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PATENTE .
DE
INVENCIOHN

por WPROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE N,-GLICOSIDOS DE

LA 5-FLUOCITOSINA ¥ SUS SALES CON ACIDOS MEDICINALNENTE ACEP
TABLESt, a favor de la firma suiza F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE.
SOCIETE ANONYME, residente en BASILEA (Sulza). :
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MEMORIA DESCRIPTIVA

La invencién ge refiere a nuevos Nj-glicésidos de la
S=fluocitosina y sus sales con acidos medicinalmente acepta-
bles, MAs particularmente se refiere a Nl-ribésidos y a Ny-
=2t~deoxirribdsidos de S-fluocitésina, como por ejemplo la
Se l-beta-D-ribofuranosil-S-fluocitosina (a la que se puede re-
ferir asimismo como a 5-fluoccitidina) j la l-beta-D-2t-deoxi
rribofuranosil-5-fluocitosina (a la que se puede referir asi
mismo como & 2'-deoxi-5-fluocitidina) y a sales medicinalmen
te aceptables de estos compuestos.,

10, La invencidn se refiere también a un procedimiento
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para preparacidn de Nl-glicésidos de 5-fluocitosina y a sus
sales con acidos medicinalmente aceptables que consiste en
hacer reaccionar un &ster O-acf{lico de Nl-glicésidos de 5-
-fluouracilo con un agente tiazador en un medio bdsico, tra-
tando el O-aciléster de Nl-glicésidos de 4-tio-5-fluouracilo
obtenido con amonfaco en exceso ¥, en ceaso dessado, convir-
tiendo el producto reaccional en una sal con un écido;>Los
ésteres O-acf{licos utilizados en el procedimiento son, por
ejemplo, ésteres alcanoflicos inferiores, como ésteres ace-
tilicos, o ésteres aralcanoflicos, como ésteres benzoflicos,
O-acil-ésteres de Neribésidos de 5-flu0uracilo‘y O-acil-és-
teres de Nl»E'-dedxirribésidos de 5-fluouracilo son materia-
les de partida preferidos, Particularmente preferidos son
0-acil-ésteres de 5-fluoufidina y 2'-deoxi-5-fluouridina, vg.
2',3",5'=tri~0~benzoil~5=-fluouridina o 3',5'5di-0-benzoil-2'-
-decxl-5-fluouridina. Es ventajoso usar como agente tiaza--
dor pentasulfuro de fésforo, y como medio bésico piridina o
quinolina, El tratemiento con amonfaco es llevado a cabo,
preferentemente, con calentamiento.

Los Nl-glicésidos de 5-fluocitosina son compuestos
bésicos que forman sales de adicidén con 4cidos inorgénicos y
organicos. Se puede hacer reaccionar, por e jemplo, los com-
puestos con aproximadamente una proporcidn equimolecular del
dcido fuerte inorganico u orgénico apropiado, para obtener
sales como ios hidrohaluros, vg. clorhldrato, bromhidrato,
etc., sulfato, nitrato, picrato, etc.

Los N~glicdsidos de 5-fluocitosina son utiles como
antimetabolitos, impidiendo el metabolismo de écido nuclefni
co, y como agentes bacteriostdticos, siendo aétivos por ejem
plo contra las bacterias grampositivas como Staphyiococcus

aureus y Lactobacillus leichmannii, y bacterias gramnegati-
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vas como Proteus vulgaris y contra los hongos, tales como
Paecllomyces varioti y Penicillium digitatum, Las substan=-
cias pueden ser administradas en la forma de la base, ¢ de
una de las sales de adicién dcidas medicinalmente acepta-
bles ‘de las mismas.

