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MEMORIA DESCRIPIIVA

_ Egte invento tiens por objeto nuevas sales de
la S-adenosi}mefionina v de 4cidos sulfénicos organicos,
asi como de sales mixtas entre éstoss el deido sulfirioco

' y la S—gdenos@lméfionina, el procedimiento para su prepa-

5. recién y lag composiciones terapéuticas que las contienen,
Més precisamente, este invento se refiere & nuevas sales
extremadamente estables de la S-adenosil—L—metionina (sAM) ,
a un prochimiento que permite prepararlas de manera sgen-
cilla y econémica en escala indgstrial y & nuevag compo -

10. siciones farmacéuticas que las contienen como principio



activo y que ftienen empleo en numerosos campos de la fera -
péutioa humana. ‘
) Se sabe que la SAM es un producto de origen na-
tural, hallable en todos los organismos vivientes, desde
5. las bacterias hasta las plantas y desde los seres unice-
lulares hasta los mamiferos superiores; comprendido el

.~

hombre, cuya estructura halsido>desde hace ‘tiempo deter—

minada e identificada con la siguientc £érmule

NH,

10,

. GHy NH,

OH-CH—CH—CH~CH2—£-0H2—0H2~CH-COOH
+

15; L_:%? éH
X
en la que )
X es un anidn genérico.
En los organismos vivos, la SAM se forme con
20, intervencién de enzimas (S-adenosilmetioninsintetasas o
S—adenosiltransfapasas) en el 4mbito citaplasmidtico, a par
$ir de la metionina absorbida con los alimentos y de la
ATP excigtente como reserve enorzética en toda célula vi-
. viviente, .
25. Se sabe también desmde hace tiempo gque la SAN
es un producto de importancia fundamental en gran nlmero
de reacciones bioldgicas de transmetilacidn enzimitica,

por lo cual se la ha considerado sicmpre un reactivo muy

importante en Bioquimica,



_ $in embargo, el gran problema con egta subgtan -
cia ha gido creaao siempre por su extreme labilidad a la
temperatura del ambiente o superior a la del ambiente y
por métodos de produccidén laBoriosos y no féciles de rea-

5. lizar en escala industrial.

__ En estos Gltimos afios, las investigaciones di -
rigidag hacia estabilizar la SAM en tal grado que se haga
posible su empleo en el campo de la investigacidn biold -
glca se han orientado hacia la preparacién de sales esta-

10. bles en éondiciones normales de temperatura y de humedad.

Sg ha llegado asl a la preparacidén del cloruro
y del sulfato de SAM, wtilizables Unicemente como reacti-
vos en'Bigquimiga y por tiempos breves, pues alin en esta—
| do seco su estabilided es limitada en el tiempo cuando

15, las temperaturas son bajas. Ademdss sus procedimientos de

mreparacién resultan Gtiles para la produccién de cantida-
des pqueﬁas, pero no clertamente para actuar en escala
industrial.

, Nogotros hemos hallado ahores de manera comple-

20, temente inesperada, nueves sales de la SAN estables inde-
finidemente en el tiempo a temperaturas hagta 45¢ C y pre-
perables con un nuevo procedimiento fdcil de realizar en
escalg industrlal, con grandes rendimientos y de modo eco-

‘ némico; estas sales han demostrado sorprendentemente po ~

25. seer fuerte poder curativo en muchos campos de la terapéu
tica humena, & menudo desprovistos aparentemente de cor:g
lacién entre si. i

Tasg nuevas sales objeto de este invento son sa-

les de la SAM con 4cidos sulfdnicos las cuales correspon-
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den a la Pbrmula general SAM.riRSOSH, en la que RSOSH es
uno de los &cidos siguientes :
metansulfénico, CHSSOSH,
etansulfénico, 02H5SOéH9
n-dodecansulfénico, 012H25303H,
l-octadecansulfénico, 018H37SO3H,
2-cloroetansulfénico, ClCZH4SO3H,
2-bromoetansulf6nico,‘Br02H4SOSH,
2—h1drox1etansulfonlco, HOCQH SO3H,
3-hidrox1propansulfonioo, HOC3H6SO3H,
. ds1~-10-canfosulfénico, CloHl7OSO3H, .
d;,'l—{.d;1~3~bromocanfoflo-sulfénico, C0H1 6BrOS03H;
o cisteico, C3HgNSOLH,
' Objeto de este invento son también sales de la
SAM con écidps sulfénices correspondientes a la férmula go-
neral VSAM.F3RSOSH en la que RSOsH es uno de los 4cidos
siguienﬁeg :
bencensulfénico, CGHSSOSH, '
4 SO3H,
2-mesifilbencensulfinico, (CH3)3G6HZSO3H,

p-cloro~bencensulfénico, Cl0gH

4-bifenilsulfénico, 0y,Hy,50,H,
l-naftalensulfénico, 010H7SO3H,
2-naftalensulfénico, OpoHqS0H,
S5-sulfosalicilico, C7H503SO3H, 0
p~acetilbencensulfdnico, CgH,080,H,
~ Por Gltimo, objeto de este imvento son sales de
le SAM con los 4cidos siguientes :
1,2-etandisulfénico, correspondicnte a le Férmule

SAM.2 C,H, (S03H),s
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o~bencendisulfénico, correspondiente g la férmu~

| SAM.1,5 OgH, (03H) 50 ¥
condroitinsulfirico, correspondiente a la frmu-
la

SAM.4 Cq,H,qN07,S,

Son ademés objeto de este invento las sales do-
bles siguientes entre el dcido sulflrico y uno cualguie;a
de los 4cidos sulfénico ciﬁados, las cuales corresponden
g las formulas generales ¢ 7
SAM+.HSO4 .H2504. RSO3H ¥y SAM .HSO4 « H SO4. 2RSO3H,
donde RSO3H indica uno cualquiera de dichos decidos sulfo-
nicos 0 reppesgnta el equivalente écldo“para los &cidos )
etandisulfénico, o-bencendisulfénico y condroitinsulfirico.

El gran progreso técnico realizado ocon estas
nuevas sales consiste en su estabilidad con el tiempo a
459, en estado seco.

Todos los &cidos objeto de este invento mantie -
nen inalterado su contenido de SAM aflin degpués de 360 diag
8 452 en egtado seco. Ias dos sales mds estables de la
SAM gue se conocen hasta ahora, el cloruro y el sulfato,
nuestran despuds de 30 dias a 45° oen estado seco un conte-
nido de SAM que es respectivamente del 20% y del 50%; des-
pués de 60 dias, la primera estd completamente descompues-—
ta, mientras que sl sulfato contiene (nicamente el 5% de la
SAM inicial,

El procedimiento para la preparacidn de las nue-
vas sales segﬁp egte invento comprende en egencia las fa-

geg sigulenteg :



b)

d)

preparacién de una solucién rica en SAM, ya sea por
extraccién de substancies naturales que la contengan,
ya sea por sintesis enzimdtica de adenosintrifosfa-
to (ATP) y metionina; _
precipitacidn de la SAM existente en la solucidén
acuosa filtrada, mediante solucidn acuosa saturada
de 4oido picrolénico o mediante soluciones del mismo
deido en disolventes orgdnicos solubles en agua, co-
mo los aleoholes metilico, etilico, propilico, iso -
propilico, n-butilico e isobutilico; o la acetonas .
le metiletilcetona, la metilisobutilecetona, el aceta-
to de etilo, el tetrahidrofurano, el 2-metoxietanol,
eluz-eﬁoxiétanpl,el dioxano y la dimetilformamida;
disolucidén del precipitado filtrado en una solucién.
de uno de los dcidos citados antes en un alcohol 60—
mo el metanol, el etanol, el l-propanol, el 2-propa~
nol, el l-butanol, el 2-butanol, el secubutanol o
bien el 2-metoxietenol o el 2-etoxictanol;

adicién a la solucién de un disolvente orginico mis-
cible con el alcohol utilizado, como el benceno, el
tolueno, el éter dietilico, el &ter diisopropilico
la acetona, la metiletilcetona, la metilisobutilce—
tone, el acetato de etilo o de metilo, el tetrahidro-
furano o el eloroformo;

separacién del liquido orgdnico y redisolucidn del
Precipitado en una solucidn del mismo 4cido utilizado
en la fase ¢) en uno de los disolwentes alcohdlicos
de la misma fase c¢) y tratamiento con carbdn decolo-

rante de la solucidn;



£) ad;cién a la solucidn de un disolvente orgdnico
apto para suscitar la precipitacién de la sal
de SAM pure, bien cristalina y filtrable, ele-

‘ gldo entre uno de los Que gse han indicado en la

5. fage d).

Para obtener las sales dobles con el dcido sul-
firico, el procedimiento es idéntico en las dos primeras
fases,'mientras gue lag fages sucegivas pueden realizar-

) se asgi:

10. c') disolucién del precipitado filtrado en una mez-
cla constitulde por vollmenes iguales de un di-
solvente parcialmente miscible con el agua, como
la metiletilcetona, la metilisobutilcetona, el

N n-butanol o el isobutanol, y de una solucién acug

15. sa de igual normelidad de uno de los &cidos sul-
féniéos citados antes y dcido sulfirico.

a') geparacion del estrato orgénico y adicién a la
solueion acuosa de un disclvente cetdénico o al-
cohélicvoompletamente soluble en agua.

20. e') red%solucién del procedimiento en una solucidn
al 10-20% del mismo dcido utilizado en la fase
¢') en uno de los disolventes alcohdlicos de la
fase c¢) y tratemiento con carbdn decolorante de
la solueidn.

25. £') adicidén de un disolvente orgénico apto para sus-
citer la precipitacidn de la sal de SAN pura,
bien crigtaling y filtrable.

Seglin une variante para obtener las sales
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dobles, se utiliza la sal sencilla, tal como se obtiene al

final de.le fase d4) expuesta antes; y luego se realizan

las fases siguientes :

e") redisolucibn del precipitado en una solueidn acuosa
de igual normslidad de dcido sulfirico y al mismo
doido utilizado en la fase ¢) anterior y tratamiento
con carbén decolorante de la solucién.

