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INVENGION T

por "PROCEDIMIENTO P«ARA LA PREPARACION DE SALES DOBLES DE I:A.
MESONII:—I:—-METIONINA", a favo:c- de la firma italisna
ERREKAPPA EUROTERAPICI Se2a8., residente en MILANO (I“balia)
Via Mercona 37. _

MEMORIA DESCRIPIIVA

Egte invento se refiere a nuevas sales enzindticas,
al proced:!niez_rbo Para su preparacion y a.las composiciones
terapbuticas quo las contienen. Mis ooncretamen'be; este inven-
to ge rofiere a nueves sales extremadamente estables de
S-adenogil-L-netioning (SAM); a un procedimicnto que hace
posible su preparacién de forma sencilla y econénica a esca=
la industrial y a las composiciones farmacéduticas que las con-
tlenen cono principio activo, para utilizarse eﬁ numerosos
campos dé la terapbdutica humang.

El SAM os un producto de origen natural, que se
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éncuentra en ‘todos los organismos vivientes desde las bac—
teriss a las plantas y desde los orgenisnos monocelulerss
s log namiferos superiores incluyendo el hombre, cuya es=
tructurs se oonoce desde haco algin tiempo y viene identi~

ficeda por la férrmla siguientes
NH,

e

L§N\ N”Jl. ?HS ’ NH,

' 1
H—?H—?H—¢H—CH2—§-0H2~CH2~C§#COOH

OH OH X

en la que
X es un anién gendrico.

En los orgenismos vivos el SAM se forma por le in-
tervencién de enzinmgs (S~adanoéiimetioninsintetasis 0 S-ade-
nogiltransferasis) en el 4mbito oitéplasnético a partir de ne-
tionina asociade con los nutrinenitos ¢ a partir del ATP pre=~
sente como reserva de enepgia en ceda célula viviente.

Se sabe también, desde hace cierto tiempo que el
SAM es un producto de importancia fundemental on un gren nﬁf
nero de reacciones bioldgicas de trensmetilacidén enzimdtica,
por cuyo notivo sicmpre se ha considerado un reactivo nuy ine.
portante on bioquimicg.

Sin embargo, ol mgyor problema con esta substancia
ha surgido siempre por su oxtrome inestabilided e 1a.tem~
peraturs ambicnte o a temperaturas superiores & ésta, y por

nétodos de produccidén laboriosos y no ficiles de reslizar
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en egoals industrial.

En los Yltimos afiog la invostigaeibén dirigida hecis
la ostabilizacién dol BAM con ol Fin de hacer posible su uti-
lizacibn en el campo de la investizacién bioldégice so ha pro-
yectado hacia la preparacién de smles que resulten estables
en condiciones de tomperaturs y humodad normales.

Se ha llegado asl a la preparacién del cloruro y
el sulfato do SAM que se utilizan dnicamente como roaciivos en
bioquinios durante_corﬂOS perfodog de tiempo dobido a que,
edn en estado seco, es linmitada su ostabilidad y sus procediw
nientos do proparacién tan golo puedon utilizarse para la pro-
duccibn on pequefia : cantidad, y, olertamente, no pueden uti-
lizerse para la produccidn a oscale industrial.

Ahora se ha descubierto, de forma totaliente ines—~
poreda, nuevas sales de SAM que tienen estgbilidad indefiniT
da con ol transcurso de ticmpo y a la temperaturs haste 452,
que puede propararse do forma inqustrial con rendinientos ole-
vedos y de forme oconémica ¥y quo; sorprendentemente ha demog-
trado poseer gran poder curgtivo en nuchog campos de la te-
repbutica hmana, frecucntemento sin rolacidén entre si.

Las nuevas sales objeto de este invonto son sales'
dobles de SiM con deido p-toluensulfénico y deido sulfirico,
que tienen la férmula SAM*.HSO4~.H2504.20H366H4SO3H, ¥y res-
pectivanonte SAMF.HS0,”.H,80,CH;C4H, S0 H.

El olovado grado de Progroso téenico puode apre-
ciarse en la ?abla que glgue, la oual_compara la estabilidaed
con ol tlempo, a 458C, en estado seco, de'dos do lag sales
mnas estables‘de SAM hasta sghora conocidas, 0 sea ol cloruro

v ol sulfato, y ol muovo disulfato-di paratoluensulfonato.
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Las cifras hacon referencia gl porcentaje de rosiduo de SAN

despuds del tiempo indicado:

TABLA 1
Anién 304 60 4 120 a 180 4
Cloruro 20 - - -
sulfato 50 5 - -
Di-gulfato-
iy S - - -
ngto 100,1 99,9 100,2 10034

Los indices de estabilidad obtenidos con el d‘isul-
fato nono~paratoluengulfonato son equivalentes por completo
a los que se indican para el disulfato di-parstoluensuliong-
0.

El procedimiento pars ls proparscidn de las nuevas

sales segin el invento comprende en esencia las fases siguien~

tes: )

a) preparacién do una solucién rica en S:M, ya sea por ‘
extraccidn do substencias naturales que la contienen,
ya sea por sfntesis encimdtica s partir de adenogine
~trifosfato (ATP) y metioninaj

b) precipitacién de le SAM oxistente en lg solucién
acuosa filtrada, mediente solucidén acuosa saturada
de 4cide picroldnico o mediante solueiones del nismo
deido en disolventes o:?génicos solubles on agua (como
los elcoholos metilico, etflico, propflico, isopro-
pn'lico,' n=-butilico ¢ is'obut?'lico; acetona, metiletil-
cetons, met:.llisobutilce-bona,‘ace'bato de et:llg, totra~
hidrofurgno, 2-metoxihcxanol, 2-etoxihexanol, dio-

xano y dimotilfornanida);
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o) disolucién del precipitado filtrado; en una mezcla
constitulda por partes iguales (em volumen) do un
disolvente pereislmonte misoible con ol agua (como
la metiletileetona, la metilisobu*bilcetona; ol n-bu~
tanol o el isobutanol) y de una sdluci6n, de la nigma
normelidad, de deido p~toluensulfénico y dcido sul-
firico;

d) soparacibn del estrato orgdnico y sdicién e la so-
lucibn acuose do un disolvente orgénico ceténico o
alcohblico complotemente msoluble on agua;

o) redigolucidn del precipitado on una solucién al
10-20 % do dcido p-toluengulfénico en metanol, de
preforoncis al 15 %n y tratamiento con carbén doco-
loranto de le solueién.

f) adicibn al concentrado de un disolvento orgdnico
apto para ceuser la procipitacién de la sal de SAM
pura, bien crigtsling y ;‘éoilmonte £iltrablo.

Como ye se ha dicho, la fase a) del procedimiento
puede reslizerse de modos difcrontes, pero igualmente efica-
ces para los fines do obtonor una solucidén concentrada de
SAM.

Segin una al’bernatiVa; so trate la lovadurs (Sao-
charomyces oerevisiae; Torulopsis u’cilis; etc.) enriquecida
en SAM modia.nteila adicidn dg me:l:ionina en eor;diciones apro-
piadas (Schlenk, Engymologia, 29, 283 ~1965-), con acetato
de etilo y luego con deido sulfdrico do normelided comprondi-
da entre O,l‘y 0,5 (de preferencia, 0,35 N), a la temperatura
del ambiente, pars causar larlisis de las cflulas ¥ el pago
a solucién précticemento dol 100 % de la SAM prosente.
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Do preforencia so emplean volimenes de agua y de
acetato comprendidos entre 1/20 y 1/5 del peso de las célu~
las himedas y se prolonga el 'brgtamiento por un tiompo entre
15 y 45 minutos (de preferencia, por 30 minutos).