Los ejemplos sigulentes son ilustrativos de la inven
cidn., Todas las temperaturas constan en grados cent{grados.
EJEMNMPLO 1

Una mezcla bien agitada que contiene 21,4 g (0,037
moles) de 2',3',5'=tri-benzoil~5-fluouridina, 28 g de penta-

sulfuro de fésforb, 350 ml de piridina y 0,8 ml de agua es

" calentada al reflujo. La solucidn anaranjade, clara, es tra

tada a gotas con agua adicional hasta que se mantenga una sgo
lucidn anaranjada turbia. Al cabo de 6 1/2 horas a tempera-.
tura de reflujo es enfriada la mezcla reaccional y vertida
en una suspensidén de agua helada enérglcemente agitada. El
precipitado granuloso que se forma es separado por filtra-
cidn, El material sélido as{ obtenido es disuelto en 600 ml
de cloroformo y éeparado por filtracidén de una pequefia canti
dad de material insoluble, La solucién de cloroformo es la-
vada dos veces con agua y secada sobre sulfato sdédico. En-
tonces es concentrada al vacfo la solucidn cloroférmica., El
residuo sélido crudo es cristalizado de dos litros de etanol
caliente; rendimiento 15,7 g (72%), punto de fusién 182-184°,
Une parte alfcuota de la 2',3',5'-tri-O-benzoil-4-tio-5-
-fluouridina cruda es recristalizada de etanol; punto de fu=-
sidén 183,5-184°,

12 g de 2',3',5'~tri-0~benzoil-4-tio-5-fluouridina
son calentados con 200 ml de amonfaco etandlico (solucidén sa

turada a 0°) en un tubo sellado durante 15 horas a 85°, E1



material se disuelve paulatinamente. La solucidn verdosa en-
tonces es concentrada a sequedad al vacfo. Se adiciona agua y
se separa por filtracidn el material insoluble, E1 filtrado
acuoso es sometido a-destilacidn por vapor para expulsar el
5. benzoato de etilo. ILa solucidn de agua residual es extraf-
da tres veces con cloroformo, tratada con carbdn vegetal y
la capa acuosa es coﬁcentrada a sequedad al vacfo., El mate
rial es codestilado con tolueno para eliminar los dltimos
vestiglios de agua. Al jarabe, as{ obtenido, que contiene
10. 5-fluocitidina, ¢s adicionado etanol, y la mezcla es trata-
da con cloruro de hidrdgeno gaseoso, mientras que se enfria
moderadamente., Primero se forma una solucidn clara y enton
ces un fino precipitado blanco. Después de enfriamiento ¥
filtracidn, se obtiene 5,2 g de clorhidrato de 5-fluocitidi
15, na cruda; punto de fusidn 173-174°,
La cromatograffa de intercambic de iones demuestra
gque el material producido de este modo contiene un aproxima
demente 55% de 5-fluocitidina pura., El resto es citidina y
posiblemente una pequefia cantidad de S-etoxicitidinea. |
20. Se hace pasar 0,15 g de clorhidrato de S-fluocitidi
na cruda, disuelto en 2 ml de HCl 1-n a través de una colum
na de 1,1 em x 17 cm de resina intercambiadora de iones Do-
wex 50-X2, 100-200 mallas (una résina intercambiadora de ca
tiones intensamente acida que consiste en copolimeros de es
25. tireno-divinil-benceno (2% de divinilbenceno) interenlazado
que contiene agrupaciones de dcido sulfénico como grupos
funcionales). La columna es elufda con HC1l 1-n, recogiendo
fracciones de 20 ml por media hora. La evaporacion de la
fraceién 3 produce un residuo vidrioso que es cristalizado

30, de una mezcla de 10 ml de etanol y 3 ml de metanol. E1



10,

15,

20

clorhidrato de 5-fluocitidina funde a 177-179°.

Para obtener la base de S5-fluocitidina en forma pu-
ra, se lleva a cabo el siguiente proceso:

Dowex 50-X2 (una resina intercambiadora de cationes
intensamente dcida, antes descrita), 100-200 mallas, es la-
vada consecutivamente con acido clorhfdrico, agua y amon{a-
co acuoso (30 ml de amonfaco concentrado en 100 ml de agua)
¥ lavada otra vez a neutralidad con agua, para producir la
forma de amonio de la resina.