) adicién de un disolvente orgénico apto para suscitar
la precipitacidén de la sal de SAM pure, bien crista-
lina y £iltrable,

Como ya se ha dicho, la fase a) del procedimien-
to puede realizarse de maneras diversas, pero igualmentg
eficaces para los fines de obtener una solucidn concen -
trada de SAM._

Segﬁn una alternativa, se trata la levadura

(Saccharomyces cerevisise, Torulopsis utilis, Candida ubi-

lis, ete.)s enriquecida en SAM mediante adicidén de metio-
nina en condiciones oportunas (Schlenk, Enzymologia, 29,
283 -1965~), con acetato de etilo y luego con dcido sul-
fdrico de normalided comprendide entre 0,1 y 0,5 (de pre-
fersncia, 0,35 N), a la temperatura del ambiente, para
causar la lisis de las células y el paso & la solucidn
del 100% précticamente de la SAM presente. De preferencia,
go emplean volﬁmenes de agua y de acetato cbmprendidos
entre 1/20 y 1/5 del peso de las células himedas ¥y se pro-
longa el tratamiento por un periodo de 15 a 45 minutos
(preferentemente, de 30 minutos).,

Se afiade luego dcido sulflrico y se prosigue la

lisis por un tiempo comprendido entre 1 hore ¥y 2 horas
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(de prefercnciay 1 1/2 horas).

‘Cabe hacer resaltar que_lé lisis de las células
de levadura efectuade con una mezcla de disolvente,o:géni—
co y deldo sulflrico diluido es muchisimo mds conveniente
que la que normalmente se realiza con 4cido percldrico a la
temperature. del ambiente o con dcido acético a 609C y si-
milares, por cuanto no sbélo sc produce a la temperatura 7
del amblente, muy favorable para la cstabilidad de la SAM,
sino que se desarrolla en condiciones tales que la solucidn
resulta féeilmente filtrable de los residuocs celulares y
no contiene ninguna de las impurezas que aparecen cuando
se utilizan los otros medios de lisis y que son dificiles
de eliminar con los procedimientos conocidos para la pre-
paracién de la SAY pura.

Segln otra alternative, la fase a) se realiza

preparando lo SAM por sintesis enzimitica mediante acciép,
de la onzima ATP-metionina-adenosiltransferasa (E.C. 2.4.2.-
12) sobre una mezcle de incubacidn que contiene adenosintri
fosfato (ATP) y metionina,

To esencial para los fines de la realizacidén in~
dustrial de este método es que la enzima gea pura y se ha-
lle en forma fécilmente aislable tanto de lqbezcla de in-
cubacién de partide como de la SAM producida.

"El solicitante ha hallado un procedimiento para
le purificacidn de la enzima ATP-metionina-adencsil-~trans—
ferasa mediante cromatografia por afinidad, asi como un
método de reaccién en columna, que permiten alcanzar di ~

chos objetos,
La cromastografia por afinidad de la enzima espe-
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oificg‘gegﬁn este invento se roaeliza haciendo filtrar una
solucién_que la contiene (por ejemplos un extracto bruto

de levadura o de Escherichia coli) por una columna cargada

de un soporte s6lido al que estd ligado covalentemente un
grupo que actie como inhibidor competitivo de la propia
onzima. De manera plenamente insospechada se ha descubier-
to que un relleno éptimo para tal columna de purificacidn
lo constituye un gel de poiisacérido activado al que
estd ligada covalentemente la I-ligina,

La afinidad de la enzima especifica para el re-
siduo lisinico ligado a 1la matriz'sélida causa el retardo
de la elucidén de la enzima de la columna y asi es posible
obtener su separacidn de las otras proteinas en forma muy
pura. ) }

Sin embargo, la separacidn de la enzima aparte
del eluato que la contiene, para emplearle en la fase su~
cesiva de sintesis enzimdtica, ha dado resultados comple-
tamente insatisfactorios, ya que una vez separada su esta~
bilidad disminuida con el tiempo y ademds la enzima, des—
pués de un solo empleo en la sintesis de la SAM, quedabe
destruida en las operaciones sucesivas de aislemiento de
la propia SAM,

E1l solicitante ha descubierto que, en cambio,
se obtienen resultados dptimos haciendo adsorber el elua-
to que contiene la enzima especifica sobre un soporte sb-
lido iddéneo y haciendo que se produzca en columna la reac
cién catalitica entre la metionina y el ATP que lleva a B
la formacidn de SAM.

Un soporte sélido apto es el constituido por un
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polisachrido activado con un resctivo adecuado pare ligar
proteinag a soportes sdlidos, como; por ejemplos el bro-
muro de ciandgeno. _

- Haciendo filtrar por la columna una solucidén de
ATP y metionina en solucidén tempdén apropiade se obtiene
en la base de la columna un eluato que contiene la SAM,

La faso b) del procedimiento permite la separpa-
cidén de la SAM en estado de gran purcsza; en efectos, en am-—
biente éci@o, el Gnico compuesto precipitado por el dcido
picrolénicq es la propis SAM, como muegtra la cromatogra—
fis sobre capa temue segin Anal. Biochem. 4, 16-28(1971).

E1l 4c¢ido picroldnico tiene precisamente una ac-
cidn selectiva extremada y sorprcndente. En efecto, los
otros agentes precipitentes afiadidos hasta hoy, como el
écidoﬂbicrico, la sal de Reineckes el dcido bdrico, etc.s
dan lugar & precipitados muy impuros, que exigen siempre
une purificqcién sucesiva de la‘SAM por cromatografia en
columne de cambio iénico, operacidn bastante costosa y de
dificil realizecidn industrial. Ademds, con dificultad
alcanza el producto le pureze necesaria.

Ia utilizacién de soluciones acuosas de &cido
picrolénico o de soluciones del mismo &cido en los disol
ventes orginicos ya citados mno presenta problemas parti;
culares ¥ es operacidén que se desarrolla a la temﬁeratura
del ambiente.

La fase ¢) se realiza preferentemente con solu-
ciones que contienen uno de lqs deidos sulfénicq;ya'mgn—
clonados; en concentraciones comprendidag entre 0,25 y

1,5 N (de preferencia, 1 N), y con uno de los disolventes
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alcohdlicos ya indicados., Ie descomposicién del aducto de
la SAM con el éciﬂd pibroiénico es complete, como lo de-
muestra la disclucidn total del sdlido.

Ls fase d) del procedimiento se realize emplean-
do preferentemente de 4 & 10 vollmenes (respecto al volu-
meh de la solucidén alcohélice) de un disolvente tomado del
grupo que comprende el ben@eno, el tolueno, el &ter dieti-
licos, el &ter diisopropilico, la acectona, la metilisobu~
tilcetona, el acetato de etilo o de metilo y el tetrahidro
furano.

La fase e) del procedimiento constituye con la
fase succsiva f) el paso concluyentc de la obtencidn do
la deseada sal de SAM, esta sal, proccdonte de la fase d}
enterior, se vuelve a disolver en una solucidn de_normgli
dad comprendida entre 0,1 y 0,5 N (de preferencia, 0425 ;
N) dél mismo &cido utilizado en la fase ¢) anterior en un
disolvente elegido entre los alcoholes de 1 a 4 &tomos de
carbonos cl 2-metoxietanol y el 2-ctoxietanol. 7

La fase sucesive f) se rcaliza empleando prefe-
rentemente de 4 a 8 vollmenes (respecto al volumen de la
solucidn alcohdlica) de un disolvente orgénico ‘tomado del
grupo congstituido por el benceno, el tolueno, el éter die
tilico, el &ter diisopropilico, la acetona, la metiletil~
cetona, la metilisobutilcetona, el acetato de etilo o de
metilo, el tetrahidrofurano y el cloroformo. _

Las sales simples de SAM‘obtenidas segin este
invento sons como ya se ha dicho; conservables indefinida
mente ¥ précticamente sin alteracidn, en estado seco. ‘

E1l procedimiento hallado por nosotros excluye
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el ague on todss las fases sucesivas a la precipitacibn
con 4cido piergiénico, asegurando por ello la ausencia
abgoluts de vestigios, aln minimos, de impurezas solubles
en aguf. » '

Para obtener sales dobles de la SAM con el 4ci-
do sulfirico y una de las sales sulfénicas tomada de las
ye citadas en la primera variante, la fage ¢') del proce-
dimiento se efectia preferentemente con soluciones acuosag
que contienen uno de los 4cidos sulfénicos mencionados
antes y écido sglfﬁrico en concentraciones comprendidaz
ambas entre 0,05 y 0,2 N (de preferenciay, 0,1 N) en un
digolvente grgénico parcialmente miscible con el agua,
como la metiletilcetona o el n-butanol, ILa wbilizacibn del
disolvente orginico permite reducir mucho las soluciones
acuogas fcidas necesarias para la dogcomposicidén del pre-
cipitado y eliming prédcticemente todo el 4cido picroldni-
co.

Te fase d') del procedimiento se realiza emplean
do prefereptemente de 4a8 volgmenes (respecto al volumen
de la solucién acuosa)de un disolvente elegido en el
grupo que comprende la acetonz, el alcohol metilico, el )
alcohol etilico y el alcohol propilico., Se ha descubierto
también, sorprendentemente, que si en la fase e') se em-
plea la cantidad minime de alcohol necesaria para disol-
ver el precipitado procedente de la fase d'), en la fase
sucesiva f') de precipitacidn se separa la sal doble
SAM,H50,,~ . H,80,, . 2R=503 1,

81 en cambio en la fase e') se emplea un volu~
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men de alcohol doble a lo menos del necesario, en la fase
sucesiva f') de precipitecidn so separa la sal doble
SAMY,HS0, 7. H, 504 . R-505H,

Bl empleo de cantidades intermedias del alcohol
lleve g la formacidn de wezclas de las dos sales. Con
R—SOSH se ha Indicado uno cualquiers de los dcidos sulfé-
nicos mencionados antes o el equivalente 4cido pare ol
becido etandisulfdénico o pafa el 4cido condroitinsulfénico,

Ia precipitacidén finsl de una u otra de las nue
vas sales segin este invento (fase f£') exige el empleo
de un disolvente orginico tomado del grupo que constitu -
yen ol benceno, el tolueno, el &ter dietilico, el &ter 7
diisopropilico, el cloroformo, la acetona, la metiletilee-
tona, la metilisobutilcetona, el acetato de etilo o de me-
tiloy el alcohol isocamilico y el tetrahidrofurano.

~ Las sales dobles de SAM obtenidas segln este
invento son, como ya se ha dicho, conservables indefinide—
mente en estado seco, pricticamente sin alteracidn.

