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SI presante invento se refiere a un procedimiento 
para preparar una solución aouosa estable de oitooromo c, que 
es nuevo y ó t i l  para la estabilización de citocromo c contra 
calor y luz.

Como es oonooido genera3mente, e l  oitooromo o es 
una pro teína roja que contiene heme, que es un factor esenolaí 
para e l  mecanismo respiratorio de la célula, comprendido en oa 
s i  todas las materias vivas en la  naturaleza en e l  alcance que 
pasa desde animales y plantas a microorganismos. Bioquímica­
mente e l  oitooromo o ocupa una importante posición en e l  siste 
ma da enzimas respiratorias en organismos y representa un pa­
pel ocrno factor determinante del régimen en e l  proceso de oxi­
dación de los tejidos en organismos. A este respecto se ha in 
tentado aplioar terapéuticamente oitooromo e a enfermedades, 
que parecen estar causadas por insuficiencia en oxidación res­
piratoria de la  cólula. El citocromo c ha sido indioado ahora 
como é t i l  para la terapia de intoxicaciones de gas y drogas, 
arterioesolerosia, angina de peoho, disnea de neumatitis, enfe. 
medades del corazón, apoplejía y análogos.

la  luz y e l  calor pueden tender a descomponer e l  
oitooromo o en soluciones acuosas y oambiar e l  oolor en un gra 
do sustancial.

Por lo  tanto, es necesario y deseable; especialmen 
te para uso medicinal, que requiere alta pureza, asi como homo-
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geneidad de calidad, estabilizar citocromo c en una prepara­
ción de modo sufioiente para mantener la actividad y e l  aspec­
to  invariados adn de apaga de un almacenaje prolongado,

Un objeto del presente procedimiento es proourar 
medios para vencer la  antea mencionada inestabilidad de una so 
luoión acuosa de oitooromo o, para hacer posible la preparación 
con aspecto invariado y estabilidad por un largo período de 
tiempo. Otro objeto del presente procedimiento es procurar, 
como un compuesto mejorado de materia, una solución aouosa de 
oitooromo o estabilizada contra luz y calor.

Segdn e l  presente invento, los antes mencionados 
objetos puede alcanzarse incorporando un agente estabilizador 
seleccionado del grupo consistente en su lfitoe, b isu lfitos, hi 
drosulfitoa y metabisulfitos de metal de álcali solos o en ocm 
binaoión con un agente estabilizador auxiliar seleccionado del 
grupo consistente en amino-ácidos tales como glicina, se riña y 
oatiprolina y pepturoa tales como g lio ilg lic in a , g l io i lg l ic l lg l i  
oina, a lan ilg íioilglioina y leu cilg llo ilg lic in a  en una soluoi& 
aouosa de oitooromo o*

Al realizar e l  procedimiento segón e l presente inve¿ 
to, puede obtenerse una solución aouosa estabilizada de oltoorc 
mo o por adición del agente estabilizador, descrito arriba, a 
la solución acuosa (sin medio adicional alguno). Sin embargo j 
es preferible saturar ana solución acuosa de oitooromo o con uní 
gas inerte, tal oomo nitrógeno, antes de la  adición del agente j 
estabilizador a la misma. Además, e l  grado de estabilidad de 
una solución acuosa de oitooromo o puede incrementarse por adi-,



-  4 -

5

10

15

%0

,*̂s¡ ^/'J '*, t ,'. **'*"'' '̂ --'7
!

!

/

tt
i

clón del agente estabilizador auxiliar, antea mencionado, an̂  ¡ 
tas o despuás de la  adición del agente estabilizador. Además, 
la estabilidad de una solución acuoaa de cito  cromo o puede, mar 
tenerse durante un .periodo de tiempo más largo, ajustando e l  
pS de la  solución alrededor de 7 con hidróxido de metal de ál­
ca li, tal como hidróxido sódico, despuás de la  adición, tanto 
del agente estabilizador, oomo del agente estabilizador auxi- 
lia r  arriba descrito.

los ejemplos típicos de su lfitoe, b isu lfitos, h i- 
drosulfitos y metabisulfitos de metal de á lcali, que pueden en 
plearse en este invento^ como e l  antes mencionado agente esta­
bilizador, incluyen su lfito  sódico, su lfito  potásico, b isu lfi­
to sódico, b isu lfito  potásico, hidrosulfito sódico, hidrosul 
f i t o  potásico, metabisulfito sÓdioo y metabisulfito potásico. 
Estos agentes estabilizadores pueden usarse en una santidad de 
lo menos 2 % de peso, basado en la cantidad de citocromo o con 

/ten ido en la  solución, preferentemente en una cantidad entre 
' alrededor de 10 % y alrededor de 20 % de peso. la  adición del 

agente estabilizador en una cantidad superior a 20 % de paso 
de citooromc o puede permitirse, pero no produoe ningán. resul 
tado superior. Bn e l  caso de que se desee u tiliza r los antes 
mencionados agentes estabilizadores auxiliares, pueden añadir­
se en cantidades entre alrededor de 100 % y alrededor de 300 %- 
de peso, basado en la cantidad de oitocromo c contenido en iaj 
solución, preferentemente entre alrededor de 150 % y alrededor 
de 300 % de peso.

