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— 0 M. 0. 1. revela-se com interesse, principalmente por apresentar técnicas
especializadas e diferentes para pesquisar quer os antifermentos orgi-
nicos, quer os antifermentos inorgénicos, orginicos termoestiveis e vold-
teis em meio #cido.

— Pode ainda distinguir entre os antifermentos orgénicos, aqueles que tém
comportamento diferente em relaciio as variacdes de pH.

— Agsim, entre as substincias antifermentativas ensaiadas, apenas a acti-
diona e o sorbato de potéissio na dose de 300 a 400 mg/l, foram acusadas
nos testes a pH 6.

— O valor dos dois métodos sobressai por se completarem, permitindo néo
s6 esclarecer os casos duvidosos que poderiam conduzir a recultados
falsos positivos, como também; fornecer uma possibilidade bastante lata
de pesquisa, orientando sobre a natureza das substincias antifermen-
tativas eventualmente pre o que facilita uma posterior confirmacgéo

Biological method eCting . antl ve substances in wines

In this study we poi out t lva { that can result from the use
of the biological methods in seq _ fermentative substances.

Thus, they permit to- deteet — sral way when they are added
fraudulently to a wine. £ :

Looking to the great ‘qua Y i which' can be used, some of them
acting in very low concent 15 6 sware of how difficult and slow it
would be its chemical research:&-/ 8800

So, the biological research, #h often of very difficult interpretation
can, not only, indicate the presence of ‘an antifermentative product, as well,
through particularized technics can elucidate the analyst about the nature of the
material eventually present, simplifying widely a future chemical confirmation.

In this semse, we made essays to experiment the methods of biological
research by adding several antifermentative ,pruduxfts in different concentrations

Cem bt aij%){éi}'ﬁﬁﬁfn acdo -

._ ‘_l r- ,;_ : ,;: _:__..‘ 11 a ﬂl-.“".
So, we tested its efficaciousness through tﬁe‘sengiﬁt‘y 'Hét‘éit!-éd \iﬁjthe
assays e wi ubmitted to known concentrations of such substances.
B4 OrERTdbS Farmaceuticos
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ESTUDO ANALITICO DO CLORIDRATO
DE PIRITIOXINA (*)

GERARDO MATTA k" E. SiMOES LopEs

A piritioxina é um dis eto, de” piri a, sintetisado e investigado origi-
nariamente por autores dlemfies”dovDepartamento de Pesquisas de E. Merck
(Darmstadt) sob as siglag 36<E 1% 4 , \

Do ponto de vista quimieo trataise/dum derivado dissulfurado da vitamina B,
precisamente o clmsulfu 6 ' . 8-hidrox il 2-metilpiridol- (5) -metil, com-
posto usado em Cl[mca a forma dicloridrat rist.ajizadn com uma molécula
de dgua. Apesar da sua filogeni ip-bem patente’ na formula de estrutura
adiante publicada, o compa ietihuma das acgdes vitaminieas espe-
cificas da vitamina B,, confo i” experimentalmente por métodos
mierobiolégicos e ensaios carew rativos :

Do p{mto de vista toxicologico eomstafou-se que a DL 50 da piritioxina no
rato, por via endovenosa, era de 225 rng {14 dﬁ.peso corporal; na ratazana e no gato
registaram-se valores de 500 mg/kg e 124 __mg,’kg, respectivamente, Pela via sub-
cutiinea, a DL 50 no rato é de 3,17 g/kg e na ratazana, de 3 g/kg, valores que
se elevam respectivamente para 6, 14 g/kg e 6 g/kg quando a droga é adminis
trada pela via oral, Como se vé, as doses téxicas de piritioxina séo relativamente

(ﬁfmfa *ﬁfmﬁmmﬁﬁmwmﬁm eatica™

o Depa mentu armacolégico .dos ].@,hﬂl‘ﬂtl}ﬂns de Pes-
qu:sas d H. ﬁzﬁ* Eyﬁ{l‘e@] qm&pxpenmentms
em animais de labora rm, umenta 08 no .':ent o de averiguar a accdo da piri-
tioxina sobre o sistema nervoso central. De uma maneira geral foi possivel
demonstrar um efeito calmante em experiéncias realizadas sobre varias espécies
animais. No gato, sujeito 4 administragio prévia duma dose de 150 mg/kg de
piritioxina, os investigadores constataram um efeito tranquilizante que perdurou
por vezes durante 28 horas. Noutras experiéncias em que foi utilizada a ratazana
como animal de experiéncia, a prova do salto com concomitante anilise do compor-
tamento do animal ndo levou a resultados idénticos, ndo tendo sido observada

(*) Produto quimico de sintese patenteado por E. Merck (Darmstadt) e especializado por esta firma
sob a marca de fibrica Bonifen.
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qualquer accdo tranquilizante, No coelho, verificou-se uma accdo disereta, mais
do tipo analgésico-central do que do tipo tranquilizante.

Como anti-convulsivo, a droga ndo exerceu qualquer accio nas convulsées
provocadas na ratazana pelo pentametilenotetrazol ou pelo cloridrato de eocaina,
Contudo, quando os animais eram préviamente medicados com tio-semicarbazida,
conseguia constatar-se algum efeito anti-convulsivo, nas contracedes induzidas pela
eocaina, A piritioxina produziu portanto efeito anti-convulsivo, apenas na pre-
senca de dismetabolia eerebral,

Na anestesia geral pelo hexabarbital sédico, na ratazana, a piritioxina pro-
longou a fase da exeitacio.

De uma forma geral, nos diversos ensaios realizados, os AA. observaram,
conforme o método de ensaio utilizado, uma accilo tranquilizante ou sedativa ou,
eéntdo, um efeito excitante central.