Se afiade luege dcido sulfiirico y se prosigue la
ligis por un tigampo comprendido entre ung hora y dog horas
(de preferencia, una hore y medis)e

Ogbe seflalar que la lisis de las células de leva~
dura realizada o-oﬁ ung mezcla de disolvente orgé’inico y deido
sulfdrico dilufdo es muchisimo mds conveniente que la reali=-
zada normglmente con deido percldrico & la temperaturs del
ambiente o con doido férmico o 4cido acdtico a 602 C y simi-
lares, por cuanto no sélo se desarrolls a la temperatura del
ambiente (muy favorasble pars la estebilidad de la SAM), sino
que se produce en condiciones tales que la solucién resulta
fécilmente filtreble pare apartar los residuos celulares y no
contione ningung de las impurczas que se hal{Lan Presentes
cuando se utiligan losg otros mediocs de lisis, dif{cilmente
eliminagbles ademé:s con log procedimientos conocidos para la
preparacién de SAM puras '

Segin otra alternativa, la fase a) s¢ regliza pre-
paraendo la SAM por sintesis encimftica mediante accién de la
enzima ATP-motioning-adenosiltransferasis (B.Ce 2.4.2,12) so-
bre ung mezcla deo incubacién que contiene edenosin-trifosfa-
to (ATP) y metionina.

V Lo egencial pare los fines de la realizacién indus-
trial do este método es que la enzime sea pura y so halle on
forma fdcil de¢ aislar tanto de la mezcla iniciel de incube-

c¢ibn como de la SAM producidae
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El solicitante ha desoublerto un procedimiento para

la purificacién do la enzime ATP-motioning-pdenosilirengfers-
sis mediante cromatogrefie por afinided, asi como un método
de reacciln en columna que pexrmite alcanzer los objetos entes
expueston.

La oromatografia por afinided de la enzims especi-
fica segin esto invento se resliza paciondo percolar ung go~
lueibn que la oontiene (por ejemplo, un extracte bruto do le-
vadura o do "Egcherichia coli") por una columna lleng de un
goporte sflido gl quo estd ligado oovalentemente un grupo que
actie do inhibidor competitivo de la enzime on cuestidn.

Muy inesperadamente se hg hallado que un relleno fp~
timo pera una columna tel do purificacién lo constituye un gel
de polisacédridos activedo al que estd ligeda covaloentemento
lg I=ligina.

La afinidad de la enzima especi{fica pare ol radicsl
lisinico ligado a la matriz sblida ocauea ol retardo de la elu~
0idn de 1a'enzima on la columng y es asi posible obtoner su
geparacibn, en forms muy purs, de les otras proteinas.

No cbstante, la separaciln do la enzima aperte del
eluato que la contiene, pars emplearla en la fase sucesiva
de gintesis engimética, ha dado rosultados completemente ine
satisfactorios, ya que ung vez soparada su egtablilided dig~-
minuie con 6l tiempo y adends, dospuds do un golo empleo en
la sintesis do la SAM, se destrufa on las operaciones suco=
pivas de alslamiento de dicha SiM.

El golicitante ha hallpgdo que se obtlenen en cambio
rosultados Sptimos haciendo adsorber ol eluatO_portado? de

la enzima especifics sobre un soporte adecuado, sélido, y ha~
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ciendo que se produzoe en columng la rosccldén catalitice en~ )
tro la metioning y el ATP que lleva a la formacién do SAM.

Un goporte sblidommpropiasdo lo constituye uﬁ poli=-
seodrido actiVadg con un reactivo oabaz de ligar proteinas a
soportes sblidos, como, por ejemplo, el bromuro de ciénGgeno;

Al hacor percolgr por la columna una golueidn de
ATP y motioninag on solucidn tempdn apropiada, se obiiene on
la basc de la columng un eluato que contiene la SAM.

La fase b) del procedimiento pernite la soparacién
de la SAM en estedo de gran pureza; en efecto, en ambiente
doido ol dnico compuesto procipitado por el deido picrolé~
nieco es 1avpyopia SAl, como demucstrg la cromatogreffa sobroe
capa delgeda, segin Anal. Biochem., 4, 16-18 (1971). EL 4cido
picroldénico tione pues wna accidn extrsmadamente y sorprenden~
temente seloctiva. En efecto; log otros agentes p?ecipitantes
que hasta ahorg se aﬁadian; como el deido pierido; la sal
de Roinecke y ol Acido bérico, coasionan precipitados muy
impuros, que exigen siempre purificacién congecutiva de la
SAM por cromatografis en columns de cambio iénico, operacidn
bastente care y de reelizecidn industrisl aiffcil. Ademds,
con dificultad aleanza el producto la pureza necesaria. Le
utilizacidn de soluciones acuosas de fcide pichldnico o de
goluciones de este énido on los disolventes orgénicos ya oi=
+ados no presenta problemas particulares y es oporaci&n que
so desarrolla a la temporatura del ambiente. Ia fase c) se
roaliza preferontemente con soluoicges que contienen dcido
p~toluensulfénico y 4cido suifﬁrioo, en ooncentraoiongs com=
prendidas ambag ontre 0,Y5 y 0,2 ¥ (de preferencis, 0,1 N),

y oon un disolvente orggnico parcialmente miscible con el
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agua, ocmo lg metiletilootona o el nw-butanol. La utilizaoi&n
del disolventc orgénico permite reducir mucho las soluciones
acuosas dcidas y elimina précticamente todo el dcido picro-
lénico.

La faso d) del procedimionto se realiza empleando
preferentomente do 4 a 8 volimenses (respecto al volumen de le
solucibn acuosa) de un disolvente elegido.on el grupo gue
comprende la aootona; el alcohol metilico, el aloohol otfli-
co y el alcohol propilico. '

So ha descubierto tembidn, sorprendentemente que sl
on la faso o) sc emplea la cantidad minima de motanol neco-
saris para disolver el precipitado procedente de la fasg a),
en la sucesiva fase f) de prooipitacidn se separa le sal do-
blo SAM*.HSO, \HS0,. 20HyC,H,S0,H,

Vicoversa, si se emplea on la fase e) un volumen
de metanol doble a lo menos dol nocesario; on la sucesgiva
fase f) de prooipitecién se sapara la sal doblo SAM*.HSO4".
Hy 04+ CH;CgH, SO;H,

El empleo de cantidades intermedias de metanol lle-
va & la formacidn do mezclas de las dos sales.

In procipitacién final de wna u otra de las nuovas
sales conforocs a oste invento (fase f) exige el empieo de
un disolvento orgénico elegido en el grupo cbnsﬁi#uido por
ol motanol, el 6ter, el olorofoﬁmo; el n~propanol, el igopro-
penol, ol n-butenol, ol isobutencl, ol sleohol butflico so-
oundario, ol aleohol igoamflico y el totrehidrofurano.

- Las sales dobles de SAM obtenidas sogin este inven-
to son, como ya so ha dicho; congorvables indofinidomente en

estado seco y se manticnen prdcticamente inalteradas.
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En los ejemplos que siguen s ilustré.el métoddtb
para proparar las nuevas seles segin el invento, entendién-
doge que estos ejemplos soﬁ dnicamonte ilustrativos y no
implican limitecién del invento.

