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ITALFARMACT S.p.A.
"FROCESED FARA A FREPARACED DE COMPOSTOS DE FERRD RIODISFOMIVEL-
—ALBUMINA E DE COMPOSICHES FARMACSUTICAS QUE 08 CONTEM®

MEMGRIA DERCRITIVA

Resumo

0 presente invento diz respeito a um BrOCEeEssn oars 8
preparacdo de derivados de ferro-albumina contituidos por albumi-
nas aciladas com residuos de 4cido dicarboxilico e gquz  conit@m
elevadas quantidades de ferro, inscliveis no meio de pH Acido  dao

&
estémage e altamente soldveis no meio de pH intestinal.

Estes derivados s3o caracterizados por wma  gasirolesis~
o baixas = por uma bicdisponibilidade =

vidade e toxicidade muit
eficécia terapfutica notivelis no  tratamento de condi igHes  andmi~

Cas.

0 referido processo consiste na acilac¥o das  referidas
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albuminas com residucs  de oxdilicos, ssguido de

reacgdo das albuminas  aciladas Dhtiéagg de preferincia em meio

aguosn, com iSes ferro.



O presasnte invento refers-se 3z :1buml:$ aciladas ocom

residuns de  acido dicarboxilico, gue cont®m ferro numa  Torms

Biodisponivel.

A utilizagdo de complexos de Terro com proteinas para a
terapia marcial oral & conhecidar ver, por wreamplo, a Patente

baliana N2 1 1358 213, gue revela um adutor de  ferro oqus  oome
presnde proteinas succiniladas, gue & obtido pela reacc¥o de sais
férricos com proteinas de suporte de origem  animal
proteinas provenientes do  leite; drglos ou suro, oW de  origem

vegetal.

Contudo, uma ver que as refer
cH#o varidvel, os compostos de composic3o constante s¥o  de

Composi
cil ohtencio.

difsi

Além disso, mesmo apesar de poderesm ser obtidos comple—
#os de elevado conteldo de ferro (gt 20 i, a sleavads guantidade
de ferro nestes derivados também snvolve um sumento da viscosida-

&
de da solugso.

De facto, o derivado succinilado de proteins de ferro,
{obtide de scordo com a2 Patente Itsliana N8 1 1958 215) qus &

utilizado para & formuls

'ﬂ

do  farmacButica apropriada = sstid  hoje
em dia disponivel comercialmente, contém 5 % de ferro numa  bose
ponderal. A possibilidade de se cbhiterem  derivados gue dEm
solugBes de baiva viscosidade, mesmo guando guantidades bem mais

glevadas do gue 5 %

b

de Terro nums Dbase pondsral s3o suportadas
por proteinas succiniladas, representaria um melhoramento notdvel

a
na preparagdo de dervivados para utilizacl®o medicinal.

Cmntudas o aspecto mals importants a ser melhorado para

-
exta classe agentes terapfuticos consiste indubitavelments na
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redugio ou completa remocHo dos efesitos gastrolesivos 2 diarrei-
cos relacionados com o principic terapButico.

Foi agora verificado, e @& o objisctive do presente
invento, que utilizando albumina como 3 protsina para a obtencio
dos referidos compostos acilados, =a obidm compostos de ferro
bindisponiveis gue s3o altamente scldveis, mesmo auando  contEm
slevadas gquantidades de ferro, gue =st¥o substancialments issntos

de toxicidade e que mostram efeitos laterais gastrolesivos e

diarreicos reduzidos. #&s vantagens referidas, que s¥o  caracte-
risticas destes medicamentos, podem ser relacicnsdas  com  uma

ubilidade pobre dos derivados de ferro, ou com com a pracipi-
tagdo ac nivel do intestino, ou com a criacdn de radicais hidroxi
gque derivam da libertac3o do ferro na forma idnica.

Fodem ser ubtilizadas diferentes albuminas na preparacio
dos compostos do presente invento, sendo particularmsnts preferi-

n
dags a albumina do soro bovine & a lactalbumina altamentes puras.

£t

De acordo com o presente  invento, as  albuminas  =¥o
aciladas com residuns de  4cide dicarboxilico tais SO, Do
o r

sxenplo, as qus derivam dos dcidos succinic ico, maleico,
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malico, maldnico, aspartic E particu—
larments preferido o residuoc de &cido sUCCinico, QuUB prova ser o
mais adequado pars o melhoraments de algumas caracteristicas da
profeEina, tals como & solubilidade & a2 degradabilidade por

proteases.,

Mais parti:ularmante§ o mresente  invento refesre-sg &
compostos que compresndem ferro s albumina de soro boviao  suceie
=

nilado, gque comportam guantidades de ferro desde 3 até 10 % pums

i,

basg ponderal, assim  como compostos gque  compresndss ferro e
ila

lactalbumina suco acla, gue comportam guantidades de ferro  até
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26 % numa

anlitveis,

pela reaccH

mencionadas

2 oatd 12,

da mansira

Oz referidos compostos podem sev

baze ponderal, sendo ambos estes altamenis

compostos

ohiidos sm melo agquoso
o das albuminas succiniladas ou aciladas anteriormente
com igsgs Terro, a um pH gue s situs numa gama desds

praferivelments desde I atéd 7.

0 presente invento serd descrito com maior detalhe nos
gxamplos nde limitantes,

s

gxsmplos serdn  denominados

gue s8 sRouss

Compostos doz Exsmplos 1-3: Ferrossuccinilalbumina.
Compostos dos Exemplios 8-5: Farrossuccinil-lactalbumina.
Compostos do Exempln &3 Ferrosspartilalbumina.
Dompostos do Exemplo 7: Ferromaleilalbumina.
Compostos do Exemplo 8@ Ferroglutarilalbumina.,
Exemplo 1
Preparacio de Ferrossuccinilalbumina com & % de
conteddo de Fe numa base pondsral
S¥p dissolvidos 28 g de azlbumina de soro  bovino  om
482 ml de Agua. O pH & ajustado até 8,8 pels adic¥3n da  HaOH.