Una solucidn de 3,03 g de clorhidrato de S-fluociti
dina cruda en 12 ml de agua es hecha pasar a través de uma
columna de 2,2 cm x 40 cm de la resina antes descrita. E1
material adsorbido a la resina es elufdo con agua destilada
¥y aproximademente 20 ml de fracciones son recogidas cada me
dia hora, Las fracciones individuales son examinadas con
respecto a absorciidn ultravioleta a longitudes de onda de
280 y 300 milimicras en HCl 0,1-n, Las cifras en la tabla
I represenfan la absorcidén total de las fraccicnes (obteni-
das por multiplicacidn del valor de extineién x la dilucién
de la muestra x el volumen de la muestra. Cuando la elu-
cidn con agua ya no da material que presente abgoreién ul-
travioleta en la fraccidn 142, se continda la elucidn con

amonface 0,02-n.
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TABLA I
Fraccidn gggo;;iénaggtg; g%% Identificacidn
Material de
partida 115,000| 67,000 | 0.592
1-3 -- -- - NH, C1
4 990| 1,120 1.13
5 97 117] 1.2
6-9 -- -- --
10-55 45,000| 43,800 0,973 | ‘
56-90 7,5201 7,320] 0.986 5.66 mi 5-fluocit1diia
91-142 3,480| 3,330} 0,96
143-185 5,860 2,190| 0.374
186 240 200 0.27
187-202 37,700| 8,285| 0.22 2,81 mi citidina 2)

1) (=1,48 g calculado como base, 0 1.69 g calculado como
clorhidrato)

2) (=0.572 g calculado como base, 0 0,786 g caleculado como
clorhidrato) :

Se combinan las fracciones 10-90 y se las evapora a

sequedad al vacfo.

do con 37 ml de etanol caliente.

El residuo parecido a vidrio es extrai-

La solucidn obtenida es

separada por filtracidén de algin material pardo insoluble.

Al enfriar se precipitan cristales que son filtrados y lava-

dos con etanol y éter.

Rendimiento 0,89 g.

La substancla,

5«-fluocitidina, empieza a fundir a unos 190°, siendo resoli

dificada y fundida otra vez a 199-200°.

Una prueba recris-

talizada de etanol da caracterfsticas similares de punto de

fusidn.

El licor madre es evaporado a sequedad y el residuo
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es cristalizado de modo similar, dando 0,12 g de material
idéntico. Las fracciones 91 a 142, después de un trata-
niento similar, dan un rendimiento adicional de 20 mg de
5-fluocitidina, para dar un rendimiento total de 1,03 g de

5. base cristalina (33%% del tedrico basado en 2',3',5'-tri-0-
~benzoil-4-tio~-5=-fluouridina).
Las fracciones 187-202 producen,,deépués de evapo-
racidn y cristalizacidén de 100 ml de metanol y 100 ml de
éter de petrdleo, 0,42 g de agujas arracimadas que funden a
10. 214-2150. La comparacidén del espectro ultravioleta y un
punto de fusidn mixto con una muestra auténtfca establece
la identidad del material que funde a 214-215°, con la citi
dina, |
Bl compuesto de partida, la 2',3',5'-tri-0-benzoil-
15, -5-fluouridina que no forma parte de 1la presente invencidn
de suyo es nuevo, pudiendo ser sintetizado por el método
descrito a continuacidn :
A una solucidn de 65 g (500 nii) de 5-fluouracilo en
2350 ml de hidréxido sédico acuoso (que contiene 8 g (200
20, mi) de NaOH) es adicionada una solucidn de 136 g (500 mM)
de cloruro mercirico en 452 ml de etancl., El pH de la mez-
cla es ajustado a 5,1 por adicidn de 450 ml de hidrdxido sd
dico acuoso 1-n, después de lo cual se precipita di-5-fluourg
cilo de mercurio. Se deja reposar la mezcla durante la no~
25, che a 40 v entonces se filtra el producto cristalino, libe-
réndolo del cloro por lavado con agua, seguidamente con eta
nol y, finalmente, con éter dietilico. Rendimiento 98,3 g
(85,7%).
750 ml de éter anhidro son enfriados a 0° y satura-