No decurso do estudo farmacolégico-inicial do firmaco, levado a cabo pelos
investigadores da E. Merck (Darmstadt), foram também. investigados os efeitos
da piritioxina sobre o aparelho cireulatér iragdo. Os autores constata-
ram que a piritioxina, administrada e icas, nio exercia qualquer
influéneia na frequéneia respiratiria, quéncia do pulso,

QUADBECK, LANDMANN, SACHSSE CHMIT iniea, Neurologica da Universi-
dade de Homburg, em artigo public edieina Experimentalis, deram
conta dos seus estudos experimentais”dcerc rte de fosfato, sidio e
glucose através da barreira hemal refilica, so 1éncia ' da piritioxina,
piridoxina, piridoxal e desoxipiridoxina, pxina, na dose de 200 mg/kg,
reduziu o transporte de fosfato, aumentando por outro o de sédio. Demons-
trou-se igualmente o aumento de transporte de g da barreira hemato-
encefilica, aumento que se mant 4 Marcado mesmo depois de
terminar a terapéutica. Simult@dneang “gamprovaram um aumento
de actividade cerebral. : ;Q /

Outras investigacdes permitiram co a nfluéneia da piritioxina na
assimilagdo do C", procedente da glucose gan ea, nd. fraccio lipidica do encé-
falo. O aumento do transporte de sodio-através da barreira hematoencefilica sob
a influéneia da piritioxina permitiu conclui¥ que a droga possui uma accdo esti-
mulante central, diminuindo o transporte de fosfatos do sangue para o gistema
nervoso central e aumentando, por outro lado, o transporte de glucose e sddio
no cére i S il s v i = A pe

oCEntEa.dde.Recmentacig. Farmasiutica
mite considerar o emprego terapéutico do composto em situagfes em que como
concequéncia de peRurbCRy 04 nyiche ey 7vyol 3 {alenp ] 4o Clrteira
como acontece apds traumatismos crineo-encefélicos, ataques apopléticos e inkoxi-
cacoes com lesdes centrais. Como no edema cerebral traumitico se observa um
acréscimo absoluto de dgua, sddio e potdssio no tecido cerebral, traduzindo uma
perturbaciio reversivel do metabolismo com faléneia subsequente do transporte
activo na membrana artrocitica, a piritioxina reveste-se neste caso dum interesse
particular, visto influenciar o metabolismp cerebral no sentido da sua norma-
lizacao.

Por outro lado, a activacio metabdlica sugerida pelo comportamento do
transporte sédio-glucidico, deve ter significado particular no emprego da piri-
tioxina em geriatria.

Uma extensa documentacgio cliniea comprova hoje o wvalor terapéutico da
piritioxina, particularmente no dominio da neuropsiquiatria e da geriatria, confir-
mando no plano terapéutico os dados farmacolégicos acabados de resumir e
deixando prever resultados promissores num campo particularmente difieil da
terapbutica clinica.
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Do ponto de vista analitico, o dicloridrato de piritioxina apresenta-se
como um pd branco, cristalino, de sabor amargo e salino, sem cheiro aprecidvel,
folivel na dgua, menos no alecol e muito pouco nos solventes orginicos vulgares.
A sua férmula bruta é: Ci. Hx O. N: 8, 2C1H, OH2, correspondendo-lhe a seguinte
estrutura quimica:

0 simples examé des nula d : a sugere i priori alguns métodos

cldssicos de andlise fu ‘ : al para identificacio e doseamento da
droga: espectros LV, e W B a8 rionajs caracteristicas dos grupos
fenol, &lcool primério & g nret '
) v or-se em evidéncia pela formacdo de
complexos corados qom 08 e @ férrico, devidos a ligagdes de hidrogénio.
Também pode identificar-secpe iefio de um composto corado indofendlico
por reacgio com o cloridrato . d.ie‘t.il _p-fenilenodiamina, em presenca do
ferricianeto de potdssio. .

Esta ultima reacgio pode- representnr—se pelo esquema seguinte:

Centrpsde D lmcggn"tagz ‘arme

d N w0 T
Otdent Gos Farmegeuti
R_R'

L5 O
RN

Adicionalmente, o ferricianeto oxida também a funciio dissulfureto a Acido
sulfénico, reaccdo que pode aproveitar-ce para andlise quantitativa.

A fungio dlcool da piritioxina pde-se em evidéncia pela fluorescéncia ce
teristica da eianidrina do aldeido correspondente. Este aldeido obtém-se por
dacio suave da droga pelo biéxido de manganés. A equacdo que traduz o fendm
¢ a seguinte:
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CH20H CHOHCN
—[ )w :E )ﬂ “ R" R

Todavia, o processo nio é guantitativo devido & oxidacdo parcial da fungio
dissulfureto.

Por tltimo, a funcido dissulfureto pode ser titulada com bromo, formando-se
duas moléculas do Acido sulfénico correspondente. O facto de se encontrar livre
a posicio para em relacdo ao gl'upa fenéimo pnsmblhta igualmente a bromacgio
da molécula: 1

CH20H

~CHz5-5-CHy

O estudo destas reaccoes funeic
identificacdo ¢ de doseamento da g

"J
PARTE EXPER[MENTAL

I. METODOS DE IDENTIFICACAO

panto de q; base e o estudo dos eapectros no L.V. e no U"u" foram

sxliang frojertichs by ey piansdesdinyviprucy it

identificaca
' m"cdfamﬁrdem dos Farmacéuticos

a) Ponto de fusio

Neutralize até pH=7 um soluto a 10 % de dicloridrato de piritioxina, Filtre
¢ lave os cristais formados, primeiro com égua fria e depois com metanol. Seque
a 50° no vécuo, em presenca de anidrido fosférico, até peso constante. Ponto de
fusiio da piritioxina base: 219,5°-220,6° C (tubo capilar).

b) Espectro no U. V¥,

O espectro de absor¢io no U.V. de uma solucdo de dicloridrato de piri-
tioxina em #cido cloridrico 0,1 N apresenta um miximo a 296 mg e um minimo
1%
a 260 mg. O primeiro é adequado para a determinag¢io quantitativa: E
1lem
= 378,
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O espectro de absorcdo no U.V. de uma soluciio de dicloridrato de piritioxina
em hidréxide de sédio 0,1 N em metanol a 90 % v/v, apresenta um méiximo a

314 mu € um minimo a 277 mp, O primeiro presta-se igualmente para a deter-
1%

minagio guantitativa: E 314 mpu = 24,5.
1em

c} Espectro no 1. V.

Os espectros de absorcdo no LV. de pastas feitas com nujol e hexaclorobuta-
dieno de dicloridrato de piritioxina pura e seca constam das Figs. 1 e 2.

woo ‘w0
Fig [1 = Piritioxina (Mult de Nujol)

L5 -

i

Fig. 2 = Piritiexina {Mull - HCBD)
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d) Idemtificagio da fungio fenol

Junte V gotas de S.R. de sulfato de cobre (F.P. IV) a 2 ¢e de um soluto
a 1% de dicloridrato de piritioxina: forma-se coloracio verde. Proceda da mesma
forma usandoe S.R. de cloreto férrico diluido (F.P. IV): forma-se coloracio wver-
melho-acastanhada,

¢} ldentificacio da fungio dlcool

A 3ml de uma solucio de dicloridrato de piritioxina a 100y/ml junte 0,2 g
de bidéxido de manganés e agite 10 m. Filtre, junte 10 ml de fosfato de potdssio M
e acerte a pH = 74 com Acido cloridrico N. Junte 2 ml de soluto de cianeto de
potdssio a 0,4 % e mantenha por 15 m em banho de vapor. Acerte a pH =95
com amodnia a 6 M e observe sob luz U.V, » = 366 mu. Aparece uma fluorescéncia
verde., .

