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~ Meméria descritiva referente &
patente de invengdie de ROOPEROL
(NA) NV, holandesa, industrial '
e comercial, com sede em C.E.B.
| Hellmundweg 11, Kralendijk, |
| Bonaire, Antilhas Helandesas, %
para: "PROCESSO PARA A PREPARA-
¢X0 DE DERIVADOS DE HIPOXOSIDO!
("ROOPEROL") COM EFEITO ANTI-
~CANCEROSO E DE COMPOSIGOES

FARMACEUTICAS QUE 0S CONTEM",

Meméria Descritiva

Campe da imvencéo

A presente invengdo refere-se ao com-
posteo quimico designade em geral por rooperol e a compostos
com eles aparentados, e aos seus derivados.

0 rooperol tem a férmula:

OH
HO

HO C==C — CH,—CH = CH OH




Antecedentes da invencfo

0 hipoxosido (ver abaixo dados sobre
a estrutura) foi descrito no pedido de patente EPO n@
83 103 765.0 e foi obtido pela extracg¥o de plantas da
famflia Hypoxidaceae. Neste pedido de patente a requerente
afirmava que o hipoxosido tem actividade anti-cancerigena.

O0s extractos de plantas do género
Hypoxis (Hypoxidacea) provaram ser activos emw ensaios con-
tra culturas de células de leucemia linfocitica P 388 do
rato (A. Barclay e R. C. Perdue: Distribution of antican-
cer activity in higher plants., Cancer Treatment Reports,
1976, 60, 1081-1113 (I). Além disso os extratos de Hypoxis
obtusa tem sido apontados como tendo sido utilizados por
certos povos africanos para o combate de doengas urindrias
e jé foi referido o isolamento do composto acetilénico
hipoxosido a partir desta planta (G.B.Marini Bettolo, M.
Patamia, M. Nicoletti, C. Galeffi e L. Messana; Tetrahedron,

1982, 38, 1683-1687 (II).

Os compostos acetilénicos surgem am-
plamente na natureza., Devido & sua propriedade antifingicas,
bacterioestéiticas e herbicidas, bem como & sua potencial
aplica¢do em medicina como hipnéticos, sedativos, anti-
-convulsivos, analgésicos, anti-inflamatdérios e hipotenso-
res, tem sido manifestado um interesse considerdvel pelas
sinteses destes compostos. Numerosos artigos cobrem o
campo dos compostos acetilénicos tanto naturais como sinté-
ticos (os mais compreensivos destes artigos s#o da autoria
de K. E. Schulte e G. Rucker: Synthetische und naturaliche
Acetylen-Verbindungen als Arzneistoffe.-Progr. Drug Res.
1970, 14, 387-563 (III) e de O. G. Yashina e L. I. Veres-
hchagin: Natural e Synthetic Acetylenic Antimycoties.--
Russian Chem. Revs. (Transl) 1978, 47, 307-317 (IV). &lgu-
mas substlncias acetilénicas, embora n#o relacionadas es-
truturalmente com os compostos da invengdo, revelaram ser
citostdticas e algumas tem sido utilizadas no tratamento do
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cancro (ref. III). Adicionalmente alguns acetilenoides natu-
rais e sintéticos tem a unidade central penta-4-eno-l-ino.

Bpbora estes compostos particulares
possuam algumas das propriedades bioldégicas mencionadas acima,
nenhum deles foi referido como citostdtico nem foram descritos
como agentes potenciais ou reais anticancerigenos (ref. III
e IV). Os compostos de acordo com a presente invengéo que
j4 foram sinteticamente sintetizados previamente s8o o compos-
to 3 (J. Klein e S. Brenner: J, A. C. S., 1969, 21, 3094~
-3096 (V) e por V. Grignard : Bull. Soc. Chim. Fr. 1928,

43, 141-142, o composto 2 (ref. V) e os coumpostos 16 e 25
(ref. IV) mas a patente mencionada (DE 2025755-GB1284475 - US

3794689, Chem. Abst., 1971, 74, 53260) descreve substéncias
diferentes embora intimamente relacionadas:

(HC"====’C)20(OH).Ar.

Constitui o objectivo da presente inveng8o preparar o
rooperol e descrever as suas propriedades conjuntamente com
a preparaglo e as propriedades de outros compostos relaclo-
nados e derivados; e em segundo lugar descrever 0 uUso destes

compostos como agentes anticancerigenos.

