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MINORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere  a nuevas sales enzimáticas, 
al procedimiento para su preparaoion y a la s  composiciones 
terapéuticas que la s  contienen. Más concretamente, este inven­
to se re fiere  a nuevas sales extremadamente estables de 

5* S-adenosil-L-netionina (SAM), a un procedimiento que hace 
posible su preparación de forma sencilla  y económica a esoa- 
l a  industrial y a la s  composiciones farmacéuticas que la s  con­
tienen como prinoipio activo, para u tiliz a rse  en numerosos 
oampos dé la  terapéutica humana.

El SAM os un producto de origen natural, que se10 .



encuentra en todos los organismos vivientes desde la s  bac­
te ria s  a las  plantas y desde los organismos monocelulares 
a los mamíferos superiores incluyendo el hombre, cuya es­
tructura se conoce desde haco algdn tiempo y viene identi­
ficada por l a  fórmula siguiente:

en la  que
X es un anión genórioo.

En los organismos vivos el SAN se forma por l a  in­
tervención de enzimas (S-adenosilmetioninsintetasis o S-ade- 
nosiltransferasis) en el ámbito oitóplasmatico a p a rtir  de ne- 
tionina asociada con los nutrimentos o a p a r tir  del ATP pre­
sente como reserva de energía en cada oólula viviente.

So sabe tambión, desde hace cierto tiempo que el 
SAN es un producto de importancia fundamental en un gran mi­
nero de reacciones biológicas de transmetilación enzimática, 
por cuyo motivo siempre Be ha considerado un reactivo muy in-. 
portante on bioquímica.

Sin embargo, el mayor problema con esta substancia 
ha surgido siempre por su extrema inestabilidad a la  tem­
peratura ambiente o a temperaturas superiores a ésta, y por 
mátodos de producción laboriosos y no fác ile s  de rea lizar



en esoala industrial.
En los últimos años la  investigación dirig ida hacia 

la  estabilización dol SAM con ol fin  de hacer posible su u t i ­
lización en el campo de la  investigación biológica so ha pro­
yectado hacia la  preparación do sales que resulten estables 
en condiciones de temperatura y humedad normales.

Se ha llegado a s i A la  preparación del cloruro y 
el sulfato do SAM que se u tilizan  Tínicamente como reactivos en 
bioquínioa durante cortos periodos do tiempo dobido a que, 
aún en estado seco, es limitada su estabilidad y sus procedi­
mientos do preparación tan solo puedon u tiliza rse  para la  pro­
ducción en pequeña . cantidad, y, ciertamente, no pueden u t i­
lizarse  para la  producción a escala industria l.

Ahora so ha descubierto, de forma totalmente ines­
perada, nuevas sales de SAM que tienen estabilidad indefini­
da con el transcurso de tiempo y a l a  temperatura hasta 45**, 
que puede prepararse do forma industrial con rendimientos ele­
vados y do forma económica y quo, sorprendentemente ha demos­
trado poseer gran poder curativo en muchos campos do l a  te -  
rapóutica humana* frecuontomonto sin rolación entro s i .

Las nuevas sales objeto de esto invonto son sales 
dobles de SAM con ácido p-toluensulfónico y ácido sulfúrico, 
que tienen la  fórmula SAM̂ .HSÔ  .Hg SÔ .2CĤ CgĤ SÔ H, y res­
pectivamente SAM̂ .HSÔ **.HgSÔ .CĤ CgĤ SÔ H.

El elevado grado de progroso tócnico puede apre­
ciarse en la  tabla quo sigue, la  cual compara la  estabilidad 
con ol tiempo, a 45^0 , en estado seco, de dos do la s  sales 
mas establos de SAM hasta ahora conocidas, o sea ol cloruro 
y el sulfato, y ol nuevo disulfato-di paratoluensulfonato.
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Las c ifras hacen referencia al porcentaje de residuo de SAM
después del tiempo indicado:

TABLA 1
Anión 30 d 60 d 120 d 180 d
Cloruro 20 - - -
Sulfato 50 5 - -
D i-sulfato--d i-p -to -luonsulfo-nato 100,1 99,9 100,2 100^4

Los índices de estabilidad obtenidos con el disul­
fato nono-paratoluensulfonato son equivalentes por completo 
a los que se indican para el disulfato di-paratoluensulfona­
to .

EL procedimiento para la  proparación de las nuevas 
sales sogán el invento comprende en esencia la s  fases siguien-

a) preparación do una solución ric a  en Ŝ M, ya sea por 
extracción do substancias naturales que la  contienen, 
ya sea por s ín tesis encimática a p a r tir  de adenosin- 
- tr ifo s fa to  (ATP) y metionina;

b) precipitación do la  SAM existente en la  solución 
acuosa f il tra d a , mediante solución acuosa saturada 
de ácido picrolónico o mediante soluciones dol mismo 
ácido en disolventes orgánicos solubles on agua (como 
los alcoholos metílico, e tílic o , propílico, isopro- 
p ílico , n-butílico  e isobutílico; acetona, m e tile til-  
cetona, m etilisobutilcetona, acetato de e tilo , te tra -  
hidrof urano, 2-metoxihoxanol, 2-etoxihoxanol, dio- 
xano y dimotilformamida);
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o) disolución del precipitado filtrad o , en una mezcla 
constituida por partes iguales (en volumen) do un 
disolvente parcialmente misoible con e l agua (como 
la  m etiletiloetona, la  netilisobutilcetona, e l n-bu- 
tanol o el isobutanol) y de una solución, de la  misma 
normalidad, de áoido p-toluensulfÓnico y ácido sul­
fúrico;

d) separación del estrato orgánico y adioión a l a  so­
lución aouosa do un disolvente orgánico cotónico o 
alcohólico completamente soluble en agua; 

o) redisolución del precipitado on una solución al 
10-20 % de ácido p-toluensulfónico en metanol, de 
preferencia al 15 %, y tratamiento con carbón deco­
lorante de la  solución.

f) adición al concentrado do un disolvente orgánico 
apto para causar la  precipitación de la  sal do SAN 
pura, bien c ris ta lin a  y fáoilmonte f il tra b lo .

Como ya se ha dicho, la  fase a) del procedimiento 
puedo realizarse do modos diforontos, poro igualmente efica­
ces para los fines do obtener una solución concentrada de 
SAN.

Según una alternativa, so tra ta  l a  levadura (Sao- 
charomyces oerevisiae, Torulopsis u t i l i s ,  e tc .)  enriquecida 
en SAN mediante la  adición do motionina on condiciones apro­
piadas (Schlonk, Enzymologia, 29, 283 -1965-), con acetato 
de e tilo  y luego con ácido sulfúrico do normalidad comprendi­
da entre 0,1 y 0,5 (do preferencia, 0,35 N), a la  temperatura 
del ambiente, para causar la x lis is  do la s  cólulas y el paso 
a solución prácticamente del 100 % de la  SAN presente.



De preferencia so emplean volúmenes de agua y de 
acetato comprendidos entre 1/20 y 1/5 del peso de la s  celud­
ía s  húmedas y se prolonga el tratamiento por un tiempo entre 
15 y 45 minutos (do preferencia, por 30 minutos).

Se añade luego ácido sulfúrico y se prosigue la  
l i s i s  por un tiempo comprendido entre una hora y dos horas 
(de preferencia, una hora y media).