ElL procedimiento hallado por nosotros no exige en
ningune de las fases tenperaturas superiores & la del ambien-
to y actia on medio deido; esto es muy importante pera evi-
tar la descomposicién de la SaM, Ademés, no necesita opera~
ciones complicadas y lsboriosas, como las cromatografias en
columnas de resing de caembio idnico o de carbén, que lo vol-
verien de dificil realizacibn industrial.

Ejemplo 1

‘ Se afiaden 11 litros de acetato de etilo y 11 litros
do agua, a la temperaﬁura del ambiente, a 90 kg de levadu?a
enriquecida on SAM (6,88 g/kg) scgin Schlenk (Enzymologia, ’
29, 283 -1965-)+ Despubs de 30 minutos de agitacién enérgica,
se affaden 50 litros de decido sulfdrico 0,35 Ny so prosigue
la agitacién por una hors y media. Iucgo se £iltra y se lava
con agua, de 1o que se obtienen 140 litros de golucidn que
contiene 4,40 g/l ée SAM, equivglente al 99,5 % de la exig~
tente en el material de partida.

Agitendo, se afiade a esta solucidn une solucién de
2;3 kg de Aeido pierol@nico en_25 litros de metiletilcetona,
Daspﬁés-de ung noche de repésO, 86 separs por centrifugacidn
ol precipitado y se le lava con agua. ‘

FL sblido asi obtenido so agroga, con agitacién,

a ung mezclg de 18 litros de una solucidn 0;1 N de deido sul-
flrico y deido p~toluensulfénico y 18 litros de motiletilee-

tona. Despuds de reposo, se sepera la fase orgdnica, que so
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remite a la recuperacién dol 4eido picrolénico, mientraé>i;
fage acuosa go bate con un poco de metiletilcetona para eli-
minar los vesgtigios de docido picrolénico residusl, se lo afla~-
de cerbdén degolorante y se filtra; Egte solucibn (16,5 litros)
contiene 33,8 g/l de SAM, equivalente al 90 % del compuesto
existente en'la lovadura; analizada por cronatogra?ia sobre
capa delgada, segin Anal. Biochem. i; 16-18 (1971), muestra
contener solamente SAM, sin vestigios de sus productos de des-
composicibn o do otras bases orgénicaé. Se viorte dicha solu~
eibn, agitando, en 100 litros de acotona, y despuds dc‘roposo
ge docanta del disolvente y se disuclve el sblido en 3,3 kg
de una solucidn metanblics sl 15 % do fdoido p-toluensulfénico.
Despuds de afladir carbbn decolorante, se filtra la mezcla y
se la agrega s 25 litros de éter etflico.

Se procipiten 1184 g de una sal bilen cristelina
y féeilmente filtrable, poco higrosobpica, solubilisime en
ague (mds del 20 %) con formacién do una solucién incolora;
esta sa; es poco soluble en motanol y etanol e ingoluble en
acetona, metiletilcetona, cloroformo, alcoho}es superiores
¥y benceno.'Por cromatogrgfia de capa delgada, segin Anal.
Biochem. 4, 16-28 (1971), el producto estd exento do toda im~

puroze.
En ol andlisis centosimsl la sal ha dado los resul-

tados siguientes:

C = 36.39%; H 4.6%; N = 8.8%; 8 = 16.T%

Para 029H42N601985 (P.M. 938.98) calculado:

C = 37.09%; H = 4.51%; N = 8.95%; S = 17.07%

Mendg: HpSO0y & 20.5%
Aeido p~toluensulfdnico = 36.0%

]
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SAM = 4147%

Caleulado: Hy80, = 20.89%
Acido p—toluensul~- .

fénico = 36.67%

SAM = 41.54%

Humedad determinade segin K. Fischer: 1,7-2 %.

EL espectro ultraviolota Qel nuevo compuesto mueg-
tra wn méximo de sbsorcién en 260nm, E%fm = i82.

Estos datos concuerdan para un compuesto de f£érmu=—-

la

S .u o T

H~?H~('3H- H--CH2 —i-CHQCHz-GH-GOOH . H2 804.2CH 30 6H 430 3H
OH OH

4
El nuevo compuesto se hg idontificaedo ademés con el

— HS0

método encimftico basedo en la metilacién encimdtica de nico-
tinamida o deido guanidin-acético con la SAM (G.I. Centoni, T
Biol. Chem., 189, 745 —1951-; G. Do La Hoba; B.A. Jameison,
S/H. Mudd y HiH. Richards, J. Aw. Chem. Soc. 81, 3975 -1959~)e. -
Ejemplo 2

A 70 litros de golucibn procedente do le lisis de
las células de lovadura, obtenidos empleando la misma matoria
primg y el mismo método que en el Ejemplo 1, se efiaden 1,15 kg
de deido pierolénico disueltos on 10 litros de aleochol isobu=
tilico.

Dogpuds de une nocho do repeso, se separs POr Cel-
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trifugacién el precipitedo que se ha formedo.
! g8lido separado se aglita con 9 litros de una so-
lucién 0,1 N de doido sulfidrico y doido p-tluensulfénico y
con 9 litros de metilisgbutiloetona. Dospuds del reposo, se
separs la fage orgénica, mientras lo fase acuosa se desoarga
de los vostiglos de doido pleroldnico por lavado con un Poao
de metiligobutilootona. Se afiade luego carbdn decolorante y
=[0] filtra; y el filirado se vierte en 70 litros de alcohol
metflico. Despuds de reposo, se docanta del disolvente el
s6lido formado y se le disuelve on una solucién motenblics
al 15 % de doido p-toluensulfénico (1,65 kg).

Despuds de docolorar con carbbn, se efiade 6l fil~
trado a 10 litros de cloroformo, con 19 cual go obtiene un
precipitado cristalino, bien filtrable, de disulfato di-p-
~toluengulfonato de SAM.

El producto obtenido (1110 g) he dado en el anfli-
sis vosultados idénticos a los del producto del Ejemplo l.

Eﬁggplo 3.

A 70 litroe de solucidn procedente de la lisis de
las células do lovedura, obtenidos con el mismo método de
1;sis y ia misma matorie prima que on el Ejemplo 1, se afladen
1,15 kg de doido pierolénico disueltos en 12 litros de n~bu~
$anol. Deapués de une noche do roposo, se separa por centrim
fugacién sl precipitado. '

El gbélido obtenido me distribuye entre 9 litros do
ung solucidén 0,1 N de dcido sulfirico y 4cido p-tolucnsulfé-
nico y 12 litros de n~butenol, Despuds do reposo, se separa
la faso orgénica, micntras se descargn la fase acuosa de los

vestigios de 4cido pierolénico por lavado con un poco de
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vierto el filtraedo on 65 litros de aleohol n-propflico. Des—

puds de reposo, se decanta del disolvente el sblido precipi-
tado y s lo disuelve en una solucibn metenblice al 15 % de
deido p-toluensulfénico (1,65 kg)Q Desgpuds de decolorar oon
carbdén, se vierte el filtrado en 14 litros de n-butanol, lo
que da un precipitado cristalino y bien filtrable de disulfa-
t$0 di-p-toluensulfonato de SAM.

EL producto f£inal (1155 g) ha dedo en el andlisis
los mismos {ndices que el producto del Ejemplo 1.

