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Memoria descriptiva

para solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPANA  por 20 afios

a nombre de MOCHIDA SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA

entidad / de nacionalidad japonesa

con domicilio en 1-1-1, Kamiya, Kita-ku, Tokyo, Japén

por: "METODO PARA PRODUCIR UNA FREPARACION ESTABLE QUE CON
TIENE CITOCROMO ¢!
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El citocromo ¢ es una protefna que contienej 3
- hem, que existe en casi todos los animales Y plantas, as{
como microbiocs, y que actlia como factor importante en 1a
; respiracidn de 1las células. Las funciones bioquimicas de
5 - esta sustancla han sido conocldas en detalle mediante es-
- tudios: como miembro de una serle de citocromos tales co-~
fmo citrocromo a y citocromo b, el citocromo ¢ constituye
un factor vital para la regulacidn de la velocidad de OXl:
~dacifn en un mecanismo productor de energfa. Por tanto,
10 . el citoeromo ¢ tiene usos clinicos en los casos de aque-
. llas enfermedades que se supone son debidas g desérdenes
'resplratorlos 0 a escasez de suministro de oxigeno g las
:celulas, tales como angina de bpecho, infarto de miocardlo,
hemorragia cerebral, trombosis cerebral, intoxicacidn por
15 . drogas, envenenamiento con CO, ¥ sus Secuelas,
| Asi, en virtud de su accién farmacolégica, se
Vcon31dera que el citocromo c eg ula de las drogas més
esenciales en 1g prictica clinlca. Su administracidn ha
sido exclusivamente parenteral, es decir, por inyeccidn

20 ;1ntravenosa © intramuscular. Esta es la conclusidn natu-
‘ral a partir del concepto tradicional de fisiolog{a, que
-insiste en que el citocromo Cs DOr ser compuesto de alto
‘peso molecular, apenas puede ser transferido en el orga-
nlsmo & N0 ser que sea administrado barenteralmente,

25 % Entretanto, el citocromo Cy DOr ser una pro-
telna extrafda del corazdn de los animales, o de microbios
tales como levadura, es una heteroproteina bpara el cuerpo
humano, que ocasionalmente puede desarrollar anafilaxis
debldo a una reaccidn de antigenos—antlcuerpos contra ells.

30 Por tanto, su uso exige miximas Precauciones. Ademés, el
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citocromo ¢ administrado por inyeceidn es excretado nuy
répidamente. Su concentracién en la sangre se reduce al
50% en 15 min tras la administracién. Es sabido que la

concentracién eficaz de citocromo ¢ en la sangre solo se
mantiene durante corto tiempo, siendo antiecondmicamente
excretada del cuerpo la mayor parte del citocromo c.

Para eliminar este serio inconveniente del
citocromo ¢, que restringe y perjudica mucho a su utili-
dad, el autor de la presente invencidn efectud experimen-
tos con animales, sobre la velocidad prictica de absor-
cién y la eficacia del citocromo ¢ dado por administracidn
oral, que es mis segura que la inyecciédn, Sin:embargo, se
ha crefdo que era diffcil DPara el cuerpo sbsorber citocro

| mos administrados de esta manera.

Como resultado, se ha descubierto que, con-
trariemente a la regla fisioldgica usual, el citocromo c

 Puede ser absorbido lentamente a través de les paredes

f intestinales; su concentracién efectiva en la sangre pue

: de durar mis que en el caso de la inyeccidn; y su efica-
cia no es menor que en el caso de la inyeccibn. La inven-

f cién ha sido perfeccionada sobre la base de estos descu-

f brimientos. Asi, se ha establecido que la utilidad cl{ni-

é ca del citocromo ¢ puede ser reforzada por administraciéng

. oral. Sin embargo, ha sido diffcil llevar esto a la prée-

T tica, debido a que el citocromo ¢ es extremadamente ines-

. table,

f Especificemente, el citocromo c pierde répi- ;

% damente su actividad cuando es expuesto al oxfgeno del

' aire, 0 a la luz. Aparte de estas influencias exteriores, -

| s una proteina de alto peso molecular, y por tanto sus- j
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‘ceptible de cambios de conformacifn en estado natural, lo

~que tiene como resultado una disminucidn de su actividad,

Se han elaborado diversos métodos para la es- .

tabilizacidn de preparaciones de citocromo c.