Ia obtencién de las salecsg dobles de la SAM con
8l 4cido sulflrico y una de las salcs sulfénieas menciona~
das antes utilizando la segunda variante consiste en vol-
ver a disolver (fase e") la sal obtenida en la fase d)
en una solucidn de normelidad igual, comprendida de ordi-
nario entre 0,05 y 0,2 N (de preferencia, 0,1 N), de dci-
do sulflrico y del mismo deido utilizado en la Ffase anto—
rior ¢) en uno de los alcoholes de 1 a 4 &tomos de carbo-
no o en 2-metoxietanol o 2-etoxictanol,

También se ha descubierto sorprendentemente que

si en la fase e") se emplea la cantidad minima de alcohol
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necesarie para disolver el precipitado procedente de la

fase d) en la fase sucesiva £') de precipitecidn, se sepa

re la sal doble de férmule "
SAM HSO4 H 804. ZR—SO3H

(donde R-SO3H indica uno cualquiera de los dcidos sulféni-

cos 0 representa el equivalente dcido del &cido etandisul

fénico o del Acido condroitinsulfirico).

Si en cembio en la fase e") se emplea un volu -
men de disolvente dcido doble al menos del minimo mnecesa-
rio, en la fase sucesiva de precipitacidn £") se separa
1a sal doble ‘

sam*. H30,7.HyS0, RS0 H. |

Tl empleo de cantidades intermedias del alco -
hol lleva a la formacidén de mezclas de las dos sales.

Ia precipitacién final de un tipo u otro de las
sales dobles (fase £") exige el empleo de un disolvente
o rgénico ‘tomado del grupo que constituyen el benceno, el
‘tolueno, el éter dletlllco y el diis opropilico, el c¢loro-
Pormo, los alcoholes de 4 y 5 Atomos de carbono, el ace —
tato de etilo o de metilo, el tetrahidrofurano, la aceto-
na, la metiletilcetons y la metilisobutilcetons.

En los ejemplos que siguen se ilustra el méto—
do de preparacidn de las nuevas sales de esgte invento.

Se da por entendido que estos ejemplos tienen valor me-
ramente ilustrativo y no son limitativos del invento.
EJEMPIO 1

Se efiaden 90 kg de levadura enriquecida en SAM
(6,88 g/kg) seglin Schlenk (Enzymologla, 29, 283 -1965-)

a 11 litros de acetato de etilo y 11 litros de agua a la
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temperatura del ambiente. Después de 30 minutos de agita -
olon enérglca, se agregan 50 litros de dcido sulférico
0,35 Ny se prosigue la agitacién por 1 1/2 horas més.TFil-
trando y lavando con agua, se obtienen 140 litros de solu
cién que contiene 4,40 g/litro de SAM, equivalente al
99,5 % de la existente en el material de partida.

Con agitacidn, se aflade a la solucién una solu—
cidn de 2,3 kg de &cido picrolénico en 25 litros de metil
etilcetona. Después de una noche de reposo, se separa por
centrifugacidn el precipitado y se le lavae con agua. -

Agitando y a la temperatura del ambiente, se di-
guelve el precipitado en 6,2 litros de una solucidén 1 N
de 4cido metansulfdénico en metanol. Después de filtrar pa-—
ra separar v?stigios de materia insoluble, se afiaden a
la solucidn 50 litros de acetonas Una vez sedimentado por
completo el precipitado, se decanta la solucidm sobrena -
dante y se lava con un poco de acctona el residuo insolu~
ble.

Se disuelve el precipitado en 25 litros de uma
solucidn 0,25 N de 4cido metansulfdnico en metanol, se
afiade carbén decolorante y se filtra, Se agregan al il -
trado 125 litros de metilisobutilcetona, con lo que se
precipitan 1089 g de una @l bien cristalina y fécilmento
filtrable, soluble en més del 20 % cn agua con formscidn
de una solucidn incolora. Esta sal es poco soluble en los
disolvente orgdnicos corrientes. En la cromatografia so -
bre ocapa tenue segin Anal. Biochem, 4, 16-18 (1971), el
productb aparece exento de toda impuroza.

Los datos analiticoss expuestos en la Tabla I,
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concuerdan con un compuesto de la férmula :
Oy5Hp30g05S + 4 CH}038:

) El nuevo compuesto s8¢ hé identificado ademis con
el méto&o“enz;mético basado en la metilacién enzimitica de
nicq%inamidé_y dcido guanidinacétigo con la SAM (G.L, Can-
toni, J, Biol, Chem. 189, 745 -1951-; G. De la Hoba, B.A.
Jameisons S.H, Mudd y H.H, Richerds, J. Am, Chem, Soc. _é_:g,
3975 -1959-).

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico pe-
ro utilizando los 4cidos n-dodecansulfénico y l-n-octade-
cansu}fénico, se obtienen respectivamente sales de la for=
nula . . .

Oy sHoqlg5S. 407, Hpc038 ¥ OysHy3lgO5S. 4CygH3g058
cuyos datos analiticos se exponen en la Tabla I.
EJEMPIO 2 _

A 70 1litros de una solucidn pfooedente de la li-
sis de las cédlulas de levadura obtenidos empleando la mig-—
ma materia prime y el mismo método que en el Ejemplo 1 se
afiaden 1,15 kg de deido pleroibnico disueltos en 10 11 -
tros de alcohol igobutilico.

» Pespués de una noche de reposos se separa por
centrifugacién el precipitado que se ha formado.

A la temperatura del ambiente y con agitacidn,
se disuelve el precipitado en S,l litros de una solucidn
1 N do &cido etansulfénico en otanol. Después de filtrar
pars separar de une pequella cantidad de materia insoluble,
se afiaden & la golucidn 25 litros de é&ter dietilico y sc
la deja en reposo. A continuacidén se filtra y se lava el

gélido con un poco de éter.
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Se disuelve el sdlido en 12,5hlitros de una so=
lucidn 0,25 N de dcido etansulfénico en etanol, se afinde
carbén decolorante y se filtra. Al filtrado se agregan
63 litros de benceno,

89 precipitan 585 g de sal, que es filtrada y
secada. E1l compuesto resulta soluble en agua en més dol
20% y es poco soluble en los.disolventes orginicos corrien
tes. En la cromatografia sobre capa tenue como en el Ejem—
plo 1, el compuesto aparece excnto de toda impureza.

- Los datos aenaliticos, expuesﬁos en la Tabla I,
deponen por un producto de la férmula :
Oy5H, W055.  4C,HO S, )

El nuevo compuesto se ha identificado ademés con
el métoco enzimético expuesto en el Ejemplo L.

Repitiendo el procedimiento de manera idéntica
pero utilizando los Acidos 2-bromoetansulfdnico Yy 2-cloro-
etansulfépico, se obtienen respectivamente sales de las
férmulas ¢ . .

C158p3M6058. 40,150, Br ¥ Gy 5H,Ne058. 40,H550,01
cuyos datos analliticos estén expuestos en la Table 1.
EJEMPIO 3

A 70 litros de solucidn procedente de la lisis
de las células de levadura obtenidos con el mismo método
de lisis y con le misma materia prima que en el Ejemplo 1
se afladen 1,15 kg de dcido picroldénico disueltos en 12
litros de n-butanol. Después de reposo por una noche, se
separa por centrifugacién el precipitado y se le disuelf
ve, a la temperatura del ambiente y con agitacidn, en 3,1

litros de una solucién 1 N de deido D,I~10-canfosulfirico
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en l-propanol. Se_aﬁaden luego 25 ;itrOS de benceno. E1l

sSlido separado so disuelve en 12,5 litros de una solucidn

0,25 N de écido canfosulffrico en l-propanol y despuds de

afiadir cexrbdén y filtrer se agregan al filtrado 63 litros
5s de acetona, _

Se obtienen 928 g de sal. El compuesto es solu-
ble en agua en mis del 20 % y es poco soluble en los di -
solventes orgépicos corrientes. In la cromatografia sobre
capa tenue el compuesic aparece exento de toda impureza.

10. Ios datos analiticos, expuestos en la Tabla 1,
se exponen por un producto de la férmula

Oy 5HoNe05Se 4070H;¢0, 8 ,

T1 nuevo compuesto se ha identificado también
con el mbtodo enzimdtico expuesto en el Ejemplo 1.

15. Repitiendo el procedimiento.de manere idéntica
pero uwtilizando el dcido d-3-canfo-10-sulfirico, se obtie-
ne una sal de la férmula ; .
01584055, 4070H)50,8Bx
cuyos datos analiticos se exponen en la Tabla 1.
20, EJEMPIO 4

Purificacidén de la enzima especifice

50 cc de Sepharose (polisacérido producido por
Pharmacia Fineréhemicals AB, de'Uppsgla, Suecia) empacada
. y suspendida en aguae se tratan con bromuro de ciandgeno
25. seglin los métodos conocidos para ligar substancias provig
tag de grupos aminicos a matrices constituldas por gel de
polisacéridos. Al gel asi preparado se afiade un exceso de
L-lisina, Después de la reaccidén, se lava repetidamente

con ague destilada, con mezcla tampén de pH 8,5 y con
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mezcla tampén de pH 4,5. Luego se utiliza este gel para .
llenar una @olgmna de 1,5 om de didmetro y 30 cm de altu-
ra. Por la éolumna se hace pasar hasta equilibrio completo
una mez?la tampdn de'trietanolamina 04005 M y H2894 0;01
Ma pH 8?0. Se depositan en la columna 2 ce ds extracto

de levadurq que contiene la enzima especifica, obtenido
por sonicacién o por homogeneizacién con hielo seco y even
tualmente enriquecido de antemano on la enzima especifica.
Se eluye a continuacién la columna con la misma mezcla
tempén usada para la equilibracidn, mientras se sigue me-
diante mediciones espectrofotométricas del ultraviolcta la
distribucién de las proteinas on el eluato. Al mismo tiem
po se mide la actividad sintetdsica en las diversas frac—
ciones segin J.A. Stekol, Methods in Enzymology, vol. VI,
pdg. 566 (1963). Las fracciones que manifiestan actividad
sintetédsica relevante se refmen y la”solucién asi obteni~
da muestra una actividad especifica superior en veinte ve-
ces por 1o menos al extracto bruto. En esta solucién la
enzima puede ser ulteriormente concentrada por precipita-
clén con sales, con disolventes orgdnicos o segin otros
métodos_conooidos para concentrar soluciones proteicas.