_Ejomplo 4
Purificacién de la enzima especifica
50 cc de Sepharose (polisaoé?ido producido por

Pharmscia Iine Chemicals AB, de Upsela, Suecie) empacado y
suspendido en agua se tratan con bromuro de ciandgeno, segin
1los métodos conocidos para ligar substancias que contengen
grupos aminicos a metrices constitufdas por gel de poligacéd-
ridos. Al gol as{ preparado go afiade un oxcese de L-lisina.
Despgés de la vesccidn, se lave repetidemente con ague desti-
lads, con mezela tempén a pH 8,5 y con mezela tampSn a pH 4,5.
Fl gol se utiliza luege pars llenar una columna de 1,5 om de
didmetro y 30 om de gltura. Por la columna se hace pasar, has-
tg equilibric completo, una.gezcla tampén do trietanolaming
0,05 My H2304 0,01 M & pH 8,0} Se dopositan en lag columna

2 ce de oxtraoto de levadura que contiene la enzime especifi-
da, obtenido por sonicacién o por homogenoizacibn con hiclo
seco y eventualmento enriquecido antoes en la enzims especifi-
ca. Se eluyo la columna con la misma mezcla tempbn utilizada

para la equilibracién, mientras se sigue por medieibén ogpoo~
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trofotométrica del ultraviolata la distribucién de las protoi-
nas en el eluato. Al miﬁmb fiempo ge mide la activided sinte=
tésioa de las diversas fracoiones segin J.A. Stekol, Methods
in Engzymology, vol. VI, pég. 566 (1963). Lag fracoiones que
muostran actividad sintetésica relevante se reinen y la solu-
olén asinobtgnida presente una aotividad egpecifica veinte Yo-
ces puperior, a lo menos, a la del extracto bruto. En egta s0-
lucidén la enzing puedo ser ultoriormente concentrada por pre=
olpitacién oon sales, con disolventes orgénicos o por otros

métodos conocidos pars la concentracién de goluciones protei-

cas,

Propa?goién de la SAM

Sc activen, con bromuro de ciandgeno o seglin otro
do los métodos conoeidos para ligsr proteings s matrices de
gel de polisacdridos, 30 cc de gel do Sepharose empacado. Al
gel ectivado so afiaden 4 cc de una golucién de enzima especi-
fica, purificeda tel como se ha expussto antes, que contienen
alrededor de 100 cc de protcina. Se egitan a 42 C durante 18
horas la suspensibn deo gel activado y la solucibén de onzims
y so6 lave la reosine con agus, El,liquidd'do lgvado contiene
alrededor del 70 %4 de la mctividad oncimdtica totel que oxis—
tfa al prineipio en la solucidn de la enzima pspeoifiéa. '

Inoubando el Sepharose, preparsdo tal como antes,
con el método ya citado para la determinacién de la actividad
sintetdsice se obgerva que alrededor del 20 % de la activi-
ded total oétﬁ ligada al polisaoérido.

El gepharose preparado ge la manerg antorior sc uti-
liza para llenar una columna do 1,5 om de didmetro y 20 om de

altura. Por la columns se hace pasar una solucién que contiene
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M, M-metioning 0,05 M y KClL 0,01 M, a velocidad de 5 cc por

hore y con temporaturs de 25 a 27$Q
'El eluato de la columna, enalizado Pare el conteni-
do de SAM, muestra quo el rendimiento de conversién es dol
30 %
Preoparacibn de las gales dobles ds 1o SAM

oon Aeido sulfdrico y doido p-toluensulfénico
Se acidifican hasta PH 3 con HoSO 4 103 ce de elua-

t0 quo contier'le 6 g/1 de SAM y, con agitaeidn, se sfiade una
golucidn de 2,3 g de dcido picrolénico en 25 cc de motiletil-
cetonae. Después de una noche de repogo, ge filtra el precipi-
tado y 80 le lave con agua. Iunego se le redisuelve en 18 oc de
ung solueidn 0,1 N de HyS0, ¥ deido p-toluensulfénico y en 18
cc de moetilotilcutona. |

_ Después de mgitecibén ymle reposo, se separa la fase
orgénice, mientras se bate con un poco de metiletilcetona la
faso acvoss pars sliminar los Wltimos vestigios de deido pi-
orolénico. Despuds de separar la capa acuosa, se efiade carbén
decolorapto 7 so f£ilira. Rgsultan 16,5 e de solucidn acuosa
incolors, que oontienen 33;8 g/l do SAM, eguivelentes por tan-
to al 90 % de la SAM contenide en la solp.cién original. Ang=
lizade por cromatografis do copa delgade, la solucidn muestra
contener Unicamento SAM. Se vierten 16,5 cc de la solucibn en
100 ce de acotona y después de agitacién y roposo se sopara
ol }{quido por decantacidn. Se disuelve el sblido en 6,6 g de
una soluoiln metenblica al 15 % de deido p-toluensulfénico y
despuds de afiadir carbbn decolorante y de filtrar, se v;erte

le solucién en 25 ce de ter otflico. Despuds de reposo, se



5e

10.

15.

20,

25.

=17 &

filtra; le sal obtenida, bianVeriatalina; Pesa 0;967 s y"tié?“

ne la composioi6n ‘

saM* HS0, e HyS0 .CH306H4903H.

En el anélisis:ioglculado para OgoH340q4N6Sy -

C 34,46% H 4,47 % N 10,96% S 16,72%
hallado. .

C 33,68% H 4 65 % NlO 8% 816,5%

SAM¥% 50,55 Hy0% 2,1; H,80,% 25,3

deido toluensulfénico % 21,7.

El ospectro ultraviolets muestre un méximo en
260 mm, Elf‘ = 179.

Ropitiendo ol prooedimiento de menera idéntica, pe-
ro empleando 3,3 g de golucién metenblica al 15 % de deido
p-toluensulfénico, en la fase sucesiva de precipitacién con
25 ce de &tor etflico se obtienon 1;18 g de sal SAM%.HSO4"
HpS04. 2 CH3CgH,S0.H que tiene caracteristicas idénticas
g lae indicadas para el producto del Ejemplo 1.

Por la investigacién bioquimica se sabe, desdo haoco
aﬁoa, quo ol SAM es el finico donador especifico de metilos en
log orgenismos vivos pare, lag roacciones bioquinicag de trans-
forencia del grupo CH., que son reacciones fundementales en
el metabolismo lipidioo, protddico y glucidico. .

A continuacibn se exponon; a titulo de ejemplo, ol
gunas de las reacciones mas importantes de transmetilacién do~'
pendientes do SAM. '

e) N—transm?ti}acidn: adenina, oarnitina, carnosina;
creatina,'2,6-diaminopuring, adrenalina, guanina;
horden;na, Nt~nicotinamida, nicotina, fosfatidile
colina, ricining; |
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b) O—transgetilaci&n: N;gcetilsorotonina; dopamina,
gpinina, d—adrenalina, luadrenalina; erQOSterol;
l-noradrenalina, pectina, ubiquinonas

e) S~tranSm1tllacl6J. 2 3-dimercaptopropanol, HZS,
metioning, metilmercaptan, éoidq Semercaptopropidnioo;
S-mercaptostencl, tlopirimiding, tiouraeilo;

d) C~transmitilacién: gitOSina; timina.