En la prictica comercial actual, se aflade a

una solucidn acuosa de citocromo ¢ un agente reductor tal

~como sulfito sddico o 4cido ascdrbico; o bien, ademis de

esto, se le puede afladir wn aminoédcido, péptido, azlicar,

“ebe, con el fin de evitar cambios de conformacién. Para

'comercializar la preparacibén de citocromo ¢ antes mencio-

Qnada, dicha solucién ha de ser embotellada en ampollas en

las que el aire estd reemplazado por nitrégeno £aseo0s0; o

bien, tras liofilizacidn en 1a ampolla, el aire ha de ser

" reemplazado por nitrdgeno. Estos métodos son esenciales

- para la estebilizacidn de las preparaciones a inyectar.

quando se trata de la manufacture de medicinas internas,

tales como tabletas, grinulos o supositorios, incluso la

- composicidn con estabilizadores, tales como los antes men

cionados agente reductor, aminodcido, péptido ¥y azﬁcar,

es insuficiente para evitar que el citocromo ¢ pierds su

. actividad, y por tanto no se dispone fécilmente de este

- broducto para su uso clinico,

Por tanto, el autor de la invencién emprendid

;el desarrollo de un procedimiento para producir una pre-

' paracin de citocromo ¢ adecuada para administracién oral,

;y descubrid que ss Puede obtener ung Preparacidn estable

i de citocromo ¢ enfriando primero, o deshidratando lente-

; mente, una mezcla coloidal acuosa de citocromo ¢ J gela-

i tina, pare transformarla en gel, y secéndola luego por

§
!
i
!
i

eliminacién de agua, menteniéndola en estado de gel co-
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loidal, Asi es innecesaria la adicidn de cualquier esta- a
bilizador, aparte de la gelating,
El siguiente es un método representativo pa-
ra hacer esto:
(a) Se afiade gelatina a una solucidn acuosa
de citocromo ¢. Ia solucidn resultante es calentada, para
~disolucién, a una temperatura insuficiente para perjudi-
‘car a la actividad del citocromo c (preferiblemente de
40 a 509C), es vertida en un 1iquido que no sea miscible
con agua y no se haga muy viscoso ni 8e congele a bajas
temperaturas, tal como un aceite vegetal (por ejemplo acei
te de ricino, aceite de camelia o parafina liquida), acei
te mineral o alcohol hexadec{lico, y la solucién es en—
friada con agitacién. Alternativemente, la solucién es
~introducida en el 1fquido antes mencionado, para formar
‘glébulos tipo gel. Estos glébulos tipo gel son filtrados
‘para separarlos, y, bajo presién reducids o un aire seco,
-son dejados a una Temperatura que asegure que se mantiene‘
. el estado de gel coloidal, para que se Sequen lentamente.
Asi se pueden obtener grénulos globulares perfectamente so
lidificados, Ia temperatura de enfriamiento a la que se
,han de dejar los glébulos var{a seglin la concentracién de
gelatina, pero ha de ser una que Pueda asegurar la conserg
vacién del estado de gel coloidal. Preferiblemente es me- -
nor de 202C. |
El secado anterior puede ser realizado con
dlsolventes para deshidratacifn tales como acetona o al-
cohol pero el secado inicial ha de ser efectuado usando
un disolvente que tenga una capacidad de deshidratacidn
controlada por la adicién de agua. De lo contrario solo

- 377132
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Se secard y solidificari le superficie granular, lo que

tiene como resultado la pérdida del estado de gel coloi-

dal. Asf, es deseable efectuar la deshidratacién partien

- do de un disolvente que tenga una capacidad débil de des-

hidratacidn, y cambiando gradualmente a uno que tenga ung

capacidad de deshidratacién més fuerte. ILos grinulos glo-

- bulares antes mencionados pueden ser llevado hasta el dig
;metro deseado por eleccidn apropiada de la concentracibn
~de gelatina, del m&todo de agitacidn, del método de in-