580 adicionados  em peguenas

anidridn
die MaliH 2

D

£33 YLy preferivelmente a 28

durante uma hora =, em  seguida, baixa-z& o pH para 3

porgEes, sob agitag¥o, 24 g de

succinico, mantendo-ss o pH desde 7,5 ate 8 pela adigHn

M g mantendo-se ums temp



meio de HCl1 2 M. Forma~se um precipitado branco que & recolhido
por centrifunacio,

0 esucesso de &cide succinico formado & removido por

dissolugio do precipitado em 49¢ ml de &gua & pH = 8, ajustandoe

~s& 0 pH da soluclo para 3 % &,5 por meio de HCL 2 M. Forma—ss
um precipitade branco gue @ recuperado por centeifupgacHo. Este

processo & repetido  atéd o dcido  succinico  ser  completamente

remoavido., 0 precipitade final obtido @ dissolvido om 489 ml  de

agua, com adic¥o de NalDH 2 M atd pH = 8. 9%c rapidasments adicio~

gua, - L

nados sob agitag¥o 7,29 g de Fell,.8H 0, sguivalents a 1,48 g de=
ot

Fe. Forma-sg instantansamente um ore ipitado vermelho acastanha-
do gque & lavado com HEI 9,881 N, recuperado por filtracfo (oo

centrifugagio! e seco seh vacuo.

Obtem—se um pd vermelho acastanhado (19 gy qus &
insoldvel em dgua 2 se forna solivel ajustando para um pH neutro,
por adiglo de NalH 2 M. O composto mostra & andlise um  conteddo
da ferrc de &,1-5,2 % rnuma  has g ponderal . For electroforase

sobre acetato de celuloss  (como == snoontra  descrito no item 4

abaixe) o composto move—ss como uma mancha wnitaria, na gual =

I'J

pode determinar o ferro.

Exemplo 2

Preparac8o de Ferrossucrcinilalbumine com Z.H-4,1 4 de
conteddo de Fe numa base ponderal

0 conposto & preparado comb s descrevam ng Exsmplo 1,

mas adicionando 4,8 g de Fa T=ch.- {equivalente a 2,922 g ds
Fel.
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0 composto, movendo-se sob o campo electroforético como
uma mancha unitéria na gual o ferro pode ser determinade, mostra

um conteddo de ferro de 3,8-3,1 % numa base pondersl.

Exemplo 3

PreparacBo de Ferrossuccinilalbumina com 9.5-16 ¥ de

conteddo de Fe numa base ponderal

3]

d0 colocados num reasctor 26 1 de dgua  desmineralizada
e 1 kg de albumina de soro boving, obtendo-sze uma solugdo de pH =

&, 76,8, Uma soluclo de NalOH 5 N & ai lentamente goteiada atéd

pH = 7,5 =&, am aﬁguiﬁhi 2 adicionado 1,8 kg de anidrido succini-
Co oem  pequenas porges, mantendo o pH desde 7,2 ate 7.5 xinla
FEq .. E ¥ b

2 - -

adigdo de NalH 5 HN. Mo termc da  adic¥o, o pH & mantido a 7,5

durante & min 2, em seguids, a soluclo & acidificada atéd pH =
K e~ 4 =

(R

com HC1 & N, sob agitagBo. O precipitado gue se ochiém & centri-
fugade, completamente lavado com &gua desmineralizada e redissol—
vido sm 28 ml de 4gua desminsralizada com MaOH 5 N ats pH = 7.5,
para =& obter uma sclug8o limpids em 38 min. 0 mrocesso de
precipitacdo a pH 4cido 2 o processo de dissolu UGHo & pH basico

=30 repetidos duass vezes.

Em seguida, & lentamente adicionada & solu urdEo  anterior
uma sclug3o de 57,5 g de FECE?.éHEB em 1% 1 de adgua desminers—
lizada mantendo-se o pH desde 6,5 ate &,8 por adicBo de NallH 5 M.
Em ssguida, a mistura & agitada a pH = &,6~4,8 durante 38 min,

acidificada até

)
_
il

Z com HCL & N @ deirada sob agitacHo durante
3 omin. 0 precipitado & centei ifugado = completamente lavado com
agus desmineralizada siustando-se o pH  para B,5 com MaDH 5 N,
Depois de ter sido mantida a pH de 2,5 durante cerca de uma hora,

& sclucHo obtida & filtrada através de Celite (380 al.



0 processo de precipitacEo a

3

bsg H aoido & o process

dissolugis & pH basico =3p repetidos por wna ves. & solucso &
filtrada sobre Celite (266 g), o produto & precipitade s pH = 3
com HCl & N, agita-se durante 38 min =, om seguida, & centrifuga—

&5
da & completamente lavada com dgua desmineralizads. O =olido

~ castanho sscuro & passado por um crivo = ssco sob varuoD & SR o I
para s obter 1 kg de ferrossuccinilalbumins.
O composto mencionado em titulo estd preparado.
, Exomplo 4
e
Preparacico de Ferrossuccinil—a—lactalbumina com
11-11.45 % de contendo de Fe numa base ponderal
E colocado num reactor 1 kg de albuminag dissolvids om
22 ml de Agua desmineralizada. & solugBo gus se obtém ftem um  pH
entre &£,7 8 5.8, A& proteinzs & succinilada purificrads a partir
do acido succinico como se descreveu  no exenplo precedente. &
soiugio da proteina succinilade & adicionado 1.2 kg de Fhrl*‘UH G
em 18 1 de Agua, mantendo o pH desde 4,5 atsé 8.9 por aﬁ15aa du
MallH 2 N. A reacc3c & lsvada a cabo come se descreveu no exempln
anterior para se obier, no  fim da reacgdo, 1 kg do composto
mencionado em bBdtulco.
-~
Exemplo 5
Freparacfo de Ferrossuccinil-s—lactalbumina com
- 18,3-18,55 % de conteddo de Fe numa base ponderal

g colocado num reactor 1 kg de a~lactalbuminag dissolvi—
da em 28 ml de  Agua desminsiralizada, para s chter uma solucdo
com um pH entre 4,7 & 4,8, A protedina € succinilada o purificada
como  &@s  descreveu no Exsaplo E. & solucHo da profaina



succinilada & adicionado 2,4 kg de FeCl..&8H.0 em 19 1 de  Agua,
o de MalH S M. f

e descreveu no Exemplo 3, para se

d
mantendo o pH desde 4,5 atéd 4,9 por adicH

reacgdo & levada a cabo como

11

obter 1 kg do composto mencionado em titulo.