2. METODOS DE DOSEAMENTO e

a) Doseamento microanalitics do
de Schiniger: / g

Técnica: Tome para ensajo cal g del o drato de piritioxina, pesados
com precisdo, Como liquido abgoryénte ml de oxido de sédio N/10, 6 ml
de dgua e VI gotas de dgua oXigena Pt |

Depois de queimar a amostra conseante a téel geral de Schiniger, agite
o matrias por 10 m e deixe em | por ve a rolha e as paredes do
matris com 2 m| de dgua, Ferva wrrefega e soluto a pH = 3,6 usando
hidréxido de sédio 0,02 N\ ou aeldo/aZétice. 0,02 afdo S/R. de azul de bromo-

fenol como indicador. \ v~

Junte 1 ml de &cido 'ncétin@m~ ia acetona, 0,8 ml de S.R. de
ditizona como indicador e titule e ﬂ-"‘hitmtq de chumbo 0,02 N até
viragem para vermelho. . y

Execute um encaio a branco_e desconte o'seu-valor do valor acima obtido.

Cada ml de nitrato de chumho 8,02 N corrésponde a 0,3207 mg de enxdfre.
O cloridrato de piritioxina contém 13,93 % de S, tolerando-se um afastamento de

2 % deste valor.

o) ( Dasganiento bremometripa a pirinina’) {21010 Farmaceutica

Os dissulf; ;eto do exidaveis pelo br dando ‘deri\radq; sulfonicos. Neste
caso uma mo@la AIHGHE I brad Y51 AETRCEHI LIGOS

Téenica: Tome para ensaio ca. 0,1 g rigorosamente pesados de dicloridrato
de piritioxina seeo no vdcuo sulfdrico. Dissolva em 20 ml de dgua e junte 5 ml
de Acido cloridrico cone. e 50 ml de soluto de bromo N/10. Agite meciinicamente
por 15 m e deixe em repouso por mais 15 m. -

Junte 20 ml de soluto a 10 % de iodeto de potdssio e titule com soluto N/10
de hipossulfito de sddio.

Execute paralelamente um ensaio a branco e desconte o seu resultado. Cada
ml de soluto N/10 de bromo corresponde a 3,28 mg de C. Hx O. N: 8., 2CIH, OHZ.

O dicloridrato de piritioxina deve corresponder no minimo a 98 % de C. Hs
0. N: 8., 2CIH, OH2.

¢) Doseamento colorimétrico da piritioxina

Uma reacciio mais especifica e sensivel, particularmente aconselhdve] para
o doseamento do principio activo em formas galénicas, é a que se basein na
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reaccio da NN-dietil-p-fenilenodiamina com o dicloridrato de piritioxina que em
presenca de um agente oxidante, como o ferricianeto de potassio, di origem &
formaciio de um corante indofendlico, de cor azul, extractivel pelo benzeno.

Téenica: Prepare uma solucdo padrdo de dicloridrato de piritioxina em fgua
a 30 mg %. Use como solucdo de trabalho uma diluicio a 2,6 % daquela solugio.

Para ampolas de decantaciio, pipete sucessivamente: 10; 7,6; 5; 4; 8; 2 ml
da solucdo de trabalho, completando 10 ml ecom édgua, Adicione em cada caso,
3 ml de tampiio de fosfato de Sérensen, (pH =1T), 1 ml de S.R. de cloridrato
de dietil-p-fenilenodiamina e 10 ml de benzeno. Agite.

Junte, gota a gota, deixando escorrer pelas paredes da ampola, 1 ml de S.R.
de ferricianeto de potéssio a 19%. Agite durante 30 segundos. Separe a fase
aquosa e filtre a camada benzénica através dum pequeno tampdo de algodio
coberto com sulfato de sédio anidro.

Execute um branco com os reagentes.
Leia no espectrofotometro as densidades épticas das diferentes soluges a
6056 mg, contra o branco, em tinag.dewwidro de 1.cm de espessura, Verifique a

boa obediéncia & lei de Lamberf-Beer, na Zona de' concentracdes compreendida
entre 16 e 150y/ml de diclorids £

RETO DE PIRITIOZINA

Centro [de Documenfacao Farmacéeutice

o] Ordem dgb Farmaceuticos

5 25 30 1375 565

Fig. 3
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CONCLUSOES

Os métodos analiticos acima descritos permitem verificar rigorosamente a
qualidade da matéria-prima e das respectivas formas galénicas, tanto durante o
fabrico como no produto acabado, sob o duplo aspecto da identificaciio e dosea-
mento do principio activo, Fornecem igualmente uma base analitica para o estudo
da estabilidade da piritioxina em preparacdes farmacéuticas.

SUMMARY
Qualitative and quantitative tests for pyrithioxine

Methods for qualitative and quantitative analysis of bis (3 hydroximethyl-
-2 methylpiridol (5) methyl) disulfide, dihydrochloride, are described..

They include colorimetric and ﬂunrumetrm reactions for identification of
this eompound, U.V. and LR. spectx roanalytical, bromometric and colori-
metric methods of assay ‘are alsd dese: | {Colorimetric assay is based on the
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OS METODOS INSTRUMENTAIS EM ANALISE
FARMACEUTICA — IIl —a) ANALISE POLAROGRAFICA
DO PANTENOL EM PREPARADOS MULTIVITAMINICOS

GERARDO MATTA > “E. SiMOES LoPES

A1 - /

Do ponto de vista analmcu mif espectro utilizdvel no U.V. nem
estd descrito o seu doseamento polarogr e todos os métodos instrumentais
56 lhe pode ser directamente aplicada a palar}mefrm. com os seus conhecidos
inconvenientes de fraca especificidade e-de bai%a sensibilidade. Com efeito, esta
téenica 86 convird para solugdes injectdveis muito simples ou no controle durante
o fabrico.

il R e TR BN i o

tante, em presem;n do E-amzno-l -propanol, prewament,e h]oqueadn com formol.

Todo 5 atin] ogea t
do pa.nten:l zm pro 3 mqmam }tﬁ t:emm Enllagm un!??p ilise rréena:

reac¢oes coradas recomendadas, sfio executadas sobre os produtos dessa hidrolize,
o que lhes diminui bastante a especificidade.

