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DESCRIPCION

Inhibicion del mal olor del sudor

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para cribar compuestos que tienen la capacidad de evitar, tratar
o reducir el desarrollo del mal olor en las superficies corporales. La presente invencién se refiere también a un
compuesto de formula (), que es un precursor de compuestos de azufre volatiles malolientes. Ademas, la presente
invencioén se refiere a procedimientos para evitar el mal olor y a procedimientos para preparar productos que tienen
la capacidad de reducir el desarrollo del mal olor

Antecedente de lainvencién y problema a resolver

La prevencion del mal olor en las axilas es un objetivo constante del trabajo cientifico. Se ha reconocido durante
algun tiempo que el propio sudor, tal como se excreta procedente de las glandulas apocrinas del sudor presentes
abundantemente en la piel de la axila, es generalmente inodoro. Se desarrolla el mal olor en las axilas
esencialmente tras la actividad metabdlica de algunas cepas de bacterias que han evolucionado para vivir en este
nicho ambiental y que estan bien adaptadas a crecer en el peculiar coctel de precursores inodoros que se
encuentran en el sudor apocrino

Se han aislado hasta el momento varios tipos de sustancias malolientes, un tipo es de origen esteroideo, otro tipo
abarca compuestos de la degradacion bacteriana: acidos grasos de cadena corta del tipo acido (E/Z)-3-metil-2-
hexenoico, descrito como contribuidor olfatorio predominante del mal olor del sudor. En este contexto, Nash y col.,
en el documento WO 02/092024, han postulado que este tipo de compuestos generadores de mal olor puede estar
formado por la escision de derivados de la L-glutamina que aparecen por la actividad de la Ng-acil-glutamina-
aminoacilasa, y han propuesto compuestos capaces de inhibir esta enzima. Se han dado a conocer otras N-acil-
glutaminas responsables de la generacion de malos olores de acidos grasos en el documento EP 08158833 A2. Un
tercer tipo de compuestos de azufre se han descubierto solo muy recientemente y se han dado a conocer de forma
independiente en el documento WO 2004/031766, en Troccaz y col., "3-Metil-3-sulfanilhexan-1-ol as a Major
Descriptor for the Human Axilla-Sweat Odour Profile", Profile", Chemistry & Biodiversity, Vol. 1 (2004), paginas 1022
a 1035; y en Natsch y col., "ldentification of Odoriferous Sulfanylalkanols in Human Axilla Secretions and Their
Formation through Cleavage of Cysteine Precursors by a C-S Lyase Isolated from Axilla Bacteria", Chemistry &
Biodiversity, Vol. 1 (2004), paginas 1058 a 1072.

Se ha encontrado que un espécimen particularmente maloliente del tipo de los compuestos de azufre era 3-metil-3-
sulfanilhexan-1-ol (Troccaz y co., seguido por Natsch y col. y Hasegawa y col. "Identification of New Odoriferous
Compounds in Human Axillary Sweat" Chemistry and Biodiversity Vol. 1 (2004), 2042-50). El mismo compuesto se
da a conocer también en el documento US 6.610.346, en el que se usa como un aroma en alimentos y bebidas para
proporcionar notas vegetales (cebolla) y carnosas a los productos alimenticios.

Actualmente, se ha abordado el desarrollo del mal olor de diferentes maneras, por ejemplo, aplicando sustancias
antibacterianas a la piel de las axilas, proporcionando composiciones de perfume capaces de enmascarar el mal
olor, atrapando moléculas malolientes, aplicando, por ejemplo, ciclodextrina, para inhibir las 3-liasas, por ejemplo.

Con el objetivo de evitar la formacién de compuestos de azufre volatiles (VSC) tal como, por ejemplo, S-3-metil-3-
sulfanilhexan-1-ol, es indispensable elucidar su ruta metabdlica, y, en particular, su precursor directo. Dicha
percepcién permitiria disefiar cribado de compuestos que tengan la capacidad de intervenir en la ruta e inhibir de
esta manera la formacion del VSC.

De acuerdo con esto, Natsch y col. han especulado que el conjugado de cisteina de los VSC (Cys-S-3-metil-3-
sulfanilhexan-1-ol), era el precursor directo de los VSC y que, la escision del precursor mediante una C-S B-liasa
presente en Corynebacterium spp. daria como resultado directamente el VSC. De forma similar, Lyon y col.
(documento US 5.213.791), dan a conocer inhibidores de la B-liasa de aminoacidos como desodorantes,
considerandose en la columna 2, lineas 5-6 que el conjugado de Cys-S era el precursor mas relevante. Estos
hallazgos corresponden a la bien informada ruta de los tioles y los metabolitos de tiolmetilo partiendo de los
conjugados de glutatién, que experimentan la hidrélisis enzimatica secuencial para dar como resultado el tioéter de
cisteina.

Un objetivo adicional de la presente invencion es identificar las especies o cepas bacterianas que son capaces de
convertir precursores no odoriferos del sudor humano en VSC malolientes, permitiendo hacer diana con mas
precision en el origen del desarrollo del mal olor. De acuerdo con esto, Natsch y col., han concluido que los
precursores no odoriferos de secreciones de la axila se transforman en sustancias volatiles mediante las enzimas
bacterianas presentes solo en Corynebacterium spp., y no en Estafilococos.

A la vista de la técnica anterior, el objetivo de la presente invencion es encontrar precursores directos diferentes de
los compuestos de azufre volatiles responsables del mal olor de la axila. Es un objetivo adicional identificar cepas
bacterianas adicionales responsables de producir compuestos de azufre volatiles. El conocimiento de los
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precursores y de las cepas bacterianas que se encuentran en el origen de los compuestos malolientes se puede
utilizar a continuacion para combatir mas eficazmente el desarrollo del mal olor de las axilas en seres humanos,
proporcionando, por ejemplo, procedimientos de cribado eficaces de compuestos que inhiban la formacién de los
VSC. Por tanto, es un objetivo adicional de la presente invencién proporcionar nuevos procedimientos o modos de
evitar el desarrollo del mal olor.

Resumen de lainvencidén

Los inventores de la presente invencién han encontrado de forma sorprendente que el precursor directo de los
compuestos de azufre volatiles (VSC) es el conjugado-S de Cisteina-Glicina, y que el conjugado de Cisteina
notificado procedente de la técnica anterior era un precursor claramente menos eficaz de los VSC. En contraste
ademas con la ensefianza de la técnica anterior, cepas de Staphylococcus haemolyticus son capaces de convertir el
conjugado de Cys-Gly en los VSC con mayor eficacia que las cepas de Corynebacterium y St. Epidermidis, todas las
cuales se encuentran en la axila humana. De acuerdo con esto, la presente invencion proporciona, en un primer
aspecto un procedimiento para cribar compuestos capaces de evitar, suprimir o reducir el desarrollo del mal olor
sobre las superficies corporales, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

- proporcionar un medio apropiado que comprenda un compuesto a cribar y al menos una enzima B-liasa
funcional o una cepa bacteriana seleccionada entre la familia de los Estafilococos;
- afiadir al medio al menos un compuesto precursor de la formula

O

NH, OH
N
| H

s O
R (D

en la que R1 representa un resto C1-Cy en la formula de un compuesto activo de HS-R;

-y medir la disminucion de la concentracién en el medio de dicho precursor y/o aumentar la concentraciéon en
el medio en al menos un metabolito de dicho precursor, con el fin de establecer la capacidad del compuesto
seleccionado para evitar, suprimir o reducir el desarrollo del mal olor.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de féormula (I) en la que Ry es un grupo
alquilo, alquenilo o alquinilo C4-Cz, que transporta opcionalmente uno o0 mas grupos funcionales seleccionados
entre grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo, amino, amido y atomos de halégeno.

En un tercer aspecto la presente invencion proporciona el uso de bacterias de la familia de los Estafilococos en los
procedimientos de seleccion, procedimientos de ensayo o investigacion del desarrollo, inhibicién, y/o aparicion del
mal olor corporal. De manera correspondiente, la presente invencién proporciona un procedimiento para elucidar el
desarrollo del mal olor corporal, comprendiendo el procedimiento la etapa de aplicar Estafilococos, o una enzima
derivada de estos, a un compuesto precursor del mal olor.

En un cuarto aspecto la presente invencion proporciona un procedimiento en el que se utilizan los microorganismos
Staphylococcus haemolyticus y St. epidermidis con los numeros de depdsito CNCM; [-3357 y [-3356
respectivamente.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para evitar el mal olor del sudor,
comprendiendo el procedimiento la etapa de aplicar a una superficie corporal, preferiblemente a la piel de las axilas,
un compuesto capaz de inhibir la conversion del compuesto (1), tal como se ha definido anteriormente, en uno de sus
metabolitos malolientes.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un producto que tenga la
capacidad de reducir el desarrollo del mal olor, comprendiendo la etapa de afiadir al producto un compuesto capaz
de inhibir la conversion del compuesto (1), tal como se ha definido anteriormente, en un VSC.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento para metabolizar un compuesto de la
férmula (1) en condiciones controladas, comprendiendo el procedimiento la etapa de exponer el compuesto de
férmula (1) a un microorganismo y/o a una B-liasa.

En un aspecto mas adicional la presente invencion proporciona un compuesto de férmula (Il1) dado a continuacion.

En las figuras
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La Figura 1 muestra el intervalo de masas de la HPLC-MS (cromatogramas ionicos totales de la
cromatografia de alto rendimiento-espectrometria de masas) obtenidos del sudor estéril (traza A) y de
diferentes fracciones de elucion del sudor incubadas con St. haemolyticus (traza D) y no incubadas (trazas B
y C). Este cromatograma muestra la desaparicion de un posible compuesto precursor que tiene un peso
molecular de 293 tras la incubacion.

La Figura 2 muestra compuestos de azufre volatiles malolientes (1, 2, 3) y posibles compuestos precursores
(9, 10, 11), el compuesto 9 ha resultado ser el precursor mas eficaz del compuesto 1. Las flechas indican las
etapas de sintesis de los precursores.

