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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a mezclas reactivas
ﬁtlles para detectar y medir la urea.

La determinacién de la urea ha sido importante
en la industria alimentaria, en la industria de los fertili-
zantes y en la quimica clinica. En la quimica ¢linica, la
determinacibén de los niveles de urea en la sangre se usa
rutinariamente como ayuda del diagnéstico en la evaluacién
de enfermedades nefriticas asf como otros estados patégenos
que no son primariamente renales. El métode de determinar
la urea en la quimica clfnica deberfa poder medir idealmente
cantidades de microgramo de urea (debido al bajo nivel de
urea en el suero) con rapidez, facilidad, exéctitud Y pre-
cisién. Sin embargo, los métodos del andlisis de urea nor-
malmente empleados en las industrias alimentaria y de fer-
tilizantes son demasiado insensibles para las aplicaciones
de la quimica clinica.

Log tres métodos més ampliamente usados para la
determinacién de la urea en la quimica clinica son los méto-
dos de ureasa de Nessler, de ureasa de Berthelot y de mono-

xima. En el método de ureasa de Nessler, la urea en el espé-

. cimen desconocido se hidroliza a diéxido de carbono y amo-

‘nfaco. El amonfaco liberado se hace reaccionar con yoduro

mercirico (reactivo de Nessler) peara dar una reaccién de co~
lor fuerte que despuéé se cuantifica colorimétricamente.

El método de ureasa de Berthelot es similar al método de
ureasa de Nessler a excepcién de que el amonfaco liberado

se hace reaccionar con fenol, nitroprusida, e hipoclorito
alcalino (reactivo de Berthelot) para dar la reaceién colo-

reada. En el método de monoxima la urea en la muestra desco-
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nocida se hace reaccionar directamente con monoxima para
dar un complejo coloreado.fuerte en presencia de calor y
4eido.

Todos estos métodos tienen distintos inconvenien-
tes. Incluyen desproteinizacién, remocién de amonfaco, cur-
vas de calibracién alineal sobre la gama clinicamente util,
tiempos prolongados de reaccidén y condiciones de reaccién
elevadas. Los métodos enzimicos tienen la ventaja de ser
altamente especificos debido a la especificidad de la enzi-
ma ureasa para la urea. Sin embargo, tienen los inconvenien-
tes de que consumen mucho tiempo, son molestos de realizar,
emplean reactivos téxicos, y son altamente sensibles a la
contaminacidn de amonfaco. El método de monoxima tiene la
desventaja de utilizar productos quimicos téxicos y de re-
gquerir elevadas temperaturas de reaccién de hasta 100°C
para desarrollar el complejo de color ademéds de que €S . menos
especifico que los métodos de ureasa.

Otro método para la determinacién de la urea im-
plica el uso de ureasa, un regulador Yy un colorante indica-
dor de pH. En dicho sistema de reaccidén, como dos moles
de NH3 se forman por mol de 002 después de la hidrélisis

de la urea, la mezcla de reaccién neta se hace alcalina.

"El aumento neto de alcalinidad se determina visualmente con

con la ayuda de un colorante indicador de pH 1) titrimétri-
camente o 2) por comparacidén visual con cartas de color stan-
dard. El primer método tiene la desventaja de ser lento y
molesto. E1 segundo método tiene la desventaja de ser a lo
sumo semicuantitativo.

Se ha descubierto una nueva forma de determinar

la urea en fluidos bioldégicos que supera los inconvenientes
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de los otros métodos citados anteriormente. Es decir, es
més simple y rdpido de realizar que los métodos de ureasa
mencionados ant?riormente, no requiere elevadas temperatu~
ras para la regécidn, utiliza productos quimicos inofensi-
VoS, ¥ es cuanfétativo. El método se realiza convenientemente
a temperatura aébiente ¥y toda la reaccién se completa en cin-~
¢o minutos. §

En 1g:mezcla de reaccién la ureasa cataliza la

reaccidn:

Urea + 2H20 > 2NH3 + CO2
Solsmente el NH3 liverado se detecta de una ma-
nera nueva y dnica. -
RESUMEN DE LA INVENCION

