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DESCRIPCION
CAMPO TECNICO

La presente invencion desvela un procedimiento para la preparaciéon de glucésidos de
colchicina y tiocolchicina y derivados de los mismos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La colchicina (I, R{ = R, = OMe) es un alcaloide ampliamente usado durante un largo
periodo de tiempo en la terapia para el tratamiento de la gota. Ademas, la colchicina es un
agente antiblastico muy potente que actia bloqueando la formacion del huso mitético en la
division celular; esta propiedad se ha investigado minuciosamente para observar cualquier
actividad antitumoral, y se han preparado un gran nimero de derivados de colchicina para este
fin. La colchicina y la tiocolchicina (I, R = SMe, R, = OMe) son los materiales de partida utiles
para la preparacion de un serie de farmacos activos.

El glucésido 3-O-demetil-tiocolchicina, o tiocolchicésido (I, Ry = SMe, R, = B-D-OU
glucosilo), es un principio activo de uso importante destacable en el campo farmacéutico,
principalmente en la terapia de enfermedades del sistema musculo-esquelético. El glucésido 3
O-demetilcolchicina, o colchicésido (I, R = OMe, R, = 3-D-O-glucosilo), también es conocido y
esta dotado con actividades farmacolégicas.

Por lo tanto, seran importantes los procedimientos eficaces para la glucosidacion de
compuestos de tipo colchicina, para facilitar la preparacién de ambos compuestos y derivados
novedosos para su uso en la investigacion farmacoldgica.

El documento FR 2112131 desvela un procedimiento para la glucosidacién de
tiocolchicina que comprende Ila reaccibn de bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D[]
glucopiranosilo con demetil-tiocolchicina. Este procedimiento no es satisfactorio debido al bajo
rendimiento y al tiempo requerido para el procedimiento extenso y articulado.

El documento US 5777136 describe un procedimiento de glucosidacion que implica el
uso de fluoruros de azucar protegidos, en particular derivados de 1-fluoroglucosa y 101
fluorofucosa protegidos. El procedimiento descrito, en particular, se restringe a la preparacion
de derivados 3-O-glucosilo o 3-O-fucosilo de colchicina y tiocolchicina. Incluso si los
rendimientos que se han descrito son satisfactorios, este procedimiento requiere la preparacion
de derivados de azucar activados adecuados, es decir, fluoruros de azucar, lo que significa una
etapa adicional en la sintesis y la preparacion y almacenamiento de reactivos de estabilidad
relativa.

SUMARIO DE LA INVENCION

El procedimiento de la invencion se basa en el uso de derivados de 1-acetil azucar

protegidos y en particular azucares peracetilados como alternativa a 1-haloazucares, como
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agentes de glucosilacion para sustratos de colchicina o tiocolchicina. Estos compuestos estan
entre los derivados de monosacaridos mas simples, baratos y definitivamente estables y su uso
es ventajoso para la sintesis de colchinoides de glucosilo.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para preparar compuestos que
tienen la férmula I

Formula |

-utillINHAC

MeQ

en la que:
- R+ es un grupo metoxi o metiltio;
- R> es un resto O-glucosiloxi.
El procedimiento para la preparacion de los compuestos de férmula | comprende la
reaccion de un azucar 1-acetilado protegido con un compuesto que tiene la férmula Il:

HO.

~miINHAC

Formula ll

Ry

en la que Ry es como se ha definido anteriormente seguido de la escision de cualquier grupo
protector presente en el resto glucosilo. Los 1-acetil-glucdsidos estan protegidos normalmente
por grupos éster, tipicamente grupos acetilo, y por lo tanto la etapa final del procedimiento de la
invencion es la eliminacion de los grupos acetilo protectores.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion implica la reaccién de un 1-acetil-azucar con un compuesto que tiene la
féormula 1l. Después, el producto obtenido se somete a escision de los grupos protectores
presentes en el resto de glucosa para formar un glucésido de colchicina o tiocolchicina que
tiene la férmula |, en la que:
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- R4 es un grupo metoxi o metiltio;
- R> es un resto O-glucosiloxi.