La Figura 3 muestra los cromatogramas y los espectros de masas obtenidos mediante la LC-MS, del
precursor encontrado en la “zona 2” del sudor estéril natural (A, B), y del precursor 9 sintetizado (CD).

La Figura 4 muestra la bioconversion de los compuestos precursores sintéticos 9 y 19 de los VSC malolientes
por las cepas bacterianas de St. haemolyticus, St. epidermidis and C. xerosis. Se puede observar que el
precursor de la presente invencién (9) se ha convertido eficazmente por todas las cepas.

La Figura 5 muestra el resumen de las rutas sintéticas a un VSC principal (1) procedente de precursores del
sudor estériles. El compuesto (9) es una realizacion del precursor a utilizar en el procedimiento de seleccion
de la presente invencion.

Descripcion

En el contexto de esta memoria descriptiva, la palabra “comprende” se entiende que significa “incluye, entre otras
cosas” no se pretende que se tome como “consiste Unicamente en”

En el contexto de la presente invencion, los porcentajes son porcentajes en peso de materia seca, a no ser que se
indique otra cosa. De forma similar, si las proporciones se indican como partes, se entiende que son partes en peso
de materia seca.

La presente invencion proporciona un procedimiento de seleccion que utiliza un compuesto precursor de la férmula

(1
O

(D

en la que Ry representa un resto C4-Cy en la formula de un compuesto activo de HS-R¢, El término compuesto
activo de HS-R1 se refiere a un compuesto organico que se puede utilizar en los procedimientos de seleccién. Por
ejemplo, es un compuesto que se puede detectar facilmente. Preferiblemente, HS-R4 es un compuesto oloroso.
Alternativamente, HS-R4 puede ser un compuesto fluorescente. Generalmente, HS-R1 puede ser un compuesto que
tiene la calidad de un marcador, por ejemplo, en que este tiene propiedades fisicas o quimicas diferentes a las del
compuesto (), que se pueden cuantificar facilmente, por ejemplo, mediante absorbancia o fluorescencia, por
ejemplo. Se puede hacer generalmente la cuantificacién mediante ensayos espectrofotométricos para una seleccion
de alto rendimiento.

En una realizacion de la presente invencion, Ry es un compuesto de alquilo, alquenilo o alquinilo C1-Cy, que
transporta opcionalmente uno o mas grupos funcionales seleccionados entre grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo,
amino, amido y atomos de halégeno.

Mas preferiblemente, R1 es un resto organico C; — C16, mas preferiblemente es un resto organico Cs-Cio.

Preferiblemente, Ry es un alquilo o alquenilo organico C3 — C4s que transporta al menos un grupo funcional
seleccionado entre un grupo hidroxilo, carbonilo, carboxilo. Mas preferiblemente, R4 transporta un grupo hidroxilo.

Preferiblemente, R1 se selecciona entre el grupo que consiste en los compuestos:
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Los precursores con los anteriores restos Ry = 1°, 2', o 3’ — liberaran, tras la actividad enzimatica, los VSC
correspondientes (1); (2), (3), véase la Figura 2. Respectivamente, los precursores con los restos (12') y (13’)
liberaran el VSC en el que la linea punteada esta sustituida por un enlace S. El compuesto (l), junto con los restos R4
= (1), (2), (3), (&), (12’), o (13’), corresponde al precursor mas eficaz de los VSC encontrados en el sudor de las
axilas, como han establecido los presentes inventores.

Sobre la base de este sorprendente hallazgo, se puede establecer un procedimiento de seleccion eficaz.

Se puede sintetizar una realizacion preferida del precursor siguiendo el esquema proporcionado en la Figura 2.
Generalmente, en una primera etapa, se puede afadir cisteina N protegida (N-Boc) mediante la adiciéon-1,4 a un
aldehido a,B insaturado. La estructura del aldehido esta relacionada preferiblemente con el VSC correspondiente tal
como se ha dado a conocer por Natsch y col (2004), esquema 1. De acuerdo con esto, si se selecciona hex-2-enal
como el aldehido a,B insaturado de partida, se obtiene un precursor de férmula (I) con R = (2’). De una manera
similar, con el fin de obtener un precursor con R = (1’) el precursor se sintetiza a partir de 3-metil-hex-2-enal. Se
puede obtener directamente el conjugado de cys tras la desproteccion con TFA (acido trifluoroacético),
preferiblemente en un solvente adecuado, por ejemplo CH2Cls.

En una etapa adicional, se puede acoplar glicina al conjugado de la cisteina protegido obtenido anteriormente (por
ejemplo, conjugado de Boc-L-Cys). Se puede llevar a cabo esta etapa con H-Gly-OBz (Bz = -CH»-CsHs) en CH,Cl;
en presencia de Benzotriazol-1-il-oxitripirridolidino-fosfonio (PyBOP) y diisopropilamina (DIPEA) en condiciones
normalizadas para la sintesis peptidica (Troccaz y col. (2004)).

En una etapa adicional, se puede eliminar el grupo a-amino protector, por ejemplo, en condiciones de CH,Cl, y TFA.

En otra etapa adicional, se puede eliminar el grupo protector de benzoilo mediante saponificacion en agua, etanol e
hidréxido de sodio al 2%, por ejemplo, con el fin de obtener los compuestos de férmula (1).

Los precursores de acuerdo con la presente invencion liberaran, tras la escision del enlace C-S, el compuesto de
formula (Il) que se proporciona a continuacién

HS-R4 (1
en la que R1 se define tal como anteriormente para el compuesto (l)
Se ha dado a conocer la sintesis de los compuestos de esta férmula por Troccaz y col. (2004).

El procedimiento de seleccion de la presente invencion tiene el objetivo de determinar de una manera eficaz si un
compuesto concreto tiene la capacidad de evitar, tratar o reducir el desarrollo del mal olor sobre las superficies
corporales. En particular, el desarrollo del mal olor sobre las superficies corporales se refiere a los malos olores
vinculados con las excreciones de las glandulas sudoriparas de seres humanos y animales. En las superficies
corporales, y especialmente en las axilas de los seres humanos, estas excreciones estan expuestas a una flora
diversa de microorganismos que metabolizan los precursores no olorosos en compuestos volatiles considerados
generalmente como malolientes o desagradables. Por tanto, el término superficies corporales se refiere
generalmente a las partes de la piel que contienen glandulas que excretan sudor, y especialmente la regién de la
axila humana. La capacidad de evitar, tratar o reducir se refiere a la capacidad de un compuesto dado de inhibir de
cualquier forma la incidencia del mal olor. Por ejemplo, esta capacidad puede consistir en simplemente detener la
liberacidon adicional de mal olor que se ha desarrollado ya fuertemente, o puede evitarse, por ejemplo, el mal olor,
desde el inicio. El término mal olor se refiere generalmente al mal olor asociado con los compuestos volatiles
producidos tras la actividad microbiana en el sudor. Preferiblemente, en el contexto de la presente invencion, el
término mal olor se refiere a los olores de los compuestos de azufre volatiles (VSC), que se consideran
generalmente como desagradables.
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El procedimiento de seleccién de la presente invencidn comprende la etapa de proporcionar un medio que
comprende un compuesto a cribar.

Principalmente, el medio puede ser cualquier liquido en el que puede tener lugar la reacciéon enzimatica. Por
ejemplo, el medio puede consistir simplemente en el sudor liquido recogido de individuos humanos o animales. Mas
practicamente, el medio es una solucion acuosa, que comprende opcionalmente los tampones y/o nutrientes que
soportan una rapida actividad metabdlica de las enzimas o sistemas bioldgicos del procedimiento de seleccion.

Dependiendo de la forma en la que se controla la reaccion enzimatica, se puede seleccionar un medio adecuado.
Por ejemplo, si se disefa la reaccion enzimatica para llevarse a cabo por un microorganismo, se va a seleccionar un
medio que permita la viabilidad o incluso el crecimiento del microorganismo. El tampén fosfato, por ejemplo, permite
la supervivencia de microorganismos pero no contiene ningun nutriente adicional y de esta manera es un medio
preferido para el procedimiento de seleccion de la presente invencién. Preferiblemente, se utilizan 0,001 — 1M, mas
preferiblemente 0,05 -0,5 M de tampon fosfato.

Preferiblemente, el pH en el medio esta en el intervalo de 3 — 9, mas preferiblemente de 4 — 8, lo mas preferible de 5
-7,5.

Por otra parte, si se utiliza una enzima aislada para catalizar la reaccién enzimatica, el medio se puede seleccionar o
ajustarse para permitir la actividad enzimatica optimizada dependiendo de las preferencias de la enzima. Las
variables tipicas para ajustar una solucion a las condiciones 6ptimas de una enzima incluyen, por ejemplo, la
temperatura, el pH, presencia o ausencia de sales, BSA, agentes tamponantes, EDTA, y otras. Se afiade al medio
un compuesto a cribar. La persona experta en la técnica puede seleccionar aleatoriamente el compuesto a cribar por
su capacidad de evitar el desarrollo del mal olor, o se puede seleccionar este de acuerdo con criterios estructurales.
Se prefieren inhibidores conocidos de las B-liasas candidatos de los compuestos que se van a seleccionar. De
manera sorprendente, sin embargo, no se ha notificado que Staphylococcus tenga una B-liasa que posea una
similitud significativa con las B-liasas conocidas, y, de esta manera, otros compuestos pueden demostrar ser
eficientes inhibidores.

En una realizacién de la presente invencion, el compuesto a cribar es un compuesto de la férmula (Ill) siguiente:

O

PN OH
R N/Y
o H

O (1

en la que Rs es un resto alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo C2-Cy, lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente
sustituido y que comprende opcionalmente uno o mas heteroatomos.

Preferiblemente, si se sustituye Rs, se sustituye con un resto alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo C4-Cyo, lineal,
ramificado o ciclico, que comprende opcionalmente uno o mas heteroatomos. Mas preferiblemente, si se sustituye
Rs, se sustituye, por ejemplo, con un alquilo, alcoxilo, amina, alcohol, tiol, carboxilo, y/o hidroxilamina.