Preparacidn de_la SAM

S@ activan 30 cc de gel Sepharose empacados por
medio de bromuro de ciandgeno u otro de los métodos co-
nocidos para ligar proteinas a matrices de gel de polisa-
céridos, Al gel activado se afiaden 4 cc de una solucién
de la enzima especifica purificads tal como se ha indicaw
do antes}_que contiene alrededor de 100 mg de proteina.ée

agitan a 42 C durante 18 horas la suspensidén de gel acti-
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vado y le solucién de enzims y se lava la resina con agua.
El liquido de lavado contiene alredédpr de 70% de la acti-
vidad enzimétéca total existente al principio en la solu-
cién do la enzima especifica.

_ Tncubando el Sepharose; preparado tal como se
ha h}dicado antes, con el método ya citado pare la deter-
minacidn de la activided sintetésica se observe que alre-
dedor del 20% de la actividad total estd ligede al poli -
sacéarido.

El Sepharose preparado tal como se ha indicado
antes se wiilize pare rellenar una columna de 1,5 cm de
didmetro v 20 om de altura, Por la columna serhace pagar
una solucidn gque contiene trietanoclamina 0,675 M, sulfato
de magnesio 0,150 M, ATP 0,05 M, M-metionina 0,05 My
KCl 0,01 M,'a velocidad de 5 cc por hora y a temperatura
de 25~279.

Bl eluato de la columna analizado para el conte
nido de"SAM nuestra que el rendimicnto de convergidn es
del 30%, _

Preparacién del p-clorobencensulfonato de SAM

Se acidificen haste pH 3 con 4cido sulflrico
103 cc de eluato que contiene 6 g/litro ge SAM y se les
afinde con agijaéién una solucién de 2 a 3 g de Acido pi-
croldnico en 5 cc de metiletilcetona. Degpués de una no-
che de reposos; se filtra el precipitado y se le lava con
agua.

Se vuelve & disolver el precipitado en 652 cc
de una solucién 1 N de éeido p-clorobencensulfénico en

o-metoxictanol y se afiaden 50 cc de ‘tolueno. El s6lido
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separado se dlsuelve en 12,5 cc de una solueibn 0,25 N
de dcido p-olorobencensulfdénico en 2-metoxietanol y, des—
pués de afiadir carbén y fiitrar, se agregan al filtrado
60 cc de élorqformo. _

Se obtienen 1,43 g do sal. El compuesto ¢s so~
luble en agua en més del 20% y resulta poco soluble ecn
los disolventes orgénicos corrientes. En la cromatografia
sobre capa tenue la sal aparece cxenta de toda impureza.‘

Log datos analiticos, que se exponen en la Ta -
ble 1, deponen por un compussto de la férmula

015H23N6058. 3 06H501038'
"~ El nuevo compuesto se ha identificado ademis
con el método enzimdtico expuesto en el Ejemplo 1.

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico
pero utilizando ;os dcidos p-acetilbencensulfénicos o-ben—
cendisulfénico, 4-bifenilsulfdnico, 2-mesitilensulfénico
y 5—sulfpsalicilico se obtienen respectivamente seles de

formula @
15 23N6055' 308H8O4-S H 015 23N6055. 115 CGHGOGSZ H
0153055+ 3"7HsosS 3
cuyos datos analiticos se exponen en la tabla 1.
BJEMPIO 5 ) .
Sg disuelve & la temperatura del ambiente y con
agitacién en 3,1 litros de una solucidn 1 N de dcido 1,2-
etandisulfdénico en metarol el precipitado obtenido des -
pués de afiadir 4cido picroldénico a 70 litros de solucidn

como la del Ejemplo 1.
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‘ Se agregan luegy 25 litros de acetona. El sél;do
geparado se_digueiVe en 12,5 litros de una solucidn 0,25
N de écido_1,2-etandisu1f6nico en metanol y, después de
efiadir carbén y filtrar, se afiaden 2l filtrado 60 litros
de metilisobutilcetona.

Se obtienen 546 g de sal. El compuesto es solu~
bleren més del 20% en agua y poco soluble en los disolven
tes orgénieos.corrientes. En la cromatografia sobre capa
ténue el compuesto aparece exento de toda impureza.

Los datos analiticos, que ge oxponen en la Ta-
bla 1, deponen por un producto de la Fférmula :

0,5Hy3Mg05S: 2 C,Hg0gS,. '

Bl nuevo compuesto se ha idontificado ademis
con el método enzimético expuesto en ol Ejemplo 1,

EJEMPIO 6 -_

A la temperatura del ambiente y con agitacidn,
se disuelve en 3,1 lifros de una solucidn 1 N de 4oido
2~hidroxietansulfénico en etanol el precipitado obtenido
después de afladir decido pieroldnico a 70 litros de solu -
cibén como la del Ejemplo 1.

Se agregan luego 25 litros de metilisobutilceto-
na y el sélido separado se disuelve en 12,5 litros de una
golucidn 0,25 N de 4cido 2-hidroxietansulfénico en etanol.
Despuég de afiadir carbén y de filtrar, se afiaden al fil-
trado 80 litros de tetrahidrofurano.,

Se obtienen 632 g de sal. El compuesto es solu-
ble en agua en més del 20 % y poco soluble en los disol —
ventes orginicos corrientes, En la crometografia sobre

capa tenue, el compuesto aparece exento de tode impureza.
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‘Los datos analiticos expuestos ‘en la Tabla 1,
deponen por un producto de la formula @

0158, M6055. 4 C,Hg0,5. |

'E1l nuevo compuesto se ha identificado ademds con
ol método énzimético expuesto en el Ejemplo 1.

Repitiendo el procedimiento de manera idéntica
pero utilizando el dcido 3-hidroxipropansulfénico, se ob-
tiens una sal de férmuls

Op5Hp3lg0s8. 403Hg0,S
cuyos datos analiticos estdn expuestos en la Tabla 1,
EJEMPIO 7

A la temperatura del ambicnte y con agitacidn,
se disuelve en 3,1 litros de una'solucién 1 N de &cido
l-naffalensulfénico en metanol ol precipitedo obtenido '
despubds de afiadir 4cido picroldnico a ﬁo litros de solu -
cién como la del Ejemplo 1. . B

Se agregan luego 25 litros de metiletilcetona y
el sélidg separado se disuelve en 12,5 litros de una solu~
cién 0,25 N de écido l-naftalensulfénico en metanol., Des -
pués de afladir carbén y filtrar, se agregs el filtrado a
70 1litros de metiletilcetona.

Se obtienen 717 g do sal., E1l compuesto egs solun -
ble en agua en més del 20 % y resulte poco soluble en los
disolventes orgénico corrientes. En la cromatografia sobre
capa ténue, el compuesﬁp aparece exenbto de toda impureza.

_ Los datos analiticos que estén expuestos en la
Tabla I concuerdan con un producto de la férmula :
0158546055+ 3 OpHgO38.

E1l nuevo compuesto se ha identificado ademds con
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el método enzimético expusgto en el Ejemplo 1,
EEMPIO 8 |

A la temperatura del ambiente y con agitacibn,
se disuelve en 5,1'1itros de una solucién 1 N de dcido
2-naftalensulfbnico en 2-propanol el precipitado obtenido
después de afiadir &cido picroldnico a 70 litros de solucidn
como la del Ejemplo 1.

Se agregan luego 25 litros de éter diisopropili-
co y el séli@o separado se disuelve en 12,5 litros de una
solucién 0,25 N de 4cido 2-maftalensulfénico en metenol.
Después de afladir carbén y filtrar, se afiaden al filtrado
T0 litros de acetato de etilo.

) So obtienen 710 g de sal. E1 compuesto es solu -
ble en agua en mis del 20 % y resulta poco soluble en los
disolventes orgénicos corrientes. En la cromatografia so-
bre capa tenwe el compuesto aparecc exento de toda impu -~
reza. _

Los datos analiticos, gue se exponen en la Tabla

1, deponen por un producto de la Fférmula

C5Mp3Ng055. 3 Cipg03s. :

El nuevo compuesto se he identificado también .
con el método enzimdtico que se ha expuesto en el Ejomplo
1.

EJEMPIO 9 |

A la temperatura del ambiente y con agitacidn,
ge disuelve en 3,1 litros de una solucidn 1 N de dcido
bencensulfénico en 2-butanol el precipitado obtenido des-

puds de afindir 4cido picroldnico a 70 litros de solucidn

como la del Ejemplo 1.
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$e efladen luego 25 litros de éter diisopropilico
y el sélido separedo se disuelve en 12,5 litros de una
solucién 0,25 N de 4ecido bencepsulfénico en metanol. Deg-
puds de aefiadir carbdn y filtrar, se agregan al.filtrado 65
litros de acetato de etilo. ]

Se obtienen 612 g de sal. El compuesto resulta
soluble en agua en mis del 20% ybes poco soluble en los di
solventes orgénic@ corrientes., En la qromatografia sobre
capa tenue, el compuesto aparece exento de toda impuresza.
Los datos analiticos, expuestos en la Tabla I
deponen,; por un producto de la férmula :
0y5Hy5Mc05S. 3 CgHeO5S. _

_El nuevo compuesto ha sido identificado ademds
con el método enzimdtico que se ha expuesto en el Ejemplo
1.

BEJEMPIO 10

A la temperatura del ambiente y con egitacidn,
se disuelve en 6,2 cc de una solucién 1 N de 4cido condro-
itinsulflrico en metanol el precipitado obtenido después
de afadinr écido picrolénico a 103 cc de solucidén como la
del Ejemplo 4, - |

Se agregen luego 50 cc de acetona y el gélido
separado se disuelve en 25 cc de una solucidn 0,25 N de
dcido condroitinsulfirico en metanol. Despuds de afiadir
carbbn y filtrar, ge afladen al filtrado 125 cc de metil-
isobutilcetona.