30, dos con HCl seco gaseoso {son absorbidos unos 275 g de HC1).
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35,5 g (0,07 moles) de l-O-acetil-2,3,5-tri-0O-benzoll-beta~-
-D-ribosa /preparada mediante la modificacidén de Kissmann y
otros de la s{ntesis-de Fletcher, J.A.C.5. 77, 21 (1955);
JWA.C.Se 2§, 763 (1954)7, previamente secada a 50° al vacfo
son disueltos en la solucidn fria de HCl-éter, Enténces se
adiciona 28 ml de cloruro de acetilo y la mezcla es almace~
nada a 0° durante ocho dfas., Durante este perfodo, al cabo
de tres dfas, se vuelve a saturar la solucidén fria con HC1
gaseosgo; rendimiento- unos 15 g

Entonces la sdlucidn es evaporada al yacio debajo
de 50° hasta que quede remanente un jarabes El residuo es
extraldo tres veces con porciones de 125 ml de benceno seco.
£l digolvente es eliminado cada vez al vacio. Finalmente,
se disuelve el jarabe residual en 190 ml de tolueno seco,
siendo adicionado paulatinamente a una suspensidn seca de |
di-S5~fluouracilo de mercurio, de modo siguiente: se suspen-
de bajo agitacidén 16 g (0,035 moles) de di-S5-fluouracilo de
mercurio en 255 ml de toluenos. Se éepara por destilacidn
100 ml de tolueno a presidn atmosférica. Se deja enfriar
algo la mezcla y se adiciona 100 ml de tolueno seco. Se se
para por destilacidén como antes 85 ml de tolueno. A esta
suspensifn de di-5-fluouracilo de mercurio es paulatinamen=
te adicionada a unos 100° la solucidn toluénica de l-O-ace-
til-2,3,5~0-bengoil-beta-D-ribosa.

Entonces se trata la mezcla as{ obtenida al reflujo
a 108° durante 1 3/% horas. La.mezcla reaccional es fil-
trada al punto de ebullicidn y el filtrado es enfriado en
el refrigerador durante dos dfas} La 2',3',5'=$ri-0-ben-
zoil-S-fluouridina cruda precipitada es separada por filﬁrg

cidn y secada al vac{o. Rendimiento 18 g (52%).
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La 2',3';5'-tri—o-benzoil-5-f1uouridina cruda es pu
rificada, disolviendo 10 g del material crudo en 350 ml de
cloroformo en un frasco de tres golletes de un litro de ca-
bida provisto de un grifo de detencidn en el fondo y conec-
tado con un condensador de réflujo.‘ La solucidn es calenta
da a 50° bajo agitacidn., Se adiciona a la solucidn clara
que resulta a gotas 100 ml de yoduro potasico bajo agita-
cién, La mezcla es agitada durante 15 minutos. Se deja ég
pararse las dos fasés, manteniendo la temperatura a unos
45-500.' La capa de cloroformo més pesada es separada y la
fase acuosa es decantada.

La fase cloroférmica es dos veces lavada con p&rcig
nes de 150 ﬁl de agua a 50°, La fase cloroférmica lavada
es tratada, mientras estd aun caliente, con sulfato sddico
hasta que la mezclg se aclara, y filtrada. El filtrado es
evaporado & unos 100 ml al vacfo y el residuo es eafriado du
rante la noche en el refrigerador.

Se separa por filtracidn la 2',3',5'-tri-O-benzoil-
-S-fluouriding;purificada, siendo lavada con un poco de clo
roformo helado, filtrada por aspiracién ¥y secada al vacfo;
rendimiento 6,5 g (65%); punto de fusién 215-217°,

La 5-fluocitidina y sus sales medicinalmente acepta
bles sonvﬁtiles como agentes antibacterianos y antifungosos,
siendo activas por ejemplo contra Paecilomyces varioti, Baci
llus simplex, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Pinicillium
digitatum, Staphylococcus aureus,- -Lactobacillus leichmannii
y similares,

EJEMPLO 2

Una mezcla de 3,6 g (0,05 moles) de 2'-deoxi-S5-fluo-
-uridina cruda (aproximadamente 90% pura), 100 ml de piridi-



Se

10,

15.