Preferiblemente, el al menos un heteroatomo se selecciona entre N, O, S, F, CI, Br, I.
Preferiblemente, Re lleva al menos un grupo amino.

Preferiblemente, Rs es un resto alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo C>-C1o, lineal, ramificado o ciclico, que comprende
opcionalmente uno o mas heteroatomos.

Preferiblemente, Rs es un anillo de 5 o 6 miembros opcionalmente sustituido que comprende opcionalmente un
heteroatomo seleccionado entre O, N, y S. Mas preferiblemente, Rs es un anillo de 5 o0 6 miembros que comprende
S.

Preferiblemente, Re comprende un anillo de 5 miembros sustituido con al menos un grupo amino. De acuerdo con
una realizacion preferida, el compuesto a cribar tiene la formula (l11a)

O

OH
M SN

S . (Il1a).
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Mas preferiblemente es un compuesto de formula (lllb) siguiente:

O
OH
//';/\I)J\N/\[r
H
NH, O

(1L1b).
Alternativamente, el compuesto a cribar puede ser
O
OH
z/\ﬂ/
0
NH
2 (IV)

definiéndose Z como NH. Tras la seleccion del compuesto (V) se ha encontrado, de forma muy sorprendente, que
este compuesto no inhibe realmente la formacién de metabolitos del tipo del compuesto Il, sino que, por el contrario,
da como resultado un claro y confirmado incremento de metabolitos. Esto hace del compuesto (IV) un compuesto util
para aumentar la produccion de mal olor. El compuesto (IV) es de esta manera util como modulador de la produccion
de compuestos volatiles sobre las superficies corporales o in vitro, por ejemplo, para probar potencialmente la
inhibicion de compuestos en condiciones mas severas en el procedimiento de seleccidn de la presente invencion. El
procedimiento de seleccion de la presente invencion comprende la etapa de afiadir al medio al menos un compuesto
precursor. El precursor se puede seleccionar entre los compuestos de férmula (1) proporcionados anteriormente.

En una realizacion, el procedimiento de seleccion de la presente invencion comprende ademas las etapas de anadir
al medio al menos una cepa bacteriana seleccionada entre los taxones de estafilococos, corinebacterias y bacilos, o
una preparacion que comprende una B-liasa funcional. Preferiblemente, la cepa se selecciona entre la familia
bacteriana del Staphylococcus spp. y/o Corynebacterium spp. Preferiblemente, la cepa bacteriana se selecciona
entre la familia bacteriana de los Estafilococos. Mas preferiblemente, la cepa se selecciona entre el grupo que
consiste en St. epidermidis, St. haemolyticus, St. capitis y St. homidis. Incluso de manera mas preferible, la cepa
bacteriana se selecciona entre St. haemolyticus y St. epidermidis. Lo mas preferible, la cepa bacteriana se
selecciona entre St. epidermidis con nimero de depdsito CNCM 1-3356 y St. haemolyticus CNCM 1-3357.

Tal como se ha mencionado anteriormente, los presentes inventores han encontrado de manera sorprendente que
las cepas de Staphylococcus que colonizan la region de la axila humano liberan eficazmente VSC. La técnica
anterior es hasta el momento silenciosa sobre este tema y las cepas de Staphylococcus se usan de esta manera
preferiblemente en el procedimiento de seleccion de la presente invencion. Por otra parte, los presentes inventores
han demostrado también que las cepas de Corynebacterium metabolizan eficazmente el novedoso compuesto
precursor (I) y pueden de esta manera utilizarse casi de forma equivalente en el procedimiento de seleccion de la
presente invencion.

Preferiblemente, el microorganismo, antes de la adicion a medio del procedimiento de seleccién, se hace crecer en
un medio nutritivo. Por ejemplo, para los microorganismos de los géneros Staphylococcus o Corynebacterium, se
puede utilizar un caldo de Mueller-Hinton (Difco) o un caldo triptico de soja (Difco), suplementado preferiblemente
con 0,005 a 0,5% de Tween 80, por ejemplo.

Preferiblemente, el microorganismo, antes de afiadirlo al medio del procedimiento de seleccién, se cultiva en el
medio de crecimiento hasta que el crecimiento aumenta exponencialmente y/o hasta que el aumento de la biomasa
por unidad de tiempo es maximo. Preferiblemente, el medio de crecimiento comprende en esta etapa 10%°-10"
ufc/ml. Posteriormente, se puede eliminar del medio de crecimiento, lavarse opcionalmente, y afiadirse al medio del
procedimiento de seleccion. Este ultimo tiene preferiblemente bajo o ningun nutriente diferente del precursor de la
presente invencion, incitando de esta manera al microorganismo a metabolizar el precursor.

De forma alternativa, el microorganismo se puede sustituir o suplementar mediante la enzima funcional capaz de
escindir el precursor en la sustancia maloliente. La enzima puede originarse a partir de una preparacion de enzimas
sobre la base de microorganismos, por ejemplo, o puede ser una enzima aislada. La enzima aislada se puede
obtener mediante ingenieria genética y/o biotecnologia.

La concentracion de los constituyentes del procedimiento de seleccion de la presente invencion se adapta
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preferiblemente a niveles que permitan, por ejemplo, la cuantificacion mediante procedimientos analiticos
normalizados. Debido a que los VSC potencialmente liberados a partir del precursor son generalmente detectables
por la nariz humana a bajas concentraciones, se pueden utilizar los correspondientes precursores en
concentraciones correspondientemente bajas.

Generalmente, se afiade el compuesto a cribar al menos a concentraciones iguales o mayores que el precursor.

Como ejemplo, el medio del procedimiento de seleccion comprende preferiblemente 2-500, preferiblemente 3-200, lo
mas preferible 4-100 umol/l, del compuesto a cribar.

Preferiblemente, se afiade el precursor en cantidades en generalmente los mismos intervalos que se han indicado
anteriormente para el compuesto a cribar. A discrecion de las personas expertas, la relacion del compuesto a cribar
y el precursor puede estar por encima de 1, por debajo de 1 o ser igual a 1. Por ejemplo, el compuesto a cribar
puede anadirse en exceso.

El microorganismo esta preferiblemente presente en cantidades de 10%-10™, mas preferiblemente 10°-10", lo mas
preferible 10%-10" ufc/ml.

En el caso de que el microorganismo se sustituya por una preparacién de la enzima o por una enzima aislada, la
cantidad de enzima que se va a afiadir depende de la actividad y de la longevidad de la enzima. Dependiendo de
estos factores, se puede anadir la preparacion de enzima para proporcionar unidades de accion enzimatica en el
intervalo de 1-20.000.000.

El orden en el que los diferentes constituyentes de procedimiento de seleccién se afiaden al medio del
procedimiento de seleccidon no es decisivo en general, a no ser que el compuesto que se vaya a seleccionar se
afiada en ultimo lugar y una significativa actividad enzimatica haya conducido ya a la formaciéon de VSC u otros
metabolitos. Por tanto, el precursor se afiade preferiblemente después del compuesto a cribar, y mas
preferiblemente se afiade el precursor después del compuesto a cribar, y después del microorganismo o la enzima.
Con el fin de imitar las condiciones de la axila que conducen a la formacion de los VSC después del sudor, se puede
anadir el precursor de 30 s a 2 horas después de la adicion del compuesto a cribar y del microorganismo o la enzima
al medio.

El procedimiento de seleccion de la presente invencion comprende preferiblemente la etapa de incubar el precursor
comprendido, un compuesto a cribar y un microorganismo o una enzima a una temperatura de 25-45° C,
preferiblemente 30-40° C durante 1 a 48 horas, mas preferiblemente, durante 4 a 24 horas.

En una etapa adicional, el procedimiento de seleccién comprende la etapa de determinar el aumento de los
metabolitos del precursor en el medio, y/o la desapariciéon del precursor. La concentracion de la sustancia del
metabolito o del precursor en el medio se puede analizar con equipo analitico normalizado. Por ejemplo, se puede
emplear la cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) acoplada a una deteccién de emisién atomica
(AED). De acuerdo con esto, los metabolitos que pueden ser VSC, se extraen preferiblemente en el medio, por
ejemplo, con acetato de etilo, y se inyectan en una columna GCspg1. En el caso de los VSC, el patrén interno puede
ser, por ejemplo, octanotiol, afiadido a acetato de etilo a 10 ppm con un volumen de inyeccién de 1 pl.

Se pueden emplear otros procedimientos analiticos. Debido al valor de percepcién del umbral relativamente bajo de
los VSC, se pueden evaluar convenientemente estos metabolitos en el medio del procedimiento de la presente
invencion mediante, por ejemplo, inhalacion. Si el compuesto precursor contiene un resto fluorescente, que llega a
ser fluorescente o, de forma alternativa, que pierde la fluorescencia tras la escision del precursor, se puede
determinar la concentracion o la cantidad del metabolito comprobando la fuerza fluorescente en el medio después de
la incubacion.

En una etapa adicional, el procedimiento de seleccion de la presente invencién comprende la etapa de concluir, a
partir de la capacidad del compuesto para evitar el aumento del metabolito o de evitar la desaparicién de los
precursores, la capacidad del compuesto para evitar o tratar el desarrollo del mal olor. Légicamente, puede sacarse
la conclusion de que el compuesto a cribar tiene la capacidad de evitar el desarrollo del mal olor en el caso en el que
la concentracién de metabolitos que se encuentran en el medio tras la incubacion sea, por ejemplo, 0 o menor que la
concentracion inicial del precursor afiadido al medio. De manera similar, si la concentracion del precursor permanece
constante durante la incubacion en el medio del procedimiento de seleccién, el compuesto a cribar tiene una fuerte
capacidad de evitar el desarrollo del mal olor.