WoLLisH e ScHMALL (') convertem o pantoil-lactona, proveniente da hidrélise
écida no correspondente ficido hidroximico, tratando com hidroxilamina em meio
alealino e medindo a cor caracteristica do hidroxamato de ferro formado por
adicio de cloreto férrico. E sabido que a maioria dos &acidos carboxilicos dio,
igualmente, esta cor, Os mesmos autores (*), doseiam também o outre produto da
hidrélise, o 3-amino-1-propanol, com 1,2-naftoquinona-4-sulfonato de sodio. Este
processo oferece melhor reprodutibilidade, A mesma substincia pode dosear-se
colorimétricamente com a 24-dinitrofenilhidrazina ().

SzaLkowsky e Davipson (') doseiam o dcido pantdico ou a sua lactona eom
2,T-naftalenodiol, em dcido sulfirico concentrado, obtendo um complexo verde ama-
relado, ScHMaLL e WoLLisH adaptaram ao doseamento do pantenol em preparados
multivitaminados um método baseado na reaccio do £ alanol com a 1,2-naftoqui-
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nona-4-sulfonato de sodio, assim como um outro método com ninidrina, descoberto
originalmente por Moor e STEIN (°).

0 estudo critico de todos estes métodos revela antes de mais nada o incon-
veniente da hidrélise inicial que alonga extremamente o tempo de andlise, o qual
chega a atingir na hidrélise dcida 8 horas. Depois, a falta de especificidade, obriga
sempre a inclusio de um ou mais passos de cromatografia em coluna. Por fim,
as reaccoes coradas fornecem em muitos casos produtos instdveis e a leitura
espectrofotométrica tem de ser feita em periodos curtos: 60 segundos no processo
do hidroxamato de ferro. .

0 método que propomos baseia-se na formacdo de um complexo estdvel
entre o pantenol e o ifo caprico seguido do seu doseamento polarogréfico. Foi-nos
sugerido pela reaccio de identificacdo da D. A, B, 7 para o pantenol, com sulfato
de cobre e hidréxido de potéssio 3N. Aumentdmos-lhe a sensibilidade usando hidré-
xido de sédio a 30 %, o que contribui de resto para formar uma boa soluc¢do de base.
Os produtos corados presentes nio interferem a niio ser que sejam polarogra-
fiveis a potenciais de baixo valor absoluto.

A grande vantagem do métedo proposte eside sobretude na eliminagdo da
hidrélise e das evaporacoes ou concenfrago: dispensdveis nos métodos anterior-
mente apresentados. "

Em produtos mu]tmtam!n : gparar o pantenol da vita-
mina B: e de produtos gue poSsamviguald ofmar complexos com o cobre,
como por exemplo, a vitamin . ) ) segue-se eficazmente pur
dois processos: cromatografia em resinas AL g i0es ou tratamento prévio
com sulfato de cobre a pH mais b Jue. o . inal.

A partir de uma solugio p i

ram-se diluicdes a 0,5; 0,3753 0,25 eal; que serao usadas na determi-
nacio da curva de cnhbracan. Tomam-se pard ensaio; em tubos de centrifuga,
20 ml destas dilui¢bes e juntam-se sucessivamente: 0,56 ml de sulfato de cobre 2N,
1 ml de hidréxido de sédio a 30 % e duas gotas “de soluto recente de gelatina
em fgua a 1%. Misturam-se as solucdes e deixam-se 156 m em repouso. Centri-
fuga-se durante 5 minutos, verte-se o soluto limpido para a tina polamgrﬁfica.
fazC.e passar azoto jexecutn-se a polarografia nas fmnws condicdes:

entro de Dqg 1]@11;@01):;]%(10 armaceutica

tura da col

Pol jﬁ;‘ mal entr n —1 volte.
Se{ EI0] A EtHTlHCE‘UtICOS
Corrente do cundenaador 1. ampmg L
Sentido directo. Velocidade de registo : 3.

Executa-se simultineamente um ensaio a branco para determinagéio da cor-
rente residual que se desconta dos valores obtidos.

O polarégrafo por nds empregado é da marca ORION, Os resultados estdo
expressos nas figuras 1 e 2.

1. APLICACAO A MEDICAMENTOS MULTIVITAMINICOS

O método descrito foi apliecado na determinacio do pantenol num soluto
injectdvel de BECOMVITE, contendo vitaminas B, B: Bs, PP e B... O método
funciona eficazmente desde que se eliminem préviamente as vitaminas B: e B« 0
que se consegue por qualquer dos processos seguintes:




g _J_g. il by
f,,t—-li-iﬂ»"
R

—

) Cromatografia em resina de Amberlite IRA 400-OH,

Toma-se para ensaio um volume correspondente a 12,6 mg de pantenol e
deposita-se sobre uma mtm de Amberlite IRA 400 —OH com 6 em de altura
e 1,4 em de diimetro.
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Nuli CURVA DE CALIBRAGCAO DO PANTENOL

mg/ml

Regenera-se a coluna fazendo passar 50 ml de hidréxido de sédio a 10 %,
lavando com 25 ml de fgua seguidos de 50 ml de acido cloridrico a 10 %; nova-
merite, adgua e, i 1_de_hidroxide de sédio a 10 %, lavandp até
»re i DI AREtATE & FarMaceltica

Apbs a absorcdo do soluto injectdvel na coluna, elui-se com agua até com-

P G o Gl v oo b i S Al S ™

b) Tratamenio prévio com sulfato de cobre.

Alternativamente pode obter-se o mesmo resultado usando o seguinte método:
toma-se para ensaio o volume do medicamento correspondente a 12,5 mg de pan-
tenol, dilui-se com Agua até 15 ml e junta-se 1,5 g de sulfato de cobre. Agita-se
até dissolver, juntam-se 3 g de hidrdxido de célecio e deixa-se em repouso, agitando
ocasionalmente, durante 30 minutos. Filtra.se por placa G4 e completam-se 50 ml,
lavando de cada vez o copo e o residuo sélido, no filtro.

A este pH, o pantenol nio complexa o cobre. Retiram-se 20 ml do soluto e
executa-se o ensaio polarografico da forma ja deserita.

Em qualquer hipbtese, é conveniente acompanhar a dosagem com um ensaio
padrio, executado sobre um soluto contendo pantenol na concentracdo adequada.