semplo &

Preparaciic de Ferroaspartilslbumina com .o kA de

conteddo de Fe numa base pondsral

S%p dissolvidos 12 g de albumina de soro bovino  em
289 ml de dgua 8 o pH ¢ ajustado para 7,7 por adigdo da HNalM,
S%c adicionados em  pegquenas porgBes, sob agitagZo, & g de

I

anidrido acetilaspértico, mantendo-se o pH desde 7,2 até 7,3 pela
adiglo de NalDH 2 H. t
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trafiltrads, mantendo-se o
volume constante  por sdicBo continua e operando-sg com una
membrana  de ultrafiltracio com 19 80¢ dalion de sEparagio,
durante 3 horas, de maneira a remover-se o acida aspiartico gus
pasza através da memibrana. & soluclo gue contdém & albumina

aspartilada & recupsrada do ultrafilitro. 8% adicionados L8 g
i

de FeCl..5H.D:  forma-se un precipitsdo vermelho acastanhado eihic]
g lavado com dgus 2 pH = 3, redissolvido ajustando-ss o gH para
7.1 ' seco por congelagio.

Obt@m-se 7,5 g do composto mencionado em titulo.

Exemplo 7

Freparacio de Ferromaleilalbumins com 6,5 % de conteddo

de Fe numa base ponderal

O composto de ferro & preparado como se descreveu  no
Exemplo 6, mas utilizando-se anidrido maleics como agente ds

acetilacso.



0 composto mencionado em bitulo setd preparado.

Exemplo H

Preparaclc de Ferromglutarilslibuminag com 7.8 % de

conteddo de Fe numa base ponderal

0 composto de  ferro & preparado como se descreveu  no
Evemplo &, mas utilizando-se anidride glutérico como age
aretilacio.

0 composto mencionado em bitulo esta nregarado.

Oz complexos de proteina preparados n» Exemplos

O%
antericres foram analisados de acordo com as metodologisse  anali-

13 Deterninaclo do conteddo de forro

Em todos os compostos preparados de  acordo com os
Exemplos 1-8 o conteddo de ferro foi determinado oo extracodn do
ferro da amostra  com HC1 2 N < i
levada & cabo de scorde com o método descrito em  Standard
Methods, 148 ed., 1973, pag. 268, aPHS, AWKA, WPOF {reaccio com

c-fenantrolins?.

Mo composto refsrido, o ferreo ssti presente no sstado
trivalente, como ficou svidenciado visto gue nenhuns iSss Fe
podem =er  determinados guando & resccEo da  o-Tenantrolina &

levada a cabo na susEncia de agentes de reducHo.
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Todos os compostos prepacados de acordo com os Exsmmplos
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antericres sXo inseolaveis em pH dcido 2 soldveis se pH bésico.

0 peprfil de solubilidade da ferrossuccinilalbumina,

preparada de acordo com o métode descrito no Exemplo 3, & relata-

do & titulo de sxemplo.

0 perfil de solubilidade & conseguide a partir de

medidas sspectrofoltométricas enca de absorvEncia a 588 nm

288 nm de solugBes obtidas pelo tratamento de 20 mg de ferros-
succinilalbuming com 56 ml de 4dgua, num pH que =2 situa numa gama
desde 2,8 atd 7,0, S8c diluidos T ml da amostras ste 16 w1l com
agua, centrifugados a 3986 rpm & o sobrenadante & lido no STpEec-

trofotdmetro,.

A Ferrossuccinilalbumina 2 completamente  solivel

valores de pH iguais ou supericores a &,.3; ao passn gue & insold-
vel & pH abaizo de &. & curva de precipitacdo invertida, gus  ss
obtdém  por acidificag¥o da soluc¥o de ferrossuccinilalbuming
(22 mg do composto om dgua &2 pH = 7l mostra gue a precipitac¥o

se inicia a pH = 4,5.

33 Determinac8o do conteddo de proteina

& guantidade de proteina nas amosbras, preparadas  de
arordo com os Exemplo 1-8, foi determinada por Ti
da proteina (utilizando o método descei

t
Fharmacoposia, 1% ed., vol. I, pag. 1Fi-192).

Os valores encontrados situam—se  numa gama desde um
maximo de 85 % (no composto do Exemplo 3} até um minimo de &5 %

ino composto do Exemplo 5,
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4} Electroforess sobre acetato de celuloss

A plectroforess  foi levada & cabo durante 2 &
49 Yiom, utilizando tampEcn de Tris-tricina @,65 M, wH = 8,48, qus

detecta bandas & mesma distd3ncis slectroforética para U Ccompos-

t

us do invento e para as respectivas  proteinas aciladas. MEo

=

wderam ser evidenciadas nenhumas bandas gus pudessem ser  abri-

buidas &g slbuminasg de partida.

o=

prazenca de fervo nas bandas
dos compostos do invento podes ser detectads por meio da  o~fenan—

trolina.

A titulo de exemplo, no caso de deterninacles levadas a
cabo nos comppstos dos Exemplos 1-3, a distS3ncisa da manchs desds

a origem & 37 mm.

53 Analise sspectroscapica UV-VIS {(Shimadzu W—1560

0 espectro UW-VIS na gama 265 ragistado am
solucBes aquosas a pH = 7 gque coni@m 1 mgs/l  dos compostos  do

invenito evidencia um aumenio de absorvincia decds &3 atd Z4& nm.

b Espectro de emiss¥o de fluoresc@ncia

{Aparelho: sspectrofluordmetro Kontron SEMTS)

Oz espectros de  emissdo de fluorescinois e 460 nmoe

e
[xad

288 nm {excitacBo sm 2346 nm) mostram  uma emizs3o pobre, igual a

cerca de 1/10 da da proteina de partida

73 Espectroscopia ESR

Oz espectros  foram registados nd3c s& & temperstura

ambisnte mas também a ~1&8 *C com um ezpacirémetro Varian EID, e

eles s¥o caracterizados por um dnico pico de largura 1588 5 entre

RN 2 X W



a inclinacdo maxima e minima com um valor de g = 2,88, Estes
sinais podem ser atribuidos a complexos polinuclsares (neste caso

complexos Fe™ ) caracierizados por fortes interacgBss de permuta.