La reaccién de glucosidacion se realiza preferentemente en un disolvente seleccionado
entre acetonitrilo, nitrometano, hidrocarburos halogenados y mezclas de los mismos. Se
prefiere particularmente el uso de acetonitrilo. La reaccion se realiza en presencia de un acido
de Lewis, preferentemente trifluoruro de boro, durante un tiempo que varia de 15 minutos a 6
horas, preferentemente de 30 minutos a 2 horas, a temperaturas de 0°C a la temperatura de
reflujo del disolvente, preferentemente a temperatura ambiente, en una atmodsfera inerte.
También se requiere la presencia de una base organica para que se desarrolle la reaccion.
También se requiere la presencia de una base organica para que se desarrolle la reaccion. Se
prefiere particularmente el uso de 1,1,3,3-tetrametilguanidina. El procedimiento de la invencién
tiene la ventaja de que se proporciona de forma estereoselectiva sélo uno de los dos isdmeros
anomeéricos posibles. En particular, en el caso de los azucares que pertenecen a la gluco-serie
(sustituyente C-2 ecuatorial, como en D-glucosa, D-galactosa y D-xilosa) se obtiene
selectivamente el isébmero B-(1,2-trans). Con azucares que pertenecen a la manno-serie
(sustituyente C-2 axial, como en L-ramnosa) como material de partida, se forma
exclusivamente el isdbmero o-(1,2-trans). La eliminacién de los grupos protectores puede
realizarse mediante hidrélisis basica en medios acuosos, especialmente cuando el intermedio
de glucésido de peracetilo no se aisla, 0 mediante desplazamiento nucledfilo, por ejemplo con
aminas secundarias, tales como dimetilamina, dietilamina, pirrolidina, piperidina o similares.

Es también un objetivo especifico de la presente invencidon un procedimiento mejorado
para la sintesis del tiocolchicésido o la 3-O-B-D-glucopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina bien
conocidos.

El procedimiento de la invenciéon proporciona una diversidad de ventajas sobre los
procedimientos conocidos para la preparacién de colchicina y tiocolchicina o derivados de los
mismos. Estas ventajas incluyen:

- la derivacion de la preparacion de un reactivo de glucosilo activado adecuado, tal como
el 1-halo-azucar;

- el uso de 1-acetil-protegidos-glucosas preparadas de forma facil y estable (por ejemplo
peracetilglucosas);

- la posibilidad de cristalizar el producto final directamente a partir de la mezcla de
reaccion en bruto;

- la preparacién de colchinoides de glucésido obtenidos dificilmente con procedimientos
de la técnica anterior, tales como galactésidos, ramndésidos, etc.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion con mayor detalle.

1) Sintesis de tiocolchicosido (3-O-B-D-glucopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina)

Se suspendié 3-O-demetiltiocolchicina (2,0 g) en acetonitrilo (20 ml) en una atmésfera
de nitrégeno a temperatura ambiental seguido de la adicién secuencial de 1,1,3,3[
tetrametilguanidina (1,8 ml), una solucion de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glucopiranosa (5,60
g) en acetonitrilo (10 ml) y finalmente trifluoruro de boro (7,2 ml).

La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas, después se
enfrié a 5°C y se inactivd mediante la adicién de KOH 2 M a un pH = 6 (aproximadamente 20
ml). La fase acuosa se separdé y se extrajo con acetonitrilo (10 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron secuencialmente con NaHSO, 0,5 M (20 ml), NaHCO; al 6% (20 ml) y
salmuera (20 ml).

El disolvente se retird al vacio y se reemplazd por etanol al 95% (30 ml). Se afiadio
NaOH 2 M (40 ml) y la solucién se agité hasta que se completd (aproximadamente 2 horas).

Se afadid NaHSO4 1 M a un pH = 7 y después el etanol se retiré por evaporacion al
vacio.

La fase acuosa se extrajo dos veces con diclorometano (2 x 20 ml), la fase organica se
extrajo de nuevo con agua (20 ml) y después se desechd. Las fases acuosas combinadas se
extrajeron con una mezcla 1:1 de diclorometano-etanol hasta que se completd la extraccién de
tiocolchicosido. La fase organica se lavé con una solucién de NaCl al 20% (30 ml), después se
concentrd, dando 20 ml, y se dejo cristalizar en agitacion durante 2 h a temperatura ambiente.
El producto se recogié por filtracién. Se obtuvieron 2,00 g de tiocolchicésido (rendimiento del
71%) con datos fisicos y espectroscopicos idénticos a los indicados en la bibliografia.