20.

25.

30.

na anhidra y 4,2 g (0,03 moles) de cloruro de benzoilo son
calentados a 55—60° durante 60 horas, La solucién amarilla
que resulta es enfriada y vertida en chorrito fino en una
suspensién de agua helada enérgicamente agltada., Se preci-
pita inmediatamente un sélido blanco fino, La mezcla es
agltada durante una hora y entonces es filtrada la suspen-
sidn. E1 material s8lido as{ obtenido es repetidas veces
lavado con agua fria, alcohol frio y, finalmente, con éter.
La 3',5'~di-0-benzoil-2'-deoxi-5-fluouridina cruda (6 g)
as! obtenida funde a 235-236,5°, De recristalizacién de
acetato de etileo y seguidamente de metanol, resulta la 3',
1 5t'=di«0=benzoil-2t=deoxi~5=fluouridina cristalina que fun-
de & 236,5-237,5°.

Unea meszcla eficazmente agitada que contiene 5,5 g
(0,012 moles) de 3',5'=di~0-benzoil-2'=-deoxi-5-fluouridina,
10,4 g (0,047 moles) de pentasulfuro de f£ésforo y 150 ml de
piridina es'calentada a temperatura de reflujo, durante cu-
yo tiempo sé forma una solucidn clara anaranjada. Entonces
es adicionada a gotas agua hasta que la solucidn se hace
permenentemente turbia (0,5 ml de agua). El tratamiento al
reflujo es continuado durante cinco horas adicionales. La
solucidn turbia parda es enfriada a unos 70° y una mitad de
la piridina es separada por destilacidén al vacio,, El resi-
duo siruposo es vertido en chorrito fino en una suspensidn
de agua helada y agitado durante media hora, en cuyo lapso
se vuelve granuloso el semisdlido, Después de filtracidn el
sdlido es recogido en un volumen grande de cloruro de metile
no, lavado con agua, y secado sobre sulfato sédico., La 8o~
lucidn de cloruro de metileno es concentrada para oObtener la

31,5'=di=0=benzoil-4~tio=2! =deoxi-5~fluouridina como sdlido
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ligeramente amarillo. El compuesto es recristalizado de eta
nol absoluto; punto de fusidn 210-211°,

Una solucidén de 1 g de 3',5'-di-O-benzoil-4-tio-2'-
-deoxi-5-fluouridina cruda en 20 ml de amonfaco 1fquido es
calentada bajo nitrdgeno en un autoclave forrado de vidrio
durante 6 horas a 70-80° (se utiliza amonfaco l{guido en lu-
gar de amonfaco alcohdlico para evifar la introduccién del
grupo alcoxi). Después de la evaporacidén del amonfaco al
vacio a 60°, es obtenido un residuo. sélido de color canela
conteniendo 2'-decoxi-5-fluocitidina eruda que es recogido
con 15 ml de agua. Algin material insoluble es separado por
filtracidén y la solucidn acuosa es extrafda tres veces con
porciones de a 20 ml de éter, La capa acuosa es liberada
del éter por evaporacidn parcial al vacio y acidulada al ro-
jo Congo con 1,3 ml de &cido clorhfidrico l-n.

Se hace pasar esta solucidn que contiene clorhidrato
de 2'~deoxi-fluocitidina crudo a través de una columna de
2,5 cm x 35'cm de Dowex 50-X2 en la forma de amonio (identi~
ficada més particularmente en el ejemplo 1) y cromatografia-
da con agua a una razén de flujo de unos 20 ml por fraccidn
por media hora, Las fracciomes 6 a 11 (130 ml) son combina-
das, dando una absorcidn total en el ultravioleta de 6090 a
280 milimicras (en HCl 0,1-n) y una proporcidn de g%% = 0,9,
La cromatograff{a en papel produce con isopropanol-HCl sdlo
una mancha. La evaporacidn de las fracciones 6-11 al vacio
da 305 mg de un residuo vidrioso gue es disuelto en 20 ml de
etanol caliente. Depués de filtracidn la solucién es enfria
da y mezclada con 25 ml de &ter de petréleo. Después de re-
posar durante la noche se precipitan cristales que son sepa-

