400 log. 4,30
A mox 230-292 mu £ = 10.150 " 4,00
A maz 385 . c 16.320 " 4,20

i

2?2 En solueidn gdédica:

Amax 254 pr.  § = 27,100 4,43
A max 287 o2, ¢ = 15.060 " 4,17
Amax 375y § =15.650 " 4.19

Andlisis:

Encontrado C % 64,1 H% 5,9 N % 3,3 S % 7,5 OMe % 15,0.
Bstos valores analiticos corresponden a la féramla

brute C,.H 30

217235
0,25 noldéculas de beneenc de cristalizacidn.

NS, psra un producto solvatado que contiene

Sometido al ensayo descrito en el Ejemplo 2. sobre le

senilla de lenteja, este nuévo producto derivado de la tioeo .
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ehicina muestra una excelente actividad antimitdtiea,

Ejemplo 4: Determinacidn de los fndigces terapedticos

de_sustancias nuevas obtenidas por interveneidn microbio-

légiea sobre la golchicina y la $ioeolchicina.

Tas sustencias nuevas obtenidas. gsegul los ejemplos
1y 3 se soneten a los ensayos de la toxicidad aguda por
via intraperitoneal en el ratén y de la aceidén antimitéti
ca segin la tdécnica deserita por R. JEQUIER, D. BRANCENI y
M. PETERFALVI (Archives Internationales de FPharmacodynanie
et de thérapie 103. 243 (1955) en la rata. Se determina la

Dlgg (dosis letal 50 % de los animales tratadoes) y la D&My g

(dosis antimitétlca: cdlulas en mitosis/mimero total de cé
Iulas), y despuds el Indica terapéutico (DL dividide por
DiMyng) ¥ se comparan los resultados abtenidos con los de

La N-desacetil tiocolchicina, producto que., hasta la fechs,
ha dado el mejor indiece terapdutico. Los resultados figuran

en sl eunadro sigrientes

DAM
Productos DL indice
mgr%?&g;r ngrs/’ loox,gr terapéutico
Colechieina 2 0.7 3
N-Desacetil tiocolchioina 210 10 21
Sustencia meva del cjemplol 200 5 40
Sustancia nuweva del ejemplo3 120 5 24

Los productos de la inveneidn presentan, por tanto,
indices terapeiticos no ignalados hasta la fecha.
Bjemplo 5: Obtencidn de un cultivo bien evoluvionado

ds Streptomyces griseus (ATCC. 10.137).
Se prepara un medio de cultivo compuesto como sighie:
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GIUCOSZ o o « o o 2 o s o o s & o + o o o o 10 gras.
I{quido de maceracidn del malzs . . . . . . . 10 grs.
Harina de 8038 o ¢« &« + o o o s o « s o s ¢ & 10 grs.
Extracto de malta s€C0 . 4 « ¢« ¢ 4 0 0 s e 5 grs.
Carbonato CALCICO « v o o o o o o o o s o« o » 1 grs.
CLoruro S831C0 4 v v o 4 o e o b b e e e 5 grs.

ABIB + ¢ 4 4 s 4 4 s s s s s s 4 s s o s « +€a5.p.1000 co.

Se esteriliza & 115¢ C. durante 20 minutos. se en-
frie a 25¢ C., se siembra por esporas recogidas sobre ge-
losa y se incuba a 252 G. durante 48 horas.

Los ejemplos anteriores no son limitativos de la in-
veneidn, Se pudden emplear otros microorganismos o bien uti-
lizar como materiss de partida otras ¢ .7chicinas o tiocol-
ehicinas, '

Esta solieitud que corresponde a la presentada en -
Francia, el 22 de Mayo de-1.959, bajo el nimero PV, 795.321,
se agoge 2 los beneficios del articulo 51 del vigente Es-~

tatuto sobre Propiedad Industrial.

~-NOTA-

Tos puntos de irvencidn propia y nueva que se presen—
tan para que sean objcio de esta solicitnd de Patente de
Invenecidén en Espafia, por VEINIE afios, son los siguientes:

l¢,~ Un pro=edimiento de obtorcidn dz2 Inavos deriva~
dog de las colchicinas y tiocolchicinas, caracterizado por-
que se prepara. de acuerdo con 1los procedimientos conocidos,

un cultivo bien evolucionado de un microorganismo, se agre~

ga wnz gol-hieina o uns tiocolshicina de férmu. . generals
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CH,0~

 —— & o

en la cual:

Rl = H, ~QH, -O-zcilo, ~0=-alcohilo, =O-sralcochilo,

~0~-haterosilo,

Rz = H, alcohilo,

R3 = H, acilo, alecohilo, heterosilo., R

R, = O-aleohilo, -S~alaohilo, ~§-aloohilo. N:R5
% 6.
0

(R5= R6= H, alechilo, hidroxialcohilo)
se Geja gque prosige laj.ncubagién y se eisla el mievo deri=-
vado por extraccidn con un &isolvente apropiado. no misci~
ble con el agua., cromatografia cventual y cristalizacién.
28, - Un proccdimiento segin el punto 1, caracteriza~

do porque el microorganisno utilizado se selecciona de las

familias de los streptomyces, hongos, bacterias o levadu-

-Tas.,

32, - Un »rocediniento segin .os puntos anteriores,
caracterizado porque el cultivo bien evolucionado tiene una
edad de 30 & 72 Loras y su pH estd comprehdido entre 3 y 8.

48, - Un procedimiento segin los puntos anteriores,
caracterizado porqgue ge deja que prosiga la incubacidn du
rante 24 a 90 horas.

52, ~ Un procedimiento segin los puntos anteriores,
caracterizado porquse se prepara, de acusrdo con 1los proce~
dimientos conocidos, un cultivo bien evolucionado de un ni~
croorganimmo, por ejemplo el Strcptomyces grisius. gse ~-—

filtra el mizeclin. se pone de mieve cste = - - -
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dltimo en suspensidn en wn tanpdn acuoso a pH 5 2 8 y se
afiade la colchicina o la tiocolchicina, realizando el res-
to de las operaciones como se indica en a) y d).

G2, - Un procedimiento de obtencidn de nuevos deri-
vados de las colchicinas y tiocolchicinas,

Tal y como se ha desecrito en la Memoria que antecede,
y con loe fines que se han especificado,

Eata Menoria consta de doce hojas escritas a mdquina
por una sola de sus caras,

47
i
i
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