'troduccién, del tipo de 1iquido inmiscible con el agua, y

gde la temperatura,

(b) La mezela antes mencionada, de gelating y
una solucidn acuosa de citocromo Cy €5 extendida en capa

delgada y vertida en wn molde, donde es enfriada hastg

- formar un gel, ¥ se la deja secar al aire a ung tempera-
tura relativamente baja, a la que conserve su estado de
-gel coloidal, preferiblemente a menos de 202C, o es des-
~hidratada lentamente en un gas seco. La sustencia sdlida
- 8eca resultante es machacada hasta el tamafio deseado, pa-

‘ra producir los grénulos,

El objebo de 1a Dbresente invencidn buede ser

alcanzado tanto por el método - (a) como por el método (b).

;El método (a) tiene la ventaja de que puede producir fi-

cilmente grinulos globulares uniformes, y de que se puede
aplicar fécilmente a dichos grénulos wn recubrimiento en-
terlco.

- Para administracidn oral, los grinulos as{ ob
tenldos bueden ser empleados como Preparacién granular

;

con revestimiento entérico Para evitar lg descomposicién

idel citoeromo ¢ por Acidos géstricos Y pepsinas. Alterna- :
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tivamente, pueden ser moldeados a presién en forma de ta-
bletas comunes, a las que se puede afadir un excipiente,

0 pueden ser manufacturados como supositorios, suspendien
do los grénulos, sin el revestimiento entérico, en una
base pararsupositorios tal como aceite endurecido fundido,

manteca de cacao o polietilenglicol, y 'vertiendo la sus-

‘pensidn en un molde.

Las preparaciones de eitocromo o as{ manufac-
turadas se usan como medicinas internas en forma de grénu

los, o de tabletas, o como supositorios, En comparacidn

con las preparaciones que se inyectan, es menos probable

que induzcan anafilaxis.

Las preparaciones estables de citocromo ¢ pro

ducidas por el método de la presente invencién estén muy

perfeccionadas frente a las Preparaciones usuales, y son

extremadamente fitiles tanto desde el punto de vista médi-
como como del farmacéutico,

El mecanismo estabilizador del citocromo ¢,
de la presente invencidn, no se entiende atn del todo, pe

TO se supone que es como sigue: la mezcla gelificada de

‘la solucién acuosa de citocromo ¢ con gelatina es deshi-
‘dratada mientras es mantenida en estado de gel coloidal,
Ies moléculas de citocromo ¢ son nantenidas asi{ en esta-
tdo difundido en el gel de gelatina. Por tanto, no estin

‘expuestas directamente a efectos exteriores tales como

foxigeno o luz, y estén eficazmente protegidas de ellos,
fde menera que la molécula de citocromo c puede presentar
fuerte resistencia a la pérdida de actividad,

Asi, en el método de 1a presente invenciédn,

ila condicidn 1nd1spensab1e para estabilizar el e¢itocromo c

7 377132
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es secar la mezcla de gelating ¥ solucidn acuosa de cito-'
eromo ¢, por eliminacién de agua mientras se mentiene la
mezcla en estado de gel coloidal. Por los siguientes he-
chos es evidente que esto es factible.

" En la produccidn del citocromo ¢ liofilizado

antes mencionado, para inyeceidn, se afiadid gelatina a 1a

‘solucibn acuosa de citocromo ¢ antes de la liofilizacién,
con el fin de evitar el encogimiento del producto liofili

zado y mejorar asi su valor comercial. Se descubrid enton

ces que la gelatina bajo liofilizacidn, como se muestra

nés adelante en la tabls 1, no contrivuia a 1ag estabiliza

cidn del eitocromo c. Este hecho puede ser verificado por

el hecho de que cuando la ampolla que contiene citocromo

‘¢ estd soldada de forma imperfecta, el aire 7 humedad que

-se infiltran descoloran el citoeromo ¢, y su actividad se

reduce nitidemente. Por tanto, en el caso del producto

usual liofilizado con gelatina es esencial que el estabi-

lizador antes mencionado entre en lg composicibn, y gque

el producto estd Perfectamente aislado de influencias del
.exterior, por cierre hermético de la ampolla u otro reci-
fpiente. También es deseable que al aire de la ampolla es-

“té reemplazado por un gas inerte tal como nitrégeno.