Opcionalmente, puede adelantarse un control negativo del procedimiento de seleccién de la presente invencion, que
esté desprovisto del compuesto a cribar pero que tenga por otra parte los mismos constituyentes a las mismas
concentraciones y las mismas etapas de proceso que el procedimiento de seleccidén de la presente invencion. A
partir de los diferentes resultados analiticos del control frente al procedimiento de seleccion, la persona experta
puede concluir si el compuesto a cribar puede inhibir eficazmente el desarrollo del mal olor. Pueden imaginarse
diferentes escenarios o parametros experimentales que pueden tener la consecuencia de que el resultado analitico
(concentracion del precursor o de los metabolitos) puede tener que interpretarse de diferentes formas. Sin embargo,
la persona experta adaptara estos escenarios de una manera que se pueda establecer una conclusion clara tras los
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resultados analiticos.

La presente invencion proporciona un procedimiento para evitar el mal olor del sudor. De acuerdo con esto, los
compuestos que tienen la capacidad de evitar el desarrollo del mal olor sobre las superficies del cuerpo, se puede
identificar con el método de cribado de la presente invencién. Estos compuestos son capaces de inhibir la
conversion del compuesto (1) en los VSC. Para los gines de administracion o aplicacién a la superficie corporal una
cantidad suficiente de al menos un compuesto puede ponerse de tal forma que se pueda administrar o aplicar a la
piel facilmente.

Por ejemplo, el compuesto para la prevencion del mal olor se puede afadir, por ejemplo, a un producto para el aseo
corporal, tal como una locion corporal, un desodorante, un ungiiento, un jabén, un champu, una fragancia fina. El
compuesto puede afiadirse simplemente a una soluciéon acuosa. Por ejemplo, el compuesto puede afadirse a una
emulsién. Dependiendo de la solubilidad del compuesto, la persona experta seleccionara la forma adecuada de
aplicacion. Si el compuesto es hidréfilo, por ejemplo, se puede afadir a la fase acuosa de una emulsion, que a
continuacion se aplica a la superficie de la piel. Si el compuesto es lipofilo, por ejemplo, se afiadira a la fase oleosa
de una emulsién, o a un ungiento basado en aceite.

Preferiblemente, el compuesto para la prevencion del mal olor se afiade en cantidades suficientes para inhibir
eficazmente la formacién de los VSC sobre la superficie del cuerpo. Las concentraciones necesarias del producto en
el que se incorpora el compuesto dependen de la eficacia del compuesto y de la forma del producto que se va a
administrar y pueden de esta manera establecerse por la persona experta como una funcién de estos parametros.
Por ejemplo, 10" a 10 mol, preferiblemente 10""-10° moles del compuesto se administran por cm?de la superficie
corporal.

La presente invencion proporciona un procedimiento para preparar un producto que tiene la capacidad de reducir el
desarrollo del mal olor, que comprende la etapa de afadir al producto un compuesto capaz de inhibir la conversion
del compuesto (I) a un compuesto de azufre volatil. Se puede seleccionar el producto, por ejemplo, entre los
productos para el cuidado personal mencionados anteriormente. Lo anteriormente mencionado relacionado con la
solubilidad y la concentraciéon del compuesto en el producto se aplica igualmente al producto que tiene la capacidad
de reducir el desarrollo del mal olor. Dependiendo de la cantidad usualmente administrada a la piel, se adapta la
concentracion de acuerdo con esto para obtener suficiente eficacia. Por ejemplo, si el producto es un desodorante
que aplica una pelicula sobre la piel de las axilas humanas, el compuesto esta presente preferiblemente en una
concentracion en el intervalo, por ejemplo, de 0,1 a 1000 mmol/l, mas preferiblemente 1 a 500 mol/l.

La presente invencion proporciona un procedimiento para metabolizar un compuesto de la férmula (1) en condiciones
controladas, comprendiendo el procedimiento la etapa de exponer el compuesto de férmula (1) a un microorganismo
y/o a una B-liasa. El término “condiciones controladas” se refiere a condiciones diferentes de las condiciones
naturales sobre la piel humana, especialmente de la region de la axila. El término “condicion controlada”, en
contraste, se refiere a condiciones en las que la concentracion del compuesto de formula (1) y/o del microorganismo
y/o de la B-liasa puede determinarse a discrecion de la persona experta. Preferiblemente, el término “condiciones
controladas” se refiere, por ejemplo, a las condiciones que se encuentran en un laboratorio, y/o en las instalaciones
de fabricacion. El procedimiento de seleccion tal como se ha dado a conocer anteriormente, por ejemplo, representa
una condicion controlada en este sentido. Preferiblemente, el término condiciones controladas se refiere al hecho de
que el compuesto (I) se metaboliza en el interior de un recipiente que comprende el compuesto (), y un
microorganismo y/o una B-liasa, todos los cuales se disuelven o suspenden en 5 pl a 1000 | de agua en cantidades y
concentraciones determinadas.

La presente invencion proporciona ademas un liquido y/o una solucidon acuosa que comprende el compuesto
precursor (1) y 1-10, preferiblemente 1-5, mas preferiblemente 1-2 cepas bacterianas en concentraciones de 10'-10"
ufc/ml cada una, o para suplementar o sustituir las cepas bacterianas, las cantidades equivalentes de una B-liasa
funcional. Estas son las concentraciones preferidas requeridas para metabolizar el compuesto precursor de férmula

().

La presente invencion se refiere también al uso de compuesto de férmula (I) en los procedimientos de seleccion,
ensayos o procedimientos de investigacion del desarrollo, inhibicién, y/o aparcion del mal olor corporal.

Ejemplos

En los Ejemplos 1 a 5 siguientes, se identificd el precursor directo de los VSC responsables del mal olor del sudor y
se notificaron las cepas bacterianas de Estafilococos que tenian la capacidad de producir los VSC. Se llevé a cabo
esto comparando los analisis de HPLC del sudor fermentado y sin fermentar y excluyendo la presencia del precursor
postulado en la técnica anterior mediante la comparacién de los pesos moleculares y los tiempos de retencion de la
LC, que sugerian la presencia de otro precursor en el Ejemplo 1.

En los Ejemplos 2 y 3, se identificaron las estructuras de los VSC obtenidos mediante la actividad metabdlica de las
cepas bacterianas.

En los Ejemplos 4 y 5 se probd si el precursor propuesto produce los mismos VSC que el precursor que se
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encuentra en el sudor natural, lo que se llevd a cabo sintetizando los precursores de la técnica presente y de la
técnica anterior (Ejemplo 4) y exponiéndolos a diferentes microorganismos, seguido por el analisis de los
metabolitos.

En el Ejemplo 6, un procedimiento para seleccionar compuestos que tienen un potencial efecto de inhibicién del mal
olor, debido a su posible capacidad de convertir el precursor del mal olor en los VSC malolientes.

En los siguientes ejemplos se llevd a cabo la GC analitica en un equipo Agilent 6890 acoplado a deteccion de
emision atémica (AED de Jass, Alemania); He como gas portador; columnas capilares OV1701 de silice fundida.
DMePeBetacdx®, 10 m x 0,25 mm de d.i. con pelicula de 0,25 ym (de Mega, Brechbuhler A.G., Suiza). EI-MS:
sistema Agilent 6890-GC acoplado a un espectrometro de masas cuadripolo HP-MSD-5973; energia aproximada
del electrén 70 eV; fragmentos de iones ml (rel. Int., en % del pico base, SPB-1, 30 m x 0,25 mm de d.i. con una
pelicula de 0,25 um, todo de Supelco). Se determinaron los indices de retencion (I) relativos al tiempo de retencion
(tR) de una serie de n-alcanos con interpolacion lineal por medio de un programa normalizado de temperatura de
una GC (50° C durante 5 min, a continuacion 5° C/min a 240° C y 20 min a 240° C) con una precision del 0,5%. 1H-,
3¢, espectrometro Spectra Brucker-AMX-360; en CDCls; valores 6 en ppm campo abajo desde Me Si (= 0 ppm), J
en Hz; asignaciones mediante experimentos COSY45 y HMCQ.

Las columnas de HPLC fueron Nucleodur C18 Pyramid® 250 mm x 2 mm de d.i.,, la columna preparativa fue una
Nucleodur C18 Pyramid® de 250 mm x 10 mm (de Machery-Nagel, Suiza).

Se llevaron a cabo los analisis de HPLC-MS utilizando el sistema de LC-MS Agilent 1100 equipado con una bomba
binaria B1312A, un detector de UV G1314A y un espectrometro de masas G1946D con una fuente de ionizacion
quimica a presion atmosférica (APCI), se registraron los espectros de masa en modo ion positivo y negativo
(intervalo de barrido 50-800 Da) simultaneamente. Se llevaron a cabo separaciones mediante HPLC en las mismas
condiciones que se han descrito anteriormente.

De forma alternativa, se llevd a cabo una ionizacién quimica a presion atmosférica positiva (APCl) Thermo Finnigan
utilizando un voltaje de pulverizacion de 4,5 kV, temperatura del capilar a 200° C, gas N2 a un caudal de 55
(unidades arbitrarias Finnigan) con un caudal de gas auxiliar ajustado a ESI (unidades arbitrarias Finnigan). El
solvente para la eluciéon fue CH3CN y agua que contenia acido férmico al 0,1%. El gradiente de la LC comenzé a un
100% de agua durante 5 min que aumentd a continuacion desde 0% de CH3CN a 50% de CH3CN en 30 min a un
caudal de 0,25 ml/min y en el modo preparativo se utilizé un caudal de 6 ml/min.