Cabe señalar que l a  l i s i s  de la s  células de leva­
dura realizada oon una mezcla de disolvente orgánico y ácido 
sulfúrico diluido es muchísimo más conveniente que la  re a li­
zada normalmente oon ácido perclérico a la  temperatura del 
ambiente o oon ácido férmico o ácido acético a 603 c  y simi­
la res, por cuanto no sélo se desarrolla a la  temperatura del 
ambiente (muy favorable para la  estabilidad de la  SAM), sino 
que so produce en condiciones ta les  que la  solucién resu lta  
fácilmente f il tra b le  para apartar los residuos celulares y no 
contieno ninguna do la s  impurezas que se hallan presentes 
cuando se u tilizan  los otros medios de l i s i s ,  difícilmente 
eliminables además con los procedimientos conocidos para la  
preparacién do SAM pura.

Según o tra  alternativa, la  fase a) se realiza  pre­
parando la  SAM por sín tesis encimática mediante accién de la  
enzima ATP-motionina-adenosiltransforasis (E.C. 2.4.2.12) so­
bre una mezcla de incubacién que contiene adenosin-trifosfa- 
to (ATP) y metionina.

Lo esencial para los fines de la  realizacién Indus­
t r i a l  do esto método es que la  enzima sea pura y so halle on 
forma fá c il de a is la r  tanto de la  mezcla in ic ia l de incuba­
cién como do la  SAM producida.



EL solicitante ha descubierto un procedimiento para 
la  purificación do la  enzima ATP-motionina-adonoslltransfera- 
s is  mediante cromatografía por afinidad, así como un mótodo 
de reacción en columna que peimito aloanzar los objetos antes 
expuestos.

La cromatografía por afinidad de la  enzima especi­
fica  según esto Invento so rea liza  haciendo porcolar una so­
lución que la  contieno (por ejemplo, un extracto bruto do le ­
vadura o de "Esoherichia coli") por una columna llena de un 
soporte sólido al que está ligado oovalentemente un grupo que 
actúa do inhibidor competitivo do la  enzima en cuestión.

Muy inesperadamente se ha hallado que un relleno óp­
timo para una columna ta l  do purificación lo  constituye un gel 
de polisacáridos activado al que está ligada covalontemonto 
la  L -lisina.

La afinidad de la  enzima especifica para el radical 
lis ín ico  ligado a l a  matriz sólida causa e l retardo de la  elu­
ción de la  enzima en la  columna y es a s i posible obtener su 
separación, en forma muy pura, de la s  otras proteínas.

No obstante, la  separación de la  enzima aparte del 
eluato que la  oontiene, para emplearla en la  fase sucesiva 
de sín tesis  encimátioa, ha dado resultados completamente in­
satisfactorios, ya que una vez separada su estabilidad dis­
minuía con el tiempo y además, dospuós do un solo empleo en 
la  sín tesis do la  SAM, se destruía en la s  operaciones suce­
sivas de aislamiento de dicha SAM.

El so lic itan te  ha hallado que so obtienen en cambio 
resultados óptimos haciendo adsorber ol eluato portador de 
la  enzima ospeoífioa sobre un soporte adecuado, sólido, y ha­



ciendo que se produzca en columna la  reaoclón ca ta lític a  en­
tro  la  metionina y el ATP que lleva  a la  formación de SAM.

Un soporte sólidompropiado lo constituye un po li- 
saoárido activado con un reactivo capaz de lig a r  proteínas a 
soportes sólidos, como, por ejemplo, e l bromuro de cianógono.

Al hacer percolar por la  columna una solución de 
ATP y metionina en solución tampón apropiada, se obtiene en 
la  baso de la  columna un eluato que contiene la  SAM.

La fase b) del procedimiento permite la  separación 
de la  SAM en estado de gran pureza; en efecto, en ambiente 
ácido el único compuesto precipitado por el ácido pioroló- 
nioo es l a  propia SAM, como demuestra la  cromatografía sobre 
capa delgada, según Anal. Biochem. 4, 16-18 (1971). El ácido 
picrolónico tione pues una acción extremadamente y sorprenden­
temente selectiva. En efecto, los otros agentes precipitantes 
que hasta ahora so aHadían, como el ácido picriCo, la  sal 
de Reineoko y el ácido bórico, ocasionan precipitados muy 
impuros, que exigen siempre purificación consecutiva de la  
SAM por cromatografía en columna de oambio iónico, operación 
bastante cara y de realización industrial d i f íc i l .  Además, 
con d ificu ltad  alcanza el producto l a  pureza necesaria. La 
u tilización  de soluciones acuosas de ácido picrolónico o de 
soluciones de esto ácido on lo s  disolventes orgánicos ya c i­
tados no prosonta problemas particulares y es operación quo 
so desarrolla a la  temperatura del ambiento. La fase c) se 
rea liza  proferontemente con soluciones quo contienen ácido 
p-toluensulfónioo y ácido sulfúrico, en concentraciones com­
prendidas ambas entro 0 ,0  ̂ y o ,2 N (de preferencia, 0,1 N), 
y con un disolvente orgánico parcialmente miscible con el



agua, como l a  metllotilootona o el n-butanol. La u tilización  
del disolvento orgánico permito reducir muoho la s  soluciones 
aouosas ácidas y elimina prácticamente todo el ácido picro- 
lónioo.

La fase d) del procedimiento se rea liza  empleando 
preferentemente do 4 a 8 volúmenes (respecto al volumen de 4a 
solución acuosa) de un disolvente elegido en el grupo que 
oomprondo la  aootona, el alcohol metílico, el aloohol e t í l i ­
co y el alcohol propílico.

So ha descubierto tanbión, sorprendentemente que s i 
en la  fase e) se emplea la  cantidad mínima de metanol nece­
saria  para disolver el precipitado prooedento de la  fase d), 
en la  suoesiva fase f ) de preoipitaoión so sopara la  sal do­
blo SAM .̂HSO .̂HgSO .̂ 20Ĥ CgĤ S0^H.

Viceversa, s i se emplea en la  fase e) un volumen 
de metanol doblo a lo menos del necesario, en la  sucesiva 
fase f)  de precipitación se sopara la  sal doblo SAM̂ .HSÔ *'. 
HgSO^CH^SO^H.

El empleo de cantidades intermedias de metanol l l e ­
va a la  formación do mezclas de las  dos sales.

La precipitación fin a l do una u o tra  de la s  nuevas 
sales confornes a esto invento (fase f ) exige e l empleo de 
un disolvente orgánico elegido en el grupo constituido por 
el metanol, el óter, e l oloroformo, el n-propanol, el isopro- 
panol, el n-butanol, el isobutahol, ol aloohol butílico  se­
cundario, el aloohol isoamilioo y el totrahidrofurano.

Las sales dobles do SAM obtenidas sogdn este inven­
to son, como ya so ha dicho, conservables indefinidamente en 
estado seco y se mantienen prácticamente inalteradas.
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En los ejemplos que siguen se ilu s tra  el método 
Para proparar la s  nuevas sales segdn e l invento, entendién­
dose que estos ejemplos son Tínicamente ilustra tivos y no 
implican lim itación del invento.

El procedimiento hallado por nosotros no exige en 
ninguna de la s  fases temperaturas superiores a la  del ambien­
te  y actúa en medio ácido; esto es muy importante para evi­
ta r  l a  descomposición de la  SAN, Además, no necesita opera­
ciones complicadas y laboriosas, como la s  cromatografías en 
columnas do resina de cambio iónico o de carbón, que lo vol­
verían de d if íc i l  realización industria l.