; En contraste con esto, es particularmente dig
no de mencidén el que el efecto de estabilizacidn del cito
cromo ¢ es muy sustancial en 1g invencidn, 1la cual, aunque
usa la misma gelatina, no requiere composicién con otros
establllzadores ni cierre hermético del recipiente.

En la tabla 1 se relacionan los resultados de
lloflllzar una solucidn de clbocromo ¢ purificada de cora

zon de caballo, mostrando lg estabilidad relativa del c¢i-

- 377132
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tocromo ¢ en los casos de citocromo c solo, citocromo c
al que se ha afladido gelatina, y citocromo ¢ al que Se ha
afladido gelatina y sulfito sbdico. Se vertid en ampollas
1 ml de las soluciones acuosas que se indican en la ta-
bla 1. Tras liofilizar, las smpollas fueron cerradas her-
méticamente y conservadas en un ambiente controlado ter-
mostaticamente a 459C. Despuds se comprobd el cambio de
actividad. La actividad se midid mediante el nandmetro de
Warburg. Se afiadieron muestras a wn sistema de 4cido as-
cbérbico y citocromo oxidasa, para determinar el consumo

de oxigeno. Ias cifras de los datos de ensayo representan

1a actividad residual en %, calculada a partir del consu-

mo de oxigeno por el citocromo c.

T 377132
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Estos resultados muestran que, en el producto
liofilizado, la gelatina no contribuye a la estabiliza-
cidn del citocromo c. Esta falta de contribucidn de la
gelatina a la estabilizacién del citocromo ¢, en la lio-

5 filizacibn, parece ser atribuible a la pérdida de rela-
cidn de coexistencia entre el citocromo ¢ y gelatina, en
estado de gel, bajo liofilizacién.

Como se ha mencionado antes, la presente in-
vencidén se basa en el conocimiento de que el citocromo c

10 puede ser abgorbido gradualmente, con una duracibn de su
concentracibn eficaz en la sangre mayor que en el caso
de la inyeccién, y la eficacia no es menor que cuando se
inyecta. Dado que este conocimiento es clave vital para

el entendimiento de la invencibn, se hard una explicacién

15 més elgborada, haciendo referencia al diagrama adjunto.

Las curvas del diagrama sdjunto muestran el

- valor medio de cinco medidas del cambio de concentracidn
de citocromo ¢ en el suero, cuando se introdujeron 20 mg
de una solucién de citocromo ¢ de corazén de caballo en

20 jla vena y en el duodeno de una rata que pesaba aproximaqg

‘mente 200 g, Las abscisas son el tiempo pasado tras la ad
;ministracién, ¥ las ordenadas son la cantidad de citocro-
;mo c (/pg) detectada en 1 ml de suero. Con administracién
intravenosa (linea de puntos), el valor tras 41 hora de ad- -

25 ‘ministracién es 1)gg/ml, ¥ el citocromo ¢ desaparece com-
.pletamente en 6 horas, de manera que la duracién de una
iconcentracién eficaz en la sangre es corfa. Con adminis-
%tracién oral en el duodeno (linea continua) la concentra— |

cidn permanece por encima de 4 /ng/ml durante 3 horas, y

30 rexiste algo de citocromo ¢ en el caudal de sangre incluso;

