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. La colquicina y los derivados de la colquicina

se empleen en la terapia humana ante todo como inhibi-
dores de la mitosis. El efecto terapéutico de los com~
puestos como canceroestéticos se determina mediante en

5, sayos con animaies en los ratones. Un criterio impor-
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portente para la utilidad de loz compuestos de la celgurled
na es el de una elevada proporcidn de sobrevivientes en el
ensayo con los animsles. Se ha descublierto ahora qus conl
un nuevo compuesto de halogenccolquicinz de afecto antimi-
t0tico en su empleo en ensayos con znimales se logra una
proporeldn de sobrevivientes extraordincriamente elevada.
El objeto de la presente invencidén es, por o %ento,
un procedimiento para le obtencidn de un nuevo darivado ée

halogenocolquicina de férmule I
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y ulterior separacion del compuesto I del correspon6;~nte
compuesto isocolquicinico que asimismo se ha formado de
fér;nulal I, en la que sin embargo O estd susbitvido
por ' C

OCH3 00H3

0

E1l compuesto I se emplea especlalmente conio sustan-

cia activa en preparados farmaceutlcos de setividad zntimi-

tdtica o bidn citoestdtica, preferentemente canceroestdiics,

especialmente antileucémica y/o conira la gota.

Ademés se puede emplear el compuesto I tawbién como
svstancia activa para la poliploidizacién de planites y GoOw
mo sustancia de ensayo para efectos antimitéticos, citossig
ticos, mutacionales y/o poliploidizantes en la biolozis ex
perimental. )

Como agente de metilizacidn se emplez prefereniemaiie
to el diazometano. Ia metilacidn se efectia en un disolvern-
te que no contenga ningin hidrdgeno 1dbil. Por ejemple se

pueden crplear come disolventes el éter, dioxans, tetrﬁhim

érefurano, benceno o clorvro de metllepo. El zgente de ce-

tileeidn, por ejemplo el ciaZOmeﬁano, se epplea squi em 8x-
ceso, por ejemplo en un exceso 0,% molar o meyor. Jonvenier
temente se efectda la metilzcidn dsjando reboser la pescin
a temperztiwra zmbiente.’

-

Como producto de pertida se puede amplear un compuon
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to colquicinico II ( = ) o un compursto
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isocolquicinico correspondiente (Porouin II o= )

0 una meacla de estos compusstos, Los productos e pariice

L ."
se pueden obiener t:moicn, por eacmplo rediante reacelin

) - N ’ :
de N-deszcotil-14'-desnetil-n~(0 bién iso-)-colquicing con

un haluro clorozcetilico o anhidride clcroacético.
Despuds de la primera etepe del procedimiento segm

la presente 1nvenc10n ge obt;pnp el compuesto I en mezell

‘con el correuponuibnuc compuesto 1sooolqulcmn1co (Dérmole I,

en la que, sin embzrgo, estd sustituido porﬁ h )
B . . \/ OCSA'D\

00H3 L ’ 0

De estez mezelza se separa el conpuesto desesdo I debicdo a la
distinta solubilicad en comparscién con el correspordiente
’ - '

compuesto isocolguicinico.

Asi se puede seperer, cGebido a la distinta solubili-
L& parer, ;

2 )

on en discol

=S

dad, por ecjemplo, el compuezto I por cristalizsei
ventes adecuados del compuesto isocclaulcinico.
Es ventzjoso emplear, perz la recristalizzeidén édisole
ventes en los cuzlez el compuesto colguicinico forme vn sole
vato de diffcil solubilidad, pero sin embergo el COTTEET O

diente compueste isocolquicinico un solvato de fdeil solubl

_lidad. Bl compuesto colquicinico se procipite en forms de

solvato mieniras ol compuesto isocclquicinico se queds en lz
lejia macdre. De la lejfa madroe se pueden obtener los Wliiues
restes dol cderivedo colau-cini o aun Gisuelto, per ejeryplo,

’

por elaborazeidn ercuategréfica. Tisolviende y precipiieznda
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el compuesto colquicinico, que en forma cristelina edn con
tiene disolvente, por ejemplo, cloroformo, se obtliene en-

tonces en metanol el compuesto I libre de disolvente, por

ejemplo, librg de clorolcrmo.

Te separacidn se puede realizar tambidn cromatogrd-
ficamente con agentes de eluecidn sdecuados, por ejemplo,
hidrocarburos clorados, tales como cloroformo, tetracloru-
ro de carbono, clororo metilénico, bejo adicidn de una re-
ducida cantidad de un aleohol infericr, ftal como metanol o
etanol, en un agente de sorpcidn mdecusdo, tal como gel de
silice.