En resumen, la presente invencién se refiere a
una'ﬁezcla.reactiva nuevea que comprende ureasa, regulado-
res mezclados, coﬁo se describe més plenamente mis adelante,
¥ un colorante indicador de pH en solucién acuosa, o en
forma de polvo que se reconstituye con agua destilada antes
de su uso. También pueden estar presentes agenteé estabili-
zadores., El fluido biolégico que contiene urea, tal como la
orina, produce un incremento de pH proporcional a la canti-

dad de urea hidrolizada = amonfaco por la accién de la urea-

. sa, El aumento de pH produce un cambio proporcional en la

absorcién del colorante indicador de pH, cuyo cambio se
cuantifica en un espectrofotdmetro o colorfmetro adecuado.
Aunque el sistema general podria ser comprensi-
ble para cualquier experto en la materia, hacer el sistema
exacto, preciso, reproducible, repetible, y sélido dista
mucho de ser obvio como se evidencia por el hecho de que

dicho sistema nunca se usé para determinar la urea en fluidos
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biolégicos,

Los parémeiros que se ajustaron cuidadosamente
para hacer funcionar el sistema de la presente invencién son
la proporcionalidad lineal del cambio en absorbencia (en
un fotdémetro) del colorante indicador con la cantidad de

urea contenida en una muestra a analizarse y la relativa
solidez (insensibilidad) del sistema a las perturbaciones

de temperatura, concentracién ibnica y constituyentes mole-

-culares que se encuentran normalmente en la realizacién de

ensayos de urea en lahoratorios corrientes.

La linealidad del cambio en absorbencia con la”’
concentracién de urea se obtiene'ajustando apropiadamente
el pK del colordnte indicador con el regulador de forma que
el pK del colorante se aproxime al menos‘a uno de los pk
del regulador,

Una de las variables mds diffciles de controlar
en la mayorfa de los laboratorios corrientes es las peque~
flas fluctuaciones de temperatura de la mezcla de reaccién,
La ebsorbencia de un colorante indicador de pH cambiarg con
un cambio de temperatura por las siguientes razones:

1) dilucién de la concentracién colorante debida
al cambio de volumen del fluido reactivo con la temperatura,

2) disminucién del pK del colorante debida al
aumento de temperatura,

3) cambio del pK de los reguladores con el cambio
de temperatura, '

4) cambio de la concentracidn iénica del sistema
reactivo debido al cambio de los coeficientes de actividad
de las especies ifbnicas,

Para minimizar los efectos anteriores se ha creido
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conveniente:

1) aumentar la concentracidn iénica del reactivo
con sales neutras tales como Nace, Kce, etc,

2) afiadir un regulador o reguladores que aumenten
en pH con un aumento de temperatura (+ dpH/dT) tales como
pirofosfato y sales y 4cidos del mismo.

3) fiﬁalmente afiadir un regulador o reguladores
que disminuyan en pH con un aumento de temperatura (~dpH/4T)
tales como aminas substituidas y reguladores fenflicos subs-
tituidos. ;

En general, los reguladores mezelados y los c0lo~
rantes indicadores de pH usados ;n la préctica de esta in-
vencién tienen aproximadamente el mismo pK.

La compésicidn de la solucién atiadida al fluido
biolégico cuyo contenido de urea se determinarid es general-
mente la siguiente:

conc. de regulador - 1 a 100 milimoles/litro

¢onc. indicadora colorante - 0,05 a 2,0 milimoles/litro
conc., estabilizadora - 0 a 100 milimoles/litro

conc, enzimica - 0,1 a 10 unidades internaéionales/hl.

Tres ml., de esta solucién se usan usualmente para

desde 0,01 a aproximadamente 1,0 ml, de sueros u otro flui-
“do biolégico. '

En general, un objeto de la presente invencién es
facilitar wna nueva mezcla reactiva.

Més particularmente, esta invencién tiene como uno
de sus objetos un procedimiento para usarse en la estimacién
de la urea en una solucibén acuosa, que incluye fluidos y
téjidos corporales.

En otro aspecto mis, un obvjeto de esta invencién
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es facilitar un artfculo de fabricacidén que comprende una
nueva mezcla reactiva en forma empaquetada.