2) Sintesis de 3-O-p-D-galactopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina

Se suspendié 3-O-demetiltiocolchicina (1,0 g) en acetonitrilo (10 ml) en una atmésfera
de nitrégeno a temperatura ambiente seguido de la adicién secuencial de 1,1,3,30
tetrametilguanidina (0,9 ml), una solucién de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-galactopiranosa (2,80
g) en acetonitrilo (10 ml) y finalmente trifluoruro de boro (3,6 ml).

La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas, después se
enfrié a 5°C y se inactivd mediante la adicién de NaOH 2 M a un pH = 6 (aproximadamente 10
ml). La fase acuosa se separd y se extrajo con acetonitrilo (10 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron secuencialmente con NaHSO, 1 M (10 ml), NaHCO3 al 6% (10 ml) y
salmuera (10 ml).

El disolvente se retird al vacio y se reemplazd por etanol al 95% (20 ml). Se afiadio
NaOH 2 M (20 ml) y la solucién se agité hasta que se completd (aproximadamente 2 horas).
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Se anadié NaHSO,4 0,5 M a un pH = 7 y después el etanol se retird por evaporacion al
vacio.

La fase acuosa se extrajo dos veces con diclorometano (2 x 20 ml), la fase organica se
extrajo de nuevo con agua (20 ml) y después se recogi6. Las fases acuosas combinadas se
extrajeron con una mezcla de 1:1 de diclorometano-etanol hasta que se completé la extraccion
de tiocolchicosido. La fase organica se lavé con una solucion de NaCl al 20% (20 ml), después
el disolvente se reemplazd por metanol, se concentr6 dando 15 ml y se dejé cristalizar en
agitacién durante 2 h a temperatura ambiente. El producto se recogié por filtracion. Se
obtuvieron 855 mg de producto (rendimiento del 61%), p.f. = 255-6°C.

RMN "H (DMSO-dg) & (ppm): 1,86 (1H, m); 1,87 (3H, s); 2,06 (1H, m); 2,24 (1 H, m);
2,43 (3H, s); 2,55 (1 H, m); 3,45 (1 H, m); 3,57 3H, s); 3,60 (1 H, m); 3,62 (1 H, m); 3,67 (1 H,
m); 3,74 (1 H, m); 3,87 (3H, s); 4,36 (1 H, m); 4,52 (1 H, d, J = 4,4 Hz); 4,68 (1 H, t, J = 5,7 Hz);
485(1H,d,J=5,7Hz);491 (1 H,d,J=7,8Hz); 514 (1H, d, J = 5,6 Hz); 6,88 (1H, s); 7,04
(1H, s); 7,17 (1H, d, J = 10,7 Hz); 7,29 (1H, d, J = 10,7 Hz); 8,60 (1H, d, J = 7,3 Hz).

EM* (m/z): 1149,0 [2M+Na]*, 1126,7 [2M+H]+, 586,3 [M+Na]*, 564,2 [M+H]", 402,2 [M[]
gal+H]".

3) Sintesis de 3-O-a-L-ramnopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina

Se suspendié 3-O-demetiltiocolchicina (2,0 g) en acetonitrilo (20 ml) en una atmésfera
de nitrégeno a temperatura ambiente seguido de la adicién secuencial de 1,1,3,30
tetrametilguanidina (1,8 ml), una solucion de 1,2,3,4-tetra-O-acetil-P-L-ramnopiranosa (4,77 g)
en acetonitrilo (10 ml) y finalmente trifluoruro de boro (8,4 ml).

La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 3 horas, después se
enfrié a 5°C y se inactivé mediante la adicion de NaOH 2 M a pH = 6. La fase acuosa se separo
y se extrajo con acetonitrilo. Las fases organicas combinadas se lavaron secuencialmente con
NaHSO, 1 M, NaHCO; al 6% y salmuera.

El disolvente se elimind al vacio y se reemplazé por etanol al 95% (20 ml). Se afiadio
NaOH 2 M (15 ml) y la solucién se agité hasta que se completd (aproximadamente 2 horas).

Se afiadid NaHSO, 1 M a pH = 7 y después el etanol se evaporoé al vacio.