Mo puderam segr evidenciados nenhuns outros sinais qus

pudessen ssr atribuidos & presencs de ferro na forma mianonuc lear

81 Electroforese sobre sulfato de dodecilo = sodio

{505}
A electroforese fol levada a cabo sobhre el de polia-
crilamida a 7,5 % gue continha 1 % numa basze ponderal de SRS,

A= bandas electroforéticas foram evidenciadas com
Comassis Brilliant Blus. Foram utilizados os seguinke
comz padrdes de peso molecular:s miosina (256 kdl, B-galactosida—
se (116 kd), fosforilase b (97 kd}, albuminz bovina (&8 e}y
albumina do ovo {47 kdy. Em determinacies representativas, a

ferrossuccinilalbumina mostrou uma banda isolada que corresponds

ao peso mblecular de 166 kd. Ue comportamento electrofordtico
samelhante fol mostrado pela ferrossuccinil—a—la artalbumina, mas o

2@ kd.

m

28U pEs0 milecular & d

e Peterminac8o do grau de acilac¥3o e localizaclo
da acilacdo

=B
m

0 grau de aci o fol determinado n¥o sé sspectrofobo-
metricamanteg de acordo com a reacolo dos grupos aninge livees  da
proteina com ninidrina, mas tambdm ooy reace®o fluoromdtrica com

o~ftalaldeidn (3. Soo

E:L

no 2t al., Anal. Biochem., 113, 283, 1981).

Ambos estes métodos foram utilizados para avalisr s localizacdo
B &

da acilag¥o na fraccHo da proteina gue  constitul om compostog

preparados.
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Foram determinados os  pardmetros adicionais

para a Terrgssuccinilalbumina, preparada como se  descreved

-

Exemplc Z.

18} Conteddo de &cido succinico

!

£ e F-17

resulitados  obitidos provam gue 0O grupos

05 grupos  g-amino lisins sHo acilados =m mais

%3 Tol determinadeo por BLEC {(Periin Elme

i
|

AWM

de

TR

o Fud 5

coluna de 2w o 2 mm GF 18 YL SF 13288 HTPQQ sobre  Chronosorh®)

apés hidrélise de  uma guantida
MalOH 2,5 N, & 1868 =0, durante 5 hors

-

até pH 23 com HC1 & M. 0 &cido succinico liberiado &

tivamente transformsado no succinato de metilo correspondente

BF . /CH,OH.

0 succinato de metilo & determinsdo asnh as

condigdes, ubtilizando glutarato de metilo como paderdo

Azoto: 3B mlimin

Ar: E atm

Hidrogénio: 1,3 atm

Tamperatura: injecitor 235 0
coluna 148 =0

detector F.I1.D. 275 =

InisccBes: S oul

11} Dicroismo circular faparelho JASCO Se6C)

de conhecida de ums amostra

« & subssguente acidifi

Oz resuliados, registados numa gama  desde

quaﬂtita«

ssqguintes

LETROR
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209 nm em solucBes de ferrossuccinilalbumina a pH = Fa.o8m compa-

ragio com & albumina de partida, evidenciam gue & reacgio  de

succinilacio envolve
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& da gproteina. &
Figura 1 mostra o especitro de dicroismo da albumine do  soro
bovine do composto acilado  correspondents = do composto  do

Exemplo 3.

123} Especiro de RHH—iH (300 mHz; D _D: aparelho Varian
o
JEECO SooC)

0 gspeciro mostra  bandas largas = um
2.4 ppm, sinal esszs gue ss5td também  pressnte no ssEpactiro  da
albuminag succinilada correspondente, mas com uma mais nitida e
definida configuracio. 0 sspectro & mostrado na Figura 2.

i3

12b) Espectro de RMM-""C {aparelho Varian XL300

0 espectro mostra sinais em 15-78 ppm (CH alifaticord,
118~146 ppm {aromitico! & 186 ppm {carboxilico). & pobirs resolu-
o & intensidade dos sinsis em 29-32 pom (residuc hemissuccinil?

devido & pressnca do ferro, sugere uma possivel implicacHo dos

grupns succinile na ligagHo com ferro. O especiro & mostrade na

i

Figura

13} Especiro de raios X {aparelho: Difractamstro

Siemsnzs SH5D)

{1 espectro no intervalno
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r 2 desde % zté 5

fole

L

Y
L=

i
2

o

Pl
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svidencia picos gQue possam sev  atribuidos & prasenca de  cea
cristalinos, indicandoc por conseguinte & natureza  asmorf

COMDBESto.



14y DeterminocSes do peso molecular

R

For meio de filitrac8o gel sobire colunas Bupsrose &R
obvbémn-se um perfil ndo gaussianc de peso molecular com um plco

principal > 1@5 daliton & um patamar muliec largo atd i@4 dalton.

Utilizando a técnica de Dispersdo de Luz Lassr com  uma

fonte de He-Na de &328B angstrom, poténcis de sdidas de 25 miW, foi
]

159} fndlise de aminocicido

A andlise foi levada a cabo apds a descomplexac3o  do
o

ferro gue pode  interferir na andlise, sujgitando uma amostra &

hidrdliss Adcida total com HCL 24 N a 185 20 durante 24 horas o
determinando a2 composicdo de anincdcido com um analisador automéd—

d
tico {Liguimat + III kontron?! utilizando tampSss de Ma cowno

slusnies

0 periil de aminoacido £ mostrado no Quadro 1.
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1
ComposicEo go aninodoido (¥ de apinpdcido nor molel

Acido aspartico Z,1 Yalinas &,8
Treonina T.4 Metionins @.4
Berina 4.3 Isolaucinag 2.4
Acido glutEmico 13,9 ieucina 18,5
Frolina &, Tirosina .l
Glicina E.2 Fanilalanina 4,3
Alanina T Lisina FeE
Cisteina o Hiagtidina 2.8
Arginina &,

14} Protedliss

A hidrdliss

da snzima foi 1
diszolvidos em 35 ml de  tampd3o Tris-
T

M

vada a cabo tratands 25 @mo

I

Ci 8,85 M, pH = 7,4, conm
quimotripsina (5& pg) e tripsina {50 pgl. € drenado da  mistura
de reacgdo 1 ml, a intervalos de tempo definidos; =%c adiciona-
dos 2 ml de idcideo triclorpacético (TOAY. & m
da a 38588 rpm durants 118 min e o sobrenadante &

tometricamente em 2B nm contra um branco de TGO

1]

A btroca de absorvi

f

noia como uma func3oc do tempo  repre-

sentas & taxa de hidrdlise, que mostra ser comparavel & da albumi-

na correspondente utilizada na gpreparacHe do  composto para
evidenciar gus o ferro presents no composto ndoc  deve inibhir &

3o das snzimas protecliticas.



