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El presente invento se refiere a un procedimiento
para Dreparar una solucidn acuosa estable de oitooromo ¢, gque
es nuevo y Ytil para la estabilizacién de citocromo o contra !
oalor y luz,

Como s conooido generalmente, el oitooromo o es
uns proteina roja que oontiens hems, que es un factor esencial
para el mecanismo respiratorio de la odlula, comprendido en oal
81 todas las materias vivas en la naturaleza on el alcance que
pasa desde animales y plantas a microorganismos. Biogufmica-
mente ol citooromo ¢ ocupa una importante posiocidén en el siste
me. de enzimae respiratorias en organismos y representa un pe-
pel como factor determinante del rdgimsn en el proceso de oxi-
dacidén de los tejidos en organismos. A este respeoto se ha in
tentado aplioar terapfuticamente eitocromo ¢ a enfermedades,
que parecen estar causadas por insuficiencis en oxidacidn res-
piratoria de la oflula, Bl citocromo ¢ ha sido indicedo shora
como Ytil para la terapis de intoricaciones de gas y droges,
artericesclerosis, angina de pecho, disnee de neumatitis, enfe;

L Ax ]

madades del corazén, apoplsjfe y andlogos.
Ja luz y el calor pueden tender a descomponer el
ocitooromo o en soluciones moucsas y cambiar el ocolor en un gra

4o sustancial,

Por lo tanto, os necesario y deseable; especialmen'

te para uso medioinal, que requiere alta purezs, asi como homo-
i
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‘%iempo, Otro objeto del presente procedimiento es proocurar,

| bineoidn con un agenie estabilizador auxiliar selecoionado del

: grupo consistente en amino~4cidos tales como glicina, serina y

i la solucidn ascuose (sin medic adiciomal algunc), Sin embargo

| gas lnerte, tal oomo nitrégeno, antes de le adicidn del agente ’

goneidad de calidad, estabilizar citocromo ¢ en uba preparé-—
oidén de modo sufiociente para mantener la actividad y el e‘apecséi
to invariados afn despuds de un almaoenajé prolongédo.

Un objeto del presente procedimiento es proourar
medios pars vencer la antes menclonada inestabilided de uns 89
laoidn acucsa de oitooromo o, para hacer posidble la proparasién
oon aspecto imvariado y estabilidad por un largoe perfodo de

oomo un compuesto me jorado de materia, uns solucién aocuosa de
oltooromo o estabilizada contra luz y calor,

SegUn el pressute imvento, los antes menoionados
objetos puede alcanzarse incorporando um agente estabilizador
saleccionado del grupc oonsistente en sulfitos, bisulfitos, bi
drosulfitos y metabisulfitos de motal de 4loali solos o en oom

oxiproline y pepturos tales como gliollglicina, gliocilglioilgli
oina, alanilgliocilglioina y leuoilglicilglicina en una solucidn
aguosa de ocitooromo o. _

| Al realizar el procedimiento seguin el pressnte inven
to, puede obtensrse una solucién acucsa sstabilizads de citoorp
mo ¢ por adicidn del sgente estabilizador, desorite arriba, a

es preferible saturar una solucién acuosa de oitooroms ¢ con un,

| estabilizador a la misma. Ademds, el grado do estabilidad de

une 20lucidn acucss de oltocromo o pueds inorementarse por adi-,
f
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|{l_"tanido en la solucidn, preferentements en una cantidad entre

e
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oidén del agente estabilizador auxiliar, antes mensionado, an~
' tos o despuds de la adioidn del agonte estabilizador. ademds,
E le estabilidad de una solucién acuosa de oitooromo o puedo.xmi

tenerse dursnte m.perfodo de tismpo més largo, ajustando el
pH de la solucidn alrededor de 7 oon hidréxido Qe metal de 41 i
oall, tal como hidréxido sddico, despuds de la adiocidn, tanto |
del agente estabilizador; oomo del agente establilizador auxi-
1iar arriba desorito.

| Ios 8 jemplos tipicos de sulfitos, bisulfitos, hi—
drosulfitos y metabisulfitos de metal de élcall, que pueden em
Plearss en este invento, oowo el antes menocionado agonte esta-
bilizedor, inoluyen sulfito sédico, sulfito potdsico, bisulfi-

to sddico, bisulfito potdsico, hidrosulfito sédioco, hidrosull

fito potdsico, metabisulfito sddico y metabisulfito potdsico.
| Bstos agentes egtabilizadores pueden usarse en una cantidad de*