La fase acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 20 ml), la fase organica se extrajo de
nuevo con agua (20 ml) y después se desechd. Las fases acuosas combinadas se extrajeron
con una mezcla 1:1 de diclorometano-etanol hasta que se completd la extraccion de
tiocolchicosido. La fase organica se lavé con una solucion al 20% de NaCl (30 ml), después el
disolvente se reemplazé por metanol, se concentrd, dando 15 ml y se dejo cristalizar en
agitacién durante 2 h a temperatura ambiente. El producto se recogié por filtracion. Se
obtuvieron 2,03 g de 3-O-a-L-ramnopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina (rendimiento del 78%),
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p.f. = 254-5°C.

RMN "H (DMSO-dg) & (ppm): 1,19 (3H, d, J = 6,6 Hz); 1,87 (1H, m); 1,88 (3H, s); 2,04 (1
H, m); 2,22 (1 H, m); 2,44 (3H, s); 2,61 (1 H, m); 3,35 (1 H, m); 3,59 (3H, s); 3,70 (1 H, m); 3,71
(1 H, m); 3,85 (3H, s); 4,35 (1 H, m); 4,82 (1 H, d, J = 5,7 Hz); 4,94 (1H, d, J = 5,7 Hz); 5,12
(1H, d, J = 4,3 Hz); 5,39 (1H, d, J = 1,8 Hz); 6,88 (1H, s); 7,05 (1H, s); 7,16 (1H, d, J = 10,7 Hz);
7,29 (1H, d, J = 10,7 Hz); 8,68 (1H, d, J = 7,5 Hz).

EM* (m/z): 1117,1 [2M+Na]’, 570,3 [M+Na]", 548,2 [M+H]+, 402,2 [M-ra+H]".

4) Sintesis de 3-0O-B-D-xilopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina

Se suspendieron 15,0 g de 3-O-demetiltiocolchicina en 140 ml de acetonitrilo en
agitacién en una atmadsfera de nitrégeno.

Se anadieron 13,5 ml de 1,1,3,3-tetrametilguanidina que convirtié la mezcla en una
solucion de color rojo intenso. Se afiadié una solucion de 34,3 g de tetraacetato de D-xilosa en
60 ml de acetonitrilo y finalmente se afnadieron gota a gota 45 ml de BF3;Et,O manteniendo la
temperatura interna a aproximadamente 20°C. La solucion se agité durante 2 h hasta que se
completo, después se enfrio a 5°C y se ajusté a pH ~7 con 120 ml de NaOH 2 M.

Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo de nuevo con 25 ml de acetonitrilo.
La fase organica se lavo secuencialmente con 50 ml de NaHSO4 1 M, 60 ml de NaHCO; al 5%
y finalmente con 50 ml de salmuera. La fase organica se concentrd, dando un volumen de 150
ml, se afnadieron 50 ml de terc-butilmetil éter y la mezcla se dejé cristalizar a temperatura
ambiente durante 1 h. El sdlido se recogié por filtracion, se lavd con 40 ml de 1:1 de
acetonitrilo-terc-butilmetil éter y se secd, produciendo 19,8 g de 3-O-B-D-(2',3',4'"
triacetil)xilopiranosil-3-O-demetiltiocolchicina.

Se suspendieron 19,4 g de este intermedio en 300 ml de metanol, se anadieron 16 ml
de dietilamina y la mezcla se calenté a 40°C durante 2 h hasta que se completo.

La solucién resultante se concentrd, dando un volumen de 110 ml y se dejo cristalizar
durante 1 h a temperatura ambiente. El sélido se recogié por filtracion, se lavé con 25 ml de
metanol y se seco, produciendo 13,7 g de producto (rendimiento global: al 70%), p.f. = 233-4°C.

IR cm™: 3295, 2940, 2867, 1636, 1601, 1558, 1507, 1480, 1424, 1348, 1317, 1074,
1029, 870, 594.

RMN "H (DMSO-dg) & (ppm): 1,86 (1H, m); 1,87 (3H, s); 2,04 (1H, m); 2,24 (1H, m); 2,43
(3H, s); 2,61 (1H, m); 3,28 (1H, m); 3,31 (1H, m); 3,33 (1H, m); 3,43 (1H, m); 3,57 (3H, s); 3,82
(1H, dd, J = 11,2 Hz, 5,1 Hz); 3,86 (3H, s); 4,36 (1 H, m); 4,98 (1 H, d, J = 7,2 Hz); 5,08 (1 H, d,
J=48Hz);511 (1H,d,J=4,8Hz); 534 (1H, d, J = 5,7 Hz); 6,86 (1H, s); 7,05 (1H, s); 7,16
(1H, d, d = 10,7 Hz); 7,28 (1H, d, J = 10,7 Hz); 8,60 (1H, d, J = 7,3 Hz).