Ejemplo 1
Se añaden 11 l i t r o s  de acetato de e tilo  y 11 l i t ro s  

de agua, a l a  temperatura del ambiente, a 90 kg de levadura 
enriquecida en SAN (6,88 g/kg) según Schlenk (Bnzymologia,
29. 283 -1965-). Después de 3O minutos de agitación enérgica, 
se añaden 50 l i t ro s  do ácido sulfúrico 0,35 N y so prosigue 
la  agitación por una hora y media. Luego se f i l t r a  y se lava 
con agua, de lo  que se obtienen 140 l i t r o s  de solución que 
contiene 4,40 g/L de SAM, equivalente al 99,5 % de la  exis­
tente en el material de partida.

Agitando, se añade a esta  solución una solución de 
2^3 kg do ácido picrolónico en 25 l i t r o s  do m etiletilcetona. 
Después de una noche de reposo, se separa por centrifugación 
el precipitado y se le  lava con agua.

El sólido asi obtenido so agrega, con agitación, 
a una mezcla de 18 l i t ro s  de una solución 0,1  N de ácido sul­
fúrico y ácido p-toluensulfónico y 18 l i t r o s  de m otile tilce- 
tona. Después de reposo, se separa la  fase orgánica, que se
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remite a l a  recuperación del ácido piorolónico, mientras la  
fase acuosa so bate con un poco de m etiletilcetona para e l i ­
minar los vestigios de ácido piorolónico residualy se le  aRa- 
de carbón decolorante y se f i l t r a .  Esta solución (16,5 li tro s )  
contiene 33,8 g/1 de SAM, equivalente al 90 % del compuesto 
existente en la  levadura; analizada por cromatografía sobre 
capa delgada, según Anal. Biochem. 16-18 (1971), muestra 
contener solamente SAM, sin vestigios de sus productos de des­
composición o de otras bases orgánicas. Se v ierte  dicha solu­
ción, agitando, en 100 l i t r o s  de acetona, y despuós do reposo 
se docanta del disolvente y se disuelve el sólido en 3,3  kg 
de una solución metanólica al 15 % do ácido p-toluensulfónico. 
Despuós de aRadlr carbón decolorante, se f i l t r a  la  mezcla y 
se la  agrega a 25 l i t ro s  de óter e tílic o .

Se pr00ipitan 1184 g de una sal bien c ris ta lin a  
y fácilmente f il tra b le , poco higroscópica, solubilísima en 
agua (más del 20 %) con formación do una solución incolora; 
esta sal es poco soluble en motanol y etanol e insoluble en 
acetona, m etiletilcetona, cloroformo, alcoholes superiores 
y benceno. Por cromatografía de capa delgada, según Anal. 
Biochem. 4., 16-28 (1971), e l produoto está  exento de toda im­
pureza.

En el análisis centesimal l a  sal ha dado los resul­
tados siguientes:
C = 36.39%; H 4.6%; N = 8 . 8%; S = 16.7%
Para (P.M. 938. 98) calculado:
C = 37.09%; H = 4.51%; N = 8.95%; S = 17.07%
Además: Ĥ SÔ  # 20.5%

Acido p-toluensulfónico = 36.0%



= 20.89%Calculado: HgSÔ

fénico *= 36 #67%Acido p-toluensul
SAM = 41.54%

Humedad determinada según K. Fischer: 1,7-2 %.
EL espectro u ltrav io lo ta  del nuevo oompuesto mues-

método encimátioo basado en la  instilación encimática de nioo- 
tinamida o ácido guanidin-acético con l a  SAM (G.L. Cantoni, J . 
Biol. Chem.̂  189, 745 -1951-; 0. De La Hoba, B.A. Jameison, 
S/á. Mudd y Richards, J . Am-. Chem. Soc. 81, 3975 -1959-).-

Ei emolo 2
A 70 l i t r o s  de solución procedente do la  l i s i s  do 

la s  células do levadura, obtenidos empleando la  misma materia 
prima y el mismo método que en el Ejemplo 1, se aSaden 1,15 kg 
de ácido picrolónico disueltos on 10 l i t r o s  do alcohol isobu- 
t í l ic o .

tra  un máximo de absorción en 260nm, E ¡^  = 182.
Estos datos concuerdan para un compuesto de fórmu­

la

OH OH
------0— - HSÔ

El nuevo compuesto se ha identificado además con el

Después do una nocho do reposo, se separa por con-
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trifugación el precipitado que se ha formado.
El sólido separado se agita con 9 l i t ro s  do una so­

lución 0,1 N de ácido sulfúrico y áoido p-tluensulfónico y 
con 9 l i t r o s  de m etilisobutilcetona. Dospuás del reposo, so 
separa la  fase orgánica, mientras la  fase acuosa se descarga 
de los vestigios de ácido picrolónioo por lavado con un poco 
de motilisobutilootona. Se añade luego carbón decolorante y 
so f i l t r a ,  y el filtrad o  se v ierte  en 70 l i t r o s  de alcohol 
m etílico. Despuós de reposo, se decanta del disolvente el 
sólido formado y se le  disuelve en una solución motanólioa 
al 15 % de áoido p-toluensulfónico (1,65 kg).

Despuós de decolorar con oarbón, se añade el f i l ­
trado a 10 l i t r o s  de cloroformo, con lo  cual se obtiene un 
precipitado crista lino , bien f i l tra b le , de disulfato di-p- 
-toluensulfonato de SAM.

El producto obtenido (1110 g) ha dado en el análi­
s is  resultados idónticos a los del producto del Ejemplo 1.

. 3j.sp?pio.3...,.
A 70 l i t ro s  do solución procedente de la  l i s ia  de 

la s  cólulas do levadura, obtenidos con el mismo mótodo de 
l i s i s  y la  misma materia prima que on el Ejemplo 1, se añaden 
1,15 kg de áoido picrolónioo disueltos en 12 l i t r o s  de n-bu- 
tanol. Despuós de una noche de reposo, so separa por centri­
fugación el precipitado.

El sólido obtenido se distribuye entre 9 l i t ro s  do 
una solución 0,1 N de ácido sulfúrico y ácido p-toluonsulfó- 
nioo y 12 l i t ro s  de n-butanol. Despuós do reposo, se separa 
la  fase orgánica, mientras se descarga la  fase acuosa de los 
vestiglos de ácido picrolónioo por lavado con un poco de



n-butanol. Se ahade luego carbón decolorante, se f i l t r a  y se 
v ierte  el f iltrad o  en 65 l i t ro s  de alcohol n-propÉlioo. Des­
pués de reposo, se decanta del disolvente el sólido precipi­
tado y se le  disuelve en una solución metanólica a l 15 % de

5 . ácido p-toluensulfónico (1,65 kg). Despuós de decolorar con 
carbón, se v ie rte  e l f iltrad o  en 14 l i t ro s  do n-butanol, lo 
que da un precipitado cris ta lino  y bien f iltra b lo  de disulfa­
to di-p-toluensulfonato de SAM.

El producto fin a l (1155 g) ha dado en el análisis
10. los mismos índices que el producto del Ejemplo 1.