Se obtienen 3,27 g de sal. EL compuesto es solu-
ble en aguz en més del 20% y resulta poco soluble en los

disolventes organicos corrientes. En la cromatografia
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sobre capa tenue,_el compuesto aparece exento de toda imw
pureza, _ »
_ Log datos analiticos; exppestos en la Tabla 1,
deponen por un producto de férmula :
O15H,50g058. 4 Cqylipy N0y .S

, E1 nuevo compuesto se he identificado ademds con

el método enzimédtico expuesto en el Ejemplo 1,
EJEMPIO 11

A la temperatura del ambiente y con agitacidn,
se disuelve en 6,2 cc de una solucitn 1 N de dcido cistei-
co on 2-otoxietanol el precipitado obtenido después de
afiedir écido picroldnico a 193 ce de solucién como la del
Ejemplo 4. Se agregen luego 50 cc de acetato de metilo ¥
ol g6lido separado se disuelve on 25 cc de una golucidn
0,25 N de 4cido cisteico en 2-etoxietanol. Después de afla-
dir carbén y filtrar, se afiaden al filtrado 125 cc de aco-
tato de metilo. _

Se obtienen 1,53 g de sel. E1l compuesto es solu-
ble en agua en més del 20 % y resulta poco soluble on los
digolventes orgénicos corrientes., En la cromatografia so-
bre cape teonues; el compuesto aparece exento de toda lmpu~
reza. Ios datos analiticos, expgestos en la Tabla 1, dopg

nen por un producto de férmula
Oy 53 Ng055. 4 CH T05S, ;
El nuevo compuesto ha sido identificado también
con el método enzimético expuesto en el Ejemplo L.
] EJEMPIO_12

Preparacién de las sales dobles de le SAM con 4cido sulfi

rico v dcido metansulfdnico
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Sg ecidifican haste pH 3 con HZSO4 103 cc de
eluato que contiene 6 g/litro de SAM, obtenido como en el
Ejemplo 4, ¥ se les afiade con agitgcién una solucidn de
2,3 g de 4cido picroldnico en 25 cec de metiletilcetona
(disolvente a). Después de una noche de reposo, se filtre
el precipitado y se le lava con agua. Tuego se le vuelve
& disolver en 18 cc de uma solucidén 0,1 W en Hy80, ¥ en
acido metansulfénico y en 18 cc de metiletilcetona (disol—
vente a). )

Después de agitacidén y reposos -se separa la ca-
Pa o;génica, se agita la capa acuosa con un poco de
metiletilcetona para eliminar los dltimos vestigios de
fcido picrolénico y despuds de separar la fase acuosa se
afiade carbdn decolorante y se filtra. Resultan 16,5 cc de
solucién acuosa incolora, qme contienen 33,8 g/litro de
SAM, eguivalentes por tanto al 90 % de la SAM contenida
en la solucidn original. Anslizada por crometografia sobre
caps tenue,.la solucidn muestre contener solamente SAM,Se
vierten 16,5 cc de solucibén en 100 cc de acetona (disol -
vente b} y despuds de agitacidn y reposo se separa el 1i-
quido por decantacibén. Se disuelve el sd1lido en 6,6 g de
una solucién metanélice (disolvente ¢) al 15 % de Acido
metansulfdnico y despuds de afindir carbdn decolorante y
filtrar se vierte la solucidn en 25 cc de &ter etilico
(disolvente d). Después de reposo, se filtra. Ia sal ob-
tenidg, bien cristalina, pesa 1,2 g y tiene la composi -
cidn 3

sai’ . B8, Hy80, . 20H05H.

Sus caracteristicas analiticas estédn expuestas en la Ta-



5.

10,

15.

20.

25,

- 29 ~

bla 2.

Repitiendo el procedimiento de maners idéntica
pero utilizando écidos sulféniqo y disolventes como los
indicados en la Tabla 2, seo obtienen sales dobles que se
vesefian en la Tabla 2 con sus caracteristicas ansliticas.

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico
pero empleando 3,3 g de solucidn metanblica al 15 % de dci-
do meﬁaggulfénico; en la fase sucesiva de precipitacidn _
con 25 cc de &ter etilico (gisolvenﬁe d) se obtienen 1,05 g
de sal cuya composicidén es @

SAM".HS0, ™. H,S0,.CHyS05H
y cuyas caracteristicas analiticas se exponen en la Tabla
3' .

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico
pero utilizando &cido sulfénico y disolventes como los
indicados en la Tabla 3, se obtienen sales dobles que se
regefian en la Tabla 3, con sus caracteristicas analiticazs.

EJEMPLO 13

Preparacién de las sales dobles de la SAM con dcido sul-

fhrico v 4ocido 2-hidroxietansulfdnico

' Seivuelve a disolver en 20 litros de una solu -
cién 0,1 N en 4cido sulférico y 0,1 N en &cido 2~hidroxie
tansulfénico en metanol (disolvente a) la sal obtenida dé
la primera precipitacién de la SAM con 4cido 2-hidroxietan
sulfénico{ egpuesta en el Ejemplo 6. Después de afladir )
carbbén deéolgrante, se filtra y al filtrado se afladen 100
litros de metiligobutilcetonsa (disolvente y). Se deja en
reposo y se filtrg, con lo que se obtienen 587 g de sal

de la composicidn:
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cuyas caracteristicag analiticas estén expuestas en la Ta -
bla 4.

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico pero
utilizando las sales simples de la SAM que contienen los
aniones indiggdos en la Tabla 4 y empleando los disolventes
de la ?apla 4y se obtienen lag sales dobles resefiadas en la
Tabla 4 con sus caracteristicas analiticas.

Repitiendo el procedimiento de modo idéntico peroc
utilizando 10 litros de solucidn 0,1 W de Acido sulftrico
y 0,1 N de ‘4cido 2-hidroxietansulfénico en metanol (disolven
te a), en la precipitacidn sucesiva con metilisobutilcetona
(disolvente p) se obtienen 505 g de sal de la composicidn:

sam*, HS0, . HyS0,, CoHeO 45 '
cuyas caracteristicas analiticas se exponen en la Tabla 5.

Repitiendo el prqcedimiento de modo identico pero
utilizando las sales simples dg la SAM que contienen los
eniones expuestos en la Tabla 5 y empleando los disolventes
indicados en la Tabla 5, se obtienen las sales dobles que

se reseflan en la Tabla 5 con sus caracteristicas analiti-

Caﬂs .
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, % de N
ANION FORMULA BRUTA hgllado cglcula
Metansulfonato 019H39N601585 10;51 10372
Dodecansulfonato 07 1Hy prr g C 175 5,55 5,61
1-octadecansulfonato oé;H§5N601;s5 4472 4384
Etansulfonato Co 3847060178, 9,82 10,01
2-bromoetansu1f9nat9 023H43N501§553r4 7335 7,28
2-clorogtansulfonato 023 43N601585014 8559 8;59
10-canfosulfongto CBSHS;NEOZISS 5397 6,33
d~3=bromocanfo-10-sulfongto 055H8§N6021$5Br4 5f14 5,11
2~hidroxietansulfonato C23Hg7M, 018, 8,91 9;30
p-acetilbencensulfonato GS9H4;N6021S4 7,75 ;;90
o-bencendisulfonato 024H32N6014S4 ;%310 11;08
4-bifenilsulfonato 051H53N5014S4 7f49 ;;63
2-mesitilensulfonato 042H59N6014S4 8350 8;41
57sulfosalicilato 036H41N€O23s4 §?99 ;;9;
1,2-etandisulfongto 019H35N601;SS 19331 10;;8
3~hidroxipropansulfonato 02;H55N502155 8,;9 é;;s
Cisteato OprrHi5111 00y 5S¢ 12,50 13;02
Condroitinsulfongto 0§1H10§N1006155 5{83 6;26
Bencensulfongto C33H@1N6014S4 9334 9;62
p-clorobencensulfonato 033H38N6014S4Cl3 8!;0 8;60
l-naftalensulfonato 045H4;N6014S4 9?93 8;20
2=-naftglensulfongto 045H47N6014S4 7,83 8;20
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—H1

‘hallag)o e & calculado h.allg{:iode csalculado hallﬁdge Sélglculado mi;c 260 nm
E7(6N HyS0,)
10; 51 10;;2 20;30 20 45 50;3 50;96 188
5455 5,61 10;91 10, 70 26 37 26;68 98
4 72 4,84 9;05 9 22 22 75 22;99 85
9y 82 10 01 18;62 19 08 47 12 4;;55 1{5
7,35 7 28 13;68 13 88 34, 67 34;58 12;
8,58 8,59 16;31 16,39 40,89 40;84 151
5 97 6;33 11;53 12;06 29;52 30;06 111
5314 5,11 9,61 9,75 24;02 24,30 89
8,91 9,30 17,25 17,73 43,82 44,19 163
7,75 ?;90 12,01 12,05 37 31 37,54 138
11,10 11,08 16;56 16,90 52,75 52,64 194
7 49 7;63 12,52 11;64 36,50 36,25 134
8 50 8,41 12,67 12,82 40,11 39,94 147
7 9 7 97 12,01 12, 17 3.7_;68 3;;90 140
0, 31 10 78 20;03 20 55 50;68 51;22 189
8 79 8,75 16;55 16 70 41;32 41,61 153
2,50 13,02 14,68 14,90 36,92 37 12 137
2,83 6;26 6;84 7,17 1§;21 17,86 66
9y 34 9 62 14 22 14 67 45;18 45 69 169 -
5,10 8, 60 12,72 13,12 40,53 40 &7 151
8 03 8 20 12,03 12;52 38;;3 39,00 144
7183 8,20 11,95 12,52 38,52 39,00 144
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Repitiendo el procedimiento defiodo idéntico pe-
ro empleando'3;3 & de solucidn metendlica al 15% de Acido
p—toluensulfénico, en la fase sucesiva de precipitacidn

con 25 cc de éter etilico se obtienen 1,18 g de sal

SAN" S0, . HyS0,,
que tiene idénticas caracteristices que las indicadas pa-
ra el producto del Ejemplo 1.

Se sabe ya desde hace algunos afiosy, por las in-
vestigaciones bioquimicas, que la SAM es en los orgenis-
mos vivientes el Gnico donador especifico de metilo para
las reacciones bioquimicas de transferencia del grupo CHS;
reacciones fundamentales en el metebolismo lipidico, pro-
tidico y glueidico.

A $itulo de ejemplo citamos & comtinuacidén al-
gunas de lag reaccilones még importantes de transmetilacidn
SAM—dependientes:

a) N~transmetilaci6n; adenina, carnitina, carnosina,
creatina, 2,6-diaminopurina,adrenalina, guanina;
ordenina, N'-nicotinamida, fosfatidilcolina y rici~
nina;

b)  O-transmetilacidn: N-acetilserotina, dopamina, epi-
nina, d-adrenalina, 1-adrenalina, ergosterol, 1-nor
adrenalina, pectine y wbiguinona;

c) S-transmetilacidn: 2,3~dimepcaptopropanol, HZS’ ne-
tionina, metilmercaptano, Acido S-mercaptopropidnicos
S-mercaptoetanol, tiopirimidina y tiouracilo;

d) C-transmetilacidén: citosina y timina.