Esﬁo significa, con rofercncia particuler al orga=-
nigmo humano, que el SAM actua en los procesos metablicos
giguientes:
biosintesis deo colina, biosintesis de fogfatidileolina; acti-
vidad de enzimas que requieren gruposg SH, metgbolismo de cate-
colgminas; motabolismo de aminas cent:oencefélieas de bidgenos;
metabolismo de gserotonina, metabolismo de histamina; metabo-
ligmo de vitaming Bl2 y de dcido f8lico; metabolismo de crea=
tina; metgboligmo 4o miogingy metapolismo de histonas; meta~-
bolismo de RNAj; metabolismo de DNA, metabolismo de substancias
protdicas; metabolismo de ciertas hormonas de ndoleo perhidro-
fenantrénicorde oiclopentano, slendo las principales los esg-
trégenos, motabolismo de los trlglicérldos. '

Asfmismom se sabo, desde hace alghn tlampo, que ol
SAM, una voz desmotilado por las onzimas metiltransferdsicas,
ge transforma en la S-adenogilhomocisteina ﬁSAO) que es un do-
nador indirecto de grupos hidrosulfidicos y, por tanto, tie-
ne uns importencis determinsnto en el metabolismo de los com=
puestos que requieron grupos SE para llevar a cabo su activi-
dad biolégica. Entre 8stos revisten particularmente importen-
cia ciertas bicenzimas y los dcidos emino sulfurados.

A su voz, la SAO se descarboxila en el organismo y
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ol producto dosoarboxiledo constituye el principel donador .fi
del grupo sminopropflico, indispensable (segin los més recien-
tos conocimlientos bioquimioos) Pars la biosintesis de la po=
1ieming,

EL procedimiento se oateliza por medio de diverses
enzimas entre las que una especffica es la aninopropil-treng~
foragia.

En rosumon puede decirse que se sabe que el SAM en
ol organigmo humeno osté estrechemente relacionado con todas
las reacciones bioquimicas de:

A-~ transmetilacibén (rendimiento especiflco del grupo GH3)

B - transsulfuracién (rendimiento especifico del

grupo SH)
¢ - transeminopropilacién (rendinientc especffico del

grupo aminoprop{lico)

Lo rocopilacién deo estos conocimientos puede condu=
oir a suponer que el SAM posce oiorte accién torapbutica en
el tratagiento de los datos patoldgicos vineculados ocon ;a ca~
rencis 0, dicho do otro modo condiciones de deficiencia, en
6l orgenismo de algunqs de los muchos productog antes citados.

Sin embargo, la extrenms ingstabilidad del SAM y el

" no poder disponer, haste ¢l presente, de algin método para ha-

cerlo estable durante un tiempo suflecicnte bajo condiciones
do ambiente normgl ha impedide gue se sometiors este producto
& prucbas farmaoolégicas o clinicas y, por tanto, se ha impo-

gibilitedo ol encontrarlo algin uso prdctico en ol campo de

1a terapdutics humana.

Solo despuds de la pruparaoién de las nuovas sales
da SAM, sogin ol presonte invento, (SAM-tri-p-toluensulfong-
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t0), sal €sta que en la prictica resulta estable por tiempo
indefinido a la temperatura ambiente, ha sido posible llevar

a cabo un estudio sistemdtico farmacoldégico y elinico, que

ha conducido al descubrimiento en las nuevas sales de propie=

dades terapéuticas completamente sorprendentes por su calidad
e intensidad.

De la enorme centidad de datos farmacolbgicos y cli-
nicos recogidos para este nuavo producto se dan a continuacibn
solo algunos elementos suficientes para indicar claramente a
los expertos en el arte las caracteristicas ssenciales del
nuevo producto y sus empleos principales en la terapéutica hu~
mana.,

Por simplicidad, en lo que sigue indicaremos senci-
llamente como "snles de SAM" las dos sales dobles segin el
invento,, dada su sbsoluta identided de empleo,

En 105 datos fafmacolégicos y clinicos la cantidad
de sal suministrada se expresa como

SAM:".HSO4-HZSO4".2CH3G6H4803H(SAM) .
aunque quede claro que los datos se refieren idénticamente
a una u otra de las sales dobles.

TOXICIDAD.,~ ILa sal de SAM objeto de este invento ha resul-
todo absolutamente desprovista de toxicidad aguda de toxicidad :
crénica, de intolerancia local y de efectos secundarios.

En particular, la DL
6 g/kg/os v a 2,5 g/kg/i.p.

Ias prucbas de tolerancia y toxicidad crénica se e-

50 o0 ol ratén es superior a

fectuaron con ratas de la raze Wistar y Sprague-Dowley adminis-
trdndoles, durante 12 meses, 2-20 mg/kg y dia de producto; al
cabo del tratamicnto los diversos Organos y aparatos no pre-

sentaron albteracidn patoldgica.
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con conejos y ratess ain con lg administracibén do dosis maéi—
vag de SAM;ﬁunas 10 veces superiores a las dosis terapéutif
cas méximes, no se hellaron ascciones teratogénicas o defor-
macibn alguna en los embriones o ol feto final.

Ie adicién de dosis de hesta 0,1—0;2 ng/cc de pro=
ducto a oultivos sobrevivientes de limpocitos humenos o oeld~
las hepdticas do ratén no produce slteracién algunss del In
dice de deformacién de los elemsntos oclularese

La edminigtracién intravonoga con dosis de hasta
40 mg/kg no produce en ¢l ocncjo ninguns manifestacién piro-
génica.

Le adninigtracidén vonosa en el conejo y ol gato de
40 ng/kg no causa ninguna altcraoién de la presidn cardtida
la frocuencia oardisca y respiratoria o la traza electrocar-
dfaca. '

La tolorancia local de la inyeccidn intremuscular,
ain despuds do adminigtrecionos repetidas durante 180 dfas,
y de la inyeoccidén intravenosa en la vena marginel del pabe-
1llon auricular dol conejo, es excolente.

En ol hombre; en gujotos jovenes, saludables y vow
lunterios : dec embos sexos sometidos a adminigtracién por el
método intravenoso rdpido o por fleboolisis de dosis do SAM
iguales a 10~-300 mg/ (peso promodio 70 kg), ol exgmen simule
téneo de la prosién minima y méxima, del pulso y do la fro=
cyengia.respiratoria en 1,5,15,20,30,60 minutos y en 2,3,6,
8,10,12,24 horas despuds del término de la administracién
no muestra ninguna variacién de los valores normales.

La traze electrocardiogrifica no muostra ninguna
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varigeidn en ol intérvelo PQ, on la seccidn ST; ni aparicién;
alguna_do.exﬁrasistole umtras alteraoioﬁes 8 los 30“; l';
2'y 3',5',10' y 2P' después de la administracidn.

BEn el gparato hemopoydtico y en lg funcionglidsd
hepdtica y renal no se produjoron variacioncs quo fueran cg-
tadisticamente destacables de 1o normal,

FARMACOLOGTIA.

Repotimos que cada vez que en 10 gue sizue se ha~

ble de adminigtracién do SAM, so entiende que se suministran
4. - - . 4' -

SOMT.HS0, "+ Hy80 e 2 OH3C4H,SO.H y/0 SAM™.HS0, " «HpS0, . CH304H

4 4
SO3H.

Pora determinar, en.forma indicativa, como ge dis-
tribuye la SiM on los tejidos, se proparéd S-adenosilmetioni-
ne (Motil %) y se estudid luege la distribucién del fé?mar
¢0 cn las ratas suministrando una dosis de 10 mg/ke/0.v.,
equivalents a 24 pei de producto radiactivo. La activided ‘
espeeifica del producto ers de 58 mCi/m moles. En paralolo,
ge efectud también un estudio auntorradiogrdfico en el ratén.
De los resultadog de estos dos oxperimentos resulte que la
DAM se distribuye muy rdpidamente por todos los tejidos.