Ejemplo 4
Purificación de la  enzima específica
50 cc de Sepharose (polisaoárido produoido por 

Pharmacia Fine Chemicals AB, de Upsala, Suecia) empacado y 
15. suspendido en agua se tra tan  con bromuro de oianógeno, segón 

lo s métodos conocidos para lig a r  substancias que contengan 
grupos amínicos a matrices constituidas por gel de polisaoá- 
ridos. Al gol a s i preparado se añade un exceso de L -lisina. 
Después de la  reacción, se lava repetidamente con agua d esti-  

20. lada, con mezcla tampón a pH 8,5 y con mezcla tampón a pH 4,5. 
El gel se u t i l iz a  luego para llenar una columna de 1,5 om de 
diámetro y 30 cm de altu ra . Por la  columna se hace pasar, has­
ta  equilibrio completo, una mezcla tampón do trietanolamina 
0,05 M y HgSÔ  0,01 M a pH 8,0. Se depositan en la  columna 

25. 2 oc de extraoto de levadura que oontiene la  enzima específi­
ca, obtenido por sonicación o por homogonoización con hiolo 
seco y eventualmento enriquecido antes en la  enzima específi­
ca. Se eluye la  columna con la  misma mezcla tampón u tilizada 
para la  equilibración, mientras se sigue por medición espoo-



trofotomó trico. ^el u ltrav io le ta  l a  distribución de las  proteí­
nas en el eluato. Al mismo tiempo ae mide la  actividad sin te - 
tásioa de las  diversas fracoiones segdn J.A. Stekol, Methods 
in Enzymology, vol. VI, p¿g. 566 (1963). Las fracoiones que 

5. muestran actividad sin te tásica relevante se reníñen y la  solu- 
oión así nobtenida presenta una aotividad especifica veinte ve­
ces superior, a lo menos, a la  del extracto bruto. En esta so­
lución la  enzima puedo ser ulteriormente concentrada por pre­
cipitación con sales, con disolventes orgánicos o por otros 

10 . mótodos conocidos para la  concentración de soluciones protei­
cas.

Preparación de la  SAM
So activan, con bromuro de cianógeno o segdn otro 

do los mótodos conocidos para lig a r  proteínas a matrices do 
gel do polisaoáridos, 30 oc de gel do Sepharose empacado. Al15. gel activado so añaden 4 ce do una solución de enzima especí­
fica , purificada ta l  como so ha expuesto antes, que contienen 
alrededor do 100 cc do protoina. Se agitan a 4** C durante 18 
horas la  suspensión do gel activado y la  solución de enzima 

20. y se lava la  resina con agua, El,liquide do lavado contiene 
alrededor del 70 % de la  actividad encimática to ta l que exis­
t í a  al principio en la  solución do la  enzima específica.

Incubando el Sepharose, preparado ta l  como antes, 
con el mótodo ya citado para la  determinación do la  actividad 

25. sin totásica se observa que alrededor del 20 % do la  ac tiv i­
dad to ta l está ligada al polisaoárido.

El sepharose preparado de la  manera anterior so u t i ­
l iz a  para llenar una columna do 1,5 cm de diámetro y 20 om de 
a ltu ra . Por la  columna se hace pasar una solución que contiene



trietanolamina 0,675 sulfato de magnesio 0,150 M ATP 0,05 

M, M-metionina 0,05 M y KOI 0,01 M, a velocidad de 5 oc por 
hora y con temperatura de 25 a 273.

EL eluato de l a  columna, analizado para el conteni- 
5. do de SAN, muestra quo el rendimiento de conversión es del 

30 %.
Preparación de las  sales dobles de lo SAM 

con ácido sulfúrico y ácido p-tolUensulfónico 
So acidifican hasta pH 3 con HgSÔ  103 cc de elua- 

10. to que contiene 6 g/1 de SAM y, con agitación, se añade una
solución de 2,3  g de ácido picrolónico en 25 cc de m e tile til-  
cetona. Despuós de una noche de reposo, se f i l t r a  el precipi­
tado y so le  lava oon agua. Luego se le  redisuelve en 18 00 de 
una solución 0,1 N de HgSÔ  y ácido p-toluensulfónico y en 18 

15 . cc de m etilotilcotona.
Despuós do agitación y ido reposo, se separa la  fase 

orgánica, mientras se bate con un poco de m etiletilcetona la  
fase acuosa para eliminar los últimos vestigios de ácido pi­
crolónico. Despuós de separar l a  oapa acuosa, se añade carbón 

20. decolorante y se f i l t r a .  Resultan 16,5 cc de solución acuosa 
inodora, que contienen 33^8 g/1 do SAM, equivalentes por tan­
to a l 9Ó % de la  SAM contenida en la  solución original. Ana­
lizada por cromatografía de capa delgada, l a  solución muestra 
contener únicamente SAM. So vierten 16,5 cc de la  solución en 

25. 100 cc de acetona y despuós de agitación y reposo se sopara
ol líquido por decantación. Se disuelve el sólido en 6,6  g do 
una solución metanólica al 15 % de ácido p-toluensulfónioo y 
despuós de añadir carbón decolorante y de f i l t r a r ,  se v ierte  
l a  solución en 25 cc do óter e t íl ic o . Despuós de reposo, se
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f il tra ?  la  gal obtenida, bien c ris ta lin a , pesa 0,967 g y t ie ­
ne la  composición
S A M ^ .H S O ^ .**. H g S O ^ C H ^ C g H ^ S Ó jH .

En el análisis! calculado para CggH^Ô gNgS .̂
0 34,46% H 4,47 % N 10,96% S 16,72%

hallado:
C 33,68% H 4,65 %N 10,8% S16,5 %
SAM̂% 50,5; HgO% 2,1; HgS0̂ % 25,3;
áoido toluensulfónioo % 21,7.

El ospoctro u ltrav io le ta  muestra un máximo en
260 nn, g[-% = 179.l  omRepitiendo el procedimiento de manera idántica, pe­
ro empleando 3,3  g de solucián metanólica al 15 % de ácido 
p-toluensulfónioo, en la  fase sucesiva de precipitación con 
25 cc de áter e tílico  se obtienen 1,18 g de sal SAM .̂HSO  ̂
.HgSO .̂ 2 CĤ CgĤ SÔ H que tiene carac terísticas idánticas 
a la s  indicadas para el producto del Ejemplo 1.

Por l a  invostigacián bioquímica se sabe, desdo haoo 
años, que el SAN es el línico donador especifico de metilos en 
los organismos vivos para la s  roaooiones bioquímicas de trans­
ferencia del grupo CHy que son reacciones fundamentales en 
el metabolismo lipídioo, protidioo y glucídico.

A continuación se oxponon; a ti tu lo  de ejemplo, a l­
gunas de la s  reacciones mas importantes de transmotilación de­
pendientes do SAN.
a) N-transmitilación: adenina, oarnitina, carnosina, 

creatina, 2 , 6-diaminopurina, adrenalina, guanina, 
hordenina, N' -nlcotinamida, nicotina, fo s fa tid il-  
colina, ricinina;
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b) 0-transmotil ación: N-aoetilsero tonina, dopamina, 
opinina, d-adronalina, 1-adrenalina, ergosterol, 
1-noradrenalina, pectina, ubiquinona;

c) S -transm itilaciój: 2,3-dimercaPtopropanol, HpS, 
metionina, metilmercaptan, ¿oido S-mercaptopropiónico, 
S-mercaptoetanol, tiopirim idina, tiouraoilo;

d) C-transmitilación: citosina, timina.
Esto significa, oon referencia particular al orga­

nismo humano, que el SAM actúa en los procesos metábólicos 
siguientes:
b iosín tesis do colina, b iosín tesis de fosfatid ilco lina, ac ti­
vidad de enzimas que requieren grupos SH, metabolismo de cate- 
col aminas; metabolismo de aminas centroencefálicas de biógeno; 
metabolismo de sero tonina, metabolismo de histamina, metabo­
lismo de vitamina B12 y de ¿cido fó lico; metabolismo de crea­
tina; metabolismo de miosina; metabolismo de histonas; meta­
bolismo de RNA; metabolismo de DNA, metabolismo de substancias 
protóioas; metabolismo de c iertas hormonas de ndoleo perhidro- 
fenantrónioonde oiolopentano, siendo la s  principales los es- 
trógenos, metabolismo de los trig licó ridos.