Las cepas bacterianas utilizadas en los siguientes experimentos son:

Staphylococcus epidermidis CNCM 1-3356
Staphylococcus haemolyticus CNCM 1-3357
Corynebacterium xerosis DSMZ 207 43 (correspondiente a la ATCC 373) fueron proporcionadas

por la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania),
conocida como una cepa de referencia procedente de la bibliografia

Ejemplos 1

Sugerencia de precursor del mal olor mediante recogida y fermentacién del sudor

Se recogieron secreciones apocrinas y ecrinas de las axilas debido a una transpiracion excesiva. Estas secreciones
se esterilizaron inmediatamente a través de un filtro doble que consistia en una membrana de 1 ym seguido por un
filtro estéril de 0,2 um y se congelaron tal como se notificé en M. Troccaz, C. Starkenmann, Y. Niclass, M. van de
Waal, A. J. Clark, Chem. Biodiversity, 2004, 1, 1022-1035. Se liofilizaron un total de 250 ml de sudor axilar estéril y a
continuacién se volvié a diluir el sélido en agua destilada y se percol6 a través de una columna Lobar ® RP-18 SiO,.
Se llevo a cabo la eluciéon con porciones de 200 ml de agua, a continuacion se aumenté la proporcién de etanol
hasta el 100%.

Se traté una porcién pequefia de cada fraccion (10%) con Staphylococcus haemolyticus. Se registré la HPLC-MS
(APCI" y APCI') antes y después de la incubacion. Los compuestos volatiles extraidos del caldo fermentado se
inyectaron en una columna de GC apolar acoplada a MS. Fue posible a partir de estas medidas identificar una traza
de 3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol en la fracciéon 3 fermentada (agua:etanol = 4:1) y solo esta fraccion produjo una nota
olfativa sulfurosa del sudor tipica de cebolla, pomelo, Salvia sclarea.

Se llevd a cabo una separacién preparativa de la fraccion 3 en un HPLC. Se recogieron los tres picos principales asi
como cuatro zonas de elucion entre los picos (Figura 1, traza B). a continuacion, la fraccion de la “zona 2”
(fermentada y no fermentada) se reinyectd sobre una columna de HPLC acoplada a un espectrometro de masas
APCI (Figura 1, las trazas C y D corresponden a la zona 2 de la traza B). Todas las fracciones, zonas y picos, se
trataron con St haemolyticus y la fracciéon correspondiente a la “zona 2” (Figura 1, traza D) se retuvo debido a que
tenia el tipico olor maloliente del sudor. Tras la incubacion, resulté claro a partir de la traza de la HPLC que M+1
correspondiente a 279 y M+1 correspondiente a 293 se han transformado (véanse las flechas en la Figura 1, traza
D). Todas las inyecciones se llevaron a cabo en modo MS-3 en modo positivo y negativo. EI compuesto principal en
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M+1 293 mostré un m/z 276, pérdida de NHs, a continuacion m/z 179, interpretado como una pérdida de 3-
metilhexanol, a continuaciéon m/z de 162, 144, 166 atribuido a una pérdida de NH3, H,O y CO. En modo negativo, M-
1 se fragmentd en m/z 143 correspondiente a una B eliminacién de 3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol.

A partir de estas observaciones fue posible excluir el glutation S-conjugado (M+1 422) o la cisteina S-conjugada
(M+1 236) por ser precursores de 3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol, por lo que la cisteina-glicina S-conjugada, de féormula
molecular C12H24N204S, que corresponde a un peso molecular de 292, fue por tanto propuesta para ser el precursor
de 3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol (véase la Figura 3).

Ejemplo 2

Identificacion de 3-S-cys-gly—metil-hexano-1-ol en la fraccién 3

Se liofilizé la fraccion 3 (16 mg) y se purificéd adicionalmente en un HPLC preparativo. Se recogieron zonas entre los
picos y los picos por separado. Se inyectaron cada una de las fracciones y zonas en un LCMS, se extrajo tal como
se describe a continuacion y se inyectd en un GC-MS. La Zona 2 (< 0,5 mg) tenia tres APCI + sefales; una sefal
amplia de 10,5 a 21 min., que tenia M+1 = 279 y en 21,5 min, M+1 = 293 seguido a 22 min., por M+1 = 181. Se
registraron también los APCI y se registraron los MS 3 también automaticamente. Tras la incubaciéon con St.
Haemolyticus, las dos sefales de la LC-MS fueron a los 20 min y 21,5 min. La Zona 2 produjo tres compuestos de
azufre observados en GC-MS: 3 <1 % : | sps1 1080, MS : 134 (40, M+), 100 (80), 74 (98), 71 (70), 55 (65), 41 (100);
2=5%:1gspp.1 1093, MS : 134 (5), 100 (50), 67 (40), 57 (60), 55 (100); 1 = 94 %: | spo-1 1149, MS : 148 (4), 114 (20),
97 (70), 71 (60), 55 (100). Inyeccién en una columna quiral GC pmepegetacdx: 1-S (rt. 17,6 min.) 62,4%, 1-R (rt. 17,62
min.) 16,2%, 1-R/S = 0,005 mg (+/- 0,001), ee de S = 65%. Compuesto 2-R (rt. 16,79 min.), 2-S (rt. 16,80 min.), 2-
R/S = 14,7%, S-principal debido al solapamiento del pico, sin cuantificar. El compuesto 3 no se observo casi.

Ejemplo 3

Determinacion de la estructura de los compuestos de azufre volatiles encontrados en el sudor fermentado

Se extrajo la Zona 2 de la fraccion 3 del caldo fermentado con acetato de etilo y se inyecto en una columna GC spg.1
acoplada a un MS. Los inventores observaron un hombro muy pequefio con m/z 134 para un indice de retencion
correspondiente a | spg1 de 1080 y con un modelo de fragmentacién cercano a 2-metil-3-sulfanil-1-pentan-1-ol. A
continuacion un pico mas grande con m/z en 134 con un indice de retencioén | spg.1 de 1093, que corresponde a 3-
sulfanilhexano-1-ol y teniendo el producto principal formado un m/z de 148 con un | spg.1 de 1149 y de acuerdo con
el modelo de fragmentacién de la MS se atribuyd este a (R/S)-3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol. Fue también posible
establecer después de una inyeccion en la columna quiral, montada en un GC equipado con deteccidon de emision
atdmica (AED), que el enantiomero principal formado era el S-3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol S-1, con un exceso
enantiomérico del 60%. En el caso del (R/S)-3-sulfanilhexano-1-ol no fue posible medir con precision la relacion
enantiomérica debido a una mala separacion de ambos enantiémeros, pero el enantiomero S-2 fue claramente el
isémero principal formado.

Por tanto, se encontré que 2-metil-3-sulfanil-1-pentan-1-ol, 3-sulfanilhexano-1-ol y (R/S)-3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol
eran importantes compuestos de azufre volatiles del sudor metabolizados por St. haemolyticus.

Ejemplo 4

Sintesis de derivados de sulfanilo y derivados de conjugados de cisteina como precursores de los VSC

La Figura 2 ilustra la sintesis de diversos derivados y los precursores de los VSC (Compuestos 9, 10, 11). Se ha
descrito anteriormente la preparacién de compuestos de azufre volatiles (Troccaz y col, 2004). Se llevo a cabo la
1,4-adicion de cisteina a aldehidos a,B-insaturados mediante la adiciéon de t-butoxicarbonilo (Boc)-L-cisteina a 3-
metil-2-hexenal seguido por la reduccion con NaBH4 (Natsch y col 2004) (etapa a). Se obtuvo el conjugado S-Cys 11
tras la desproteccion del compuesto 6 con TFA (acido trifluoroacético en CH,Cl, (etapa b). se llevé a cabo el
acoplamiento de H-Gly-OBz a 6 (etapa b) en CH2Cl, en presencia de PyBOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-
oxitripirrolidinofosfonio) y DIPEA (diisopropilamina), en condiciones normalizadas para la sintesis peptidica, para
preparar 7. El grupo protector a-amino de 7 se eliminé en condiciones de CHCl, y (TFA) (etapa c) para producir 8.
No fue posible eliminar el grupo protector benzoilo mediante hidrogenolisis, pero fue posible llevar a cabo una
saponificacion en agua, etanol e hidroxido de sodio al 2% (etapa d) para preparar 9. Los precursores mas probables
de los compuestos de azufre volatiles son los conjugados de glutatién. Por este motivo, se acoplé 8 a Boc-Glu-OBz,
tal como se describe para 7, los grupos a-amino se escindieron en CHxCl,, las condiciones de TFA y los ésteres de
bencilo se hidrolizaron en disolucién acuosa de hidréxido de sodio y etanol para dar 10 (etapa e).

Se proporciona a continuacion el protocolo exacto para la preparacién del compuesto 9:

(2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-metilbutil]- tBoc-Cys (6), preparada de acuerdo con Natsch y col (2004), (679 mg, 2
mmoles) se diluyd en CH,Cl; (6 ml) y H-Gly-OBzl (741 mg, 2.2 mmoles), Pybop (1.14 g, 2.2 mmoles) en
presencia de diisopropiletilamina (774 mg, 6 mmoles) se agitaron durante la noche a temperatura ambiente.
La elaboracion habitual continué con la desproteccion del grupo a-amino de (2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-
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metilbutil]- tBoc-Cys-Gly-OBzl 7 en CHCl, (6 ml) &cido trifluoroacético (9 ml) durante 1,3 horas a temperatura
ambiente. El producto oleoso bruto 8 (1 g) se diluy6é en agua (70 ml) MeOH 50 ml y NaOH (2 g) y se calentd
durante 1 hora a 60° C. Se llevo el pH hasta 4 con HCI 1 M. Se eliminé el metanol a vacio, y se liofilizé la
mezcla. Se volvio a diluir el solido en agua (1 ml) y se sometié a cromatografia instantanea en SiO,-RP18
(columna de 5 cm de d.i., altura de la silice 12 cm). La elucién comenzd con agua y se eluy6 el producto 9
con agua etanol en una relacion 4 a 1. Los inventores obtuvieron 9 (340 mg, rendimiento del 58%). HPLC, r.t.
22,2 min, APCI+: M + 1 = 293, MS2 276, MS3 179, MS4 162, MS5 144, MS6 116, APCI- : M -1 = 291, MS2
143, MS3 99, 58, RMN 'H en D,0: 4,16-4,19 (m, 1 H, C(4)); 3,95 (d, J = 17,5 Hz, 1H, C(2)); 3,74 (t, J = 7 Hz,
2H, C(8)); 3,70 (d, = 17,5 Hz, 1 H, C(2)) ; 3,09 (dd, J = 13,5, 5,5 Hz, 1H, C(5)), 2,99 (dd, J = 13,5, 8,0 Hz,
1H, C(5)) ; 1,83 (t, d = 6,5 Hz, 2H, C(7)), 1,50-1,55 (m, 2 H, C (9)); 1,38 (m, 2 H, C (10)); 1,29 (s, 3 H, C(12));
0,95 (t, J = 7 Hz, 3 H, C(11)), RMN °C: 178,8 (s, C(1)); 171,0 (s, C(3)) ; 61,1 (t, C(8)); 55,8 (d, C(4)); 51,9 (s,
C(6)); 46,2 (t, C(2)); 44,8 (t, C(9)) ; 43,7 (t, C(7)) ; 30,6 (t, C(5)); 28,3 (a, C(12)), 19,9 (t, C(10)); 16,5 (q,
C(11)).