17} Imobilirac8o do ferro

A imobilizag¥o do ferro & testada pela reaccHo

desferrioramina, gue & controlada como func¥o do tempo medindo o

umento de  absorvEncis, em 467 nm, de uma solucHo gue conbdém

&
7.8 pl de desferrioxamina, 508 pg de ferrossuccinilalbumina

previamente neutralizada a pH = 7,4 am tampSo Tris-HO1 26 oM.
0 aumento de absorvEncia sa 487 nm  ao longo do tempo
confirma que o ferro pode ser mobilizado a partic ds ferrossucci-

nilalbumina. A taxa de liberitac3o & de 2,2 A& para 5 min.

18} Imobilizac8o do ferro

hissolve-se ferrossuccinilalbumina sm  dgua a pH 7
em concentragies de 8,1, 1,3, 4,8 & 19 % numa base pondera

As viscosidades das solucBes obtidas s%o analisadas  con

viscosimelro capilar ou um viscosimetro Brockfield. as solug
preparadas  com  ferroproteinossuccinilato  {uma amosktra a
obtida como se encontra descritoc na Fatente Italiana

Mg

1 136 213y s¥3o analisadas por comparagdo 8 a&s mesmas  concentras

CORE.

A visrozidade das  amostras de ferrossuccinilalbumina,
t =3

testadas, @ notoriamente inferior &

Foi  investigads, de acordo com  B. Halliwsll,
butteridge, 0. Aruoma, dnal. Biochew., 1683, Z15-21% (1987,
t

capacidade dos compostos de ferro do  presents invento

do

de
=

e



produzirem radicais OH . 5¥o utilizados como controlos Fell o]

tel

FESG4, gque s3Ho conhecidos como capazes de gerar radicais OH.

5%0 apresentados resultados reprezentativos no  Duadro

2.
S
DUADRD 2
Degradsclo de desauirriboss a ol = 4.9
—
Fa Azcwrbato em I32 nm
E22 pml Ligde uMl
Faﬁlz - 8,155
FaSﬁﬂ - 1,944
Ferrossuccinilalbuming - &, 857
Feﬁlz + 8,435
Fel, + 1,59
Ferrossuccinilalbumina + 8,45

Ma aus¥ncia de ascorbato, a formagdo de radica

i i
& significativa com o Fe30, =, numa menor gxtansdo, com o Fell

_ 4

bumina

A producHo de  radicais livrees qus  derivam da fereos-
succinila o

na presencs de ascorbato, ¢ significativamente

al .
inferior & do Fe%ﬁﬁu

28 ProducSo de radicais livres em fluidos biolsgicos

Fol utilizado o teste de blesomicina (Life Chasnistry



Report, 1987, vol. 4, pag. 113~142 - J. Butteridge, B. Halliwell)
para & determinac¥o de radicais livres, devido & presgngs de

ferro livesg, em fluidos binldgicos.

SZo tratados intraperitonsalments grupos de ratazanas
com ferrossuccinilalbumina g ferroproteinossuccinilate {prapnarado
de acords com = Patente Iteliana WS 1 156 213 (em guantidades
correspondentes & 199 mg de ferrcikg) e com sulfato ferroso  (en

quantidades correspondesntes & 25 mg de ferrofkgt.

ot

B8o recolhidas amostras de plasma apds 2, 8 & 15 hor

]
i1

wk

g & determinada a presenca de grro con o teste de bleomicina

-

{ver Ouadro 3,



Beterminac®o de ferrp lives no oo

GuUaDRO X

ot
111
0
hid

|

Froduto Fe [pMl
2 h 2 h 1% h
Sulfato de Fe o 4,1 2,6 Mt
5,2 &, 7 H
&.2 ftelie "
4.4 &,7 H
Ferroproteinoas—
suctinilato 5.2 1,5 n.d.
4.4 . u
4.1 &,% "
.8 fiatla #
Ferrassucoinil-
—-albumina fatls I Fiafie
u " "
H3 13 11
- " "
Controlos Mells .. n.d.
u . u
A ferrossuccinilalbuminag, ao contrario do sulfato
ferrose & do ferroproteingssuccinilato, n3n indus ferro livee no
plasma, proporcionando  por conseguints a susincis dos  efeitos

nocivos indusidos pelos radicals livees gue derivam do fereo.



Estudo de toxicidads

Moz testes parz a tolerSnciaz  gastrointestinal, os
animais foram tratados oralments com ferrossuccinilalbumina  fuma

amostra proparads de acordo com o Exemplo 3, amostra ss=a oue Era
significativa devido ac ssu  slevado contetdn de fereo &,  poE
conseguite, sendo potenciziments mais téxica) ou com  sulfato

ferronn o niveis mirbos

sm instantes dife
no mostrog gue as  lesliss gastricas g intestinais  sran

-1
zignificativaments menos marcadas apés & administracEo ds ferros-

i
sucoinilalbumine do gue do sulfato ferroso.

A toxicidade aguda da amostra foi comparada com & do

sulfato ferroso & os resultados s¥o relatados ne Dua

£ Terrossuccinilslbumina prova  ser suito menos  tsxica

2

do gque o sulfato ferroso s nSo deve induzir sintomas de toxicida-

de até 2668 mgihg.

A toxicidade subaguda com doses repetis
fai testada com doses de 166, 256 & &88 mgskgddia do  derivado
{equivalentes a 1, 2, 5 & & vezes o tr 1
ferrol. Nio foram tornados svidentes sinais de toxicidads durante
o btratamento.