O quadro I resume alguns dos resultados obtidos:
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QUADRO I

N.» de lote
do BECOMVITE

BF 258 | 97 %
BD 530 ' 95 %

BC 421 98 %
BC 325 96 %

Resultado

SUMMARY

Polarographic assay _qf---niih'tiun_n'l"In----multivltnmin preparaticns

The polarographic assay of a an plex of pantothenyl aleohol obtained
at very high pH values is describe hod can be npplleﬂ to multivitamin
preparations if an ion excha i1 :
is performed previously, i
B, and B. that would/ intey

SCHMALL & Wm_usu_ An g
SZALKOWSKY ¢ FREDIANI:
SZALKOWSKY e Davinson:

(Trabalho realizado nu- Senhgq
dos — Sociedade Industrial Farmac&m:ca}.

Centro de Documentacdo Farmacéutica
da Ordem dos Farmacéuticos




CONVERSAO DA DESOXICORTICOSTERONA
EM CORTICOSTERONA.
VARIACOES OBTIDAS COM OS DIFERENTES MEIOS
DE ISOLAMENTO DAS MITOCONDRIAS

. F. GuERga
1 1.° Asslst, Fac. Farmicia
. | Bolseiro do 1. A. C,

Isape. M, Cruz
Lic. em Farmicia
Bolseira da F. Calouste Gulbenkian

A biosintese dos corticosten
de estudo por parte de muitos

Nesta comunicagio referir
rona em corticosterona, reaccio ‘€

A experiéncia que temos ace
incubacdo sobre as funcies das mi igado e de cérebro levou-nos a
estudar comparativamente a acgio de ios de isolamento das mitocon-
drias da supra-renal e verificar as pmsmveis alteracoes em relacio 4 sua capa-
cidade biosintética dos corticosterdides.

Ensaidmos assim meios de isolamento contendn

1 — Sacarose 0,256 M + TRIS 20 mM + Nicotinamida 20 mM + EDTA 1 mM

2 — Sacarose 0,25 M + TRIS 20 mM + Nicotinamida 20 mM

'3 S Al | n = '\: 2 : " i ;?1, . . 2% &
Rt A vnshtaci . Lar Rak wlica
e McCarThY (") a‘%di ut:lwnram como mem isolante sacarose 0,25 M + TRIS
20 mM + N]{!D E m
Apds o iso amen UE:UH rlf?s%nus l.;é} erti il'rleg!l'j tlﬁﬁs&:’,e cola-
boradores (") (designado por rmstura A, contendo sacarose, TRIS, nicotinamida
e EDTA e mistura B com sacarose, TRIS e nicotinamida) ou em qualquer outro
meio dos ja citados, as mitocindrias foram incubadas em tubos rolhados, para
onde préviamente se haviam medido os componentes do meio de incubagiio, eonve-
nientemente borbulhados com uma mistura de 95 % de oxigénio e 5 % de anidrido
carbénico.
0Os componentes do meio de incubagio no tubo controle (tubo 1) sdo:
TRIS 0,16 M (132 ul), NaCl 0,154 M (105 uxl), Nicotinamida 0,6 M (104 ul), KC1
0,154 M (560 ul) e DOC 60v/0,01 ml (10 gl). Para os outros tubos, além do que

a-renais tem sido objecto

Wversio da desoxicorticoste-
ge passa nas mitocindrias.
s meios de isolamento e de

o {*) Agradecemos i Dr.* D, Maria Tercza Vasconcelos a colaboragio prestada na determinagio das
proteinas,

13
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se mediu para o tubo controle, juntaram-se os substratos a ensaiar. Assim, para
o tubo 2 mediram-se 204l de TPNH (600 v/0,02ml) e fez-se a correcciio do
volume usando apenas 540 ul de KCl 0,154 M; para o tubo 3 mediram-se 101 ul
de dcido isocitrico 0,1 M e apenas 460 sl de KC1 0,154 M. Esta quantidade de
KCl foi igual para o tubo 4 eom 108 ul de dcido citrico 0,1 M e para o tubo 5
com 104 ul de dcido suceinico 0,1 M.

Apbs a adiciio de 100 xl da suspensiio das mitocondrias a todos os tubos,
estes sfo postos a incubar durante 30 minutos num banho de Agua a 37°C, com
agitacio em cada 5 minutos. Apés este tempo, os tubos sdo, pronta e rapida-
mente, arrefecidos numa mistura de neve carbénica e acetona, que paralizari
todas as reaccies incluindo a hidroxilagcio em 11 8.

Retiram-se partes aliquotas destes tubos para se proceder i determinacio
fluorémetrica da corticosterona por uma técnica que é uma modificagio do método
de Silber e colaboradores ().

Esta técnica consiste em medir essas partes aliquotas para tubus especiais
rolhados que contém 260 ul de dlcool absoluto p.a. e 1,6 ml de dgua bhidestilada.
Extrai-se a corticosterona com ete : réleo (de p.e. de 40 a 60°C) e depois
com diclorometano que, por sua ve t icosterdide. Adiciona-se soda 0,1 N
para eliminar os estrogénios. Seg enf eiona-se SO,H. a 80 % que produz
com a corticosterona um coj i s prescente. Para ag leituras utili-
zdmos o fluorémetro Farrg 1 \

Foram também determinads nas totais pelo método de Lowry (%).

Podemos observar n ro 1 03 resultad pressos em ug de corticoste-
rona por tubo e pg de osteron [ de proteina. Os valores estdo indi-
cados por média dos val btido tubos controle, por média dos valores
obtidos com os tubos conter ; 4, por média dos valores obtidos com os

: zah eidos isocitrico e a-cetoglutarico,

Ca T+t
| Isacitrico-| Suceinico | Ca ++ i TFNH‘ Citrico

Meio isolante: | (a) 0,41 | 2, 765 | 816| o048 ‘ 13,03 | 6,12
E. DS e : {2y -
StREE® Documentaciio Farmacéutic:
NICOTINAMIDA . i T )
20md 0 )1 (@030 (1508 [apr{russs ¢ Uooh Osisr | 14,19

EDTA 1mM

Meio isolante: (a) 0,39 27,92 ,19 | 23,20 | 15,66
SACAROSE
0,26 mM (b) 0,73 iy 34,5 53,20 [ 36,05

(a) pg/tubo.
(b) pg/mg de proteina.

Nesse mesmo quadro apresentamos os valores comparativos entre os resul-
tados obtidos com mitocéndrias preparadas com o meio de Péron e colaboradores
e com as mitocondrias preparadas apenas com sacarose,
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Pode-se verificar a aecgdo estimuladora do TPNH sobre os ides Caleio, ji
anteriormente deserita (°, “, ).

Paradoxalmente, quando as mitocondrias isoladas da supra-renal géio incuba-
das na presenca de substratos, estes parecem provocar uma estimulacio quando
v meio de preparacio das mesmas foi apenas sacarose.