radog por filtraciidn, lavados con una solucidén 1:2 de etanol-
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-éter de petrdleo y, finalmente con éter de petréleo. Ren=
dimiento 77 mg de l-beta-D-2'-deoxirribofuranoxil-S5-fluocity
gina (2'-deoxi-5-fluocitidina), punto de fusidén 180-182°, El
licor madre da, después de la adicidn de 95 ml de éter de pe

5 tréleo, un segundo rendimiento de 50 mg pare un rendimiento
total de 127 mg (24,3% del tedrico).

El material de partida, la 2t-deoxi-5-~fluouridina
que no forma parte de esta invencidén, a su vez es nuevo, pu-
diendo ser preparado de acuerdo con el procedimiento descri-

10. to a continuacién;

Se hacen crecer células de Streptococcus fecalls
(ATCC 8043) en un medio de ensayo de &cido £élico AOAC /Tep-
per, Official and Tentative Methods of the Association of
0fficial Agricultural Chemists, Washington, D.C., 7% edicidn,

15. 784 (1950)7 suplido con 2 mg por litro de timina /[Prusoff,
Froc, Soc, Exp. Biol, and Med, 85, 564 (1954)7.

Al cabo de 20 horas de incubacidn a 37°, las células
son recogidas mediante centrifugacidn, Las células recogi-
das son lavadas tres veces con cuatro volimenes de solucidn

20, compensadora de fosfato potéasico ( % de solucién acuosa de
KH,PO, ajustada al pH 8,0 por adicidén de KOH acuoso 2-n) y
se pesa las células himedas. Las células, finalmente, son sus
pendidas en la solucidén tampdn de fosfato potésico anterior
¥y trituradas en un homogeneizador & base de tejido de vidrio.
25. Una cantidad de preparacidn de enzima equivalente &
4,06 g de células himedas es completada a 105 ml con la so-
lucién tempén de fosfato potésico antes identificada. 200
mg (1,54 mil) de S5-fluouracilo y 1,50 g (6,16 miM) de timidina
son disueltos en 15 ml de la solucidn tampdén de fosfato po=

30, tdsico antes referida. Las dos soluciones son mezcladas, ha
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ciendo un volumen fotal de 120 ml. La mezcla es incubada a
37° durante 18 horas. Despuds de este tiempo la accidn de
enzima es detenida por la adicidn de cuatro volimenes de ace
tona y un volumen de éter dietilico exento de perdxido., Los
5, 'sélidos precipitados son eliminados por filtracién y el fil-
trado es evaporado bajo nitrdgeno a presidén reducida hasta
que hays quedado eliminado esencialmente todo disolvente or-
génico volédtil. Quedan remenentes aproximadamente 20 ml de
solucidn acucsa. Esta solucidn es dilufda a 100 ml con agua
10. destilada.

La solucidén es evaporada otra vez al vacio a S ml y
alcalinizada por adicién de 20 ml de solucién de hidréxido
sédico acuoso l-n, produciendo al efecto una mezcla que con-
tiene sales sddicas de: N-deoxirribosida de 5-fluouracilo,

15, timina, timidina y S5-fluouracilo, Esta mezcla es purificada
por adsorcidn a una resina intercambiadora de iones y subsi-
guiente elucidén mediante soluciones tempén de acidez gradual
mente creciente, a cuyo efecto los componenetes de pirimidi-
na de la mezcla son elufdos en el orden siguiente:

20. timidina, timina, S-fluouracilo y 2'-deoxi-S5-fluouridina.