Testes em c¥es com doses de 168, 302 5 1006 mgsegsdia
e

{1, 3 & 19 verss & dosagem te

i
i

sinals de towicidade. O sumento de peso corporal, o apetites pela
+

alimentacHo, as condicBes oftdlmicas, assim comn os dados  das

anaiises glectrocardiograficas, hematoldgicas, bioguimicazs o &
urina ni¥o diferem dos dos controlos,



“

Mo teste de Ames, 0 derivado foi testado ubilizando S

l

gatirpss bacterianas (Salmonsils Tvphimurium Th 1535, Ta 1337, Ta

1538, TA 98 = TA 188), pelo tratamento na aus@ncia 2 na presenca

de activaglo metabslice {(pela fracgﬁe do figado 8%:. HNEo foi
videnciada nenhuma actividade mutagénica.

Os epsitudos de toxicidade provam gque & ferrossuccinilal~
bumina £ tolerada no tracto intestinal, tem uma baixa axicidads

sfglida & ndo & mutagénics, sm comparag¥o com o sulfato  ferroso,
qua causa ulceracies gastricas, & mais téxico apds uma  asdminis-—
tracBo dnicse = tem proprisdades mut icas.

guUAnRGO 4

Froduto Via de administragio LDoe
Ferrossuccinilalbuming iePa mef g
Eunlifato ferroso i.pa mgikyg
Ferrossuccinilalbumina .G, (a8 O ]
Sulfato Terroso DaSa 16822 mgikg

Testes farmacroldgicos

De modo a caracterizar farmacologicaments a  ferrpssuc—

winilalbumina, foram ava ntes pardmetros:  libsria—

ii i
cEo de ferro  a nivel géstrico, absorg cingtica do ferro =2

=S
efeito antiandgmico apds um  tratasmento prolongado, utilizando

n
sulfato ferroso como controlo {em an

imais  com anemia  induzida
exparimsntalmentel. A ferrossuccinilalbuminag utilizada para
wetes testes & o preparada no Exemplso 3.



Ratazanas macho Wistar {(charles River-Calcol, em  jejum
durante 24 horas, foram tratadas oralmente com 2 mg e eguivalsn-—

tes de Felkg em sulfato ferroso ou ferrossuccinilalbumina

i
s8o mortos, o sstémago & reti
=

e

s 28 2 3% pinutos depois  do tratamento, os animais
rado 8 o ferro livre no suco géstri-

&
Fe {("Fe Lit"} {dsakod.

g

co @ dossado com o estoio

in

Os resultados gue s&  relatam no  Duadr o {gue s

i
referem a  uma amostra gue contdm 9.5 % de  fm D, Ras gus B
representativa de todos os outos compostos) mostram gque a ferros-—
succinilalbumine causa wea  libertacBn de  ferro mais  do qus 19
vezgs menor do gue  a do sulfato ferroso, o gue explica a  menor
E

gastrolesividade do composto do invento comparada com a do Feﬁﬂg,

ue & um ageniz antian@mico largaments utilizado na terapia.



QUADRD 3

Tratamento Tempns de Dratamento

Rt it

i’ 287 A

Ferrogssuccinilalbomins .8 %k 1.9 8,1 % 1.8 11,3 £ 3¢
Sulfato de ferro 1ig. 4 £ 7,5 116,7 £ 4,7 z + 18,2
Contrelos T X 2.2 27 2 1,2 4.7 2.5
M= 7
AMOVASIZ{hE mais) @ Ferrogssuccinilalbuming vs., sulfatn  ferroso
: op o4 oB,81

B. fBbsorclo de ferro na ratarana andmica

Foi avaliada a sideresiz pelo método da batofenantrali-
na {(Teste de Combinaclc de Ferro ~ Boghringer Mannheim? ns
ratazana andmica {2 anemia foi induzida por meio de dista  isen
de ferrc na ratazana Spragus-Dawley & criads com animais de dista
isenta de ferro de sm¥ss andmicas) uma hora depois do bratamento
com  ferrossuccin iina  ou sulfato ferrosc em diferentes

litados obtidos nos diferentss testes proOvaram
que o sulfato ferrosoc causs uma carga de  ferro mais elevada  do

que as amgsiras de ferrossuccinila

l.-..l

thumina.

C. Betarminacio da cinstica do ferro

Foram medidos os valores de sideremia na ratazana
anémics en instantes diferentes apds um dnico tratamento oral com
sulfato ferroso & ferrossuccinilalbuminag a2 uma dose da 8,3 mg de

equivalente de Fe. Os resultado

i

moasiram para ambos os compostos



wm pico de absorg¥c de ferro ums hora depois do tratamento  (ver

Duadro &3 .

Tratamento Tempos de fratamento
#,3F mg Felkg @ i%° &7 &5

. . . ~%E = was— o FE o feemm ThE
—albumina é &E,88 F,2 117, 3217 .4 SOR &EE6,F
++
FEED4 i 197,818, 5+ 24T REIG, 54+ BT FEIT, 24
Controlos B, EEL LA

angmicos




BUADHD & {continuacHn)}

Tratamento Tempos de tratamento
o,% mg Felkg 2h Ih ah 24h
Ferrossuccinil-
~albumina 118,3214,3° 0 1e4,8015,6"" 55,82 5,1 29,41,1
o +k
Fe:ﬂ4 261,521,544+ 219, 7328, 1++ PELPEEZ, B+ 23,810,8
ANOVA sm 2 factorsa: *x poa g8l * o4 8,85 5 Ferrossuccinii-—
albumina vs. Febl,
o 4 §,01 +op o4 2,85 @ dentro dos gru-

Fol lsvado & cabo um bratamento pralan,ﬂam durante 4

BEMENAS,; na ratazans andmica, por administracy

E'.l;'

oral de ferros-
succinilalbuming ¢ sulfato ferroso como con trolo, em doses de 3,

1 e 28 mg Felkg/dia.

=2 animais, em grupos de 5 animais cada um, Toram
=

mortos nos dias &, 7, 14, F1, I5 & 42 a partir do tratamento.