Estos y otros objetos y ventajas de esta invencién
serdn evidentes por la descripcidén detallada que sigue a

continuacidn.,
DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

El material regulador particular que se emplea
en cualquier material de ensayo particular dependerd de la
reaccién de ensayo particular a realizarse y los demds com-~
ponentes del material de ensayo. Sin embargo, serédn una
clase de reguladores que tengan un dpH/dT positivo. El 4cido
pirofosférico (H2P207) Y las sales iénicas positivas del
mismo tales como pirofosfato sédico, pirofosfato potdsico,
¥ mezclas de 1os mismos, pueden darse como un ejemplo. Para
evitar adn mds que el sistema se perturbe pbr la temperatura
la clase anterior de reguladores puede reforzarse con otros
reguladores que tengan un cambio negativo en pH con un cam-
bio positivo de temperaturg. Las aminas substituidas y los
fenoles substituidos juntamente con sus sales pueden darse
a modo de ejemplo. Ejemplos de dichos reguladores son eti-
lendiamina, 1,3-~diamino~2-~hidroxipropano, 1,3~diaminopropano,
glicilglicina, triacina, &cide 5,5-dietilbarbiturico, trie-

A-tanolamina, tris(hidroximetil )aminometano, y mezclas de los

mismos. Los ejemplos de fenoles substituidos incluyen cre-
sol, clorofenol, bromofenol, fenilfenol y metoxifenol.

El colorante indicador puede ser cualquier compues-
to que cambie sus propiedades de absorcidén con un cambio de
pH, especialmente en la gama de pH neutro. A modo de ejemplo,
fenolsulfonftaleina, 2-metil-3-amino-6~dimetilaminofenacina,

o cresolsulfonftaleina, cianina, 5,8-quinoleinesguinona-8-
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hidroxi-5-quinolil-5-imida, y dibromotimolsulfonftaleina
son Ytiles en la préctica de esta invencidn.

Los estabilizadores tienen el efecto de estabi-~
Tizar e intensificar el color desarrollado y también de
evitar grandes variaciones de la concentracién idénica en
el sistema reactivo después de la adicidén de la muesira.
Los estabilizadores evitan ademds la precipitacién de pro-
tefnas en la solucibn después de la adicidén de muestras de
materiales que contienen protefnas tales como suero y orina.
Se ha descublerto que los agentes secuestrantes tales como
fcido etilendiaminotetiraacético (EDIA) y sales neutras tales
como cloruro s6édico y potédsico fueron particularmente efec-
tivos a este reSpecto.rPuede usarse cualquier colorfmetro

o espectrofotémetro que transmite luz de aproximadamente

500-600 nM.

. El nitrégeno de urea puede determinarse en el
plasma, suero, orina y otros fluidos biolégicos segin el
método de la presente invencién sin desproteinizacién o re-
mocidén del amoniaco. Aunqué la presente invencién puede
aplicarse particularmente a la determinacién del nivel de
urea en fluidos biolégicos, tiene aplicacién general a la

determinacién del nivel de urea en cualquier fluido que con-

" _tenga urea. Debido a la especifidad de la ureasa para la

urea en la actualidad no se conoce ninguna sustancia que
resulte en valores de nitrdgeno de urea falsos a excepcién
de los reactivos, que desnaturaliéan la enzima ureasa. Co-
mo la urea puede perderse mediante la accidén bacterial, es-
pecialmente en muestras de orina, el-espécimen deberiz con-
servarse apropiadamente por agentes antibacteriales o refri-
gerado. '
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En general, el método se realiza como sigue:

, 1. Héganse soluciones de 10, 20, 50, y 100 mgh
de nitrégeno de urea (21,43 mg., 42,87 mg., 107,2 mg, ¥
214,3 mg. de urea seca, A. R., por 100 nl, de agua destila-
da respectivamente).

2, Higanse pasar estas soluciones a través del
procedimiento de prueba como se describe mds adelante.

3. Un gréafico de los resultados contra nitrégeno
de urea produce una linea recta en la mayorfa de los espec-
trofotémetros hasta 200 mg.% de nitrégeno de urea, como se,
muestra en el dibujo. -

4. Sin aumentar o disminuir el volumen de la mues-
¥ra, eé posible en la mayoria de los espectrofotdémetros
medir desde 5 a 200 mg.% de nitrdgeno de urea con faciligded.
Los ejemplos siguientes se presentan unicamente para ilus-
trar la inﬁencidn, ¥ no deben considerarse de ningin modo
como limitadores. Una cubeta de cualquier tamafio puede usar-
se en 108 ejemplos siguientes y por tanto diferentes volume-
nes de muesira pueden usarse para cubetas de tamafio dife-
rente. Una cubeta de 3 ml se eligié para este ejemplo.