In dependencia de la distinta solubilidad del come
puesto I deseado, en comparacidn con el compuesto isocol-
quici{nico, se obtiene tembidn en esta seperacién cromato-
grafice el compuesto I puro.

Ademds se puede separer el compuesto I tambidn, por
ejemplo, por extraccién del correspondiente compuesto iso-
coiquicinico. Panbién aqui se obtiene el compuesto I en
forma pura debido a su diferente solubilidad en compzracidén
con el correspondiente compuesto isocolquicinico. la extrac
cién se puede realizar, por ejemplo, también en un sistem:
de aperstos de distribucidn con dos liquidos solo parcial-
mente miscibles entre si, segﬁn‘el principio de la distri-
bueidn de Oraig. En esta forma de ejecucidn especial so
mueven dos fases liguidas en contracorriente entre si y se
ponen constantemente en equilibrio. .

El derivado colquicinico de la férmula I arriba ine
dicada, de eficacie terapéutica, ¢ bien para el tratemien~
to de las plantas, se presenta en la forma Q.

Por esta rozdén es conveniente partir, en el procedi
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miento de la presente invencidn, de un compuesto de colqul
cina y/o isocolquicina Il correspondiente gue o cucuentra
en la formd'ﬂ . Naturalmonte se puede presentar el produc~—
to de partida en forma de una mezcla de racematos, debién-
dose sin embargo separar ulteriormente en forma convenien-
temente la forma Q activa de la forma d ain contenidzs en
el producto del procedimiento., Ia ssparacidn se puede oS,
lizar, por ejemplo, mediante tratamiento con dcides {pties

mente activos y separacidn de las sales, por ejemplo, por

via crowatogrifica.

Ie clorocolguicina de la férmula I de arriba poaee‘
un destaucado efecto antimitdtico o bien citoestdtico., EL
compussto fué comproﬁado experimentalmente con animales oz
gin el método de H. Lettre, "Hoppe Seyler’s Zeitschrift
fiir physiologische Chemie" (Reviete para quimica fisioldgzi
cé de Hoppe Seyler) 268, pdg. 59 ~ 76 (1941). El compuesto
I muesira en eéte ensayo une mayor eficacia que la coloui~
cina. Por ejemplo se logra con la Ne-clorocacetil-desacetil-
~colguicina en una dosis diaria de respectivamente 5 micrg
gremos, despuds de una aplicacidn de einco d&flas, una pro-
porcidn de sobrevivientes superior al 60 % bajo curacinn
del tumor. Por el contrario con un iraotamiento andlogo con
colquicina, en igusl dosis, no se chtiene ningin efecto oy
retivo., Solamente después de aumentar la dosis diaria a 10
nicrogramos se logra con la colguicina una curacidn del %u~
mor y una proporcidn de sobrevivientes de sOlamente un 104

- BEspecialmente faversble es que lo Necloroscetil-deg
acetileolquicina muestrs un efecto inhibidor en el trata-
miento del tumor Ascites en los ratones resistentes a la

colquicina. Ademds es Qigno de observar que la R-clorcacc-

3
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til-desecetil-colqulecina tlene contra el tumor Ascitesn, sn
los ratones, una eficacia 100 veces ﬁejor gue el 5~fluor~
-uracilo ya empleado en el ensayc con animales, referido &
les mismas cantidades en peso (e svstancla sctiva emplendz.

Fl nuevo compuesto segin la invencidn se hé de em~
plear comorcancerostético, especlalmente para combatir la
loeucemia. Ademés se tiene proyectada su eplicacidn come tg
rapéutico para la curacidn de la gota. E1l nuevo derivado
colquicinico se puede emplear en mezcla con los excipientes
medicineles usuales para la medicina humasna y veterinaria.
Como sustancias vehiculo pueden citarse aquellos productos
orgénicos que son adecuados para aplicacion parenteral, ene~
teral o topical y que no réaccionen con el mievo compuesto.
tales como por ejemplo agua, aceites vegetales, polietilen
glicoles, gelatine, lactosa, fécula, estearato de masnesio,
taleo, vaselina, colesterina. Para la aplicacidn parenterszl
sirven especialmente las soluciones, preferentemente las
soluciones oleginosas o acuosas, asi como las suspensiocnss
0 emulsiones. Para la aplicacidn enterél son ademés adecuz-
das las tabletas o las grageas, para la aplicacidn topiosl
los ungiientos o cremas, que, en caso dado, estardn esterili
zados o0 mezclados con adyuvantes, tales como agentes de con
servacidn, estabilizacidén o humectacidn, o sales para fegu—
lar la presidn osmbtica o con sustancias tampén. En caszo &z
do se puede combinor el derivado colquicinico de férmula I
también con otras sustancias terapéuticamente activas, la
dosis dlaria convenientemente empleada de la sustancia ccti
va se encuentra entre uwnos 0,5 y 140 mg, dandose espacisl
preferencia & un mdrgen entre 2 -~ 5 mg.