Expononos a titulo domostrativo une parte de los
datos relativos a algunos de los Srganos que se tomaron en
congideracidns

Distribucidén de la SAM en algunos tejidos

de 1la rata

(los valores se exprosan OORO ygr/ér)




5

10.

15.

20.

25,

fl

=23

Pojido 15 1n Ah 8 h 24 h
Higado 4,02 747 131 13.4 135
Géndulas 4.26 8.46 11,7 10.8  10.9
suprarrenales

Bazo 3.15 2,96 8.1 6.2 6.7
Hipbfisis 5.6 5.8 19.5 11.3  10.3
Hopotélamo 0.7 1.5 244 3.0 3.2
Cortoza 0.6 1.l 1.8 2.1 243
Plaeme 18.6 5¢2 5.3 445 3.l

Do ello se dedujo por tanto quo las nuovas salos
objoto de este invento coden el grupo CH3 a todos los toji~
dos dotedos de aotividad metiltransfordsica. En otros térmi-
noe, &0 he demogtrado la cgpacidad de los nuevos productos
objeto de esto invento para localizarse electivamente en to-
dos los Grgancs provistos de sistomas metiltransferdsicos.

Esto so ha confirmado en las pruebas farmacolégi-
cas sucesivas. Toda une serio do pruebtag realizadas con ra=
tas ha demostrado quo los nuovos compucstos ejeroen notabi-~
14gime sccidn protoctora y resolubiva en la esteatosis h?pé~
tice por dietz hiperlipidico-hiperproteica segin Handler,
on la egtoatosis por intoxicacidn aloohblica aguda y por
otros agentes téxicos (tetramcloruro de carbono, bromobence—
no, etc.) ya oon adminigtraciones de 15 mg/kg/ieDe; tanto
desde el punto do vista morfoldgico como del bioquimico, ls
SAM disminuyo significativamente la acunulacidn de log 1i-
pidos a nivel de los hepatocitos, mientras que favorece la

vuclta a los niveles normalos do los fosfolipidos disminuf-
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dos despuds de lg intoxicacién oon 0CLye

Fosfolipidos hepdticos en lag ratas despuds
de intoxicacién con CCl, y tratamiento oon

SAl
Tratemiento Fogfolipidos totales (mg(kg)
Solucidn fisiolégica 30,57 * 1,18
oc1, : 18,87 * 1,06
COl, + SAM 15 ng/kg/i.p. 27,20 % 1,25
CCl, 4+ SAM 150 mg/kg/ieD. 20,87 i 0,42
001, + AdHiot 15 ng/ke/i.p. [ 19,9 ¥ 0,92

Los velores son los promodios & E.S. de 10 valores para oa=-
da grupo. “

Para el estudio de la actividad hepatoprotectora
nos hemos servido de un dispogitivo expérﬁmental que produce
en la rata la llamade "degegerapién‘oolesterdlica hepdticat
(Ridout y ool., Biochem. J., 52, 99, 1952). Segin este méto-
do; por medio de una dieta oportuna se obtiene en los anima=-
les un menifiesto awmento de las grasas toteles hepdticas y
del oolesterol hepdtico: las substencias que intervienen en
ol metabolismo lipidico reducen o anulen tal aumento.

Los snimales esteban divididos en seis grupost al
primer grupe so adminigtré une dieta variade a voluntad; al
segundo, la dieta basal de Ridout (20 g por rata al dia);'

y a los otros grupos, la misma dieﬁalcon las nigmag dosis,
pero enriquecida con colesterol on 0,2/rata/dia. EL trata-
miento duré tres scmanas.

A los grupos 4-5-6- go suministrd SAM en las dosis
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giguiontess?
1-2~5 mg/kg/i.pe al dia. |
Al final de lag tres scmenas, se pacrificaron to-

dos los animeles, se extirperon los higados y g0 dosificaron
en ellos las grasas totales (Best y 00le, Biochems Je, 40, 368,
1966) y ol colegterol (Sperry y Brand, Je Biol. Chem. 150,
315 1943). A
Tos resultados han demostrado que los grupos some-

tidos a tratamiento con la SAM a dosls de 1-2 mg/kg/1.pe han
estado oscemanente protegidog, mientras el grupo tratado con
SAM a 5 mg/kp/%eDs ha ostado completamente protogido.

Gregas totales y colesterol hepdticos al final

dol esperimento (promediog por lote)

lote |Pogo del higado Gragas fotales Colestorol
freascoy, on g '
AL id mer i
I 15 1.41 9;4 40 246
II 18 1,93 1036 68 3,7
III 16 3,84 24,0 92 5:7
Iv 17 3;70 21;6 90 5,2
\ 16 3?5 21!9 67 431
VI 16 2,0. 12,5 61 3,8

Otro aspecto farmacolégico investigado por nosotros
lo constituyen los efectos de tipo antiinflematorio y de $ipo
anelgbsico de la SAM, De las varias prucbas intontadas, olta~
romos las mds olésicas, como el odems por la carragenina y
Por blanco de huovo como prucba de la inflemacién sgudaj ol
granuloma por pellas do algodén y la artritis por coadyuvante,
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como pruscbs de la inflamecifn orénica. En todos los easo; la
SAM ha demostrado ser sctiva tanto por vie oral (dosis de
20 a 100 mg/kg) como por via parenteral (dosis de 10 a 20
ng/kg) en parangbn con otros férmacos oonocidos (ibuprofen =
Indometacina). Como pruehas de anslgesia se efectusron los
onsayos‘de lg placa caliente y del estiramiento por deido
acdtico, y de Randal y Selitto en la rata; también en estos
ensayos ha demogtrado el férmaco sor activo en parangén oon
los férmacos oconooidos estudiados.

Otro aspecto que hemos oongiderado es la posible
accibn de la SAM en el tiempe de suefio por barbitiricos.

Con este fin se reglizd un experimento en el que
grupos de ratones recibieron hexobarbital a la dosis de 80
ng/kg/iepe sggﬁn ol método de Holten y Iarsen (Aote Pharme-
col. Toxicol, 1956, 12, 346); un grupo servia do testigo mien~
trag el sogundo reoibia SAM a la dosis de 10 mg/kg/i.p. (véa~
se la tabla)e

Controles Tiempo do sueilo
Mino)
24,8 % 2,7
SAM 10 mg/kg/ieDe 11,2 % 5,8

Dol oxemon de los datos rosulta una aceibn de la
SAM en la prolongacidn del tiempo do suefio inducido por ol he-
xobarbital.
PﬁUgﬁéﬁ CLINTICLS

Por adninistracifn de SAM se entiende indiferento-
mente la administracién de s, HSO,"4H,S0, «2CH;C4H,S03H
y/o SMM* \HSO,”. OH;C4H,S0.H.

3
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Sigu;endo las indicsciones obtenides de las pruebas
farmaoolggicas, lag prucbas clinicaes se orientaron egbre las
afeccioneé patolégicas en donde aparece lo que sigue, primiti-
vemento o socundarigmente alterads.

1 - ol metabolismo de los lipidos

2 - ol motebolismo de los prétidos y los glicidos

3 - ol metabolismo de las cateocolaminas y las anings
biogénicas.