Refiriéndose en particular al organismo humano,



10.

15,

20.

25.

esto significa que la SAM se interfiere em los procesos
metabélicos siguientes: biosintesis de la colina; biosin-
tesis de la fosfatidilcolina; getivided de enzimas que re-
quisren grupos SH; metabolismo de las catecolaminas; meta—
bolismo de las aminas bidgenas centroencefilicas; metabo—
lismo de la serotonine; metabolismo de la histamina; meta
bolismo de la vitamina B 12 y del dcido félico; metabolis
mo de la creatina; wmetabolismo de la miosinaj metabolismo
de las histonas; metabolismo del RWA; metabolismo del DiA;
metabolismo de las substancias proteicas; metabolismo de
algunag hormonas con nlicleo ciclepentanperhidrofenantréni-
co, entre ellas principalmente los estrogenos; metabolismo
de los triglicéridos.

Se sabe también desde hace tiempo que la SAM,
une vez desmetilade por las enzimas metiltransferdsicas,
se transforma en S-adenosilhomocisteina (S40), que es um
donador indirecto de grupos sulfohidrilicos y por tanto
tiene importancia determinante cn el metabolismo de todos
los compuestos que requieren, pars degplegar su actividad
bioldgica, grupos SH. Entre &stos son particularmente im-
portantes algunas ticenzimas y los aminodcidos sulfurados.

Ta SAO, a su vez, es descarboxilada en el orga-
nismo y el producto descarboxilado resulta el donador brin
cipal del grupo aminopropilico, indispensable (segin los
hallazgos bioldgicos més recientes) para la biosintesis de
las poliaminas. El proceso es catalizado por diversas en~
zimag, entre ellas la aminopropiliransferasa especifica.

Resumiendo, puede decirse gque es sabido que la

SAM estd en el organismo humano estrechamente asociada a
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.

todas las reacviones bioléglcas de:

A < transmetilacidén (cesidn sspecifice del grupo CHE)

B -~ trangsulfurecién (cesidn especifica del grupo SH)

¢ - transaminopropilacidn (cesidn especifica del gru~
po eminopropilico).

Ie suma de estos conocimientos podia indueir a
pensar que la SAM pudiera tener alzuna accidn terapéutica
en la curacidén de estados patoldgicos asociados a condicio
neg carenciales o en algin modo deficitarias del organismo
respecto a algunos de los muchog productos mencionados an-
tes.

8in embargo, la inestabilidad extremada de la
SAM y la asusencia haste hoy de un método cualquiera capaz
de volverla estable por tiempo suficiente en las condicio-
nes de ambiente normales han impedido que se realizagse con
este producto ninguna pruebas farmacoldgica o clinice y por
lo tanto que se determinase de elle alguna utilidad prac-
tica en el campo de la terapéutica humana.

Unicamente después de la preparacidén de las nue-~
vas sales de la SAM segfin este invento, sales que son préc
ticamente estables de modo indefinido a la temperatura del
ambiente, ha sido posible efectuar un estudiec farmacold-
gico y clinico sistemdtico, que ha llevado a descubrir pa-
re lag nuevas sales propiedades terapéuticas completamente
sorprendentes en calidad y en intensidad.

De la enorme mole de datos farmacoldgicos y eli
nicog recogidos sobre esgtos nuevos productos se exponen a
continuacidn sélo algunos elementos suficientes pare indi-

car con claridad & los expertos del ramo las caracteristi-
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cas esenciales de los nuevos productos y sus principales
usos en terapéutica humans,

Para simplificar, en lo que sigue se indicardh
meramente gomo Bsa; de SAM" lag nuevas sales segfn el in-
vento, dada su absoluta identidad de empleo,

o En los datos farmacoldgicos y olinicos la sal
administrada, cualquiera que seas; se indica genéricamente
con "SAMM ¥ la cantidad de sal administrada se expresa en
cantidad de SAM contenide en eila, para que resulte claro
que 1os datos se refieren de manera idéntica a una u otra
sal conforme al invento.

TOXICIDAD. - A

Las.sales de SAM objeto de este invento han re-
sultado absplupamente desprovistas de toxicidad aguda; de
toxicidad erdénica, de intolerancia locsal y de efectos se-~
cundarjos. En particular, larDLée en el ratdn es superior
8 2,5 g/kgfos y a 1,00 g/kg/i.p.

Los ensayos de tolerancia y toxieidad crdnica se
efectuaron en ratas de raza Wistar ¥ Sprague—Dowley, sgmi-
nistrando por 12 meses 4 & 8 mg/kg por dia de producto:al
final del fratamiento, los diversos érganos y aparatos no
han mostrado ninguna alteracidn patolégica.

los ensayos de teratogénesis se efectuaron sobre
conejos y sobre ratas: adn con administracidn de dosis mafb
sivas de SAM{ alrededor de 10 veces superiores 2 las méxi-
mas dosis terapbuticas, no se han hallado acciones terato-~
génicag o de otro modo melformativas en los embriones o en
los fetos a término.

Ig adicién de dosis hasta 0,05-0,10 mg/cc de
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products a oultivos sobfeviviepteg dé_linfocitos humanos
o de células hepéticas de ratén no aporta ninguns modifi-
cacidn en el indice de blastizacidn de los elementos oe -
lulares.

Te administradién por via endovenosa de dosis
naste 16 mg/kg nd causa en el conejo manifestacidn pirogé-
nica alguna. ‘ ‘

La administracién por via venosa en el conejo
y en el gato de 16 mg/kg no causa ninguna modificacidn
de la pgesién carotidea, de la frecuencia cardiaca y res~
piratoria ni del trazado electrocardiografico.

Ta tolerancia locel de la inyeceién por via in-
tremuseular, aln después de la adninistracién repetida
por 180 dias, y de la inyeccidn endovenosa en la vena
marginal del pabelldn auricular del conejo; es dptima.

En el hombre, en sujetos voluntarios jovenes y
sanos de ambos sexos sometidos e la administracién por
via endovenosa  répide o por fleboclisls de dosis de
SAM equivalentes & 5-150 mg (peso medio, 70 kg)s el exa-
men contempordneo de los valores de la presidén minima y
méxima,‘de la ?recuencia del pulso y de la respiracidén &
1{ 5, 15, 20y 30 y 60 minutos y & 25 3; 6, 8, 10, 12 ¥
24 horas del final de la administrecién no revela varia-
cién ninguna respecto a los valores normales.

E1l trazado electrocardiografico no muestra nin-
guna veriseién del intérvalo PQ, del trecho ST, ni apa -
ricién de exﬁragistoles u otras alteraciones a 30", 1',
2', 3', 5' 10' y 20' de la administracién.

A cargo del aparato hemopoyético y de la fun -
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cionalidad hepética ¥ renal no se han observado variacio-
nes estadisticemente significativas respecto a la norma.

FARMACOIOGTA. ~

Repetimos aqul que cada vez ques, en lo que si -
guey se habla de administracidn de SAM, se entiende que
se ha a@minigtrado une cualquiera de las sales simples o
dobles conformes a este invento y queAsu activided es por
completo equivalente. Como es obvic, para tener un pard -
metro Gnico de referencie se alude siempre al contenido
en SAM de las diversas sales. B

Pars determinar en formae indicativa como se dis
tribuye la SAM en los tejidosy se ha preparado S-adeno-
silmetionina (Metil o4y, se ha estudiado luego la dis -
tribucién del férmaco en ratas suministrando una dosis
de 4,2 mg/kg/e.v. equivalente a 10 _mcl aproximademente
de producto redioactivo. La actividad especifica del pro-
ducto era de 58 mCi/milimoles., Paralelamente se ha cfec -
tuado también un estudio autorradiogrédfico en el ratdn.
De los resultados de estas dos experiencias resulia que
la SAM se distribuye muy répidamente a todos los tejidos.

Exponemos a titulo de ejemplo una parte de los
datos referentes a algunos de los drganos tomados en
consideracidn :

Disbribueidn de la SAM en algunos tejidos &e

rata

(Los valores estén expresados en jdgn/gr).
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15 R 4h 8h 24nh

" rejido 15"

-y

Higado 1,7 3;0 545 546 5:7
Glandulas o ' ’
suprarrenales 159 3s4 4.8 445 4e4
Bazo i 1,3 1,2 5,5 ?,6 2,8
Hipéfigis 2,5 2,5 80 445 453
Hipotélamo 0,3 0,65 1,0' l,é 1,3
Corteza 0,25 0,45 0,75 855 954
Plagma Ts5 2:1 253 2,0 1,1

De_e;lo se ha deducido por tanto que las nue -~
vag.sales objetg de este invento dan el grupo CHé a o ~
ds los tejidos dotados de aotividad metiltransferdsica.
En otros $érminos, se ha demostrado le capacidad de los
nuevos productos objeto del invento para localizarse elec
tivemente en todos los drganos provistos de slstemas me-
tiltransferdsicos.

Tgto ha sido confirmado por los ensayos farma-
coldgicos sucesivos. Toda uns seric-de pruebas realiza -
das en ratas han demostrado que los nuevos compuesios
ejercen nptabilisima accidn protectoga y resolutiva en
las esteatosis hepdticas por dieta hiperlipidico-hiper~
proteic@ segln Handler, en la esteatosis por intoxicacidn
alcohflica aguda y por otros agentes téxicos (tetraclo -
ruro de carbono, bromobencenos ete.) ya con administra -
ciones de 6 mg/kg/i.p.; tanto desde el punto de vista
norfohistoquimico como del bioquimico, la SAM disminuye
significativamente el actmulo de los 1i{pidos a nivel de

los hepatocitos, mientres que favorece el restablecimien—
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to en los niveles normales de los fosfolipidos disminuidos

despuds de la intoxicacidn con CClLy.