La purificacidn tiené lugar, haciendo pasar la mez-
cla alcalina antes mencionada a través de una columna de 2,2
em x 27 cm de Dowex 1-X4 /Dow Chemical C?, Midland, Michigan;
una resina intercambiadora de aniones de“un copolimero inte-

25. renlazado de estireno con divinilbenceno (4% de este tltimo)
que contiene grupos de amonio cuaternario como grupos funcig
nales/ 100-200 mallas, convertida previamente en la forma de
formiato y lavada a neutralidad, La columna entonces es
elufda con 280 ml de solucidén tempdn de formiato aménico

30, acuoso (pH 9,8), presentando una normalidad de 0,1 con res-
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pecto al ién de formiato. La elucidn contiene ningin mate-
rial de absorcidén ultravioleta. La elucidn es continuada
con solucidn tempén de formiato amdnico acuoso (pH 7,4), pre
sentando una normalidad. de 0,1 con respecto al idn de formia
to a una razdén de flujo de 46 ml por hora, Entonces se si-
gue ain continuando la elucidén con solucidn tampdén de formig
to aménico acuoso (pH 6,5) que presenta una normalidad con
respecto al ién de formiato de 0,1 con una razén de flujo de
60 ml por hora. En intervalos de 30 minutos son separadas
fracciones y examinadas individualmente con respecto a la abp
sorcidon ultravioleta & longitudes de onda de 260 milimicras
y 280 milimicras (pH 14). |

Bl examen de los espectros ultravioletas de las frac
ciones individuales y la cromatograffa en papel de las frac-
ciones individuales demuestran que las fracciones 6 a 17, in
clusive, sdlo contienen timina y timidine, mientras que las
fracciones 34 a 48, inclusive, contienen los compuestos de
flior. Por esta razdén, las fracciones 34 a 48 son combina-
das y evaporadas a sequedad al vacfc., El residuo obtenido
es disuelto en 30 ml de la fase superior de una mezcla de
dos fases obtenida al mezclar 60 volimenes de acetato de eti
lo, 35 volimenes de agua y 5 volimenes de dcido férmico. En-
tonces se construye una columna de 4,4 cm x 49 cm, mojando
285 g de polvo de celulosa (sin ceniza, grado standard) con
la fase superior del sistema de acetato de etilo-agua-dcido
férmico antes mencionado y haciendo entrar la celulosa hume~
da en el tubo de absorcidn mediante una varilla., Entonces
se hace pasar la solucidn de %0 ml a través de la columna.
La elucidn es llevada a cabo con la fase superior del mismo

sistema de acetato de etilo-agua-écido férmico, antes mencig
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nado, a una razén de flujo de 40 ml por hora, recogiendo las
fracciones en intervalos de media hora. Las fracclones son
examinadas individualmente con respecto a absorcidén ultravig

leta a longitudes de onda de 260 y 280 milimicras (pH 14).

TABLA I1
Absorcidn total |(pH 14)|Proporcién me=|  m.M
Fracciones | 260 my 260 mp|dia, 280 mp/| |, 5
: 260 mp
94 , 0 0 - - -
95-96 118 124 1.05 des- | 0,02
pre-
cla-
ble.
97-104 2075 1905 0.92 - |o.%s®

a) 0,39 mi de deoxirribosa, cuando se ensaya por el método
de Stumpf, J. Blol. Chem. 169, 367 (1947),

Q
]

S=fluouracilo

o
i

= 2'=deoxi-5=fluouridina

Las fracciones 97 a 104 son combinadas y evaporadas a
sequedad al vacfo a 45°, El residuo, la 2'-deoxi-S5-fluouridi-
na, es obtenido como un vidrio incoloro. X1 vidrio inecoloro
es recoglido en etanoi y evaporado a sequedad tres veces hasta
que resulta un residuo cristalino, Este es recristalizado de
acetato de butilo; punto de fusién 152-153°.