85
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ios altos ais otoa estabilizadores del agente e s - : 
tabilizador, solo y en oombinaoidn oon e l  agente estabilizador 
auxiliar^ sobre soluoi^n aouosa de citoeromo o, de aouerdo con 
e l presente invento, se indioan por los datos de la  tabla s i -  ¡

i
guíente: i
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En la tabla anterior, la  medioión del contenido de 
citocromo o por ensayo espeotrofotcmótrico se realizó de la  s i  
guiante manera. la  solución a oomprobar se deja reposar a 45*
C durante 4 semanas y la soluoión resultante se somete a medi­
ción del espectro de absorción a una longitud de onda de 880 
m (luz v is ib le ) por medio de un eape ct rofotóme tro . las ab­
sorciones de la  solución sometida a reducolón forzada de o ito - 
oromo c con ácido ascórbloo y de una solución sometida a oxi­
dación forzada de citocromo o oon ferrioianato, se miden en pa 
raíalo con la  misma lomgitud de onda que arriba. B l contenido 
de citocromo o se oaloula entonoss, basado en la  comparación 
de estas mediciones, la  medición del contenido de citocromo c 
por e l  mátodo enzim&tioo se ejecutó de la  siguiente manera.
La solución a oomprobar se dejó reposar a 45* C durante 4 sema 
ñas, la solución resultante se sometió a reducción forzada de 
citocromo o con ácido ascórbioo y deapuás se midió la recepoión 
de oxigeno de la soluoión tratada en presencia de oxidasa de 
citooromo o por medio del manómetro de Warburg y e l  contenido 
de citooromo o se oalouló del valor de recepoión de oxígeno.

los siguientes ejemplos se citan para ilustrar e l  
presente invento, pero no deben entenderse oomo limitadores del 
aloance del mismo.

E J E M P L O - 1
{

! loo mi. de una solución acuosa de oitooromo o en
: una concentración de 30 mg. por m i., midiándose e l  contenido
t

de oitocrono o por e l  mátodo óptico, se diluye oon agua destila 
da a 190 mi. mientras se satura la  solución con gas de nitróge­
no.

ti
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Después de disolver 0,4 g de b isu lfito  de sodio enj 
la solución ailnida, se ajusta el pg de la  solución a alrededor} 
de 7 y se abade agua destilada a la  solución resaltante a un 
volumen total de 800 mi. la solución resultante se somete a 
filtración  a través de un f i lt r o  de Chamberland y e l  filtrado 
se llena asépticamente en ampollas en una cantidad de 1 mi.

¡
por ampolla.

10

1S

80

25

.=-s
A 100 mi. de una solución acuosa de oitooromo c en 

una concentración de 80 mg. por mi., midiéndose e l  contenido 
da oitooromo o por e l  mismo método que en e l Ejemplo 1, sa {Ra 
de una solución preparada disolviendo 3 g. de g lio ilg lio in a  en 
50 mi. de agua destilada y ajustando e l  pH de la soluoióm a al 
rededor de 7 oon solución de hidróxido de sodio. Después de 
saturar la solución resultante con gas de nitrógeno^ se disuel 
ve 0,2 g. de b isu lfito  sódico en la solución, se abade agua 
destilada a la  soluoión hasta un volumen tota l de 200 mi. y la 
solución asi obtenida se llena en ampollas de la  misma manera 

¡ i  que en e l  ejemplo 1.
E J E M P L O - 3
A 60 mi. de una solución acuosa de oitooromo o en 

una concentración de 20 mg. per mi., midiéndose e l  oontenido 
de oitooromo o por e l  mismo método que en e l  Ejemplo 1, se a&a

¡
[ de una solución preparada disolviendo 3 g. de g licina  en 25 mlL
t
} de agua destilada y ajustando e l  pH de la solución a alrededor' ¡

de 7 con solución de hidróxido sódico. Después de saturar con} 
gas de nitrógeno la solución resultante, se disuelve 0,2 g, de



I¡ b isu lfito  do sodio en la  solución, se ^ade agua destilada a 
¡I la solución a un volumen tota l de 200 mi. y la solución asi o¡b! 

tenida es llenada en ampollas de la  misma manera que en e l
Ejemplo 1.