Fosfolipidog hepdticos en las ratas despuds de intoxica -

cidn con COléry tratemiento con SAM
54 =

Tosfolipidos totales
Trataniento (mg/g)

"""" Solucién fisiolbgica 30:57 1,18
cel, N ) 16,87

CCly + SAM 15 ng/kg/1i.p. 27420
10. 0C1, + SAM 150 mg/kg/1.p. 20,87

001y + Ad#Met 15 ma/kg/i.p. 19:9

1,06
1.25
0,42
0,92

I+ 4+ 1+

-+

Los valores son las medias ¥ E,S. de 10 valores
para cada grupo. Para el estudio de la asctividad hepato-
protectora nos hemes servido de un dispositivo experimen—

- tal que producc en la rata la llamadg degeneracidén coles~
terdlica hepdtice (Ridout y col., Biochem. J. 52 99, 1952){

Seghn este método, por medio de una dieta opor-
tuna se obtiene en los animales un avmento conspicuo de
las grasas totales hepdticas y dol colesterol hepdtico;

20- las substancias que intervienen cn el metabolismo lipidico
reducen o anulan ‘tal aumento. Los animales se habign divi-
dido en 6 grupos: al primero se suministré una dieta va -
riada a voluntad; al segundo, la dieta basal de Ridout

: (20 g por rata al dia); y a los obtros grupos, la misma

2 dleta en las mismas dosis, pero enriquecida con colesgtcrol

en 0,2 g/fata/dia. El tratamiento duré tres semanas.

A los grupos 4-5-6 se suministrd SAM en las do-~

' sis siguientes: 0,4-0,8-2 mg/kkg/i.p. al dia.
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Al final de las tres semanas se sacyrificaron
todos los enimales, se extrajeron los higados y se dogi -
ficaron en éstos las grases totales (Best y col., Biochem.
J. 40, 368,.1966) v el colestercl (Sperry y Brend, J.Biol.
Chem. 150, 315, 1943). Los resultados han demostrado que
los lotes‘som?tidos e tratamiento con la SAM en las do -
sis de 0,4-0,8 mg/ke/i.p. hen estado escasamente protegi-
dos, mienmbras que el lote tratado con SAM 2 mg/kg/i.pe ha’
estado completamente protegido.

Gragas totales y colesterolrhepétiCOS gl final de

1a experiencia (mediag por lote)

;
e,*

Peso del Grasas totales Colesterol
Lote higado ”
fresco ar. % ngr %
en gr.
T 15 1,41 9,4 40 2,6
IT 18 1,93 10,6 68 3,7
TIT 16 3,84 24,0 92 57
v 17 3,70 21,6 90 552
v 16 3;5 21,9 67 441
VI 16 2,0 12,5 61 3,8

0Otro aspecto farmacoldgico investigado por nos-
otros lo han constituldo los efectos de tipo antiinflame-
torio y de tipo analgésico de la SAM,

De los varios tegts probados citaremos los mds
cldsicosy como»el edema por carragenina y por blanco de
huevo como test de inflamacidén azuda; el granuloma por

cotton pellets y la artritis por coadyuvante como test

de inflamacidén crénica., En todos los casos la SAM se ha
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demostrado activa tanto por via oral (dosis de 8 a 40 mg/
kg) comd por via parenteral (dosis de 4 a 8 mg/kg)s com-
parada con otros férmacos conocidos (Tbuprofen - Indometa-
cina). Como ensayo de analgesia se hen efectuado los fests
de la placa caliente y del estirgmiento por Acido acético,
y de Randal y Selitto en la rata: también en estos tests
el firmaco se ha demostrado activo en comparacién con los
fédrmacos conocidos estudiados. .

Otro aspecto considerado por nosotros es la ac-
cién posible de la SAM sobre el tiempo de suefio por bar-
bittricos.

Con este fin se ha efgcjugdo un experimento en
el que grupos de ratones recibian hexobarbital en dosis
de 80 mg{kg/i.pf segin el método de Holten y Iarsen (Acta
Pharmacol, Toxicol. 1956, 12, 346); un grupo servia do
control y el segundo recibia SAM en dosis de 4 mg/kg/i.p.
(Véase la tabla).

Tiempo de suefio (min.)
Controlesg

[+

24,2 T 0,7

I+

SAM 4 mg/kg/i.p. 41,2 = 5,8

Del examen de los datos resulba una accidn de _
le SAM en la prolongacién del tiempo de suefio inducido por
el hexobarbital,

PRUEBAS GLINICAS.-

Por suministro de SAM se entiende indiferente-
mente el suministro de una cualquiera de las sales a gque

se refiere el invento.
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Siguiendo las indicaclones obtenidas de los en-

seuyos farmecolégicos, las pruebes clinicas se han orien-

tado haois gfecoiones morboses en;las que aparecen altera

dog, primitive o secundariamente : "

1 - el metabolismo de los lipidos

2 - ol metabolismo de los prétidos y los gllicidos

3 - el metabolismo de las catecolaminas y de las aminas
bibgenas,

1l.- De prucbas realizedas en clinicas sobre centenares

de sujetoss; con dosis de SAM variadas en amplisimo
intégvalo, ge ha determinado que los nuevog compucs=—
$0s inducen una répida caida de los 1ipidos hepati-
cos en las hepatoestearosis de patogbénesis més di =~
versas, averiguable con el examen bidptico repetido
después del final del ciclo de trataniento, aln a
distancia de 60 dias del final del tratamiento.

Ta administracidn del producto induce ademls
una mercada calde de los altos valores de la coles—
terolemia totel y de la hipertrigliceridemia y nor-

lipiprotéicas
maliza las relaciones/ beta/alfa alteradas en los
sujetos con hiperdislipldemias en fases descompensa~—
a,

- Dal accién hipocolesterolemizante e hipolipe -
mizante se verifica ya con dosis alrededor de 8-1,5
mg administradas 2 a 3 veces al dia y es en todo ca-
so proporcional a ls doais.

) En le arterioesclerosis declarada con manifes-
taciones olinicas a cargo de la esfera psicoafectiva,

con turbaciones amnésicas y en ciertos casos centro-
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encefdlloas (deterioro por encefalopatia arterios -
clerética) secundarias a fenémenos de hipoxia cere —
bral,; la administracién de la SAM por via intramus -
cular ys en los casds més'graves, por via endovenosa
o pokr fleboclisis lenta, en dosis comprendidas entre
8 y 16 mg 3 a 4 veces al dia, ha demostrado que mo ~
difica muy favorablemente la sintomatologia.

En particular, en los estados hipoxiddticos de-
elarados la recuperacidén de las funciones asociadas
a le vida de relacidn ha resultado pronta y estadis—
tocamente significativa,

En los sindromes postapopletiformes se advierte
mayor rapidez en la mejoria del cuadro clinico.

Se hanﬁtyatado en clinica centenares de sujetos afec-
tosrde; hipoprotidemias y disprotidemias secunda -
rias; hepatopatiss crdnicas persistentes y agresi -
vas; cgtadog precirrdticos y cirrdticos; sindromes

de mala absorcidn y sindromes wétido-disipantes. Ia
admninistracidén de dosis variables de 20 a 80 mg de
$AM por dia, por via intramuscular, endovenosa y
oral, segin la gravedad del caso, ha causado un au -
mento estadisticamente significativo de la protide -
mia total, un incremento do la tasa albuminica y una
tendencia a la normalizacién de las relaciones porcen—
tuales alteradas entre las fracciones electroforéti-
cas del suero.

Egta actividad angbolizante proteica ha sido se
guida de una mejoria, con frecuencia muy importante

de la sintowmalogla subjetiva y de lags condiciones
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generales objetivas y por una normalizecidn de todas
les pruebas de funcionelidad hepética.

éemhan obtenido resulitados particularmente sorpren-
dentes en las aplicaciones clinicas de nuevas sales
enzindticas seglin este invento en que se tenlan cua-
dros morbosos claramente correlacionados con modifil-
cacionog en el recambio de las aminas bidgenas, por
ejemp;o :

a) cuadros patoldgicos de dominio neuropsiquidtri-

b) la enfermedad de Parkinson y el parkinsonismo de
diversas etlopatogénesis;
¢) la accidn antiflogistica y analgésica en el tra-
tamiento de las osteoartrosis, y la actividad
antélgica en elgunas manifestaciones neuroldgi-
casj
d) las perturbaciones del ritmo suefio-vigilia. .
__ Por lo que atefie &l punto a), una vasta casuig-
tica clinica reslizeda examinando la conducta cli-
nica y los tests de Hamilton y Wittenberg ha puesto
olaramente de relieve que la administracién de dosis
variables de 8 a 20 mg de SAM 3 6 4 veces al dia por
un pericdo de 5 a 15 dias induces; excluyendo cual -
quieg»otra forma de ‘terapéutica, una remigidn egta-
disticamente significativa de los principales pard-
metros considerados para ol diagndstico de lag for-
mag depresivas. _
Por lo que atafle al punto b), respecto a la

terapbutica de la enfermedad de Parkinson y de los
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parkinspnismqs gse ha podido averiguar que

- E1 aporte de SAM & la dosis de 4 a 16 mg por dia,
por via intramuscular, endovenosa u oral (segin 1a
grave@gd del caso)s asociado con la terapéutica habi-
tuel con Levodopa, cause wna mojora estadisticamente
més significativa de la acinesia y de la rigidez que
la que se advierte en los pacientes tratados solamen-
te con LeVOdopa. Se hallan también modificaciones fa-
vorables en la entidad del temblor parkinsoniano, no
modificable con la Levodopa sola, _
- E1 aporte de SAM mejora netamente Ias perturbacio-
nes psiquicas Levodopa-dependientes; y especialmento
los estados depresivos y las manifestaciones psiqui -~
cas de tipo irritativo.

—“El aporte de SAM, siempre cn las dosis mencionadas
antes, bloquea significativameniec el cortejo de las
manifestaciones colaterales por Levodopa a cargo de
los diversos drgenos y aparatos; particularmente en
el aspccto de la ndusea; el vémito, la inapetencia,
la hipotensidén; le astenia, la cefalea, la hipersuda-
cién y el insomnio. ]

Por 1o que atafie al punto c¢), la SAM, que por
los resuliados farmacoldgicos se ha revelado dotada
de intensa actividad antiflogistica y analgésica,
ha demostrado ser activa en todas las formas ostecar-
trégsicas tratedas con la dosis de 13 mg dos veces al
dia, por via extramuscular o endovenosas y de 13-20
mg cuatro veces al dia, per os.

Ya al cabo de 7 dias de tratamiento el espasmo



10.

15,

20.

25.