As^iismom se sabo, desde hace algán tiempo, que el 
SAM, una voz desmotilado por la s  enzimas m otiltransferásicas, 
se transforma en la  S-adonosilhomocisteina (SAO) que es un do­
nador indirecto de grupos hidrosulfídicos y, por tanto, t ie ­
ne una importancia determinante en el metabolismo de los com­
puestos que requieren grupos SH para llevar a oabo su ac tiv i­
dad biológica. Entro óstos revisten particularmente importan­
cia  c iertas  bioenzimas y los ácidos amino sulfurados.

A su voz, la  SAO se descarboxila en el organismo y
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el producto desoarboxilado constituye el principal donador "y 
del grupo aminopropílico, indispensable (según los más recien­
tes conocimientos bioquímicos) para l a  biosíntosis de la  po-
liamina.

EL procedimiento se cata liza  por medio de diversas 
enzimas entro la s  que una específica es la  aminopropil-trans- 
fe rasis .

En resumen puede decirse que se sabe que el SAM en 
el organismo humano está estrechamente relacionado con todas 
la s  reacciones bioquímicas de:
A— trangmetilación (rendimiento especifico del grupo CĤ )
B -  transsulfuración (rendimiento especifico del

grupo SH)
0 -  transaminopropilaoión (rendimiento específico del 

grupo aminopropílico)
La recopilación de estos conocimientos puede condu­

c ir  a suponer que el SAM posee c ie rta  acción torapóutica en 
el tratamiento de los datos patológicos vinculados oon la  ca­
rencia o, dicho de otro modo condiciones do deficiencia) en 
el organismo de algunos de los muohos productos antes citados.

Sin embargo, la  extrema inestabilidad del SAM y el 
no poder disponer, hasta el presente, de algún mótodo para ha­
cerlo estable durante un tiempo suficiente bajo condiciones 
do ambiente normal ha impedido que se sometiera este producto 
a pruebas farmacológicas o clínicas y, por tanto, se ha impo­
sib ilitado  el onoontrarlo algún uso práctico en el oampo de 
la  terapóutioa humana.

Solo despuós do la  preparación de la s  nuevas sales 
de SAM, según el prosonte invento, (SAM-tri-p-toluensulfona-
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to ) , sa l ésta que en la  práctica resu lta  estable por tiempo 
indefinido a la  temperatura ambiente, ha sido posible llevar 
a cabo un estudio sistemático farmacológico y clínico, que 
ha conducido a l descubrimiento eh las nuevas sales de propie­
dades terapéuticas completamente sorprendentes por su calidad 
e intensidad.

De la  enorme cantidad de datos farmacológicos y c l í­
nicos recogidos para este nuevo producto se dan a continuación 
solo algunos elementos suficientes para indicar claramente a 
los expertos en e l a rte  las características asenciales del 
nuevo producto y sus empleos principales en la  terapéutica hu­
mana.

Por simplicidad, en lo que sigue indicaremos senci­
llamente como "sales de SAM" las dos sales dobles según e l 
invento,, dada su absoluta identidad de empleo.

En los datos farmacológicos y clínicos la  cantidad 
de sa l suministrada se expresa como*

SAM tHSO^'HgSO^"*. 2CH^CgH^S0^H(SAM) 

aunque quede claro que los datos se refieren idénticamente 
a una u otra de las sales dobles.

TOXICIDAD.- La sa l de SAM objeto de este invento ha resul­
tado absolutamente desprovista de toxicidad aguda de toxicidad 
crónica, de intolerancia local y de efectos secundarios.

En particu lar, la  DL^ en e l ratón es superior a 
6 g/kg/os y a 2,5 g /kg/i.p .

Las pruebas de tolerancia y toxicidad crónica se e- 
fectuaron con ratas de la  raza Wistar y Sprague-Dowley adminis­
trándoles, durante 12 meses, 2-20 mg/kg y día de producto; a l 
cabo del tratamiento los diversos órganos y aparatos no pre­
sentaron alteración patológica.
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Los ensayos de teratogénesis se llevaron a oab&3%̂  
con conejos y ratas: adn con la  administración do dosis masi­
vas de SAM¿ unas 10 veces superiores a la s  dosis terapéuti­
cas máximas¡ no se hallaron acciones toratogánicas o defor­
mación alguna en los embriones o el feto f in a l.

La adición de dosis de hasta 0,1-0 ,2 mg/cc de pro­
ducto a oultivos sobrevivientes do limpocitos humanos o ooíd­
la s  hepáticas do ratón no produoe alteración algunas del ín­
dice do deformación de los elementos celulares.

La administración intravenosa con dosis do hasta 
40 mg/kg no produce en el conejo ninguna manifestación piro­
génica.

La administración venosa en e l conejo y el gato de 
40 mg/kg no oausa ninguna alteraoión de la  presión carótida 
la  frecuencia oardiaca y resp ira to ria  o la  traza electrooar- 
diaca.

.La tolerancia local do la  inyección intramuscular, 
adn después do administraciones repetidas durante 180 días, 
y de la  inyooción intravenosa en la  vena marginal del pabe­
llón  auricular dol conejo, os oxoolente.

En el hombre, en sujetos jovenes, saludables y vo­
luntarios ; do ambos sexos sometidos a administración por el 
método intravenoso rápido o por fleboolisis de dosis do SAM 
iguales a 10-300 mg/ (peso promodio 70 kg), e l examen simul­
táneo de l a  presión mínima y máxima, del pulso y do la  fre ­
cuencia resp ira to ria  en 1 , 5,15)20, 30,60 minutos y en 2,3,6, 
8,10,12,24 horas después del término de la  administración 
no muestra ninguna variación de los valores normales.

La traza eloctrocardiográfica no muestra ninguna
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variación en el intórvalo PQ, en la  sección ST, n i aparición, 
alguna do extrasisto le uno tras  alteraciones a los 30", 1 ' ,
2 ') 3 ',5 ',1 0 ' y 2P' despuós de la  administración.

En e l aparato homopoyótico y en la  funcionalidad 
5. hepática y renal no se produjeron variaciones que fueran es­

tadísticamente destacadles de lo  normal.
FARMACOLOGIA.

Repetimos que cada voz que en lo que sigue se ha­
ble de administración do SAM, so entiende que se suministran 

10 . SAH .̂HSO .̂HgSO .̂ 2 CĤ CgĤ SÔ H y/o SAM .̂HSÔ .HgSÔ .CĤ CgĤ  
SO3H.