= dados dos niveis de hesmoblobina hemiatica g de  ferrno

ehringsr Mannbsimi,
re

ju]

no =o0rn {(Teste  de Combinacl3o de Fereg - B

chtides com o composto preparado come s desc =it nor Exemplo 3,
=30 indicados no  Buadro 7. Eztes resultados mostram gues os
compostos s¥o equiactivos na reoosiclo dos niveis de hemon plohina,
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J

Fardmetros hematologicos

rataranas ans
{5,

ARV o

1¢ = 28 m

gusbRfy 7

durante um

micas m diferentss compost
g Felkgidial {Madia
3,81 ¥ p ¢ 8,85 vs.

tratamento de

Denmanas (=311
ontfFm  ferro

controlos andmicos

Fardmetros

trata

mento

nematoldégicos mg Felkgldia & 7 14

Hemoglobina Controlos normais 153,351.6 Gaats,5 15,738 ,4

{mg/dl} Controlos ansmicos PO o % R ot S IO & 0kE, 2
Ferrogsuaccoinil-

b g

-albumina 3

il
-
b
i+
ot
&t

¥

s
Ferrossuccinil-
-~albumina 18 / 16,8568,7 11,128, 4
Ferrossuccinil-
—~albumina 38 £ 11,3826, 3 12,880,2
FeSo, 3 / 8,016,37F  7,910,90F
F&9ﬁ4 1g i 11 ,24068,1 11,.2%%.8
FeBld, 3@ £ 11,559, 3 12,153,232
Ferro sérico Controlos normais / 228‘?ii*45*$ ili,.8x1l g ¥¥
{pgsled mly Controlos andmicos I .9 4,50 EB.vF 3,7
Ferrossuccinil-
—albumina 3 £ 27 1ix 1.6 54,2% éq“$

Feorrossuccinil-

~glbuming 18

o

o,
o,

"Haey

123,514, 4%%

SRR
ik
ig

-‘-J

Bt

oW i

b fnd
i
jag
i+
..;::

o3

+ M
Jand

fd -fu-

JURUUR -
183, f’ﬁ"ﬂvv" <

ShE

q - A M WS
147 ,3534,2




gUanRnD 7 {continuacHo}
Faridmstros
hemato Tratamento ODias de tratamento
ldgicos mg Fefkgidia 21 =8 3 432

Hemo— Controlos normais  13.838,3 i5,6E2,2 15,138.5 14,5830, 8
globina Controlos andmicos 4,836,.8 JEIES 25 FLlis. B g,ix1.4
{mg/dl} Ferrossuccinil-

~albumina 3 9,748,670 1@, 241,60

Ferrossuccinil-

~albumina 19 13,146,3 13,016, 1 IL.TES,1 0 14,9%0,1

Ferrossucoinil-

~zlbumina 3 11,949, 4 12,939,353 14,1%9%,7 12,7%9,5

FesO, 3 2,521,8°F  11,54e, gFF

FeBl, i@ 12,8650, 4 12,535, 4 13,658 15,40, 7

FeBl, 3¢ 11,7+6,2 12,728,131 13,1+5,4
Ferro  Controles normais 121,127,307 118,5£19,0 139,3%9,8 146,518,1
sérico ¥y % H
fupgs Controlos andmicos 34,2133.6 I@,7E 2,8 48.,438,%9 T4,7%146,.9
A182 @l Ferrossuccinil-

~albumina 3 77,5511,9% 143,5:38,0%t

Ferrossucoinil-

—albumina 18 153.5% 8,5 87,6 4,3 113,5x2,3 202.8%146,9

Ferrossuccinil-

8

—albumina

1336+ 9,1%% 112,42 8,0 133,5:4,0

EEE.3

(3%,

14a,1




0= dados anteriores provam gue a ferrossuccinilalbumina

& um complexo de ferro 2 protedina (o conteddo de  ferr pode

i

variar desde I até 26 ¥ numa base ponderall, sendo a comnponents
proteina & albumina ou a lactalbumina extensivamente sciladas,

principalmente na cadeia lisina, como ficou evidenciado por

andlises Fisico-quimicas, particularments & electroforess,
composigdo de aminocdcido, contsddo de dcido succinico, (RMNY, com
estrutura desorganizada {dicrodsmo circular—0D).

A proteina pode complexar com slevadas guantidadess  de

ferro na forma de um  complexe hidratado polinuclear (EBRY  com

"'l"

estrutuwra amorfa, em gue os aguo-complexos sX¥o  mantidos  em
profteina succinilads, formando desta mansira  uma

£

. R e

estrulura agregada com  pesos molesculares maiores  do gqua  1eT

Dalton.

=N

= compostos que se obtfm s¥o altaments inscliveis om
m2io acido e altamenite soliveis sm me o

oS de valoer de pH nsubro oo

Oz compostos s8o caracterizados por uma muito  baixa

i
toxicidade no animal, devido & libertacio de tracos de farro, que

ot

nan podem dar origem & um asumento de radicais livres. Os sF
cima mencionados sHo completaments  imprevistos o oo devidos &

presenga de zlbumina no composto.

HE}

i

sresanhs inve

"i

to  tambdm se refere & utilizacdc dos

T
n sgent

novos compostos oo g8 eficazes no tratamento de anemias,
assim como a todos os aspectos industrisis relacionados com isto,

incluindo & sua utilizac%o oam Eampmsigwés fawmas?mticaag gque

constitusm um oubro chisctivo BRI

Iy
P
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conpostos  do  pressnte invento  podem 2 incorporados Em



omposigdes farmacButicas, particularmente es formulacSss adsgua-
& £

Fara a administracdo oral, os compostos s3o  formulados
=

t
na forma de comprimidos, pds dispersiveis, cdpsulas, drageias,

gramilados, suspensBes, xaropes, elixires ou  solucles. Az
preparacoes para a uitilizacdo oral podem conter um ou mais  dos
sucipientes  hahitusis, tais como  adogantes, aromatizantes,
corantes, agenies de cobertura e de conservaclo, de modo &
obter-se uma preparaco agraddvel 2 saborosa. =  comprimidos
podem conter o ingrediente activeo misturado com os  excipientes
farmaceuticamente acsitdveis habituais, por semplo diluentes
inertes, tais como carbonasto de calcio, lactose & talco, agentes
de granulacio e desintegrac¥o, tais como  acido alginico 8 car-

bovimetileeglulose de sédic, agentes de ligacHo, fais como amido,
Frall

gelatina, goma ardbica & polivinilpirrolidona, agenies de conser—
vagHo, tals como benzostos ou hidroxibenroatos de metilos, eotilo,
prropila, bubtilo ou de metais alcalinos, & lubrificantes tais como

i
talco, estearato de magnésic, 4cido estedrico, palmitoestearato

il

u N
u

de glic a2 sanzihanites.