EJEMPLO I
1, Una solucidén que constaba de aproximadamente

10 mmol/litro de trietanolamina, 10 mmol/litro de pirofos-

fato, 10 mmol/litro de EDTA, 200 mmol/litro de cloruro sé-
dico y 0,3 mmol/litro de fenolsulfonftaleina en agua desti-
lada se ajusta a un pH de 6 a 8 con hidréxido sédico o 4ecido
clorhidrico. Alternativamente una mezcla sflida que contenga
los ingredientes anteriores en cantidades apropiadas se
disuelve en agua destilada para dar le misma solucién final.

2. Una nmuestra de ureasa se disuelve en wna alf-
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cuota de la solucién finsl de la Fase 1 para dar una solu-
cién de aproximadamente 100 unidades internacionales de ac-
tividaed de ureasa por ml a 25°C.

3. Soluciones de urea, grado analitico, que con-
tienen 10, 50 y 100 mg de nitrégeno de urea por 100 ml se
hacen con agua destilada, - ’

4. Pipetéense alfcuotas de 2,8 ml, de la solucién
final de la Fase 1, Ejemplo I a la cubeta vacfa y las cube-
tas de mueatfa designadas a, b, c; Y vacia, '

5.Aﬁédanse'alicuotas de 0,1 ml, dela solucién de(

“urea de 10, 50, y 100 mg. por 100 ml de la Fase 3, Ejemplo

Ialas cubetas designadas a, b, ¢, respectivamente, y
mézclese suavemente pero bien. o "

6. Registreée la absorbencia iniciél de las cube-
tas a, b, ¥y ¢ contra la cubeta vacfa a 560 nN.,
. _ 7. Afiddanse alicuotas de 0,1 ml, de la solucién de
ﬁreasa de la Fase 2, Ejemplo I, & las cubetas vacia y de
miestra, mézclese suavemente pero bien y déjese reposar a
temperature ambiente durante al menos un minuto pero no mis
de 5 horas. . '

8.Registrese la absorbencia final de cada tubo

_ de muestra contra la cubeta vacia a 560 nM, Réstese la ab-

25

30

"sorbencia inicial de cade cubeta de muestra de su valor de

absorbencia final para obiener el cambio en absorbencia.

9. Un gréfiéo de la concentracidén de urea de las
muestras contra el cambio en absorbencia resulta en una 1i-
nea recta, como se ilustra en general en el dibujo.

10. La concentracién de urea de las muestras des-
conocidas de fluido biolégico puede obtenerse sometiendo las

muestras desconocidas a las Fases 1 a 8 descritas anterior-
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mente y comparando los resultados obtenidos contra las so-
luciones con concentracién de urea conocida,

En la mayoi‘ia de los laboratorios suele expresarse
la urea como nitrégeno de urea, Esto se debid al deseo de
comparar la cantidad de nitrégeno en la urea con la de
otros componentes incluidos en la categoria no-protefnica,
Como el peso molecular de la urea es 60 y contiene 2 4tomos
de nitrégeno con un.peso combinado de 28, un valor de nitrd-
geno de urea puede convertirse a valor de urea multipli-
cando por 60/28 o 2,14.

Célculo: )

1. Réstese la absorbencia inicial de la absorben-
cia final para obtener A de la muestra y 50 mg# de nitré-
geno de urea tipo. '- '

2, mg# de nitrdgeno de urea=50 X

A A de muestra

A& de tipo

3. mgh de urea = mg# de nitrégeno de urea x 2,14,
Célculo de la muestras '
50 mg# de nitrégeno de urea tipo -

Absorbencia inicial = ~0,04

Absorbencia final = 0,46

A A = 0,50

‘Muestra - Absorbencia inicial = 0,10
Absorbencia final . = 0,20

Aar = 0,10

BUN = 50 x_;.g...s 10 mg=%

Gama normal (1) : Plasma o suerc - 7 a 18 mgh de nitrégeno
de urea
(15 a 38 mg% de urea)
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Orina - 12 a 20 gm. de nitrégenc de urea/24 hr.
(12 a 43 gm. de urea/24 hr)