Segundo o mesmo trabalho de GUERRA, PERON e McCARTHY, a adicdo de Tris
nio teria outra funcfio sendo a de tamponar o meio, bem como a presenca de
EDTA 1mM e nicotinamida 20 mM teriam a finalidade de se obterem prepara-
¢oes mais puras e fisiologicamente mais activas, evitando a possivel contami-
nagio por metais. Segundo Kaurman e KarLan (™), a perda de piridinonucledtidos
pelas mitocondrias ocorre nas formas oxidadas sobre as quais actua a DPNase,
A presenca de EDTA permite a oxidaciio destes compostos, mas previne a sua
libertacdo das mitoeéndrias. d

Repetimos, portanto, que paradoxalmente os melhores resultados foram
obtidos quando o meio de isolamento e dé preparacio das mitocindrias era apenas
sacarose, que tanto quanto sabemos ndo é protectora dos piridinonucleftidos.

Podemos apresentar vanas hipétesestendentes a justificar essa diferenca
nos resultados. : N

1.* — Os animais pres-ante ' dos. » outra origem (provenientes
da Alemanha) e observa-se que pr 18 \tamanho mais reduzido que
a dos animais americanos, impg ; / lizaciio 'de experiéncias rela-
tivas aos trabalhos ji publicad : esta origem,

2.°— 0 método de preparaciio tem erfeicoado tanto no que
respeita & téenica como ao te ' ) ode permitir a obtencio
de mitocindrias apresentando ¢ ' oxidante e fosforilante.

3" — A auséneia de¢ ides ico, min: jé/ que utilizdimos em
todas as preparagdes dgua bidestilada & iho de vi

No sentido de esclarecer 0 que permite a transfor-
macio de desoxicorticosterona em”eorticos com o intuito de esclarecer
a possivel interferéncia das' diferefites da* cadeia’ de transporte de elec-
trées, realizdmos vérias experiéncias coi dotes das quais apresentamos apenas
um exemple no Quadro II. :

Enguanto o eianeto inibe o aceéitador terminal da cadeia clissica de trans-
porte de electrdes, ou seja a citoecromo-oxidase, a presenca de ferricianeto como

~ "
ymaceutica

Y/ mg delproteina”
da Orc dos Farmacenuticos
ISOCITRICO 62,14

ISOCITRICO + CN — 1 mM 19,25
ISOCITRICO + CN — 3 mM 17,50
ISOC. + FERRICIANETO 1mM 54,21
ISOC. + FERRICIANETO 3 mM 40,20
ISOC. 4+ CN — 1 mM 4 FERRIC. 1 mM 12,24
ISOC. + CN — 1 mM + FERRIC, 3 mM 10,60
ISOC. 4+ CN — 3mM + FERRIC. 1 mM 7,44
ISOC. + CN — 3 mM + FERRIC. 3 mM 8,30
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aceitador de electrdes ao nivel do citocromo e, no caso de se processar normal-
mente a corticosteroidogénese, eliminar-nos-ia a parte da cadeia citocrémica eclas-
sica compreendida entre o citocromo ¢ e o citocromo a, como necessdria a esta
CONvVersio.,

Temos portanto os valores gbtidos numa experiéncia em que utilizdmos
cianeto e ferricianeto e a sua combinaciio com o fim de estudarmos a sua acgfio.

Todas as experiéncias com inibidores foram realizadas com mitocindrias
preparadas apenas com sucarose.

Como conclusio destes ensaios, apenas podemos afirmar que a cadeia classica
de transporte de electrdes estd, pelo menos parcialmente, implicada na hidroxi-
lacio da desoxicorticosterona, jié que mesmo na presenca de cianeto 3mM e de
ferricianeto 3 mM a inibicio nido foi completa.

_ SUMMARY

Conversion of DOC in corticosterone, Y bllity of results induced by the different
methods adrel thoch ia_isolation

Several methods of adrgnal nj hondria lat.i-irf_l from the rat were tested.
Paradoxyecally the method @ TWas sU as the only isolating medium.
The given results arg réfered. o imulating action of isocitrate,

d [ o¥s of 11 A-hidroxylation. It was
also studied the action of some inhibitors of theeléctron transport chain upon this
enzymatic hydroxylation. : MY
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DETERMINACAO DE RAZOES ADP/O
PELO ELECTRODO DE OXIGENIO

DuLce CAPELO P, VELOSO " F. CARVALHO GUERRA
Lic. em Farmicia . s 1." Assist. Fac. Farmicia
Bolseira da F. Calouste Gulbenkian . i 2 Bolselro do L, A, C.

Estudo comparativo das x condrias de figado de rato
determinadas pelo macro eléctp By : CLARK, usando como aceitador
o difosfato de adenosind, com ag se) P00 ohtidas pelo método cléssico de
WaRRURG para a determinagio do oxigénio e de FISKE e SusBaRow para a deter-
minagio do fésforo. [ ) |

\ Apesar de muito e&_t,uds | a ' nitas dividas sobre a fosfori-

lagdo oxidativa e o priprio Rad 1 o du rFnbalhe recente, apresentado
num simpésio, sobre este assunto;«dizid: "«Tendosgido posto como um orador entre
& brilhante exposi¢io da simplicidad§ gs,ofadbrés’ precedentes ¢ a andlise licida
dum fendémeno complexo que se seguiv - embaraéusu confessar que ainda
nio compreendo a fosforilacdo Mrdhuva» -

E muito g'rande. no entanto, o-interesse da- !osfor:laqno oxidativa, pois é &
custa da energia proveniente das oxidacdes biolégicas, mantida sob a forma de
ATP (trifosfato de adenosina) que séo vidveis muitas das reac¢ées no nosso
organismo., Estas oxidagdes ndo se processam duma forma brusca, mas sim por

cEnntreHe Rncnmint AcEm R fitita

DPNH oxidada formam-se trés moléculas de ATP, Ja varm autores como GREEN,

Fuoscis o LmGak (]9 e o inrege o sealogd i qursia o

solutos do exterior para o interior da mitocéndria. Também HunTEr e colahura—
dores (') sugeriram que uma transferéncia activa de electrdes dos substratos para
o oxigénio seria um pré-requisito na obtencdo da tumefacgiio, com as mitocindrias
isoladas de figado; tal tumefaccio dependeria de compostos energéticamente ricos
obtidos durante o processo da fosforilacio oxidativa.