Oz xaropes, slixires, suspensBes e sclucBes si3o a ol IaF- T
rados de acordo com os métodos conhecidos. Conjuntaments com o
ingrediente active, sles podem conter agentes de suzpensdo,  tais
como propileno-g

1
de traga:antag agentss m

ilsnossorbitanc & os
habitusis conservantes; agsentes tensicactivos, adogantes =
agentes de  tamponizacHo. A adig8o de um hidréxido de  metal
aicaline pode, por veszss, ser necsssdric. &3 formas mais prefe—

ridas das referidas formulacles farsacSuticas s¥o  constituidas
por ampolas b

=3
uspanss axtanporaneamente em Agua.

I,l' 1



ive Doder variar

o compost

Os reszultados eficares =30 geralments obbidos
compostos do presente invento em  dosagens didrd

numa gama desde cerca de 5 abd cero
ral. As formas de dosagem farmacBotics
carca da ]

.‘:g
taments com um ou mais dos  aoe
i

sslidos ou liguidos convencionais, & slas

uma o mals veses oor dia.

Um comprimido contéms

Ferrossuccinilalbumina {Exemplo I}
Falmitoestearato de glicerilo
Carbovimstilicelulose de sadic
prHidroxibenzoato de metilc
p-Hidronibenzoato de propilcs

Exemplo 18

Um comprimido conbéms
Ferrossuccinilalbumina {(Exemplo 12

Falmitosstesarato de glicerilo
Carbovimstilceluloss de ssdio

p-Hidroxibanzoato de mstilo

p~Hidroxibenzos

!L‘J
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Exemplg 11
Unz ampola bebivel contém:
Farrossuccinilalbumina {(Exemplo 3} 488 my ARG mg 1299 mg

Fropilenoglicol 196G mg 1509 mg 3208 mg
Benzoato de sadio 3T mg 52 omg 19T mg
p-Hidroxibenzoato de metilo S8 omy 45 mg 75 mig
p-Hidrowibenzeato de proplleo 12 mg 22 my 45 my

& mg

feonde

Pl

i

Du]

ot

N
=

Yai)

Sararina de sadio

Caramelo {(E 1539} 198 my 28% mg 79 my
Hidréxido de sddip 1 M 16886 mg 1508 mg 388% mg
Agua depurada g.b. para 1% mi 15 ml 3 ml

Fremplog 12

Uma ampola bebivel contém:
Ferrpssuccinil—as—lactalbumine (Exemplo 3} A58 myg
Fropilenoglicol 14833 mo
prHidrozibenzoato de metilo S8 my
p-Hidrovibenzoato de propilo 48 myg
Sacarina de s&gio 38 mg
Caramelo A my

Hidrdxido de =4dio I N 1538 mg

Apus depurada g.be pars 28 ml




Exemplo 13

Uma ampola bebivel contém:
Farrogspartilalbumina 138¢ mo
Metilocelulose BOS m
Benzoato de sadio TE

prHidroxibenzoate de prop

4
Lot
Tt
]
by
e
3
I}

Sacarina tde sddio I8 oag

Hidréxido de s&dip 10w

Focte
5
s
[

mg

Agua depurada g.b. pars ml

oste
L



REIVINDIDADMES y

i2. Frocesso para & preparac3o de albuminass aciladas
com residucs de dcido di:arbexilicag gue contfm ferro numa  forma
bicdisponivel, caracterizado por se proceder & acilac¥o  das
referidas  albuminas com residuns de  Acidos dicarbonilicos,
sgguido de reaccdo das albuminas aciladas obtidas, de prefer@ncia
sn meln agqunsa, com ides foreo.

28. Processo de acovdo com & reivindicaclo 1, caracte—
rizado por as albuminas aciladas derivarem de albumina bovina ou
de lactoalbumins

A2, Frocesso de acordo com as relvindicacHes 1 e Z,
caracterizado por as albuminas serem aciladas com rsziducs  de
acido dicarboxilico escolhidos de entre os dos adcidos succinico,
glutdrico, malgico, malico, maldnico, aspariico = glutEmico.

42. Frocessc de acordo com & reivindicacd3o 3, caracte-
rizado por as albuminas seren aciladas com residucs succinilo.

52, Frocesso de acordo com gualousr uma das  reivindi-
cactes 1 atd 4, caracterizado por se ohterem compostos gue contda
de 5 ate 28 % de ferro numa base pondsral.

&2. Frocesso para a preparacHc de compostos gue cont@m
ferro bicdisponivel, caracterizado por se a partir de albuminas
aciladas com residucs de dcido dicarboxilico =& s submetsr esstas
a interacg¥o com ifles erro num meic aquosc  de pH gue se situs
numa gama desde 2 atéd 12, preferivelmente desds I ats 7.

78. Processo para & preparac¥o de composicBes  farma-—
cEubicas, caractss ado por se incluir nas referidas composicBes,



coms ingredisnte activo, um composto de acord
até 4, iuntamente com um agent

adequados .

82, Frocesss de acordo com & Fe
rizado por se  inclulr nas referidas  composi
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F2. HMeétodo para o tratamento de condicHBes angmicas  em
e

animais de sangue guente, caracterizado por

nistragic de uma dose terapeuticamente sficaz

de# acordo com a reivindicacHo 1, doss sssa gu

compresndsr a  admi-
de um dos compostos

2 =2 siltua numa gama

desde cerca de 1€ até cerca de 56 mg/kg de pesc corporal .
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Lisboa, 13 des Movembro de

.

‘ J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial
RUA VICTOR CORDON, 10-A 32

1200 LISBOA
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