EJEMPLO II
1. Une parte de la solucién final de la Fase 2,

Ejemplo I se mezcla con 29 partes de' la solucién final de
la Fase 1, Ejemplo I. '

2. Pipetéénse 2,9 ml de la solucidn de la Fase 3
& las cubetas designadas a, b, ¢, y vacie,

3. Afiddense alfcuotas de 0,1 ml de las soluciones
de 10, 50, ¥y 100 mg. de nitrégeno de urea por 100 nml. de
la Fase 3, Ejemplo I, a las cubetas de muestra denominadas
a, by y ¢, respectivamente, y mézclese suavémente perc bien.
Se deja que las soluciones reposen & temperatura ambiente
(superior a 2o°c) al menos durante un minuto pero no més de
aproximadamente 5 horas. '

4. Registrese la absorbencia final de las cubetas
designadas a, b, y ¢ contra la cubeta vacia. )

S Un gréfico del cambio en absorbencia de cada
muestra contra la concentracidén de urea de las muestras

resultard en una linea recta, como se ilustra en general en

. el dibujo.

6. La concentracifn de la urea en una muestra des-
conocida puede obtenerse haciendo pasar una muestra de fluido

biolégico de contenido de urea desconocido a través de las

. Pagses 1 & 4 descritas anteriormente en vez de las solucio-

nes de urea conocidas, y comparando los resultados obtenidos
con los resultados de la solucidén que contiene una cantidad
conocida de urea. Esto se hace simplemente midiendo la absor-

bencia de la desconocida y leyendo la concentracidén de urea
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qne_cofresponde a la absorbencia medida sobre el gréfico li~
neal.
EJEMPLO IXI
Alternativamente, una mezcla sélida que contiene
cantidades apropiadas de reguladores, colorantes indicado-
res, estabilizadores, y ureasa se disuelve en agua destila-

da para dar la misma solucién final mencionada en la Fase

1 del Ejemplo II. De lo contrarib, el procedimiento se rea~

liza como se describe en el Ejemplo II.
EJEWPLO IV '
. 1. Pipetéese una alicuota de 3 ml de la solucién
final de la Fase 1, Ejemplo I a la cubeta vacfa y 2,9 ml de
la solucién final de la Fase\1, Ejemplo I & la cubeta de
muestra. » | '
2, Afiddase 0,1 ml de la solucién final de la Fase
2, Ejemplo I a la cubeta de muesira. Alternativamente afid-
danse 3,0 ml de 1a solucién final de la Fase 1, Ejemplo II
a la cubeta de muestra y 3 ml de la solucién final de la
Pase 1, Ejemplo I a la cubéta vacia.
3. Aniddanse alicuotas de 0,1 ml de 10 mg por 100
ml de nitrégeno de urea tipo de la Fase 3, Ejemplo I tanto
a la cubeta vacia como a la de muestra y mézclese suavemente
ﬁero bien, Se deja gue las soluciones reposen a temperatura
ambiente al menos durante un minuto pero no méds de 5 horas.
4, Registrese la absorbencia de la cubeta de mues-
tra contra la cubeta vacia.
5. Replitanse la Fases 1-4 anteriores con 50 mg
Y 100 mg por 100 ml de nitrégeno de urea tipo.
6. Un gfafico de la concentracién de urea de las

mueat;as contra el cambio en absorbencia resultz en una lfi-
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nea recta.

7. La concentracién de urea de las muestras desco-
nocidas de fluido bioldgico puede obtenerse sometiendo las
muestras desconocidas a las Fases 1 a 4 anteriores y compa-
rando los resultados obtenidos contra las soluciones con
concentracién de urea conocida,

EJEMPLO V

1. Pipetéense alicuotas de 3 ml de 1la solucién
final de la Fase 1, Ejemplo I a las cubetas vacfa y de
muestra. ' ) _

: 2. Aniddense 10 Ul de ureasa seca o una cantidad
apropiada de una solucién de ureésa estabilizada concentra-
dora tal como ureasa en glicerol de 50% a la cubeta de
muestra y disuélvase'agitando suavemente;