1o menos 2 % de peso, basado en la cantidad de oitooromo o oon

i|* alrededor 40 10 % y alrededor de 20 % de peso., Ia adicidn del
' @nﬁq estabilizador en una osntidad superior a 20 % de peso
| do oitooramo o puede pemitirse, pero no produce ningdn resul
. tadé' superior., En el caso de que se Jdeses utilizar los antes

mencionados agentes estabilizadores auxiliares, pueden afadir-
!i 8o en cantidedes entye alrededor de 100 % y alrededor de 300 %
! ae peso, basado en la oantidad de oitocromo o contenido en la%
solucidn, preferentemente entre alredsdor de 150 % ¥ alrededor’

do 300 % de peso.
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Ios altos efectos estabilizadores del agente ea—%
tabilizador, "solo y en combinaoidn oon el agente. eatabilizador
auxiliar; sobre soluoidn acuosa de citocromo o, do souerdo eon

el presente invento, se indiocan por los datos de ls iabla '1—3
{

guieate:
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! preseante mvénto, pere no deben entanderse como limitadores del

t .
i da oitooromo o por el mdtodo éptico, se diluye oon agua destila

2 R3380

En la tabla anterior, la mediocién del contenido de
citoommo. ° bor ensayo espectrofotométrico se realizé de la s},'
guients mensra. Ia solucién a 'oompmbar se deja reposar a 459’
© durante 4 semanas y la solucidn resultaate se somete a med1-
oién del espeatro de abasorcidn a una longitud de onda de 550
m p (luz visible) por medio de un espsotrofotdmsiro. Las ab-
sorcionss de la soluoidn sometida & reducoién forzada de oito-
oromo ¢ con £oido ascdrbico y de una solucién sometida & oxi-
dacién forzada de citooromo ¢ oon ferrioianato, se miden en psa
ralelo oon la misma lomgitud de onda qus arriba. Bl oontenide
do citooromo o se caloula sntonoss, basado en- la camparacién
de estas medicionss., La medioidn del contenido de oitooramo o
por el método enzimhtico -se ejeoutd ds la siguiente maners.
La solucidn a comprobar se dejé reposar a 458 ¢ durante 4 sems
fxas, la solucidn resultante se sometid & reducoién forzada de
citooromo o con £oido asodrbico y despuds se midid la recepeidn
de oxfgeno de la solucidn tratada en presencie de oxidasa de
oitooromo o por medio dol nanémetro de Warburg y el contenido
de oitooromo o se calould del valor de recepoidn de oxigeno,

Ios siguientes ¢ jemplos s8 citan para {lustrar ol

aloance del mismo.

EJEMPLO ~1

100 ml, de una solucidn acuosa de citooromo o en

!
t
|

! une concentracidn de 30 mg. por ml,, midiéndose ol contenide

i

da & 190 ml, mientras se satura la solucién oon gas de nitrdge-

o,
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Despude de disolver 0,4 g d¢ bisulfito de scdio en

1a solucidn &lnida, so ajusta el pE de la solucidn a alrededor;
de 7 y se ailade agua destilada a la solucién resultants & un |

volumen total de 200 ml, Ia solucidn resultante se somete a
£1ltrecidn s travds de un filtro de Ghamberland y el f£iltrado
se llons asdpticamente en ampolles en una cantidad de 1 ml,
por ampolia,

BIEMPLO-2

4 100 ml. de una soluoidn acuosa de citooromo o ex
| una oomcentracidén de 20 mg, por ml., mididndose el contenido
" citooromo o por el mismo método que en el Bjemplo 1, & aig
de una solucidn preparade disclviendo 3 g. de glioilglioina en
50 ml, de ague destilada y ajustando el pH de la solucién a sl
rededor de 7 con solucidn de hidrézido de sodio. Despuds de
saturar la solucién resultante ocon gas de nitrdgenoc, se disuel
ve 0,2 g, de bisulfito sddioo en la somdﬁn,, ss afiade agua
destilada & le solucidn hasta un volumen total de 200 ml. y la
solucién asi obtenida se llensa en ampollas de 1a misms maners
que en el e jemplo 1.
; . ELEMPLO-3

A 60 ml, dé una soluoidn scuosa de oitooromo o en

una ooncentracidn de 20 mg. por ml., mididndose el contenide
de oitooromo o por el mismo método que en el Ejemplo l, se utlgé
de una solucién preparada diaolviendo 3 g. d¢ gliocins on 25 mil

do sgua destilada y ajustando el pH de la solucidn a slrededor
de 7 con Solucidn de hidrdxido sddico, Despuds ds saturar con!
gas de nitrégeno le solucidn resultante, se disuelve 0,2 g, de




10

&0

25

283350

bisulfito d¢ sodio em la solucidn, se aflade agua destilads a i

la soluoidn a un volumen total de 200 ml. y 1a solucién asi ob|
tenida es 1lenads en ampollas de la misma manera que en el
Bjenplo 1,

BJEMPLO-4 |
, A 50 ml, de uns soluoidn acuosa de oitooromo ¢ en
una concentracidn de 20 mg. por ml,, :midiéndose el oontenido
de citooromo o por el mismo método que en el Ejemplo 1, se afla
de una soluoidn preparada disolviendo 3 g. de l-gserina -en 25
ml, de agus destilada y ajustando el pH de la soluocidn a alre-
dedor de 7 oom solucidn de hidrdxido sbédico. Despuds de satu-
rarse la solucidn resultante con gas de nitrdgeno, 0,2 g. de
bisulfito sbdico se disuelve en la solucidén, se sfiade agua des
tilada a la solucidn a un volumen total de 200 ml, y la. solu+
oién se llena en ampollas de la misma manera que en el Ejemplo
1.