9
En lz biologia experimental se puede emplear el nuave
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derivado halogenocolquicina segin la invencidn cupecialven
te como reactivo cancercestitico y como sustancia coupara-
tiva en la inveétigacién experimental del cancer, por ejem
plo, en ensayos quimicoterapduticos y en lss investlzacio-
nes sobre la formacidn del cancer y metabolismo del cancer,
Ademds se puede emplear para el dlagnéstico de enfermedandes
hereditarias en el andlisis de cromosomas. Otro campo de
aplicacidn es la investigacidn de los virus, especialmente
en el estudio del mecanismo de la multiplicacidn de los vi
rus. Ademés se puede emplear el compuesto como veneno mitd-
sico en la biologié experimental (microbiologia, boténica,
zoologia).

Finalmente se puede utilizar el compuesto de férmulc
I para poliploidizacidén o bién modificacidn de la mitosis,
o0 bien para lograr vaeriaciones mutaciondles en plantas.
Convenientemente se aplica en esta aplicacidn el compuesto
I, en caso dado en solucidn o sobre un soporite, sobre ls sg
milla de la planta. Una solucidn del compuesto I se puede
inyectar también en la flor de la planta o infundir eu &l
tallo de las plantas. Otra posibilidad consiste en imgreg-
nar las tierras de cultivo con el compucsto I, preferentc-
mente en solucidén o suspensidn acuoses.

Para la poliploidizaeidn de las plantas se emplua el
nuevo derivado halogerocolquicinico, segin la presenie ine
vencidn, preferentemente en soluciones en una concentracidn
de aproximadamente 0,01 hasta 0,2 %. Especialmente impovisn
te es el awmento lograde en el rendimiento de lag planies
dtiles por poliploidizaciodn.

A. Ejemplos para lo obtencidén de los derivados halogenocel

quicinicos segin la presente invencidn.
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Ejemplo 1

Una solucidn de 0,88 g de cloruro cloroacetilico en

10 cc de benceno sbsoluto o clorurc metilénico se vierte a
una mezcla de 1,55 g de desacetileolquiceina en 40 cc de

benceno absoluto o cloruro metilénico y 0,96 g de carbonn-
to sédico. Ia mezcla se deja estar bajo agitacidn, durante
la noche a temperatura embiente. Después se vierte la men-
cla en 25 ce de 2gua y la fase scuosa se acidifica con dei
do clorhfidrico. Se separa la fase acuosa y a continuacidn

se agita con agua, después con solucidn al 5 % de bicarbo~

" nato sbédico y finalmente dGe nuevo con agua. Después de se—

parar y secar sobre sulfato sddico swninistra la fase orgd
nica, al evaporar, un residuo que se recristaliza en meta~
nol/éter. Se obtienen asi 0,805 g de clorocolquiceina (424
de la teorfa), p.f. 204-206°C.

Una solucidn de 1,21 g de cloroecolquiceina en 50 cc
de cloruro metilénico se trata con un exceso de diazometa-
no en cloruro metilénico. La solucidn se filtra tan pronto
como no de ninglin color mds con solucidn de FeCliy. A contf
nuacién se evapora el disolvente, El residuo ( 1,28 g) se
disuelve en cloroformo y se vierte en una columna cublerta
con 30 g de gel de silioe..La columna Se eluye con cloro-
formo y 1 % de metanol en cloroformo. Las fracciones cen-
trales se cristalizan -conjintemente en mefanol/éter. Rendl
miento: 0,44 g de clorocolquicina (Pérmula I; R'=-CO-CH,CY,
R%= OCH,), Rendimiento: 32 % de la teorfa; p.f. 204-206°C.
Ejemplo 2

Una solucién de 57 g de cloruro cloroacetilico y 600
¢c de eloruro metilénico absoluto benceno se gotea a una

mezola de 100 g.de desacetilcolquiceina, 2,6 1 de cloruro
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metilénico mbsoluto o benceno y 61,6 £ de carbonato sddl-~
co anhidro y se agita durante la noche a temperaturs -
biente. Después se vierten lentamente 1,6 1 de agun y deg
pués de agiter durante 30 mimatos se separa la fase acuosa.
Ia ecapa dloruro metilénica se agita ain cinco veces, cada
una, con 1 litro de solucidn al 5 ¢ de sosa. Los extractos
reunidos y filtrados se newtralizan bujo refrigeracidn con
hielo con dcido clorhidrico al 25 ¢ & un pH de T y se ox-
trae una vez con 1 litro ¥y tres veces cada una con 0,5 li-~
tros de cloruro metilénico o benceno. Los extractos cloru-
ro metilénicos o bien bencénicos se lavan una vez Con pota
agua, se seca con sulfato sddico, se filira y después se
concentra por evaporacidén hasta comensar la cristalizacidn,
Después de reposar en frio se obtiene la clorocolquiceina
de p.f. 1929C. Rendimiento: 78 g (64 $ de la teoriz).