O presente trabalho foi realizado com mitocoéndrias isoladas de ratos albinos
machos, pelo método de Scuneiper modificado (), utilizando solucio 0,33 M de
sacarose, tendo-se feito outra série de ensaios em que na solugio de sacarose
adicionamos solucdio de EDTA (tetracetato de etilenodiamina) 0,1 mM e albumina
bovina 1 mg/litro, concentracdes finais,

Presentemente temos trabalhado eom o macro elétrodo de oxigénio de CLARK,
usando como aceitador o ADP (difosfato de adenosina). Propusemo-nos comparar
0s resultados com os obtidos com 08 mesmos substratos mas em que as razdes P/0
foram calculadas determinando o oxigénio pelo método de WarBURG e o f6sforo
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pelo método de Fiske e SussaRow (°, /) visto que, segundo LEHNINGER (*) & razio
ADP/O nas mitocondrias em que a fosforilagiio estd fortemente ligada & oxidacfio
¢ numéricamente equivalente & razdo P/0. Os resultados da razio P/p obtidos
pelo método manométrico sio ‘apresentados no quadro I. Como podemos ver por
QUADRO 1
FIGADO — RAZOES P/O

Método manométrico de Warburg

Substratos

Glutamato 12 mM /

B-Hidroxibutirato 15 m

Suceinato 12 mM
0,98

0,41

0,57

. dBBile 0,61

1,48 0,50 !
1,43

Centro de Documemndacéio F&rmacésiica
a0t et 'du s "PArmaceuticos

estes resultados, parece haver a formacdo das moléculas de ATP tedricamente
previstas pela passagem dos electries através da cadeia citoerémica geralmente
aceite e estabelecida por vérios autores, entre eles LEHNINGER, CHANCE e LaARDY (%,
Y, "). Assim, temos que o A-hidroxibutirato e o glutamato, cedendo os electries
ao nivel dos piridinonucleotideos, dariam trés ATP, o sucecinato formaria 2, pois
di os seus electrdes ao nivel das flavinas e o a-cetoglutarato originaria 4, pois
além das trés moléculas de ATP formadas pela cedéncia dos electries ac nivel
dos piridinonucleotideos, ainda ha a considerar um, proveniente da oxidacio
directa ao nivel do substrato.

O facto de vérios autores como BRIERLEY (¥) da Universidade de Ohio e
Hascam () de Oxford terem apresentado causas de erros que podem advir da
determinaciio do oxigénio pelo método manométrico, levou-nos a utilizar o macro
eléctrodo de oxigénio. Fizemos duas séries de ensaios: uma, em que utilizdmos

a-Cetoglutarato 12 mM
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mitocondrias de figado de rato isoladas pelo método de ScHNEIDER modificado,
empregando solucio 0,33 M de sacarose, como tinhamos feito para o método
manométrico; outra, em que o isolamento das mitocindrias se fez utilizando o
mesmo método mas em que a soluciio de sacarose foi adicionada de solugdo 0,1 mM
de EDTA e albumina bovina 1 mg/litro, concentracdes finais, Além dos
substratos de que j& falimos para o método manométrico, empregamos ainda o
isocitrato que, como o A-hidroxibutirato e o glutamato, cede os electrdes ao nivel
dos piridinonucleotideos. A concentracdo dos substratos usados é 2 mM. Aqui, em
vez da razdo P/O, determina-se a razio ADP/O. A temperatura de experiéncia
foi de 25° C. Usdmos um aparelho BEckMAN com registador automético. Acertimos
o zero com Agua azotada e o 100 com #agua bidestilada cuja concentracio em
oxigénio, a 25°C, é de 240 4M. Os meios de experiéncia utilizados foram os
seguintes:
1 — Sacarose 215 mM + tampdo de Tris [tris (hidroximeti) aminometano] + fos-
fato 9 mM + MgCl, 7maM.  _—  —
IT — Sacarose 215 mM + EDTA - 0,1 mM + albumina_bovina 1mg/litro + TRIS
22 mM + fosfato 9 mM + MgCl. S N
11l — KC1 118 mM + TRIS 22 mM_ 4 fosfs +MgCl: 7mM.
IV — Sacarose 62 mM + K(C1 194 g i+ MgCl: 19 mM.
Coloeamos o meio de experiéncia pstudar, no banho a 25°C
e deixamos estabilizar. Adicionfimbssa-Sisp peindriag (correspondente
a cerca de 2,6 mg de proteina) €, |tim léve consumo, adiciondmos uma quantis
dade de ADP rigorosamente my (0,8 es em todas as experiéncias). Apds
cada adigdio, procedemos a 1 agita 1o gréifico pudemos deter-
minar a quantidade de bxigénie comsum 04 transformacio do ADP
adicionado (**). Como exemplo, | : jguns gréficos obtidos directa-
mente com o registador automé ; ‘i /

Centro de Documentacag{Farmaceutica

da Ordem dos Fapymacéuticos

291uM ADP uM 02

0,3ml mitoc.

ADP/0=213
—_—
1 minute

Fig. 1

Mitocondrias isoladas com sacarose, EDTA e albumina bovina; substracto utilizado,
succinato; meio de experiéneia, 11
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Verificimos que as mitocindrias isoladas em sacarose, EDTA e albumina
apresentam maior actividade que as isoladas sdbmente em sacarose. Em expe-
riéncias realizadas com estas Gltimas mitocéndrias e quando empregimos como
substrato o isocitrato e o a-cetoglutarato, niio conseguimos observar o fim da
reacciio; parecia haver adenosina trifosfitase a funcionar de maneira que o ATP,
& medida que se formava, se ia dissociando (quadro 2).

291uM ADP

03 ml mitoc 958 .uM 02

mm———y
1 minuto

Mitocondrias isoladas

2-Cetog. |#-Hidroxib,
4 2 mM 2 mM

s ADPIO | ADPjO

Meilos de Isolamento

p 1 220 3,48 2,78
2,62 1,99 3,28

Sacarose 0,33 M

entrd, ds Doeurnetacsth (Fain
Atburgtha e ]l 1y ofFarifiacéfity

1 mg/litro ke

3,05 2,25 3,53

- 1,99 2,55
1,79
1,67
1,84
1,78
1,45
1,76

v

Sacarose 0,33 M

1V

(*) Ensaios em que nio fol possivel calcular razies ADP/O,
Temperatura de incubagio: 25° C,
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Observamos ainda, que nas mitoedndrias, a capacidade de fosforilagio oxiaa-
tiva difere com os meios de experiéncia utilizados. Os valores de ADP/0Q mais
altos sdio os obtidos com o meio de experiéncia I1I e os mais baixos com o meio I
Das mitocindrias isoladas sdmente em sacarose, apenas com o succinato, f-hidroxi-
butirato e glutamato conseguimos obter valores de ADP/0. Os resultados obtidos
com o meio IV ndo sio uniformes, Com as mitocéndrias isoladas em sacarose,
EDTA e albumina bovina e usando os meios 1 e III, como no método manomé-
trico, obtivemos valores de ADP/0O proximos dos tedricamente previstos.