8JBMPLOC~S

100 ml, de una solucidn acucsa de citoorcmo ¢ en
una ooncentracidn de 30 mg. por ml,, mididndose sl contenido
de oitooromo o por el mdtodo éptico, so diluyen con agua desti
lada a 190 ml. mientras se sstura la solucidn con gas de nitrd
geno, Despuds se disuelve 0,4 g. de metabisulfito de sodio en

i
1

la solucidn, el pH de la solucidn se ajusta a alrededor de 7 Y|

se afisde agua destilada a la solucién resultante & un volumen |
total 4o 200 ml. Ia solucidn resultante se somete & tiltraoid!fx

& través de un filtro de Chemberlend, y el filtrado se llena !

asdpticamente en ampollas en una cantided de 1 ml, por ampolla.i

i
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| oitooromo ¢ por el mismo mftodo que en el Bjemplo 5, se afiade

- 10 - :

sssurzo-e 283360

4 50 ml, de uns solucién acucse 46 oitooromo o en

, {
. B H
una ooncentracién @e 20 mg. por ml., mididndose el oontenido

de citooromo o por el mismo método que en el Ejenplo 5, se aﬂg?
de uns solucidén preparade 4isolviendo 3 g, & glicina en 25 ml
de agus destilada y ajustando el pH de la solucidn a alrededor
de 7 oon soluoidn de hidrdxido sddico. Despuds de saturar la

solucidn resultante con gas de nitrdgeno, se disuelve 0,15 g. |
d0 hidrosulfito de sodie en la solucidn, se afiade agua destilg
da & la solucidn a un volumen total de 200 ml, y la soluocidén
asi obtenida se llens en ampollas de la misma manera que el

Ejemplo 5. . | '
‘ BEJEMPLO -7 ,

A 50 ml, Ge una soluoidn acuosa d¢ oltooromo o en
uns conocentracidn 86 20 mg. por ml., mididndose el contenido ad

una solucién preparada disolviendo 3 g. de l-serina en 25 ml, dg
agua destilada y ajustando el pH de 1a solucidn a alrededor de

7 oon solucidén de hidrdxido sddieo. Despuds de saturarse ocon

gas de nitrdgeno la solucién resultanta, se Gisuelve 0,2 g de

: sulfito 8éd1co en la soluoidn, se allade agua destilada a la 80 l

|
|

lucién a un volumen total de 200 ml, y 1a solucidn se llena en :

anpollas de la misma manera que en el Bjemplo 5.

& B 2 & D & 8 B B ux 2 o= 3 & = B &= »n = !

- .
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Ia presente patente de invenoidn comprende las si-:i

. gulentes reivindicacionss.

l.- Procedimiento para estabilizar una solucidn ‘

acuosa ds oltooromo o, caracterizado porque comprende 1a opera!
oién de incorporar un agente estabilizador, selecoionado del ,
grupo consigtente en sulfitos ;le motal de 4loali, bisulfitos -
de metal 8¢ 4loall, hidrosulfitos de metal de 4loall y mevabi-’

:
i
{
t
t

sulfitos de metal de 4loali, en una solucién acuosa de citooro
oo O )
8.- Procedimiento segin la reivindicaoién 1, carag

terizado porque comprende la operacién de imofporar un sgente

eatabilizador, seleccionado del grupo consistente en sulfitos,
bisulfitos, hidrosulfitos y metabisulfitos do metal de dlcali

en oombinacidn con um agente estedilizador auxiliar selecciona
do del grupo oonsistente en glicina, alanina y oxiprolins en uga

soluoidn acuosa de citooranc ¢,

3.~ Proosdimiento segin las reivindicaciones prece-
dontes, caracterizado porqué comprende la opsracidn de 1noorpo-§
rar un agente estabilizador, seleoeionado' del grupo oonsistentei
en sulfitos, bisulfitos, hidrosulfitos y metebisulfitos do me- |
tal do 4loall juntamente con un agente eatabilizador auxilier {
selecoionado del grupo consistente en glioilgliocina, g.ncilgu;
oilglicina, alanilglicilglicina y leucilglicilgliocina, en una i

goluoidén acuosa de oitocromo o,
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