1 - A partir de prucbas llevedas a oabo clinicamento sobre

olentos de sujotos uﬁilizando dogig de SAM variables en un

intervalo muy emplio, se encontré que el nuevo compuesto in-

duce une répida oaide de los lipidos hopéticos en la hepatos-

teatosis de la mas varladas patogénesls, identificsble medians

to un exdmen bidptico repotido despuds de terminar el ciclo

de tratemiento y afn despuds dd 60 dfas después de terminado

el tratemiento. . '

Ta sdminigtracién del producto induco, esimismo, a
una ngtable calda on los valores elovados de colesgtorolamia
total, de hiportrigliceridemia y normgliza las relaciones li~-
poprotefcas altoradas de beta/nlfa y las relaciones pro-bets/
beota cn.los sujetos con hiperdislipidomis en la fase descon-~
pensada,

Bsta actividad hipocolesterolemizante e hipolipe-
nizante se verifica ain con dosls de unos 20 o 30 ng adminige
tredas 2 a 3 vecos al dfa y os proporciongl a la dosis.

En le srterioesclerosis c}ara con nmanifiegtaciones
olfnicas do 1o osfora psicoasfectiva, oon turbomndsicos y con-
troongefdlicos secundarios (deterioracidn por encefelopatia

artoriogsclordtica) y fendmenos de hipoxia cerobral, la agde
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minist?acién de SAM por vie intramisoular o, en los casos més
graves, por inyeccibn intravenosse o mediante flebooligis len-
ta, con dosis oomprendidas entre 20 y 40 mg 3 8 4 vecos al
dfa, ha mogtrado une mod;ficaci6n muy Ffavorsgble de la sinto-
matologia. En particular, en estados hipoxidéticos eclaros
fue muy répida y estodisticemente importante la recuperscidn
de las funciones relacionadas con la vida de relacidn.

En los sindromes post-apopleoctiformes se encontrd
ung, mayor oeleridaa en la resolucidn del cuedro clfinico.
2 - Se han tratado clinicamente ciontos de sujetos efecta~
dos des hipoprotidemias y disprot@demias secundarias, hepas-
topatiasg pgrsistentes o agresivas, espados precirréticos o
cirrbticos, sindromes de ﬁalabsoroién, sindromes de disper~
sidn,protidioa; La adminigtracidn de dosis veriables compren-
dides entre 50 y 200 mg de SAM pof dié, por via intramusou~
lar, intravenosa u oral segin la gravedad del caso, produjo
un sumento estadisticamente gignifilcativo en la protidemia
total, un aumento en la cota de alblmina y une tendencia a
normalizer les relaciones porcentuales alteradas de las frec-
ciones electrofordticas del suefio. Esta actividad preotefca
angbolizante hg sido seguida de una mejora, conufrecuencia
nuy importente, de la sintomologia subjetive y de las condi-
cioneg objetivas gencrales y de una normelizacién de todas
las prucbas de funcionabilidad hepdtica.
3 - Se han obtenido resultados particulermente sorprenden-
tos en aplicaciones clinicas de las nuevaes sales enzimdticas
segin ol invento cuando exlsten cuadros patoldgicos clarsmente
relacionados con modificaciones en ol intercambio de aminas

bilogénicas, por ejemplos:
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a) ocuadros patolégicos do Indole neuropsiquidtrica;
b) enfermedad de Parkingon y parkinsonismo do diversas

etiopatogénosis;
¢) aceibn antiflogistica’y analgdsica on el tretenmiento

de lag ogtooartrosis , y actividad antdlgioa on elgu-

nas manifestacionss neurol8gicas;
d) Tragtornog dol ritmo suefio~ingonnio.

Con respecto el punto a)y una vaste causistica olf-
nica llevada a cabo examingndo el comportamiento clinico y
las pruebas de Hamilton y Wittenberg, ha domostredo claremenw
te que la adninigtracibn de dosis variables entre 20 y 50 ng
de 8AM 3 § 4 veces ol dfa por un perfodo de 5 a 15 dfas, in-
duce, excluyendo cualquier otra forms de tergpia, una remi-
gién significative de los pardmetros principales, congidera=~
dos patognémicos para la diagn6ais’do lgs formas depresivas.
Con rospecto al punto b), relativo al tratamiento

do 1g enfermadgd do Parkingon y a los pafkinsonismos, se ha
encontrado que: _
1) ILa adminigtracién de SAM en 10-40 mg por dfs, por vis
intremuscular, intravenose u oral (segin la graveded del oa-
80) en asocimciln con la terapbutica habitusl con Levodopa,
produce ung mejors estadisticamente masg significativa en la
acinogis y rigidez con respecto a la que tiene lugar on pa-
cientes tratados dnicemente con tevodopa. Se encuentran, asi-
nigmo, favorsbles modificaciones on la oxtengién del temblor
de Parkingon, que no puede modificarsc con lg Levopoda solas
2) Lg adninistracién de SAM mejora ostensiblemente los trag-
tornos pafquicos asociados con la Levodopa, con relacién par-

tioular a los estados depresivos y menifestaciones psiquicas
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do tipo irritativo.
3) Lo administracidn de SAM n las dosis antes indicadas

bloquea significativemente la sucesiénrde efectos secunde=

v

riog do la Levodopa do los diversos frganos y sparatos, con
particular referencis a la nauses, o6l vémito, le inapetenocis,
le hipotonsidn, la astonia, la cefaoloa, la hipersudoracién

¥y el insomnio.

Con respeeto gl punto o), la SAM, que por los resul
tados farmacolézicos epereco dotade de intenss getivided an-
tiflogistica y snelgdsica, so he demosirado active en todes
las formas osteocartrdsicas tratadas a la dosgis en 30 mg dos
veces gl dia por vis intramuscular o ondovenosa y de 30«50 mg
per 0s cuatro veces sl dfa.

_ Ya al cabo de 7 dfas de tratenionto el ospasmo mus-
eular, la limitacidn del movimiento, ol dolor localizado ¥y
la rigidez'aparacen influfdos on modida cstadfsticemente gig-
nificativa, on rolacidn gl pleccho. En los 90 casos tratedos
no go ha observado ningin cago do pirosis gdstrica. Le bis-
queda deo sangro oculte en las heces no ha aparecido nunca mo-
dificeda durante el tratemiento.

Lo SAM, comparsda con un férmaco antiflogistico no.
esteroideo usado corrientemonte en un estudio "double blind4,
ha demogtrado tener oficacia terapéutica oquiparable a la de
la indometacina.

So ha ensayado tembién la actividad entdlgica de

la SAM, en divorsos sujetos con cuadros neuroldgicos divor—

gog: neurdtis, polineuritis, ortralgias, cidtica, radioculitis
y torticoliss

El ofocto terepdutico ha resultado pronto y eficaz
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dosde el primer Qia de administraoién e la dogid de 15 ng

dos veces al dia, por via intramusoulsr, o de 30-50 mg 3 6

4 veces gl dfa, por 0s, Resultados andlogos sc han obtenido
en gujetos con cefales recurrente y resistonte con la admi-
nistracién dol f£4rmeco por via orsl en comprimidos mestioca-
blese .

Con respecto al punto ¢)y © soa log trastornos del '
ritmo dol sueflo-ingomnio, con rclacidén particular al ingomnio,
ol nuovo produo?o sogﬁn el invento es apto; g la dogis de
10~30 ng por os, pera nejorsr sonsiblomento las rolaciones
altoradas dc suofio-ingomnio inducieondo un suefio figioldgi-~
co pin recurrir al ugo de barbitiricos u otras substencilas
do aceibn doprosiva cortical y centrooncefdlica.