Ejemplo 5

Produccién de (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexano-1-ol procedente de la exposicién de precursores sintetizados con St.
haemolyticus, C. xerosis y St. epidermidis

Los inventores han mostrado anteriormente que de la biodegradacion del sudor estérii con diferentes
microorganismos, St. haemolyticus produjo el olor del sudor, tipicamente sulfuroso, a pesar que la declaracién de la
técnica anterior de que Staphylococci, y especificamente St. epidermidis no tiene una actividad B-liasa y unicamente
Corynebacterium spp., fueron capaces de liberar tioles a partir de la cisteina S-conjugada (Natsch y col. (2004)). De
forma sorprendente, en los presentes experimentos, C. xerosis produjo un olor de tipo sulfuroso mas débil en
comparacion con St. haemolyticus y los inventores estuvieron interesados en observar las diferencias entre estas
tres cepas, cuando se incubaron con los precursores 9, 10, o 11, en el que el precursor 9 es una realizacion del
compuesto (I) de la presente invencion.

Se incubaron aislados de bacterias que crecian aerébicamente (5 ml, 8 x 10° ufc/ml), con 0,1 mg de cada uno de los
precursores a 35° C, durante un periodo de 18 horas. Se extrajeron los compuestos de azufre volatiles con EtOAc y
se analizaron el GC-AED en una columna quiral. Se repitié cada bioconversion al menos tres veces, un blanco que
contenia Unicamente la bacteria, y se prepard el otro blanco a partir en el medio de crecimiento solo con el
precursor. No se detectaron compuestos de azufre en estos controles. Se usé octano tiol como un patrén interno, las
curvas de calibracion mostraron que la mejor reproducibilidad fue en el intervalo de 1 a 10 ppm, cuando se inyecto 1
ul, con menos de un 5% de variabilidad. Las variaciones de la concentracion observadas para 1 se correlacionaron
con la variacion de la concentracion de los microorganismos en los 5 ml utilizados para la incubacion, pero todos los
resultados de los inventores fueron consistentes; 9 proporcioné siempre un mejor rendimiento quimico en
comparacion con 11. Se prepararon los precursores a partir de aminoacidos naturales opticamente activos. La
adicion tipo Michael de la Boc-cisteina a E/Z-3 metil-2-hexenal no fue estereoselectiva y por este motivo, los
inventores esperaban producir una mezcla racémica de 1 a partir de 9 con St. haemolyticus que se confirmé. El
derivado 10 nunca produjo ninguna traza de 1.

Se proporciona a continuacion el protocolo de fermentacion detallado.

Se hicieron crecer aislados de bacterias aerdbicamente en los medios liquidos adecuados a 37° C hasta una
DOsoo = 1,0. Se cosecharon las células mediante centrifugacion a 3000 g, 10 min, se lavaron una vez con
tampon fosfato 0,1 M estéril (pH 6,0) y se volvieron a suspender en tampon reciente. La concentracion de las
cepas individuales incubadas con el precursor del sudor estuvo entre 1.10*® y 1.10%"° ufc/ml. Estas bacterias
preparadas de forma reciente (5 ml), se incubaron con 0,1 ml de precursores (5 mg en 10 ml de agua), (o la
fraccion del sudor, en el Ejemplo 1 anterior), a 37° C pH 6 en un frasco cerrado. Después del tiempo de
incubacién de 1, 4 y 18 horas, se afiadié 1 ml de acetato de etilo que contenia octanotiol y octanodecano en
0,02 mg/ml y se centrifugd el caldo de la fermentacion a 16.000 g. La fase organica se inyectdé directamente
en una columna GC spg; acoplada a un MS y en una columna quiral GC puepegetacdx acoplada a una deteccion
AED.

Se repitieron estos experimentos tres veces, se llevaron a cabo dos blancos con los microorganismos sin el
precursor y uno con el precursor en el tampoén de crecimiento solo. No se detecté formacion de compuestos de
azufre en los blancos. Se calculd el factor de respuesta para 1 pl inyectado de una solucién de 0,01 mg/ml de
octanotiol en comparacién de 1 pl inyectado de una solucién racémica de 0,01 mg/ml de 3-metil-3-sulfanilhexano-1-
ol. La adicién de ambas areas de los picos (R/S) proporciond las superficies de los picos 280 (+/- 5) y octanotiol 303
(+/- 3) en cuatro inyecciones, de tal manera que los inventores utilizaron como una aproximacion un factor de
respuesta de 1. El factor de correlacién para 1 ul inyectado en ambas columnas, fue superior a 0,998 en el intervalo
de 1 a 10 ppm de (R/S)-3-metil-3-sulfanilhexano-1-ol.

Estos resultados muestran que el compuesto 9, que es una realizacion preferida del compuesto (1), se convierte mas
eficazmente en el compuesto maloliente 1, y de esta manera es el probable precursor. El compuesto 11, sin
embargo, que se ha sugerido en la técnica anterior como potencial precursor, proporciona un rendimiento
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claramente inferior de 1, incluso en C. spp, que se consideraba hasta ese momento que era el Unico microorganismo
que liberaba los VSC. Por tanto, no se puede considerar que el compuesto 11 es el precursor directo en la principal
ruta sintética de 1.

Ejemplo 6

Seleccion de compuestos que inhiben potencialmente el mal olor mediante el procedimiento de la invencién

Se evalud en este ejemplo el efecto inhibidor de B-Cl-ala-gly sobre la formacién de mal olor.

Microorganismos suspendidos en tampodn reciente (Ejemplo 5, protocolo de fermentacion detallado) se dividieron en
dos muestras X e Y (control negativo) de 5 ml.

Un compuesto a cribar de la formula

O
i OH
o
cl (B-Cl-ala-gly)

(obtenido en el Ejemplo 9) se afiadié a la muestra X a una concentracion de 2 umol/l.

Las muestras que comprendian los microorganismos suspendidos y el compuesto que se iba a seleccionar se
incubaron a 37° C durante 30 min.

Posteriormente, ambas muestras se incubaron adicionalmente con 0,1 ml del precursor (2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-
metilbutil]-Cys-Gly (5 mg en 10 ml de agua) (obtenido en el ejemplo 4), a 37° C pH 6 en un frasco cerrado. Esto
corresponde a un total de 2 uymol/l de precursor en ambas muestras.

La concentracion de cepas individuales incubadas con el precursor del mal olor esta normalmente entre 1,1 x 108 y
1,1 x 10" ufc/ml.

Después de los tiempos de incubacién de 1, 4 y 18 horas, el aumento de la sustancia maloliente (compuesto 1 en la
Figura 2) se determind de manera breve mediante la inhalacion de una persona entrenada.

Si B-Cl-ala-gly tiene la capacidad de evitar o tratar el desarrollo del mal olor, presentara menos o ningun sabor acre
tipico del compuesto 1, en la Figura 2 (véase el Ejemplo 1).

Ademas, se llevd a cabo un analisis cuantitativo de los compuestos de azufre en el medio fermentado con el fin de
determinar la eficacia de la 3-Cl-ala-gly para evitar el desarrollo del mal olor.

De acuerdo con esto, se afiadid 1 ml de acetato de etilo que contenia octanotiol y octadecano en 0,02 mg/ml a las
muestras (X) e (Y) seguido por la centrifugacion a 16.000 g. La fase organica se inyecté directamente en una
columna GC SPB1 acoplada a un MS y en una columna quiral GC DMePeBetacdx acoplado a una deteccion AED.

Para el patrén interno, se calculd el factor de respuesta para 1 ul inyectado de una solucion de 0,01 mg/ml de
octanotiol en comparacion de 1 ul inyectado de una solucién racémica de 0,01 mg/ml de 3-metil-3-sulfanilhexano-1-
ol. La adicién de ambas areas de los picos (R/S) proporciond 280 (+/- 5) y octanotiol (+/- 3) para las superficies de
los picos durante las inyecciones, de tal manera que los inventores utilizaron como una aproximaciéon un factor de
respuesta de 1. Para la muestra (X), el factor de correlacion para 1 ul inyectado en ambas columnas, fue superior a
0,998, en el intervalo de 1 a 10 ppm de (R/S)-3-metil-3-sulfanilhexano-1-ol.

Estequiométricamente, 0,2 ymol de precursor producen 0,025 mg de VSC en 1 ml de acetato de etilo, si se
metaboliza todo el precursor. Si se miden menos de 0,25 mg de VSC en la muestra X mediante el sistema AED, el
compuesto seleccionado, B-Cl-ala-gly, tiene la capacidad de reducir el desarrollo del mal olor. En otras palabras, no
se metaboliza todo el precursor. Cuanto mas VSC se encuentra en la muestra X, que contiene también un posible
inhibidor, menos propiedades inhibidoras tiene el compuesto. El procedimiento de la presente invencién permite
seleccionar eficazmente los compuestos para su capacidad de evitar o tratar el desarrollo del mal olor sobre las
superficies corporales.

Ejemplo 7

Sintesis de N-{[4R)-4-amino-4,5-dihidro-2-tienil]carbonil} glicina (compuesto llla)

Etapa 1: Preparacion de N-(terc-butoxicarbonil)-S-(2-etoxi-2-oxoetil)-L-cisteinato de etilo 12.