27.2.70. -1 - 3 7 7 1 3 2



tras ‘6 horas. Estos resultados experimentales prueban que
el citocromo ¢ puede pasar a travds de las paredes del ca
nal intestinal, y entrar en el caudal de sangre, y también
que, dado que tal paso es relativamente lento, se puede
5 mantener durante un perfodo de tiempo relativamente largo
una concentraciln eficaz del citocromo c en la sangre,
El anflisis cuantitativo de la concentracidn
“de citocromorc empleado en el presente experimento es un
‘método nuevo elaborade por el autor de 1a invencién, pa-
10 ~Ta medir cantidades de traza de citocromo ¢ en el suero,
7 s caracteriza por una sensibilidad de 100 a 1000 ve-
.ces nmayor que la de la medida usual de actividad de res-
piracidén o medida del espectro de absorcibn, de manera
que es capaz de detectar una cantidagd de traza, tan bajs
15 “como 0,05 pe/nl de citocromo c. |
El nuevo método es como sigue: el citocromo ¢
"es absorbido en eritrocitos tratados con formalina y 4ci-
do ténico, para producir glébulos rojos de -sangre sensi-
bilizados. Estos gldébulos rojos de sangre sengibilizados
20 pueden reaccionar con el anticuerpo del citocromo Cy €
;iniciar la aglutinacidn. Sin embargo, cuando hay mis de
é0,05 e de citocromo ¢ libre Presentes en este sistema
;de reaccibn, se inhibe la hemosglutinacién., Asi, produ-~
.clendo reacciones simulténeas en 1a serie diluifda de mues
25 tras, Y en la serie dilufds nhormalizeda de citocromo C, ¥
comparando el grado de inhibicidn de la aglutinacién, s
puede determinar la cantidag de citocromo ¢ en 1a muestra.
: En la préctica real, l1a cromatografia del sue
'ro ensayado se efectud usando el tipo aménico de Amberli-

30 ite IRC~-50 (marca registrada de una resina sintética produ :

27.2.,70. - 12 - 3 7 7 ? 3 2



cida por Rohm & Haas Co.). El citocromo ¢ fue separado
del suero, y el componente de bajo peso molecular fue se—E
parado por didlisis. Iuego se efectud el andlisis cuanti-
tativo utilizendo dicha reaccién de inhibicién de la hemog
5 glutinacién,
' Gomo es bien sabido, los métodos inmunoldgi-
'cos, tal como se ilustran por la determinacién del tipo
de sangre o la identificacién de cepas de virus, se carac
terizan por una especificidad extremadamente grande. Hay
10 muchas variasciones de este método, de entre las cuales se
puede elegir un método apropiado que cumpla un fin dado.
El método de reaccidn de inhibicidn de la hemoaglutina-
cidn, antes mencionado, es notablemente sensible, entre
las diferentes variaciones de dicho método inmunolégico,
15 7 es un método excelente para el andlisis cuantitativo de
;trazas de hormona proteica en el fluido corpdreo, por
ejemplo gonadotropina u hormons del crecimiento,
El autor de la invencién, aunque utilizd este
método sensidble y especifico, en vista del hecho de que |
20 el citocromo ¢ es una proteina fuertemente bésica, adopté
el procedimiento de extraer selectivamente y refinar el
- eitocromo ¢, del suero ensayado, por cromatografia, Por
~tanto, los resultados de este anilisis cuantitativo son
- muy exactos y reproducibles, mostrando exactamente el cam
25 Ajbio de concentracidn del citocromo o administrado en 1la
:sangre.
| Los anteriores resultados experimentales son
éamplia evidencia del hecho de que la eficacia del citocpgv

fmo ¢ administrado oralmente es tan buena como por inyec-

Wimé“@ 377139
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Esto se demostrari mis concretamente por el
siguiente ensayo de efecto en aumento sobre leucocitos,
Es ampliemente sabido que la inyeccidn intra-
venosa de cltocromo ¢ es eficaz para restablecer a wn pa-
5 ciente de los frecuentes casos de leucopenla causados por
-administracibn de drogas antitumor tales como Tespamin
(narca registrada de un producto de Sumitomo Chemiecal In-
'dustries Co.) o Mitomycin C, En la tabla 2 se resumen los
resultados de experimentos en los que se administraron 35
10 émg de 01tocromo C por kg de peso del cuerpo, por dfa, a
. conejos leucopénicos producidos experimentalmente por ad-
ministracién de Tespamin. ILa recuperacién del ndémero de
Eleucocitos fue comparada luego con el nfmero de leucocitos
fde un grupo de conejos de control. En este experimento se
18 ‘administraron oralmente a los conejos grinulos de citoero -
?mo ¢ producido por el método de la invencidn a partir de