Do cuanto se ha rosunide rosultan ovidontes las
nunorosaes porspectivas incsporadas o imprevisibles que dos~
cubre el nuovo fdrmaco on el ocampe do la torapdutica humana.
Regumiondo puede docirse que los campos do cupleo ya invog= ]
tigedos sont tratamiento do hopatopatigs, hipordislipidemias,
artorioosclorosis gonerslizeda ¢ local, manifestao;ones pei~
quiatricas do tipo dgpresivo y do tipo neuroldégico, artro-
patias degeneratives, manifestaciones #1gicas neurolégicas
y trastornos del ritmo sueflo~vigilia, nientras quo duadan
todaf#{a. muchos otros campos do aplicacién quo se han do exa-
ninar ¢ invostiger. '

Las nuovas sales de SAM so adninistran proforente-
monto por inyoocién intramusculsr ¢ ondovenosa, on corprie
nidos per 0g o sublinguales o on oépsulas.

A ocontinuacién se cxponon elgunas conposiciones

farnacduticass



B

10.

15.

20,

25.

a)

b)

e)

a)

e)

= 32 =

Un_comprinido de 400 mg contioye

SAM saj 66,66 mg
Excipiontogs

AMmnidén

Lactosa

Egtearatc do magnesio

Talco

Aromg, Cegs hagta 400 mg

Una cdpsula de 250 mg contione

SAM sal 66,66 ng
Excipientogs:

AMniddn

Lactosa

Bgtearato de magnesio

Na3P04 C.3» hagta 250 mg;
Un vigl d¢ liofilizado contieng
SAM sal 11,11 ng

Un viasl do disolvente intramuscular contiene

Lidocaina 20 ng
Solucién de¢ tampones
fosfatos c.s. hasta 3 cc.
Un vigl de liofilizado conﬁieng
SAM sal 33,33 ng

Un vial de disolvente intramuscular contiene

Lidocaing 20 ng
Solucidn de tampones

fogfatos c.8. hasta 3 cc.

Un supogitorio do 2 g contiene

SAM sel 111,11 ng
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Masa para supositorios
c.S. hasta 2,0 g.

Otras formas de administracidn pueden ser:

a) Frasquitos bebibles

b) ILiquidos para instilaciones oculares,

¢) Idquidos para instilaciones endonasales

d) Ifquidos para aerosol o spray.

e) Iiquidos y pomadas para uso tdpico en los que el
principio activo esta dilufdo en disolventes normeles
para uso farmacéutico (Tecnologia Farmacéutica, vol.

II, Silvano Casadio; segunda edicion; ed. Cisalpino-Go-

liardica, Milano, ‘1972).

En conclusidn, puede decirse que la dosis torapdu~
ticas de SAY estan comprendidas entre los 5 y los 300 mg
por dfa, segin el tipo y la gravedad de la afeccion qus se
trate. |

Siempre. que ses necesario pueden emplearse dosis
superiores; dada la absoluta carencia de toxicidad de las sa-
les de este invento.

=, =
NOT A

Descrito el objeto del umresente invento, se decla-
ran nuevas y de propia invencién las sgiguientes reivindica~
oiones; con prioridad de la solicitud de patentes italianas
nime: 25895 A/73 del 27-6-73 y 23148 A/74 del 24-5-T4.

1.- Procedimiento para la preparacidn de las sales
dobles dec la S—adenosil~L~metionipa; (SAM) con acido sulfi-
rico y acido para—toluensulfénico, caracterizado porque en
su realizacidn comprende las siguientes fases: a) preparar-

ge una solucidn concentrada dc SAM; b) precipitarse la SAM
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existente en 1o solueidn acidificada con solucién de deido

picroldénico; e¢) disolverse el picrolonato de SAM en
una mezcla constituide por partes iguales en volumen de una

golucién acuosa de igual normalidad de 4cido para~toluensul-
fénico y deido sulfdrico y de un disolvente orgénico parcial-~
mente miscible con el agua; d) precipitarse la sal de SAM de
la capa acuosa con un disolvente ceténico o alecohblico total-
mente soluble en ague; e) disolverse la sal precipitada en una
solucién metanbdlica de 4cido para-toluensulfénico, y f) preci-
pitarse con un disolvente orgdnico apropiado la sal doble de
SAM con dcido sulfidrico o deido para-toluensulfénico. _
2.~ Procedimiento segin la reivindicacifn 1, carac—
terizado porque, en una alternativa del proceso, la fage a)
se realiza causando la lisis de las células de levadura por
tratamiento con acetato de etilo y dcido sulfirico a la tem-
peraturs del ambiente.

3.- Procedimiento. segin la reivindicacién 1, carac-
terizado en que la fase &) se realiza por sintesis encimdti-
ca mediante accidn de la enzima especifica ATP-metionina-ade-
nesiltransferasis, de alta pureza, sobre una mezcla de adeno—
gil-trifosfato (ATP) y metionina.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 3, carac-

torizado en que la enzima especifica ATP-metionina-adenosil-

transferasis se purifica por elucidn selectiva de una solu-
cién que la contiene a través de una columne de gel de poli-
sacarido activado y tratado con I~lisina.

5,~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, carac-

terizado porque, en la alternativa de realizacidn la sinte-

gis encimdtica de la SAM a partir de ATP y metionina se ve-
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rifica mediante paso de una solucién que contiene los dos
reactivos por uns columna de gel de polisacdrido activado
al que estd ligada la enzima especifica de alta pureza.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

torizado en que la fase b) se realiza empleando soluciones

de dcido picroldénico en agua o en un disolvente orgdnico so-

luble en agua,

7.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac-

terizado en quec la fase ¢) se realiza empleando soluciones

acuosas de normalidad igual en dcido sulférico o deido para-
-toluensulfénico y ambas comprendidas entre 0,05 y 0,2.

8.~ Progcedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

torizado en que lg fase d) se realiza empleando de 4 a 8 vo=

lémenes (respecto a la solucidén acuosa) de un disolvente
orgénico elegido en el grupo constituido por la acetonz, el
aleohol metilico, el alcohol etilico y el alcohol propilico.

9,~ Procedimiento segin la reivindicaeién 1, carac-

torizado en que la fase e) se realiza empleando solucionss

metandlicas al 10-20% eh 4eido para~toluensulfdnico.

10.~ Procedimiento gegin la reivindicacién 9, carac-

terizado por emplearse la cantidad minima de metanol necesa-

ria para la disolucidén de la sal,

11.~ Procedimiento segin la reivindicacién 9, carac-

terizado por emplearse, en una variante de la fase e), un gran

exceso de metanol.

12.~ Procedimiento segin la reivindicacién 10, ca-

racterizado en que en el tratamisnto con disolvente orgdnico

geglin la fase f) se precipita la sal doble

saw* . HSO 4 +HpS0, . 20H,CH, SO;H.
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. 13.= Procedimiento segin la reivindicacién 11, ca-

racterizado en que el tratamiento con disolvente orginico

segin la fase f) se precipita la sal doble

SAM"HSO,”.H,S0, . CH,C gH,S05H.

14.~ Procedimiento para la preparacilén de sales
dobles de la S-adenosil-IL-metionina.

Segin se describe y reivindica en la presente me-
moria descriptiva que consta de 36 hojas foliadas y escri-

tas a mdquina por una sola cara.

Firrode: JOSE L. NMORA
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