La 2'-deoxi-5~fluocitidina y sus sales medicinalmente
aceptables son Utiles como agentes antibacterianos y antifungo

sos, siendo Util por ejemplo contra Paecilomyces varioti, Ba-

'
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cillus simplex, Corynebacterium simplex, Sarcina lutea, Ba-

cillus subtilis, Penicillium digitatum, Staphylococcus au-

reus, Proteus wvulgaris, Lactobacillus lelchmannii y simila-

res.
IABLS 111
Datos espectofotoméricos
Compuesto Medio A(m‘nﬁxiéngo_s AmI{iIifnil‘r‘:nio__3 _g_g_g_ %g%
I O.lﬁ HC1 {284-5 1l.2 244 1.69 ] 2.45] 0.595
0.1N NaOH|275-6 7.801 256-7 5.84]1.22] 0.265
II 0.1N HCl |290 11.7 | a48-9  1.77| 3.04] 0.973
0.1N NaOH| 281 8.15f 260-1 5,79 1.39] 0.447
I1I 1Ny HC1 | 290 11.8 247 1,421 3.05] 0.877
Iv 0.1N HCl } 289 11;4 250 1,701 3.03] 0.963
—]
I = clorhidrato de 5-fluocitidina { crudo)
I1 = b5e«fluocitidina (pura)
III = clorhidrato de 5-fluocitidina (pura)

IV = B5-fluo~2'wdeoxicitidina

e

la invencidn, dentro de su esencialidad, puede ser
desarrollada en otras formas de realizacidn que difieran en
detalle de la indicada a tfitulo de ejemplo, a las cuales al-
canzard igualmente la proteccidn que se recaba, Podrd, pues,
realizarse con los medios y aparatos més adecuados, por que-
dar todo ello comprendido dentro del espiritu de las reivin-

dicaciones.
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NOTA

Descrito el invento se declaran nuevas las sigulen-
tes reivindicaciones, con prioridad estadounidense Serial
No 729 060, depositada el 17 de abril de 1958:

1. Procedimiento para la preparacitn de N;-glicd-
sldos de la 5-fluocitosina y sus sales -con éc@dos medicinal-~
mente aceptables que consiste en hacer reaccionar un ‘éster
0-acflico de Nl-glicésidos de 5-fluouracilo con un agente
tiazador en un medio basico, en tratar el éster O-acflico de
N,-glicdsidos de 4-tio-5-fluouracilo obtenido con amoniaco
en exceso y en caso deseado, en convertir el producto reac-
cional en una sal con un 4cido,

2. Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en el
cual el material de partida es un éster O-acflico de N, =71~
bosidas de 5-fluouracilo, o un éster O-ac{lico de N,~2'-deo-
xirribosidas de S-fluouracilo.

3. Procedimiento segin las reivindicaciones 1 o 2,
en el cual el éster O~ac{lico es un éster benzoflico.

4, Procedimiento segin las reivindicaciomes 1 o 2,
en el cual se utiliza pentasulfuro de f£ésforo como agente
tiazador,

5. Procedimiento segin la reivindicacidn 1 que con
slste en hacer reaccionar 2!',3',5'~tri-O-benzoil=5-fluouri-
dina con pentasulfurc de £8sforo en un medio bdsico para pro
ducir la 2',3',5'=tri-0-benzoil-4=tio=-5-fluouridina y en trg

tar esta Ultima con un exceso de amonfaco para obtener la 5-
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6. Procedimiento segin la reivindicacidn 1, que con

-fluocitidina.,

siste en hacer reaccionar 3',5'-di-0-benzoil-2'-deoxi~-5-fluou
ridina con pentasulfuro de fésforo en un medio bdsico para ob
tener la 3',5'-di-0-benzoil-4-tio-2'~deoxi-S5-fluouridina y en
tratar esta dltima con un exceso de amonfaco para obtener la
2'-deoxi-5-fluocitidina.

7. Procedimiento para la preparacidn de Nl-glicési-
dos de la S5-fluocitosina y sus sales con &cidos medicinalmen-
te aceptables. |

Segin se describe y reivindica en la presente memoria
que consta de dieciocho hojas foliadas, escritas a maquina por
-una sola de sus caras.

Madrid, a 16 de abril de 1.959.

F, HOPFMANN-LA ROCHZ & CIE. SOCIETE ANONYME
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