Pgra determinar, en forma indicativa, como so dis­
tribuye la  SAM en los tejidos, so preparó S-adonosilmotioni- 
na (^e til C*^) y se estudió luego la  distribución del fárma- 

15 . co en la s  ra ta s  suministrando una dosis de 10 mg/kg/o.v., 
equivalente a 24 pci de producto radiactivo. La actividad 
especifica del producto era de 53 mCi/ín moles. En paralelo, 
se efectuó también un estudio autorradiográfico en e l ratón. 
De los resultados de estos dos experimentos resu lta  que la  

20. DAM so distribuye muy rápidamente por todos los te jidos.
Exponemos a tí tu lo  demostrativo una parto do los 

datos relativos a algunos de los órganos que se tomaron en 
consideración:

Distribución de la  S.AM en algunos tejidos 
de la  ra ta25

(los valores se expresan oomo jAgr/gr)



Tejido 15' 1 h 4 h 8 h 24 h
Hígado 4¡02 7.47 13.1 13.4 13.5
Gándulassuprarrenales 4.26 8.46 11.7 10.8 10.9
Bazo 3.15 2.96 8.1 6.2 6.7
Hipófisis 5.6 5.8 19.5 11.3 10.3
Hopotálamo 0.7 1.5 2.4 3.0 3.2
Cortoza 0.6 1.1 1 .8 2.1 2.3
Blasma 18.6 5.2 5.3 4.5 3.1

Do ello  se dedujo por tanto quo laa nuevas sales 
objeto de este invento oodon el grupo CĤ  a todos los t e j i ­
dos dotados de actividad m otiltransíorásica. En otros térmi­
nos, so ha demostrado la  capacidad de los nuevos productos 
objeto de esto invento para localizarse electivamente en to­
dos los órganos provistos de sistemas m otiltransíerásicos.

Esto so ha confirmado en la s  pruebas farmacológi­
cas sucesivas. Toda una serio do pruebas realizadas con ra­
tas ha demostrado quo los nuovos compuestos ejercen notabi­
lísim a acción protectora y resolutiva en la  esteatosis hepá­
tic a  por d ie ta  hiperlipidico-hiporproteica según Handlor, 
en la  estoatosis por intoxicación aloohólica aguda y por 
otros agentes tóxicos (tetracloruro de carbono, bromobonce- 
no, e tc .) ya oon administraciones de 15 mg/kg/i.p.; tanto 
desde el punto de v is ta  morfológico oomo dol bioquímico, l a  
SAM disminuye significativamente la  acumulación de los l í -  
pidos a nivel do los hepatocitos, mientras que favorece la  
vuelta a los niveles normales do los fosfolípidos disminuí-
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dos dospuás de la  intoxicación con 001^.
Fosfolipidos hepáticos en la s  ratas despuós 
de intoxicación con COly] y tratamiento oon 

SAN

Tratamiento Fosfolipidos to tales (mg(kg)
Solución fisio lógica 
CCI4
CCI4 4 SAN 15 mg/kg/i.p. 
CCl  ̂ 4 SAN 150 mg/kg/i.p. 
CCl  ̂ 4 Ad4Mot 15 mg/kg/i.p.

30,57 -  1,18 
18,37 -  1,06 
27,20 i  1,25 
20.87 -  0,42 
19,9 ^ 0,92

Los valores son los promedios 4 E.S. de 10 valores para oa- 
da grupo.

Para el estudio de la  actividad hepatoprotectora 
nos hemos servido de un dispositivo experimental que produoe 
en la  ra ta  la  llamada "degeneración oolesterólica hepática" 
(Ridout y co l., Biochen. J . ,  52, 99, 1952). Segdn este móto- 
do, por medio de una dieta oportuna se obtiene en los anima­
le s  un manifiesto aumento de la s  grasas to tales hepáticas y 
del oolesterol hepático: la s  substancias que intervienen en 
el metabolismo lip íd ico  reducen o anulan ta l aumento.

Los animales estaban divididos en seis grupos: al 
primer grupo se administró una d ie ta  variada a voluntad; al 
segundo, l a  d ie ta  basal de Ridout (20 g por ra ta  al día); 
y a los otros grupos, la  misma dieta con la s  mismas dosis, 
pero enriquecida con oolesterol on 0 ,2 /ra ta /d ía . EL tra ta ­
miento duró tre s  semanas.

A lo s  grupos 4-5-6- se suministró SAN en la s  dosis



siguientes:
1-2-5 mg/Tcg/i-P* al día.

Al fina l do las tres  soimanas, se .sacrificaron to­
dos los animales, so extirparon los hígados y se dosificaron 

5. en ellos las grasas to tales (^est y co l., Biochem. J . ,  40, 368, 
1966) y el ool6s.terol (Sperry y Brand, J .  Biol. Chom. 150,
315 1943)*

Los resultados han demostrado que los grupos some­
tidos a tratamiento con la  SAM a dosis de 1-2 mgAg/i.P* han 

10 . estado escasamente protegidos, mientras el grupo tratado oon 
SAM a 5 mg/kp/i.p. ha ostado completamente protegido.

Crasas to tales y colesterol hepáticos al f in a l 
del esnerhnento (promedios ñor lo te)

Lote Poso del hígado fresco, on g Grasas to tales Colesterol
KP .. mar %

1 15 1.41 9,4 40 2,6

11 18 1,93 10,6 68 3,7
111 16 3,84 24,0 92 5,7
IV 17 3,70 21,6 90 5,2
V 16 3,5 21,9 67 4,1
VI 16 2,0 12,5 61 co<*n

Otro aspecto farmacológico investigado por nosotros 
lo constituyen los efeotos de tipo antiinflamatorio y de tipo

25. analgósico do la  SAM. De las varias pruebas intontadas, c ita ­
remos la s  más olásicas, oomo el odema por l a  carragonlna y 
por blanco de huevo oomo prueba de la  inflamación aguda! el 
granuloma por pellas do algodón y la  a r t r i t i s  por coadyuvante,
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como prueba de la  inflamación orónica. En todos los casos la  
SAM ha demostrado ser activa tanto por vía oral (dosis de 
20 a 100 mg/kg) como por vía parenteral (dosis de 10 a 20 

mg/kg) en parangón con otros fármacos conocidos (ibuprofen -  
5 . Indometacina). Como pruebas de analgesia se efectuaron los 

ensayos de la  placa caliente y del estiramiento por ácido 
acético, y de Randal y S elitto  en la  ra ta! también en estos 
ensayos ha demostrado el fármaco sor activo en parangón oon 
los fármacos oonocidos estudiados.

10. Otro aspecto que hemos considerado es la  posible
acción de la  SAM en el tiempo do sueño por barbitúricos.

Con este f in  se realizó un experimento en el que 
grupos de ratones recibieron hexobarbital a l a  dosis de 80 

mgAg/i*P* segdn el método de Holton y Larsen (Acta Pharma- 
15. col. Toxicol, 1956, 12, 346); un grupo servía do testigo mien­

tras  el segundo reo ib ía SAM a la  dosis do 10 mg/kg/i*P* (véa­
se la  tab la).

2 0.

25.

Controles Tiempo de sueño Imin.)
 ̂ ... 24,4 i  2.7 ........ .

SAM 10 mgAg/i*P* 41,2 i  5,8
Del examen de los datos rosulta una acción de la  

SAM en la  prolongación del tiempo do sueño inducido por ol he­
xobarbital.
PRUEBAS CLINICAS

Por administración de SAM se entiendo indiferente­
mente la  administración de SAM̂ . HSO .̂HgSO  ̂ .2CĤ CgĤ S0^H 
y/o SAM* .HSO^. 'CĤ CgĤ SÔ H.
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Siguiendo las indicaciones obtenidas de las  pruebas 
farmacológicas, las  pruebas clín icas se orientaron sobre la s  
afecciones patológicas en donde aparece lo que sigue, prim iti­
vamente o secundariamente alterad?.
1 -  el metabolismo do los lipidos
2 -  el metabolismo de los prótidos y los glúcidos
3 -  e l metabolismo de las cateoolaminas y la s  aminas

biogónicas.
1 -  A p a rtir  de pruebas llevadas a cabo clínicamente sobre 
oientos de sujetos utilizando dosis de SAM variables en un 
intervalo muy amplio, so encontró que el nuevo compuesto in­
duce una rápida oaida de los lípidos hepáticos en la  hepatos- 
teatosis de la  mas variada patogónesis, identificable median­
te un examen bióptico repotido despuós de terminar el ciclo 
de tratamiento y aán despuós dá 60 días despuós de terminado 
el tratamiento.