~un misculo de corazén de caballo, con un revestimiento en

térico.
Tabls 2
20
: Dias de adminis
: tracidn 0 5 8 12 15
-, Grénulos con re-
[Nimero de | vestimiento entd-
fleucocitos gico administra-| 1590( 2960 3460 5460 | 6400
‘ os
25 E Grupo de control 1760 12970| 2900] 2860 4690
Las cifras de 1a Tabla son valores medios pa
ra 6 animales de cada grupo,
: Auvnque los animales del grupo de control ge
30 xrecuperaron naturalmente, con un aumento Teconocido del
27.2.70 !
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nimero de leucocitos, la recuperacién en el grupo de en~ °
sayo, al que se administraron grénulos con revestimiento
entérico del citoeromo ¢ de la invencidn, fue més répida,
poniendo asi en evidencia la promocidn de la produccidn
de leucocitos por el citocromo ¢, Si el procedimiento de
recuperacidn es tratado como dos grupos de vectores de
muestra tridimensionales, en la misma serie de tiempo, ¥y
sus vectores medios de poblacién son comparados estadfs-

ticamente, se puede reconocer entre los dos una signifi-

cacidn a un nivel menor del 5%,

Por otra parte, la comparacién en ejemplos
clinicos pricticos, entre el citocromo ¢ segln la presen
te invencidn y el citocromo c inyectado, ha revelado que
el citocromo ¢ seglin la presente invencién no es menos
eficaz que el citocromo ¢ inyectado. Ademds, entre nume- 7
rosos ejemplos clinicos, cuando se usa el citocromo segin
la invencidén no se han sefialado casog de anafilaxis, tal
como se han observado cusndo se usan las inyeccicnes,
Asi, ﬁor la presente invencién se puede eliminar un serio
inconveniente de la inyeccidn de citocromo c.

A continuacién se presentan algunos ejemplos

- de aplicacién de la presente invencién.

Ejemplo 1

Se disolvieron en 370 ml de agua destilada
25 g de citocromo ¢ purificado de misculo del corazdn de
caballo, y se afladieron 75 g de gelatina a la solucidn

resultante, que luego fue calentada a aproximadamente

%090, con agitacién ocasional, y se disolvi gradualmen- °

te. Se llend con 1200 ml de aceite de ricino un cilindro .

graduado que tenia una capacidad de :iOiymj? La capa su-~ E
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perior de aceite de ricino en el cilindro fue calentada
a de 20 a 3020, mientras la capa inferior fue mantenida

a2 59C o sus proximidades, por enfriamiento exterior con

hielo u otros medios. Después, la mezcla de gelating y

citocromo ¢ fue afiadida lentamente a la capa superior de

aceite de ricino del cilindro, con agitacidn. Ia mezela

:de'gelatina ¥ citocromo ¢ de la parte superior del cilin

dro se dispersé en particulas globulares, que fueron en-

friadas mientras cafan y- sedimentaban en el fondo en for

"ma de grénulos gelificados. Despuds se elimind por decan

tacién la mayor parte del aceite de ricino, y el agua fue

volatilizada a menos de 209C, bajo presidn de 1 mm Hg,

- mientras se agibtaba suavemente. Mras eliminar la mayor

;parte de apgua, los grinulos fueron recogidos, lavados

. tres veces con acetona, para eliminar el sceite de rici-

"no, y secados completamente en un desecador de pentdxido -

- de fésforo.

Ejemplo 2

Se disolvieron en 200 ml de agua destilada

10 g de citocromo ¢ purificado de Candida utilis, una ce-

- pa de levadura. Se afiadieron 50 g de gelatina a la solu-

7 cidn resultante, que luego fue calentada a 40°2C con agi-~

§ tacidn ocaslonal, para promover la disolucidén gradusl,

Inmedlatamente despuds de completada la disolucidn, la so

lu01on fue vertida en una tina de 100 mu x 300 mm, que te

: nia 10 mm de profundidad, y se dejd enfriar.