SUMMARY

Determination of P/O rates trough O. electrode

This article deals with the comparison of the results obtained when deter-
minating P/O Ratios of liver mithochondria from the rat with CLark’s O. Macro-
-electrode using ADP (adenosine’s diphosphate) as acceptor with the results
obtained determining O. consumption_l @manometric method of WARBURG and
phosphorus by Fiske and SuBBAROW'S™ : ¥

(") RACKER, E.:Advan. Enzym

(*) Green, D. e FLEISCHER, S.: !

(%) LEHNINGER, A. L.: Physica 1 ‘ Normal Cell and its
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Ross Laboratories Columbus
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ABSORCAO INTESTINAL DO FERRO

ERMELINDA VIEIRA GASPAR
Licenciada em Farmdcia

os fazendo sobre o metabolismo
do ferro, tentimos ver ‘o co I do em normal e carenciado, sujeito
a4 uma terapéutica marcial, no que re ibsorcio intestinal do metal.

Normalmente, a quantidad entar excede as necessidades biolé-
gicas. Entdo, em condigdes | me mig parte @ absorvida através do duodeno
e parte superior do iejun Est ' nia forma de defesa do organismo
contra o aumento prejudici o F \) . que se trata dum elemento dificil de
eliminar, Um excesso de § u aproveitamento metabélico, leva a
depésitos anormais, criando 0es, P cag dificeis de resolver.

A absorg¢io parece estar vé Fau de saturacio do organismo,
nio gendo ainda bem conhecide ¢4 ntréle. O ferro ingerido, geral-
mente sob a forma oxidada, é re 1 ago sob a aeciio de ClH ou de subs-
tincias redutoras nomeadamente a“witamima C ou 4 prépria pepsina. Entrando
entdo na parede intestinal sob &  forma reduzida, parece voltar 4 forma oxidada,
formando um complexo proteico com a apoferritina, O composto resultante, ferri-
tina, liberta-o no polo vascular da célula sob a forma reduzida, passando entio
4 corrente cireulatéria. Aqui liga-se total ou quase totalmente 4 transferrina.
Esta proteina especifica de transporte do ferro encontra-se apenas saturada na

Consrrdniinrunrentucie Farmracedties
s et DT LT S RS SRR S i

a variacdes na corrente circulatéria, onde seria chamada por accio de qualquer
estimulo, possivelmente de origem nervosa. E interessante notar que em alguns
dos nossos doentes, verificAmos elevacio da siderofilinémia antes da subida da
siderémia.

Como dissemos atras, parece que a absorcio do ferro esti condicionada eom o
grau de saturacio do organismo, em especial das células da parede intestinal, e
da quantidade existente na corrente circulatéria. Os individuos carenciados seriam
mais avidos e absorvé-lo-iam em quantidades aprecidveis. Nos nfdo carenciados,
em virtude do bloqueio intestinal seria diminuta a entrada do ferro.

Porém, ndo é com esta simplicidade que explicamos os resultados que obti-
vemos em dois grupos de individuos carenciados e nio carenciados, que subme-
temos & administragio oral de ferro reduzido pelo hidrogénio. o nosso estudo
baseou-se na dosagem da siderémia e da siderofilinémia, antes e depois da admi-
nistracio do metal, ¢ em tempog diferentes,
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No primeiro grupo, individuos nfio carenciados, tudo se passou como era de
esperar, NfAo houve variacdes aprecidiveis da siderémia nem da siderofilinémia.
(Fig. 1 e 2).
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Porém, no grupo de individuos earenciados, o comportamento foi diferente,
podendo estabelecer-se 8 sub-grupos:
1 — Individuos onde nido se verificou modificacio das taxas sanguineas da
siderémia e da siderofilinémia. (Fig. 3 e 4).
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2 — Doentes com elevacio da siderémia acompanhada de subida, embora
~menor, da siderofilinémia, (Fig. 5 e 6).
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8—No 3. grupo de carenciados, verificou-se aumento da siderémiia sem
elevacio da siderofilinémia. (Fig, 7 e 8).

i e
la Ordem dos Farmacéuti
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O comportamento diferente deve estar relacionado com a causa proxima da
carénein do metal. Um doente pode apresentar siderémias baixas por deficiéncias
localizadas em pontos diferentes da cadeia metabélica.

No primeiro grupo, por exemplo, parece nio ter havido absorcdo. Opinides
autorizadas afirmam ser aquele resultado devido a uma passagem extremamente
fugaz pela corrente circulatéria, de modo a escapar 4 observacgio do bioquimico.
De facto, a situacdo patolégica de alguns doentes melhorou considerivelmente.

Mas & dificil de entender.

No 2. grupo verificou-se haver um aumento da siderémia, acompanhado duma
subida, embora menor, da siderofilinémia. Aparece-nos entao uma parte do Ferro
na forma livre, melhor dizendo ndo ligado & transferrina. E ndo dizemos na forma
livre, porquanto os doentes ndo apresentaram sinais de intolerincia ao iao-ferro.

No 2. grupo, o aumento da siderémia ndo se fez acompanhar do aumento
da siderofilinémia, Auséncia de estimulo? (Fig. 9).

=5 , feutica
Ordem dos Farmaceuticos

Fig. o

i

Infelizmente as condicoes em que conseguimos estes dados, ndo nos possibili-
taram um estudo pormenorizado de cada doente.
Permitimo-nos no entanto mostrar estes resultados a titulo de nota prévia.

SUMMARY

Intestinal absorption of iron

The intestinal absorption of iron was studied through per os administration
of hydrogen reducted iron in normal and iron deficient individuals, Serum iron
and serum iron binding capacity were determined before and after iron admi-
nistration.

Between the iron deficient individuals three groups ean be stablished:
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1 — Patients whose serum iron and serum iron binding capacity remained
without variation.

2 — Patients in which a raise of serum iron coexisted with a raise of serum
iron binding capacity.

3 — Patients in which serum iron raised but serum iron binding capacity
remained at control levels.

These observations lead to the conclusion that if iron is always absorved by
iron deficient patients its plasmatic transport should be very fast in some of
these individuals, so it escapes from the biochemist observation other posmb:hty
we had to deal which is that iron shouldn’t always need to be carried by the iron
binding protein.
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