La administración del producto induce, asimismo, a 
una notable oaida en los valores elevados de colestorolamia 
to ta l, de hiportrigliceridem ia y normaliza la s  relaciones l i -  
poproteíoas altoradas de beta /a lfa  y la s  relaciones pro-beta/ 
bota en los sujetos con hiperdislipidomia en la  fase descon- 
pensada,

Esta actividad hipooolesterolemizante e hipolipe- 
mizante se verifica  aán con dosis de unos 20 a 3^ mg adminis­
tradas 2 a 3 vacos a l día y os proporcional a l a  dosis.

En la  arterieesclerosis clara con manifiestacionos 
olínicas do la  esfera psicoafootiva, oon turbomnósicos y oon- 
trooncofálioos secundarios (deterioración por encefalopatía 
artoriossolerótica) y fenómenos de hipoxía cerebral, la  ad-



ministración de SAH por via intramuscular o, en los casos más 
graves, por inyooción intravenosa o mediante fleboolisis len­
ta , con dosis comprendidas entre 20 y 40 mg 3 ó 4 veoos al 
día, ha mostrado una modificación muy favorable de la  sinto- 
matología. En particu lar, en estados hipoxidóticos claros 
fue muy rápida y estadísticamente importante la  recuperación 
de la s  funciones relacionadas con la  vida de relación.

En los síndromes post-apoploctiformos se encontró 
una mayor oeleridad en la  resolución del cuadro clínico.
2 -  Se han tratado clínicamente cientos de sujetos afecta­
dos de: hipoprotidemias y disprotidemias secundarias, hepa- 
topatias persistentes o agresivas, estados preoirróticos o 
cirró ticos, síndromes de malabsoroión, síndromes de disper­
sión protídioa. La administración de dosis variables compren­
didas entre 50 y 200 mg de SAM por día, por vía intramuscu­
la r , intravenosa u oral según la  gravedad del oaso, produjo 
un aumento estadísticamente significativo en la  protidemia 
to ta l, un aumento en la  cota de albúmina y una tendencia a 
normalizar la s  relaciones porcentuales alteradas de las frac­
ciones electroforáticas del sueño. Esta actividad proteica 
anabolizante ha sido seguida de una mejora, oonnfrecuencia 
muy importante, de la  sintomologia subjetiva y de la s  condi­
ciones objetivas generales y de una normalización de todas 
la s  pruebas de funcionabilidad hepática.
3 -  Se han obtenido resultados particularmente sorprenden­
tes en aplicaciones clín icas de la s  nuevas sales enzimátioas 
según ol invento cuando existen cuadros patológicos claramente 
relacionados con modificaciones en el intercambio de aminas 
biogánicas, por ejemplo:



= 29

5.

10 *

15.

20.

25.

a) cuadros patológicos do Índole neuropsiquiútrica;
b) enfermedad de Parkinson y parkinsonismo de diversas 

etiopatogónesis;
c) acción an tiflog ística  y analgósica en el tratamiento 

de las  ostooartrosis , y actividad antálgioa en algu­
nas manifestaciones neurológicas?

d) Trastornos dol ritmo sueño-insomnio.
Con respecto al punto a)y una vasta causistioa o lí-  

nica llevada a cabo examinando el comportamiento clínico y 
la s  pruebas do Hamilton y Wittonberg, ha demostrado claramen­
te que la  administración de dosis variables entre 20 y 50 mg 
de SAM 3 ó 4 veces al día por un período de 5 a 15 días, in­
duce, excluyendo cualquier otra forma de terapia, una remi­
sión significativa de los parámetros principales, considera­
dos patognómicos para la  diagnósis do la s  formas depresivas.

Con rospeoto al punto b), re la tivo  al tratamiento 
do la  enfermedad do Parkinson y a los parkinsonismos, se ha 
encontrado que:
1) La administración de SAM en 10-40 mg por día, por vía 
intramuscular, intravenosa u oral (según la  gravedad del oa­
so) en asociación oon la  torapóutica habitual con Levodopa, 
produce una mejora estadísticamente mas significativa en la  
acinesia y rigidez con respecto a l a  que tiene lugar en pa­
cientes tratados únicamente con Levodopa. Se encuentran, asi­
mismo, favorables modificaciones en la  extensión dol temblor 
de Parkinson, que no puede modifioarso con la  Levopoda sola.
2) La administración de SAM mejora ostensiblemente los tra s­
tornos psíquicos asociados con la  Levodopa, con relación par­
ticu la r a los estados depresivos y manifestaciones psiquioas



do tipo ir r i ta t iv o .
3) La administración do SAM a la s  dosis antes indicadas 
bloquea significativamente la  suoesiónrde efectos secunda­
rio s do la  Levodopa do los diversos órganos y aparatos, con 

5 . particu lar referencia a la  nausea, ol vómito, la  inapetencia, 
la  hipotensión, la  astenia, la  cefaloa, la  hipersudoraoión 
y el insomnio s

Con respecto al punto o), l a  SAM, que por los resul­
tados farmacológicos apareeo dotada de intensa actividad an- 

10 . t if lo g ís tic a  y analgésica, so ha demostrado activa en todas 
la s  formas osteoartrÓsioas tratadas a la  dosis en 30 mg dos 
veces al día por v ía intramuscular o endovenosa y do 3O-5O mg 
per os cuatro veces al día.

Ya al cabo de 7 días de tratamionto el espasmo mus- 
15. cular, la  lim itación del movimiento, ol dolor localizado y

la  rigidez aparecen influidos en medida estadísticamente sig­
n ifica tiva , en relación a l placobo. En los 90 casos tratados 
no so ha observado ningún caso de p irosis gástrica. La bús­
queda do sangro oculta en la s  heces no ha aparecido nunca mo- 

20. dificada durante el tratamiento.
La SAM, comparada con un fármaco antiflog ístico  no 

esteroideo usado corrientemente en un estudio "double blind", 
ha demostrado tener eficacia terapéutica equiparable a la  de 
la  indometacina.

Se ha ensayado también la  actividad antálgica de 25. la  SAM, en diversos sujetos con cuadros neurológicos diver­
sos: n eu ritis , po lineuritis , a rtra lg ias, c iá tica , rad icu litis  
y to r tíc o lis .

El efecto terapóutico ha resultado pronto y eficaz



desde el primer día do administración a l a  dosis de 15 mg 
dos veces al día, por vía intramuscular, o de 3O-5O mg 3 ó 
4 veces al día, por os, Resultados análogos so han obtenido 
en sujetos oon cefalea recurrente y resisten te  con la  admi­
nistración dol fármaco por vía oral en comprimidos mastioa- 
bles.

Con respecto al punto c), o sea los trastornos del 
ritmo dol sueño-insomnio, oon relación particu lar al insomnio 
el nuovo producto sogán el invento es apto, a la  dosis de 
10-30 mg por os, para mejorar sensiblomonto las  relaciones 
alteradas de sueño-insomnio induciendo un sueño fis io ló g i­
co sin recu rrir al uso de barbitdrioos u otras substancias 
do acción depresiva cortical y centrooncefálica.