Las Fases 3 a 7 son idénticas al Ejemplo IV,

EJEMPLO VI

Te Alternativamenté, una mezela sbélida que contie-
ne cantidades apropiadas de reguladores, colorantes indica-
dores y estabilizadores se disuelve en agua destilada para
dar la misma solucién final citade en la Fase 1 del Ejemplo
Iv. ’

2, Alternativamente, mezclas sélidas que contienen

.”cantidades apropiadas de reguladores, colorantes indicadores,

estabilizadores y ureasa se disuelven en agus destilada
para dar la misma solucidén final citada en la Fase 2 del
Ejemplo IV,
Las Fases 3 a 7 son idénticas al Ejemplo IV,
EJEMPLO VII '
Te Alte}nativamente una mezcla sbélida que contiene

cantidades apropiadas de reguladores, colorante indicadores,
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Yy estabilizadores se disuelve en agua destilada para dar la mis-

ma solucién final citada en la Fase I del Ejemplo V. De lo

- contrario, el procedimiento se realiza como se describe en el

Ejemplo V.,

En todos los casos en los que se ha especificadc
que la ureasa estd cn forma de solucidn, también puede usar-;
se en forma de polvo o en forma de una solucidén altamente con-
centrada.

Habiendo descrito plenamente la invencidn, se
pretende que se limite solamente por el alcance legal de las
reivindicaciones adjuntas,

En resumen, la patente de invencidn que se soli-
cita deberi recaer sobre las sigulentes:

REIVINDICACIONES

1.~ Un método para determinar el nivel de urea en
fluidos biolégicos que comprende:

a) efiadir a un espécimen de dicho fluido, regu-
ladores mezclados, un colorante indicador, y ureasa, en el
que dichos reguladores mezclados comprenden al menos un re-
gulador que aumenta en pH cuando aumenta la temperatura y
al menos btro regulador que disminuye en pH cuando gumenta
la temperatura, y

b) medir la absorbencia de dicha solucién pre-
cisamente después de que dicha ureasa haya catalizado la con~
versién total de la urea en el fluido que contiene urea a
amoniaco.

2.~ Un método segin la reivindicacién 1, que
comprende:

afladir ademis estabilizadores.

3.~ Un método segin la reivindicaeién 1, en el
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que dichos reguladoies coioraﬁte indicador; ¥ ureasa se aiiaden
a dichos especimenes y al menos otros dos especimenes de igual
volumen, uno de los cuales no contiene urea o contiene una can-
tidﬁd conocida pero diferente de urea, se mide la absorbencia
de las tres soluciones después de la liberacién de amoniaco,
se marcan los resultados en forma de grafico lineal y se lee
el contenido de urea de dicho espeéimen de fluido que contie-~
ne urea a partir de dicho grafico.

4,~ Un método segin la reivindicacién 1, en el
que la absorbencia de los espécimenes se mide antes de la adi-
cién de la ureasa y nuevamente después de que la ureasa haya
liberado el amoniaco, el cambio de abeorcidén de cada especi-

men se marca contra el contenido de urea de los especimenes

de contenido de urea conocido, y se lee el contenido de urea de

dicho especimen de fluido que contiene urea a partir de dicho
grafico.

5.- Un método segln la reivindicacién 1 en el
que dicho regulador con un dpH/dT positivo es un pirofosfato.

6.- Un método segin la reivindicacidén 1 que com-
prende afiadir solamente un regulador.

7.~ Un método seglin la reivindicacién 6, en el
que el regulador es un pirofosfato.

8.~ Un método seglhn la reivindicacién 1, en el
que dicha composicién estd en la forma de una solucidén acuosa
que contiene de 1 a 100 milimoles por litro de regulador,
de 0,05 a 2.0 milimoles por litro de colorante indicador, y
de 0,1 a 10 unidades internacionales por mililitro de ureasa.

9.~ Un método seglin la reivindicacién 2, en el
que dicha composicidn contiene «demés desde O a 100 milimoles

por litro de estabilizador.
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10.~- Se reivindica por tiltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
UN METODO PARA DETERMINAR EL NIVEL DE UREA EN FLUIDOS BIOLO-
GICOS. '

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de diecisiete pigi-
nas mecanografiadas, y dibujos adjuntos,

Madrid, 3 de enero de 1,976
BERVARDO UNGRIA

oPe
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