5

10
*

15

E J E M P L O - 4
A 50 mi. de una soluoión acuosa de citooromo o en ¡

una concentración de 20 mg. por m i., Aidióndose e l  contenido ¡
!

de citooromo o por e l  mismo mótodo que en e l  Ejemplo 1, se aba! 
de una soluoión preparada disolviendo 3 g . de 1-serina en 25 
mi. de agua destilada y ajustando e l  pH de la  solución a alre­
dedor de 7 oon soluoión de hidróxido sódioo. Después de satu­
rarse la soluoión resultante con gas de nitrógeno, 0,2 g . de 
b isu lfito  sódioo se disuelve en la  soluoión, se abade agua des 
tilada a la  solución a un volumen tota l de 200 mi. y la  solut 
oión se llena en ampollas de la misma manera que en e l  Ejemplo

20

25

E J E M P K . 0 - 5

I
i
¡

)
!

i
¡!

100 mi. de una soluoión acuosa de citooromo o en 
una concentración de 30 mg. por mi., midiéndose e l  contenido 
de citooromo o por e l mótodo óptico, se diluyen oon agua de a t i  
lada a 190 mi. mientras se satura la soluoión con gas de nitró 
geno. Después se disuelve 0,4 g . de metabisulfito de sodio en 
la  soluoión, e l  pg de la  solución se ajusta a alrededor de 7 yj

* i
se abade agua destilada a la  soluoión resultante a un volumen [
to ta l de 200 mi. la  soluoión resultante se someta a filtración

. i
a travós de un f i l t r o  de Chamba rland, y e l  filtrado ee llena !

asóptioamsnte en ampollas en una oantidad de 1 mi. por ampolla.
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S J E M P I . 0 - 6 2 333 6 0
A 50 mi. de une solución acuosa de oitooromo o en 

una concentración de 20 mg. por mi., midiéndose e l contenido 
de oitooromo c por e l  mismo método que en e l  Ejemplo 5, ae aña 
de una solución preparada disolviendo 3 g. de g licina  en 25 mi 
de agua destilada y ajustando e l  pH de la solución a alrededor 
de 7 oon soluoión de hidróxido sódico. Después de saturar la  
solución resultante oon gas de nitrógeno, se disuelve 0,15 g. 
de hidrosulfito de sodio en la  solución, se añade agua destilg! 
da a la  solución a un volumen tota l de 200 mi. y la  solución 
asi obtenida ae llena en ampollas de la  misma manera que e l  
Ejemplo 5.

E J E M P L O - 7
A 50 mi. de una soluoión acuosa de oitocromo o en 

una concentración de 20 mg. por mi., midiéndose e l  oontenido dt 
oitooromo o por e l  mismo método que en e l  Ejemplo 5, se añade 

una soluoión preparada disolviendo 3 g . de 1-serlna en 25 mi. dt
t

agua destilada y ajustando e l  pg de la  solución a alrededor de 
i! 7 oon solución de hidróxido sódico. Después de saturarse oon ! 
}¡ gas de nitrógeno la solución resultante, se disuelve 0,2 g de 

au lfito  sódico en la  solución, se añade agua destilada a la se i
luolón a un volumen tota l de 200 mi. y la  soluoión se llena en ¡¡
ampollas de la misma manera que en e l  Ejemplo 5. !

!
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la  presente patente de invención oomprende las s i - !  
guientes reivindi caoione a.

1 .- procedimiento para estabilizar una soluoión 
acuosa de oitocromo o, caracterizado porque comprende la opera
ción de incorporar un agente estabilizador, seleccionado del j

: :
grupo consistente en sulfitoa de metal de á lca li, b isu lfitos ¡

t
de metal de á loa li, hidrosulfitoa de metal Ae á lcali y metabi-' 
su lfitos de metal de á lca li, en una solución acuosa de citooro 
mo o#

3 .-  Procedimiento segdn la  reivindicación 1, carao 
te rizado porque oompienda la  operación de incorporar un agente 
estabilizador, seleccionado del grupo consistente en su lfitos, 
b isu lfitos, hidrosulfitos y metabisulfitos de metal de álcali 
en combinación oon un agente estabilizador auxiliar selecciona 
do del grupo oonsistente en glicina, alanina y oxiprolina en u^a 
soluoión acuosa de citocromo c.

3 .-  Procedimiento segdn las reivindicaciones preoe-i 
dentes, caracterizado porque comprende la  operación de incorpo-¡ 
rar un agente estabilizador, seleccionado del grupo consistente! 
en su lfitos , b isu lfitos, hidrosulfitos y metabisulfitos de me-¡ 
ta l de á lca li juntamente con un agente estabilizador auxiliar ! 
seleccionado del grupo consistente en gliciRglioina, g lio ilg li- j 
c ilg licin a , a lan ilg lic iig lic in a  y leu cilg lic ilg lic in a , en una ¡ 
soluoión aouosa de citocromo o.
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4 .-  Procedimiento para estabilizar ana solución 

aouosa de oltocromo o.
Segdn se desoribe y reivindic 3Á presente mema 

ría descriptiva, la cual consta de doce M foliadas y escri 
tas a máquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 18 d<y Diciembre de 1982. 
(B

Con.}
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