Al clorhidrato del éster etilico de L-cisteina ACROS (13,5 g, 72,8 mmoles) se afiadieron 128 ml de CHCl, y di-terc-
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butildicarbonato (16,9 g, 77,5 mmoles) a 0° C gota a gota, seguido por trietilamina (39 ml, 279 mmoles). Se elimino el
bafio de hielo y se agité la reaccidon durante 5 horas. Se afadié etilboromoacetato (10,5 ml, 94,6 mmoles) a 0° C.
Después de 30 min, se retird el bafio de hielo y se agité la reaccion durante 1 hora a temperatura ambiente.

El CHxCl; se elimind mediante destilacion; se volvié a diluir la mezcla de reaccién con salmuera y se extrajo dos
veces con dietiléter. Tras la concentracion, el producto bruto (25,7 g) se sometié a cromatografia instantanea
(diametro de la columna 7,5 cm, SiO, 15 cm de altura), la elucidon con ciclohexano-etilacetato (75/25) proporciond
13,76 g de (12) (rendimiento del 56%).

Etapa 2: Preparacion de (R)-Etil-4-f(terc-butoxicarbonil)amino]tetrahidro-3-oxo-2-tiofenocarboxilato 13.

NaH (1,64 g, 55%-65% Fluka, 41 mmoles) lavado con pentano dos veces, se suspendi6 en THF (20 ml), a
continuacién se anadié lentamente EtOH anhidro (2,4 ml, 41 mmoles). Cuando se detuvo la producciéon de Hy, se
afnadiéo mas THF (160 ml) y a continuacién se afadio 12 (13,73 g, 41 mmoles) en THF (20 ml). Después de 40 min.,
se afadieron 4 ml de acido acético. Se eliminé el disolvente a vacio. Se extrajo el producto bruto con dietiléter y se
lavd con salmuera. El producto bruto (12 g) se sometié a cromatografia instantanea (diametro de la columna 7,5 cm,
SiO2 15 cm de altura), la elucién con ciclohexano-etilacetato (4/1) proporciono 9,22 g de 13 (rendimiento del 78%)

Etapa 3: Preparaciéon de acido (R)-4-[(terc-butoxicarbonil)amino]-4,5-dihidro-2-tiofenocarboxilico 14.

3.1: reduccion: El oxoéster (13) (9,16 g, 31,7 mmoles) en 90 ml de EtOH se redujo con NaBH, (844 mg, 22
mmoles) afiadido en partes a -30° C. Después de 30 min a -30° C, se afiadieron 8,7 ml de acetona seguidos
con 1,1 ml de acido acético. Se concentrd la mezcla bruta a 40°C a 100 mbar (10 kPa), se extrajo con EtOAc
y salmuera a pH 7. Se elimin6 el solvente a 0,1 mbar (10 Pa), 9,20 g (rendimiento del 99%) de (R)-etil-4-
[(terc-butoxicarbonil)amino]tetrahidro-3-hidroxi-2-tiofenocarboxilato bruto.

3.2: eliminacién: El hidroxiéster (9,15 g, 31 mmoles) se diluyé en 130 ml de CHxCl,, en presencia de 17,5 ml
de trietilamina. A 0° C, se afiadié mesilcloruro (4,88 ml, 62,9 mmoles) gota a gota. Después de 4 horas con
agitacion, se anadid CHCly, y se extrajeron las fases organicas hasta la neutralidad con salmuera. Se
evapord el solvente y el producto bruto (9,12 g) se sometié a cromatografia instantanea (diametro de la
columna 7,5 cm, SiO, 15 cm de altura) la eluciéon con ciclohexano-etilacetato (85/15) proporcioné 6,5 g
(rendimiento del 77%) de (R)-etil-4-[(terc-butoxicarbonil)amino]-4,5-dihidro-2-tiofenocarboxilato.

3.3: saponificacién. El éster (6,5 g, 23,8 mmoles) se saponificé en 76 ml de una solucién de EtOH. A 0° C, se
afadieron lentamente 32 ml de una solucién acuosa de LiOH 1 N y a continuacion, la reacciéon se agité
durante 2 horas a temperatura ambiente. Se afiadié HCI 3 N, se eliminé el EtOH a vacio, a continuaciéon se
extrajo el producto con Et,0, 5,93 g de producto bruto de un polvo de color marrén (14).

Etapa 4: Preparacion del compuesto (llla)

4.1: acoplamiento: El acido carboxilico N-boc protegido (14) (2,45 g, 10 mmoles) en 30 ml de una solucién de
CH2Cl; se traté con H-Gly-OBzl-p-tosilato (3,7 g, 11 mmoles, Novabiochem) y diisopropiletilamina (3,88 g, 30
mmoles) durante 16 horas a temperatura ambiente. Se extrajo la mezcla con CH2CI2 y se lavo con salmuera.
11 g del producto bruto se sometieron a cromatografia instantanea (diametro de la columna 7,5 cm, SiO; 15
cm de altura) la elucidon con EtOAc, proporcion6 3,66 g de un sélido de color blanco (rendimiento del 93%) de
N-({(4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)amino]-4,5-dihidro-2-tienil}carbonil) glicinato de bencilo.

4.2: desprotecciones: el compuesto protegido (3,60 g, 9,18 mmoles) en 12 ml de una solucién de CH.CI, se
traté con 26 ml de TFA durante 4 horas a temperatura ambiente. Se elimind mediante destilacion el TFA en
modo azeotropico afiadiendo 3 porciones de tolueno (3 x 80 ml). El producto bruto (3,11 g) se disolvié
directamente en 55 ml de agua, 55 ml de metanol, 2,2 g de hidroxido de sodio, y se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas. A continuacion se enfrid la reaccion a 0° C y se afnadiéo HCI 3 M a pH 1. La mezcla
resultante se concentré a 10 mbar (1 kPa), 30° C y se cromatografié (columna de 2,5 cm, 80 g Dowex 50WX8
siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente. Los inventores obtuvieron 1,2 g (rendimiento del
65%) del compuesto llla.

APCI+: M + 1 =202, RMN "H en D,0: 6,37 (d, J= 3,0 Hz, 1 H, C(4)); 4,82-4,90 (m, 1 H, C(3)); 3,88-3,80 (m, 1
H, C(2)); 3,84 (s, 2 H, C(7)); 3,43 (dd, J = 13,0, 3,0, 1 H, C(7)), RMN "C: 179,0 (s, C(8)); 166,3 (s, C(6));
148,0 (s, C (5)); 125,4 (d, C(4)); 61,3 (d, C(3)); 46,4 (t, C(7)); 38,6 (t, C(2)).

Ejemplo 8

Sintesis del inhibidor: Preparacion de la N-[(2S)-2-amino-4-pentinoil]glicina (compuesto IlIb)

Al H-propargil-DL-gly-OH de Bachem (25 mmoles, 2,83 g) en 50 ml de NaOH 0,1 N y 50 ml de dioxano se afadio
dicarbonato de di-tbutilo de Fluka (75 mmoles, 16,35 g) durante 10 min., y se mantuvo el pH a 9,5 mediante la
adicion de NaOH 1 N. Después de 2 horas, se eliminé el dioxano a vacio, se acidificé la soluciéon con HCI 1 M, se
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extrajo con etilacetato, se lavo tres veces con KHSO, al 5%, se secd en Na>SOq, se filtrd y se concentrd a vacio. La
mezcla bruta (25 mmoles, 5,4 g) en CHxCl, se acoplé al H-gly-Obz-p tosilato con Pybop (27 mmoles, 14 g) y
diisopropil etilamina (75 mmoles, 9,67 g). Se agité durante 3 horas a 22° C. A continuacion se diluyé la mezcla bruta
con 700 ml de CH2CI2 y se lavd con salmuera dos veces. La fase organica se seco con Na2S04, se filtré y se
sometid a cromatografia instantanea (SiO», 15 cm de altura, en una columna con un diametro de 7 cm), la elucion
con etilacetato proporciond 8,4 g. Este producto bruto (23 mmoles, 8,3 g) se traté con 22 ml de CHCl, con 50 ml de
TFA. Después de 2 horas, se eliminé el TFA mediante destilacion azeotropica con benceno, 200 ml tres veces, para
dar 6,5 g del producto bruto.

Unicamente la mitad de este producto bruto (12,5 mmoles, 3,25 g) se saponificé con NaOH (75 mmoles, 3 g), en 75
ml de MeOH, y 75 ml de agua. Después de 2 horas, se acidificé la mezcla con HCI 1 M, se eliminé el solvente a
vacio y se sometio a cromatografia instantanea el residuo (SiO2-RP18, 15 cm de altura, diametro de la columna, 4,5
cm). La columna se eluyé con EtOH/agua 7:3, se elimind el solvente a vacio y se obtuvieron 1,36 g del compuesto
(INb).

APCI+: M + 1 =171, RMN "H en D,0: 4,33-4,28 (m, 1 H, C(2)); 4,08 (m, 2 H, C(6)); 3,01-2,88 (m, 2 H, C(3)); 2,61
(dd, J= 2 Hz, 1 H, C(5)), RMN '3C: 175,7 (s, C(7)), 171,6 (s, C(1)); 79,2 (s, C(5)), 77,4 (d, C(5)), 54,2 (d, C(2)), 44,2
(t, C (3)); 23,9 (t, C(4)).

Ejemplo 9

Preparacion de 3-Cloro-Ala-Gly (lllc)

Etapa 1: acoplamiento: N-Boc-B-cloro-Ala-OH de Bachem (5 mmoles, 1,12 g), en CH,Cl, y H-Gly-Obz-p-tosilato de
Novabiochem (5.5 mmoles, 1,85 g), PyBOP de Novabiochem (5.5 mmoles, 2,86 g), diisopropil etilamina (15 mmoles,
1,94 g) se agitaron a 22° C. A continuacion se filtré la mezcla bruta en SiO3, se eluyo con etilacetato (50 ml) para dar
un producto bruto tras concentracion de 1,84 g (rendimiento del 99%).