Ia solucidn de 78 g de clorocolquiceina so tratec
on 25 veces su cantidad de cloruro metilénico con un exce~
50 de diazometano en cloruro metildnico. Tan pronto como la
solucién no dé ninguna reaccidn con cloruro de hierrs se
evapora y el residuo (aproximadamente 8C g de mezela de clo
rocolquicina/cloroisocolquicina) se éisuelve en 160 cc de
cloroformo. Al reposar cristalizon 32 g de clorocolguicina
con 0,5 moles de cristal de cloroformo que se aspiran y &l

recristalizar en doble cantidad de metancl suministran 22 g

. de producto libre de cristal del disolvente de p.f. 2119,

De la lejfa madre metandlica concentrada por evaporacidn
cristalizan atn 4 g de clorocolquicineg con el mismo puato
de fusién de 211°C, Rendimiento totel: 26 g (32 % de la teg
ria).

Aunque =zin se pueden cbiener pegueiins cantidades doe
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oloroconquicina de las lejias madre c¢clorofdérmicas y meto-
ndlicas por cromatografia de columna en gel de sflice con
cloroformo ecomo eluyente, es mds conveniente hidrolizar el
residuo de evaporacidn de las lejfas con 100 veces su can-
tidad de dcido clorhidrico 1-N y emplear la desacetilcoiqui
ceina asi obtenida de nuevo en la clorocacetilizacidn.
B. Ejemplos de preparados farmacéuticos.
Ejemplo 1: Ungllento
fada vez 100 mg de desaeetil—NA(cloro-acetil)-colqui
cina se incorporan en una mezcla de
2 % de alcohol de cers de lana
1 % de alcohol cetilico
15 % de aceite de parafina viscoso
82 %4 de vaselina blanca.
Ejemplo 2: Ampollas - solucidn inyecteble
2 mg de desacetil-N~-(cloroacetil)~colquicina se di-
suelven primeramente en poca agua y desPués se completan
junto con 18,055 mg de dihidrogenofosfato sddico, 0,225 mg
de hidrogenofosfato disddico y 2 mg de alcohol benc{lico

con agua a un voldmen de 2 cec.

Ejemplo 3: Tabletas

5 mg de desacetil-N-(cloroacetil)=colquicina se elg
boran con 70 mg de lactosa bajo empleo de un mucilago de
metilcelulosa & un granulado, a continuacidn se completa
con un 10 % de fécula y 10 % de talco a un peso de 100 mg/
tableta y se prensa a tabletas en la forma usual..

C. Ejemplo para un agente segin la presente invencidn para
la poliploidizacidn de plantas.

Desacetil-N-cloroacetil-colquicina se disuelven en

agua en una concentracién de 0,02 %.
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1 cc de esta solucidn se infunde, un mes anies de
- empezar el florecimiento, en el tallo de plantas do judias
(Vicia faba) en el transcurso de un dia. las semillas se
recogen despuds de madurar y se emplean para determincr el
5. grado de poliploidizacién asi como el wlterior cultivo.
-HOTA ~
Deserite suficientemente la naturaleza del invento,
as{ como la manera de realizarlo en la prictica, dcbe ha-

0 a

cerse constar que las disposiciones anteriormente indicades,
10. son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no
alteren su principio fundamental. También se hace constar
que el invento corresponde e una Solicitud de Patente, pre-
sentada en Alemania, con fecha 23 de febrero de 1968, bajo
el ntmero P 16 95 547.8, acogiéndose por lo tanto a loz be-
" 15, neficios que oonceden los Convenios Internacionales en vi-
gor, siendo lo que constituye la esencia.del referido inven
to ¥y por lo que se solicita Patente de Invencidn por 20 coiios
en Espafia, sobres YPROCEDIMIENTO PARA LA OBTENRCION DE  UX
DERIVALO DE HALOGENOCOLQUICINA";-caracterizéndose por lo si
20. guiente:
18,~ "Procedimiento para la obtenclon de un derivado

de halogenocolquicina®, de férmula I
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rrespondiente ispcolquicinico que, asimismo se he

28 ,~ "Procedimiento para lz obiencién Ge un Geriva

de halogenocolquicina',
descrito en la presente
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