Tras la gelificacidn total, el producto fue

~ secado en un secador a baja temperatura, a aproximadamen

te 20920, y, una vez seco, fue machacado hasta el tamafio

: de grano deseado.
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Los siguientes resultados de ensayo muestran-
la estabilidad de preparaciones de citocromo ¢ seglin la
invencién.

La muestra de la tabla 3 consiste en grinu-

5 los globulares obtenidos por el procedimiento del ejemplo
1, ¥ las muestras de las tablas 4 y 5 son tabletas de gré
nulos obtenidos por los procedimientos de los ejemplos 1
Y 2, respectivamente, a los que luego se dio forma de ta-
bletas con lactosa como excipiente, de manera usual.

10 Las tablas den el tanto por ciento de activi
dad residual, medido de la misms manera que en la tabla |

4.
Tabla 3

Periodo de almacenamiento a 459C

Muestra 1 semang 10 semanas {30 semanas

Grénulos de la
invencién 98 92 91

Tabla &4

Periodo de almacenamiento a 4520

Muestra 1 semana 10 semanas |30 semanas

Tabletas de la
invencidn 97 93 89

. 377132
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Como es evidente por las tablas 5 a 5, las
DPreparaciones de citocromo ¢ seglin la presente invencién,r
@ pesar del hecho de que no se usa el estabilizador que
es indispensable para lag Preparaciones usuales de cito-
5 cromo ¢, puede conservar su actividad durante un perfodo
muy largo de almacenamiento a 459C. Cuando esta estabili-
dad se pone en contraste con la de preparaciones lipobili
zadas usuales adecuadas para inyeccién, como se expone en
la tebla 1, se ve que las preparaciones segfn la inven-
10 cidn son equivalentes a las Preparaciones usuales para
inyeccidn a las que se han gfiadido estgbilizadores, y en
cuyas ampollas el aire ha sido reemplazado por nitrdgeno,
Entretanto, como lo indican las curvas del dibujo adjun-
.to, las preparaciones de citocromo ¢ segln la invencidn
15 pueden mantener su concentracién en la sangre durante mu-
chas horas, a un nivel sustancial.
La presente solicitud que corresponde a la
presentada en el Japén, el 5 de Marzo de 1.969, bajo el
nfimero Sho 4416266, se acoge a 1los beneficios del arti-

20 culo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

£
i

s .
é?’ ./ Presentan para que Sean objeto de esta solicitud de Paten :

/? ‘te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los si-

4,;7 :guien‘be& 3 7 7 1 3 2
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1.~ Método para producir una preparacibén es-
table que contiene citocromo ¢, que comprende la operacidn

de gelificar una mezcla de gelatina y wna solucidn acuosa

~de citocromo ¢, y secar el gel resultante, mientras se

mantiene el citocromo ¢ en estado de gel coloidal,
2.- Método segln la reivindicacidn 1, que com
prende la operacién de dar a dicha mezcla forma de glébu

los, antes de secar por calentamiento de dicha mezcla a

una temperatura mayor que la temperatura ambiente, pero

insuficiente para perjudicar la actividad del eitoeromo c,
7 de introducirla en un 1fquido que sea inmiscible con el
agua.

3.~ Método seglin la reivindicacidn 2, donde

tdicho liquido inmiscible estd mis frio que dicha mezcla,

?y dicha mezcla es introducida en &1 en forma de gotas.

4o~ Método seglin la reivindicacién 2, donde

~dicho ligquido inmiscible es enfriado tras haber sido in-

" troducida dicha mezcla en &1,

5.~ Método segfin la reivindicacién 2, donde

- dichos glébulos son retirados de dicho liquido inmisei-

~ble, ¥ luego son secados en un disolvente deshidratador.

6.~ Método para producir una preparacidn es-

' table que contiene citocromo C.

. anteced

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

representado en el dibujo que se acompafia y pa-

g/gines que se han especificado.,

577132
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Esta Memoria consta de veintiuna hojas escri-

tas a miquina por una sola cara.

Madrid,

377132

- 21 -




1 s ‘£
Une i Lo it L

Bl SaR S nead

S Ve

oy, Y
Pty &
S
-2 J
.m i
.w.lﬂvv!kih

I 12

2 3 4 5 6 7 8 9 10




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