Do cuanto se ha resumido resultan ovidontos la s  
numerosas perspectivas inesperadas o imprevisibles quo des­
cubre el nuovo fármaco on el campo do la  torapóutica humana. 
Rosumiondo puedo dooirso quo los campos do omploo ya inves­
tigados son: tratamiento do hopatopatias, hipordislipidomias, 
artorioosdorosis generalizada o local, manifestaciones psi­
quiátricas do tipo depresivo y do tipo nourológico, a rtro - 
patías degenerativas, manifestaciones álgicas neurológicas 
y trastornos del ritmo sueño-vigilia, mientras que quedan 
todavía-muchos otros campos do aplicación quo so han do exa­
minar o invostigar.

Las nuevas sales de SAM so administran preferente­
mente por inyooción intramuscular o endovenosa, on compri­
midos per os o sublinguales o on cápsulas.

A continuación se exponen algunas composiciones 
farmaoóuticas:
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a) Un comprimido do 400 mg contieno
SAN sal 56,66 mg

b)

Almidón
Lactosa
Estoarato do magnesio 
Talco
Aroma c .s . hasta 400 mg
Una cápsula do 250 mg contione
SAN sal 66,66 mg
Excipientes:
Almidón
Lactosa
Estoarato de magnesio 
Nâ PÔ  c .s . hasta 250 mg.

c) Un v ia l do lio filizado  contiene
SAN sal 11,11 mg
Un v ia l do disolvente intramuscular contiene 
Lidocaína 20 mg
Solución do tampones

fosfatos c .s . hasta 3 ce.
d) Un v ia l de lio filizado  contieno

SAN sal 33,33 mg
Un v ia l de disolvente intramuscular contiene 
Lidocaína 20 mg
Solución de tampones

fosfatos c .s . hasta 3 ce. 
o) Un supositorio de 2 g contiene

SAN sal 111,11 mg
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6*! 4
Masa para supositorios

c .s. hasta 2,0 g.
Otras formas de administración pueden ser:

a) Frasquitos bebibles
b) Líquidos para instilaciones oculares,
o) Líquidos para instilaciones endonasales
d) Líquidos para aerosol o spray.
e) Líquidos y pomadas para uso tópico en los que el 

principio activo está diluido en disolventes normales 
para uso farmacéutico (Tecnología Farmacéutica, vol.

I I ,  Silvano Casadio, segunda edición; ed. Cisalpino-Go- 
liard ica , Milano, 1972).

En conclusión, puede decirse que la  dosis terapéu­
ticas de SAM están comprendidas entre los 5 y los 300 mg 
por día, según e l tipo y la  gravedad de la  afección que se 
tra te .

Siempre.que sea necesario pueden emplearse dosis 
superiores, dada la  absoluta carencia de toxicidad de las sab­
les de este Invento.

N O T A
Descrito el objeto del presente invento, se decla­

ran nuevas y de propia invención las siguientes reivindica­
ciones, con prioridad de la  solicitud de patentes ita lianas 

' núms: 25895 A/73 del 27-6-73 y 23148 A/74 del 24-5-74.
1 .-  Procedimiento para la  preparación de las sales 

dobles do la  S-adenosil-L-metionina, (SAM) con ácido sulfú­
rico y ácido para-1oluensulfónico, caracterizado porque en 
su realización comprende las siguientes fases: a) preparar­
se una solución concentrada do SAM; b) precipitarse la  SAM



existente en la  solución acidificada con solución de ácido
picrolónico; c) disolverse e l picrolonato de SAM en
una mezcla constituida por partes iguales en volumen de una
solución acuosa de igual normalidad de ácido par'a-toluensul- 
fónico y ácido sulfúrico y de un disolvente orgánico parcial­
mente miscible con e l agua; d) precipitarse la  sa l de SAM de 
la  capa acuosa con un disolvente cetónico o alcohólico to ta l­
mente soluble en agua; e) disolverse la  sa l precipitada en una 
solución metanólica de ácido para-toluensulfónico, y f) preci­
p itarse con un disolvente orgánico apropiado la  sa l doble de 
SAM con ácido sulfúrico o ácido para-toluensulfónico.

2. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac­
terizado porque, en una alternativa del proceso, la  fase a) 
se rea liza  causando la  l i s i s  de las células de levadura por 
tratamiento con acetato de e tilo  y ácido sulfúrico a la  tem­
peratura del ambiente.

3. -  Procedimiento.. según la  reivindicación 1, carac­
terizado en que la  fase a) se rea liza  por s ín tesis encimáti- 
ca mediante acción de la  enzima específica ATP-metionina-ade- 
nosiltransferasis , de a lta  pureza, sobre una mezcla de adeno- 
s il- tr ifo s fa to  (ATP) y metíonina.

4. -  Procedimiento según la  reivindicación 3, carac­
terizado en que la  enzima específica ATP-metionina-adenosil- 
transferasis se purifica por elución selectiva de una solu­
ción que la contiene a través de una columna de gel de poli- 
sacárido activado y tratado con L-lisina.

5. -  Procedimiento según la  reivindicación 3, carac­
terizado porque, en la  alternativa de realización la  sín te­
sis encimática de la  SAM a p a rtir  de ATP y metionina se ve-
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r if ic a  mediante paso de una solución que contiene los dos 
reactivos por una columna de gel de polisacátido activado 
a l que está ligada la  enzima especifica de a lta  pureza.

6. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac-
5. terizado en que la  fase b) se rea liza  empleando soluciones

de áoido picrolónico en agua o en un disolvente orgánico so­
luble en agua.

7 . -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac­
terizado en que la  fase c) se rea liz a  empleando soluciones

10. acuosas de normalidad igual en ácido sulfúrico o ácido para-
-toluensulfúnico y ambas comprendidas entre 0,05 y 0,2.

8. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac­
terizado en que la  fase d) se rea liza  empleando de 4 a 8 vo­
lúmenes (respecto a la  solución acuosa) de un disolvente

15. orgánico elegido en e l grupo constituido por la  acetona, e l 
alcohol metílico, e l alcohol e tílic o  y el alcohol propílico.

9. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac­
terizado en que la  fase e) se rea liza  empleando soluciones 
metanólicas a l 10-20% eh áoido para-toluensulfónico.

20. 10.- Procedimiento según la  reivindicación 9, carac­
terizado por emplearse la  cantidad mínima de metanol necesa­
r ia  para la  disolución de la  sa l.

11. -  Procedimiento según la  reivindicación 9, carac­
terizado por emplearse, en una variante de la fase e), un gran

25. exceso de metanol.
12. -  Procedimiento según la  reivindicación 10, ca­

racterizado en que en e l tratamiento con disolvente orgánico 
según la  fase f)  se precipita la  sa l doble

SAM^.HSO^.HgSO^. 2CH^0gH^S0^H.
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' . 13.- Procedimiento segán la  reivindicación 11, ca­
racterizado en que e l tratamiento con disolvente orgánico 
segán la  fase f) se precipita la  s a l doble

SAM*.HS0^ .HgSO^.CH^OgH^SOyH.

14.- Procedimiento para la  preparación de sales 
dobles de la  S-adenosil-L-metionina.

Segán se describe, y reivindica en la  presente me­
moria descriptiva que consta de 36 hojas foliadas y e sc ri­
tas a máquina por una sola cara.

Madrid, a 26 desunió yl'97 4 
p .a.

ftrw cdc: JOSE L. MOftA
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