Etapa 2: desproteccion: El producto obtenido (4,8 mmoles, 1,8 g) se diluyé en 9 ml de CHCl, y se afiadieron 20 ml
de TFA Se agit6 la mezcla durante 3 horas a 22° C y se purificd mediante destilacion azeotrépica con benceno (3 x
100 ml) a alto vacio. El producto bruto (5 mmoles, 1,7 g) se diluyé en 10 ml de agua mas 20 ml de etanol y se
hidrogend con H» en presencia de una cantidad catalitica de Pd al 5% sobre carbono activo. Tras 16 horas, se filtrd
la mezcla en celite, se enjuagd dos veces con agua. Se elimind el etanol a vacio y se sometié a cromatografia el
producto bruto en una Dowex 50WX8 (columna de 2,5 cm., diametro, 80 g). Se cargdé en 5 ml de agua, se enjuagod la
columna con 150 ml de agua, Se realizd la elucién sucesivamente con porciones de 100 ml de NH4OH 0,4 M, 0,8 M,
1,2 M, 16 M, 20 M. La elucion se continu6 por la HP-TLC (SiO,, Merck 1.05628.0001), fase movil
AcOH/tBuOH/H,O/AcOH 2/1/1/1. Se eluyé el compuesto llic con amonio 1,6 M y tras la concentracion, se obtuvieron
730 mg de llic (rendimiento del 81 %).

APCI+: M + 1 = 181, RMN "H en D,0: 4.53-4.51 (m, 1 H, C(2)); 4.16-4.02 (m, 2 H, C(3)); 4.03 (d, J = 8 Hz, 1 H,
C(4)); 3.98 (d, J = 8 Hz, 1 H, C(4)). RMN "C: 176,7 (s, C(5)), 169,9 (s, C(1)); 56,8 (d, C(2)), 45,4 (t, C(3)); 44,9 (t,
C(4)),

Ejemplo 10

Preparacion de N-[3-amino-benzoillglicina (compuesto V)

Al acido 3-aminobenzoico ABCR 11 (6,85 g, 50 mmoles) en 90 ml de CHCl, se afiadio diterc-butildicarbonato (11,66
g, 53,3 mmoles) y a 0° C, trietilamina (27 ml, 193 mmoles) gota a gota. Después de 4 horas de agitacion a 22° C, se
afadio agua y se extrajo el &cido N-boc-orto-aminobenzoico con CH,Cl, para dar 11,94 g de producto bruto, tras la
concentracion Al producto bruto (5,93 g, 25 mmoles) en 75 ml de CH.Cl; se afadid6 H-Gly-Obz p-tosilato de
Novabiochem (14,3 g, 27,5 mmoles), PyBOP (14,3 g, 27,5 mmoles) y diisopropiletilamina (9,67 g, 75 mmoles) se
agité esta mezcla durante la noche, a continuacion se volvié a diluir en 200 ml de agua, se extrajo con CHxCly, se
secd en NaSO4 anhidro y se concentré. El producto bruto se sometié a cromatografia instantanea (diametro de la
columna 7,5 cm, SiO2 15 cm de altura), la elucién con ciclohexano-etilacetato (2/3) proporciond 4,19 g (rendimiento
del 43,6%).Estos (4,19 g, 10,9 mmoles) se volvieron a diluir en 13 ml de CH.Cl, y se trataron con 26 ml de acido
trifluoroacético. Después de 3 horas, se afiadio tolueno en tres porciones de 50 ml y se elimin6 el exceso de TFA
mediante destilacion azeotrdpica a vacio. 3,57 g de producto bruto. A continuacion se llevo a cabo la saponificacion
mediante hidrogenacion catalitica, con H, sobre Pd/C al 5% en 20 ml de agua y 40 ml de etanol, durante 15 horas a
22°C. La mezcla bruta se filtr6 en celita, se concentré a vacio y se sometié a cromatografia instantanea (diametro de
la columna 4,5 cm, SiO2-RP18 15 cm de altura), la elucion con 200 ml de agua y 100 ml de agua etanol (471)
proporcion6 1,4 g de 12 (rendimiento del 54,7%).

APCI+: M + 1 = 195, RMN 'H en D,0: 7,50-7,42 (m, 2H), 7,36-7,22 (m, 1H), 3,9 (s, 2H), RMN °C: 179,1 (s), 172,9
(s); 143 (s), 137,8 (s), 133,05 (d), 125,2 (d); 124,5 (d), 120,3 (d), 46,3 (t).
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Ejemplo 11

Efecto inhibidor de los compuestos (llla), (IlIb); Efecto creciente del compuesto (1V)

Se probaron los compuestos llla, Illb y IV de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo 6. Se afiadieron a 2 pymoles,
los compuestos llla y IlIb dieron como resultado un 25% y un 75% de inhibicién de la produccion de (S)-3-metil-3-
sulfanilhexan-1-ol. Estos compuestos son de esta manera eficaces en la inhibicién de la produccién de compuestos
volatiles malolientes a partir de precursores presentes en el sudor. EI compuesto IV dio como resultado una
produccion creciente de (S)-3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol si se le comparaba con el control
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para cribar compuestos capaces de evitar, suprimir o reducir el desarrollo del mal olor sobre
superficies del cuerpo, comprendiendo el procedimiento las etapas de

5 - proporcionar un medio apropiado que comprende un compuesto a cribar y al menos una enzima B-liasa
funcional o una cepa bactriana seleccionada entre la familia de los Estafilococos;
- afiadir al medio al menos un compuesto precursor de la formula

O

NH, OH
N
| H

O
S“““R
1 D
en la que Rq representa un resto C4-Cy en la formula del compuesto activo HS-Ry;
10 - y medir la disminucion de la concentracion en el medio en dicho precursor y/o aumentar la concentracion en

el medio en al menos un metabolito de dicho precursor, con el fin de establecer la capacidad del compuesto
cribado para evitar, suprimir o reducir el desarrollo del mal olor

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la cepa bacteriana es una cepa de Staphylococcus
haemolyticus, preferiblemente Staphylococcus haemolyticus CNCM 1-3357.

15 3. el procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se afade un precursor de férmula (1), en la que R¢ es un grupo
alquilo, alquenilo o alquinilo C1-Cy, que transporta opcionalmente uno o mas grupos funcionales seleccionados
entre grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo, amino, amido y atomos de halégeno.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el precursor es un compuesto de féormula (1), en la que R es un
resto seleccionado entre el grupo que consiste en

OH (1) OH (39,

39

20 (12, Y (139

en el que la linea punteada representa la localizacion del enlace de carbono que se une al atomo de azufre.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho al menos un metabolito del precursor es un compuesto de
la férmula (I1)

HS-R4 (1
25 en la que Ry se define como una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4.
6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que dicho metabolito es el 3-metil-3-sulfanilhexan-1-ol.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el compuesto a cribar es un
compuesto de formula

17
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O
P8 OH
RE H/\"r
O (1
en la que Rs es un compuesto alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo C»-Cy lineal, ramificado o ciclico, opcionalmente

sustituido y que comprende opcionalmente uno o mas heteroatomos

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho compuesto precursor se afade
5 al medio tras la cepa bacteriana o la B-liasa y el compuesto a cribar se afiade a dicho medio.

0
NH, OH
i |
S
R

1 (D

9. Un compuesto de formula

en la que Ry es un resto seleccionado entre el grupo que consiste en

/\)</\ : /\/LOH
OH () OH @,

(39

/\r\OH /\/\/OH
(129, ¥ ' (13%

10 la linea punteada representa la localizacion del enlace de carbono que se une al atomo de azufre.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en el que R es el resto de formula
/\/‘</\ H
S ST

en la que la linea punteada representa la localizacion del enlace de carbono que se une al atomo de azufre.

11. Un procedimiento para evitar, suprimir o reducir el mal olor del sudor, que comprende la etapa de aplicar a la
15 superficie del cuerpo, preferiblemente a la piel de las axilas, un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste
en los compuestos de formulas

18



5

10

15

ES 2393112 T3

(0]
OH
S . (111a).
0]
OH
NH, 0

(1LTb).

/\I_I/UH

12. Un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en los compuestos de férmulas

0
OH
S . (IlTa).
0
OH
NH, O

/\I_I,UH

13. un producto adaptado para la aplicacién a las superficies corporales, que comprende un compuesto tal como se

”I
=
fdlllllll
O

(IIc).

(111b).

MI
=
fllllllll
O

(Ilc).

ha definido en la reivindicacion 12.
14. Un producto de acuerdo con la reivindicacion 13, en la forma de un producto para el aseo corporal, tal como una
locién corporal, un desodorante, un ungiiento, un jabén, un champu, y una fragancia fina

15. Un procedimiento para evitar, suprimir o reducir el mal olor del sudor, que comprende las etapas de

a) identificar, de acuerdo con el procedimiento de cribado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 un
compuesto capaz de evitar, suprimir o reducir el desarrollo del mal olor;
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b) aplicar dicho compuesto a una superficie del cuerpo, preferiblemente a la piel de las axilas.

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que dicho compuesto se aplica en la forma de un
producto tal como se ha definido en la reivindicacién 14.

17. Uso de un compuesto de férmula

o}
NH, OH
N
| H

5 (I
en la que R1 representa u resto C1-Cy en la férmula de un compuesto activo HS-R1 en un procedimiento
para identificar los compuestos capaces de inhibir la capacidad de una enzima B-liasa, o de una cepa
bacteriana seleccionada entre la familia de los Estafilococos, para metabolizar dicho compuesto (I) en sus
derivados malolientes.

10 18. Uso de acuerdo con la reivindicacion 17 de un compuesto de férmula (1) en el que Ry es un resto seleccionado
entre el grupo que consiste en

OH (1) OH @,

39

12y, Y. (13"

la linea punteada que representa la localizacion del enlace de carbono que se une al atomo de azufre.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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