- 50 -

muséular,.lg limitacidn del movimiento, el dolor lo-
oalizado y la rigidez aparecen influidos en medida es-
tadisticamente signiticativa respecto al placebo,

En 90 casos tratadas no se ha observado ning&n.
caso de pirosis glstrica. Ia blsgqueda de sangre ocul-
ta en las heces no ha aparccido nunca modificada du-
rante el tratamiento.

Ta SAM, compareds con un férmaco antiflogistico
no esteroideo usado corrientemente en un estudio "dou
ble blindﬁ, ha demostrado poseer eficacia terapéuﬁicé
igual a la de la indometacina,

Ia actividad entdlgica de la SAM se ha ensayado
también on diversos sujetos con cuadros neurolégicos
diversos; neuritis, polineuritis, artralgilas, cidti-
ca, radiculitis, torticolis. E1l efecto terapéutico
ha sido pronto y eficaz desde el primer dia de admi-
nistracién a la dosis de 6 mg dos veces al dia, por
vie intramusecular, o de 13-20 mg 3 6 4 veces al dia,
per og.

Resultados semejentes se han obtenido en suje=
tos con gefalea recurrente y resistente, mediante ad-
ministracién del fdrmaco por via oral en comprimidos
magbicablos.

Por lo que ataﬁe al punﬁo d)s o sea los trastor—
nos del ritmo guefio-vigilia, con particular referen-
cia al insomnio. el nuevo producto objeto de egte in-
vento estéd capacitado, & la dosis de 4-13 mg per ogy
para mejorar sensiblemente las_relaciones alteradas

de sueflo-vigilia, induciendo un suefio fisioldgico
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sin fegurrir al emplea de barbit@ricos u otras subs-
tancias’de ‘mccidén depresiva cortical y centroencefd-
1ica.

- De lo que aqui se ha indicado resumidamente re-
sultan c%aras las numerosas, imprevistas e imprevisibles
perspectivag abiertas por el nuevo fadrmaco en el campo de
la terapéutica humena. Resumiendo, puede decirse que los -’ ]
campos dc cmpleo hasta ahora determinados son: el tratamien
to de las hepatopatias, de las hiperdialipidemias, de la
arteriosclerosis generalizada o local y de manifestacio~
nes psiquidtricas de tipo depresivo y neurolégicas; en las
artropatias degenerativas, en las manifestaciones élgicag
neurolégicas v en los trastornos del ritmo sueflo-vigilias |

mientras quedan todavia por examinar y determinar muchisi-

‘mos otros campos de empleo.

Las nuevas sales de SAM gse administran preferen-
temente por inyeccién intramuscular o endovenosa o en com-
primidos per os o sublinguales y en cépsulas,

. A continuacidn se exponen algunas. composiciones

farmacéuticas :

a) Un comprimido de 400 mg contiene

SAM 28 ng

Excipientes
Almiddn
Lactosa
Estearato de magnesio
Talco ‘
Aroma ¢c.s. hasta 400 ng.

b) Una cdpsula de 250 mg contiene
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d)

o)

a)
b)
c)
d)
e)

saM , 28 mg
Excigientes;

Almidbn

Lgc%osa

Egtearato de magnesio l

N86P04 c.s. hasta 250 mg.

Una ampolla de liofilizado contiene

S@ﬂ 496 mg

Una ampolla de disolvente muscular contiene
Tidocaina 20 ng

Solucién de tampones fosfatos c.s. hasta 3 co.

Una ampolle de liofilizado contiene
saM 14 mg

Una ampplla de disolvente muscular contiene

Lidocaina 20 mg
Soluecidn de tampones fosfatos c.s. hasta 3 ce.
Un supositorio de 2 g contiene

SAM 4646 mg

Mase para supositorios c.s.hag 2,0 g
ta

Otras formas de administracién pueden ser @
Ampollitas bebibles
Liguidos pare instilaciones oculares.
Tiguidos para instilaciones endonagales.
Iiquidos para aerosol o spray.
Liguidos y pomadas para uso tépico en los que el
prineipio activo estd diluido en disolventes norma-
les para usos farmacéuticces ("Pecnologia Farmaceuti~
ca, vol, II, Silvano Casadio, 28 edicién, ed.Cisel

pino-Goliardica, Milano 1972).
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En conclusidn, puede decirse que las dosis te?aQ
péutices de SAM estédn comprendidas entre los 2 y los 125
mg por dla, segin el tipo y la gravedad de la afeccidn
tratada. '

Pueden emplegrse siempre dosis superiores, si es
necesario, dada la absoluta ausencia de¢ toxicidad de las
sales de este invento.

REIVINDICACIONES

) Descrito el objeto del presente invento se de -
claran nueyas ¥y de propia invencidn las siguientes reivin-
dicacionos;_. N

l.~ Procedimiento para la preparacién de sulfo-
natos egtables de la S-adenosil-I~metionina, caracteriza-

do por : i

a) prepararse ung solucién concentrada de SAM;

b) precipitarse, con una solucidn saturada de &cido
picroldnico en agua o en un disolvente orgénico solu~
ble en agua, la SAM presente en la solucidn acuosa;

c) disolverse en una solucidén de un &cido sulfénico to-
mado del grupo constituido por los dcidos metansulfd-
nico , etansulfénico, l-n-dodecansulfénicos l-octa-
decansulfénico, l-n-octadecansulfénico, 2-cloroetan=-
sulfénico, 2-bromoetansulfénico, 2-hidroxietansulfé-
nicos 3-hidroxipropansulfénico, d-; 1~ ¥ d,1-10-can-
fosulfénico, d=y 1= y dyl-3-bromo-canfo-10-sulféni -
cos cisteloo y condroitinsulfdnico, o en una solu -
cién de dichos dcidos sulfénicos y deido sulflricos

el pircrolonato precipitado;

¥
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d) precipitarse la sal mediante adicién de un disolvente
orgénico totalmente miscible con el disolvente usado
en la fase anterior. )

2.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1,
carscterizado en que la fase &) se realize gsuscitando la
lisis de las célulag de levadura por tratamiento con aceta-
to de etilo y 4cido sulflrico a la temperatura del ambien~

te.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacibn 1,
caracterizado porque en una variante de la fase a) ésta se
reallza por sintesis enzimdtica mediante accidn de la enzi-
ma especifica ATP-metionina-adenosil-transferasa de gran
pureza sobre una mezcla de adenosiltrifosfato (ATP) y metio
nina, '

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 3,
caracterizado en que la enzima ogspecifica ATP-metionina-
~pdenogiltransferase se obtiene con gran pureza mediante
elucibn selective de una solucidn que la contiene por una
columne de gel de polisacirido activado y tratado con L-li-
gina, .

5.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 3,
caracterizado en que la sintesis enzimdtice de la SAM a
partir de ATP y metionina se realiza pasando una solucibén
que contiene los dos reactivos por una columna de gel de
polisacérido activado al que estd ligada la enzima especi-

fica de gran pureza,

6.- Procedimiento segin la reivindicacibn 1,
caracterizado en que en la fase b) el disolvente organico

soluble en agua se ‘tome del grupo constituldo por alecoho=
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les monovalentes de 1 a 6 &tomos de carbono, acetona, metil
etilcetiona, metilisobutilcetona, acetato de etilo, tetra-
hidrofurano, 2-metoxietanol, 2—-etoxietanol, dioxano y di-
metilformamids. |

"7.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado en gue en la fase c) se emplea una solucidn
alcohdlica o glcoxialcohéliea, de normalidad comprendida
entre 0,25 y 1,5 N, de uno de los édcidos sulfdnicos que
se han indiecado.

8.- Procedimiento segfin la reivindicacidn 1,
caracterizado en que en la fase ¢) se usa una solucidn
acuose de normalidad igual, comprendida entre 0,05 vy 0,2
N, de wno de los dcidos sulfénicos va indicados y de dci-
do sulfirico, en mezcla con un volumen igual de un digol-
vente orginico miscible con el agua.

9.~ Procedimiento sevun las reivindicaciones
1 ¥ T, caracterizado en que, segin la fase d), el sulfona-
to se precipita por adieidn de un disolvente orgénico to-
mado del grupo constituido por el benceno, el tolueno, el
éter dietilico, el &ter diisopropilico, la acetona, la me-
tileﬁilpetona, la metilisobutilceteona, el acetato de etilos
el acetato de metilo, el tetrahidrofuranc ¥y el clorofor-
mo.

10.- Procedimiento seglin las reivindicaciones
1 y 8, caracterizado en que, segin la fase d), la sal do-
ble del dcido sulfénico ¥ el dcido sulflrico se precipita
del estrato acuoso por adicidn de un disolvente cetdénico
o alcohdlico completamente soluble en agua.

1.~ Procedimiento segin le reivindicacidn 1,
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caracterizado en que la sal gimple de sulfonato obtenida
en la fase d) es transformade en sal doble con el &cido
sulfirico, mediante disolucidn en una solucidn acuosa de
normalidad igual, comprendids ontre 0,05 y 0,2 N, de deido
sulfirico y del mismo dcido sulfdnico existente en el sul-
fonato tratado, y la sal doble es precipitada por adicidn
de un disolvente cetdnico o alcohélico completamente solu-
ble en agua.

12,- Procedimiento seg@n la reivindicacidn 1,
caractorizado on que la sal doble sulfdnica-sulfirica pro-
cipiteda en le fase d) se vuelve a disolver en una solu -
cién alcohélica de igual normalidad, comprendide entre
0,05 y O,ZHN, de éoido sulfénico y 4cido sulffirico y lucgo
se reprecipita con un disolvente orgdnico totalmente mis -
¢ible con o} aloohol utilizado.

13.- Procedimiento segin le reivindicacidén 12,
ceracterizado en que si se emplea la cantidad minima deo
solucién alcohbélica neceseria pare disolver la sal doble,
en la fase sucesiva de precipitacidn se separa la sal do-
ble SAM*.HSO 4 H50,. 2R-SO3H.

14.~ Procedimiento segin la reivindicacién 12,
caracterizado en que si se emplea un volumen de solucidn
glcohdlica doble a lo menos del necesario para disolver
la sal dcble, en la fase sucesiva de precipitacidén se se-
para la sal doble SAM+.HSO4-.HZSO4.RSOSH.

15.~ Procedimiento para la preparacién de sul-
fonatos estables de la S-adenosil-L-metionina.

Segfin se describe y roivindica en la presente
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memorie dsscriptiva que consta de 57 hojas foliadas ¥y es-
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