EM* (m/z): 1067,7 [2M+Na]*, 1066,5 [2M+H]", 556,2 [M+Na]", 534,2 [M+H]", 402,2 [M[
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xil+H]".
5) Sintesis de 3-O-B-D-xilopiranosil-3-O-demetilcolchicina

Se suspendieron 2,0 g de 3-O-demetilcolchicina en 18 ml de acetonitrilo en agitacion en
una atmodsfera de nitrégeno.

Se anadieron 1,9 ml de 1,1,3,3-tetrametilguanidina, que convirtié la mezcla en una
solucion de color rojo intenso. Se afadié una solucion de 4,9 g de tetraacetato de D-xilosa en
10 ml de acetonitrilo y finalmente se afadieron gota a gota 5,2 ml de BF;E{,O manteniendo la
temperatura interna a aproximadamente 20°C. La solucion se agité durante 2 h hasta que se
completo, después se enfrio a 5°C y se ajusté a pH ~7 con NaOH 2 M.

Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo de nuevo con 10 ml de acetonitrilo.
La fase organica se lavé secuencialmente con NaHSO, 1 M, NaHCO; al 5% y finalmente con
salmuera. El disolvente se reemplazé por metanol (30 ml), se afadieron 6,4 ml de dietilamina y
la mezcla se calentd a 40°C durante 2 h hasta que se completé.

El disolvente se evapord y el residuo se purificd por cromatografia en columna con
85:15 de DCM:MeOH. Las fracciones que contenian el producto se recogieron y el disolvente
se elimind, produciendo 2,29 g de un producto amorfo (rendimiento global: al 86%).

RMN "H (DMSO-dg) & (ppm): 1,86 (1H, m); 1,87 (3H, s); 2,03 (1H, m); 2,23 (1H, m); 2,59
(1H, m); 3,28 (1H, m); 3,31 (1H, m); 3,33 (1H, m); 3,42 (1 H, m); 3,55 (3H, s); 3,81 (1 H,dd, J =
10,8 Hz, 5,0 Hz); 3,86 (3H, s); 3,90 (3H, s); 4,35 (1H, m); 4,97 (1H, d, J = 7,2 Hz); 5,06 (1H, d, J
= 4,6 Hz); 5,10 (1H, d, J = 4,8 Hz); 5,33 (1H, d, J = 5,3 Hz); 6,84 (1H, s); 7,04 (1H, d, J = 10,7
Hz); 7,12 (1H, d, J = 10,7 Hz); 7,15 (1H, s); 8,60 (1H, d, J = 7,3 Hz), EM" (m/z): 1056,8
[2M+Na]’, 540,3 [M+Na]", 518,2 [M+H]+, 386,2 [M-xil+H]".
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparacion de compuestos que tienen la formula I:

Rz

Formula |
-utilliNHAC

MeQ

en la que:

- Ry es un grupo metoxi o metiltio;

- R, es un resto O-glucosiloxi;
comprendiendo el procedimiento hacer reaccionar de una 1-acetil-glucosa protegido con un
compuesto que tiene la formula Il:

HO.

~miINHAC

Formula ll

Ry

en la que Ry es como se ha definido anteriormente seguido de la eliminacién de los grupos
protectores del resto de glucosilo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que dichos 1-acetil-azucares, de la serie D
o L, estan protegidos con grupos éster.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2 en el que los grupos éster son
grupos acetilo.

4, El procedimiento de la reivindicaciones 1-3 en el que dichos grupos protectores se
escinden mediante hidrolisis basica.

5. El procedimiento de las reivindicaciones 1-3 en el que dichos grupos protectores se
escinden a través de desplazamiento nucledfilo por la reaccién con una amina.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que la reaccion se realiza en un disolvente
seleccionado entre el grupo que consiste en acetonitrilo, nitrometano, hidrocarburos
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halogenados y mezclas de los mismos.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que la reaccion se realiza en presencia de
un &cido de Lewis.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7 en el que el acido de Lewis es trifluoruro de boro.
9. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que la reaccion se realiza en presencia de

una base organica.
10. El procedimiento de la reivindicacion 9 en el que dicha base es 1,1,3,3[]

tetrametilguanidina.
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