Descrig8o da Inv3ngio

T)e acordo com a presente invengdo

proporciona-se um grupo de compostos que tem a seguinte for-

mula geral:

gt ® ®*
]
A___ ¢ ¢ — @ —C--=C— B
1 2 3 | 4 5
R




em que a ligag8o entre 4 e 5 é de preferéncia insaturada

e emque Rl, RZ, R3 e R4 podem representar hidrogénio, al-
quilo, arilo, aralquilo, acilo, halogeneto, hidroxilo, ami-
no, SH, amida ou substituintes andlogos nos quais qualquer
grupo ligado 3s cadeias pentenino serdo consideradas como
substituintes, ou ambos Rl e RZ tomados em conjunto podem
representar = 0, = 5, = N~ Y’(em que ¥ = H ou OH) ou seme-
lhantes; A e/ou B podem representar hidrogénio ou um grupo
substituinte e de preferéncia um grupo alquilo, arilo ou
aralquilo que pode ificluir 1 ou mais &dtomos de oxigénio,
azoto, enxofre ou outros 4tomos na cadeia de carbono ou
estrutura ciclica, ou nos grupos substituintes ligados aos

mesmos.,

Num aspecto da presente invengéo
A e/ou B podem representar os grupos: hidrogénio, alquilo
(de cadeia linear, ramificada ou citlico) ou aromdtico in-
cluindo sistemas heterocfclicos. Todos estes grupos termi-
nais podem ter como substituintes grupos funcionails em
vérias posigles.

0 composto, hipoxosido, foi obtido
de Hipoxis rooperi, H. nitida, H. obtusa, H. rigidula, H.

"latifolia e outras espécies Hypoxidacease. O hipoxosido

pode ser designado como um derivado de pentano do seguinte
modoz:

Glucopiranosido-D- B -0 ¢ === C-CH,-CH=" CH-

(::) 0~ -D-glucopiranosido




(E)-1,5-bis(3',4'-dihidroxifenil)-penta—-4~eno-l-ino-4',4"~
-di-A -D-glucopiranosido.

Unm certo nimero de exemplos de compos=-
tos de acordo com & invenc3o figuram nas seguintes tabelas
(1(a) e 1(b).
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Tabela 1 (b) (cont.)

DERIVADOS DOS PRODUTOS N¢s 1 a 23. Dados *nmr na tabela 1(e)
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DADOS NMR Tabela 1 (e)

PRODUTO_8

3y (CDCly3 80 MHz; TMS) 3.32 (2H, 4d, Jp = 5.4 HZ J, = 4 0.1
HZ, 9_}_1_2_-0}1 = CH) 3.85 (6H, s, 2 OCH3) 3,88 (6H, s, 2 00113),
5.99 € 6.19 (1H, dt, J; = 15 Hz J, = 5.4 Hz, CH,CH = CHY,
6.62 (1H, d, J = 15 Hz, CH = CH-ArH), 6,94 (6H, m, ArH).

PRODUTO 9
5y (0DC&y; 603 mHz; TMS), 3,33 (2H, dd, J; = 5,0.Hz J, =<

0,1 Hz CH,), 3.85 (6H, s, OCH;) 6,06 e 6,32 (1H, d%, J; =
15.8 Hz J, = 5.0 Hz —CH -CH,-), 6.55-7.43 (9H, m, CH-ArH)

PRODUTO 11

Su (CDCL3; 60 MHz; TMS) 2.7 (2H, 4, J = 6.1 Hz, C=C-CH,),
2.85 (1H, s, OH), 3.5-3.75 (2H, m, cgzcé), 3.85-4.2 (1H, m,
CH-CH,C ¢), 7.05-7.5 (5H, m, ArH).

PRODUTO 12

§ y (004 3 60 1Hz; THS) 1.25-1.80 (6H, m, THP, A4, B 2y
CH,) 3.08 (2H, dd, J) = 4 Hz J, = 1.5 Hz, C=C-CH,-), 3.40-
-3.80 (2H, w, THP, 4 ,CH,), 4,27 (2H, t, J =2 Hz 0-CH,),
4,73-4.90(1H, m, THP,a ,CH), 5,92 e 6.21 (1H, d%, J, = 15.8
Hz J, = 5.4 Hz, CH,~CH=C), 6.61 (1H, d, J = 15.8 Hz, CH-ArH),
7.0827.37 (5H, m, ArH).

PRODUTO 13 ‘
Su (ch4; 60 MHz; TMS) 1.55 (6H,m, THP, 8 , 4 , y »CHy)

2,9 (2H, m,  CZC-CH,), 3.3-3.9 (2H, m, THP, o ,CH,), 4.1
(2H, m, OCH,C=C), 4.7 (14, s, THP,aCH), 5.05 e 5.3 (24, 4,
J = 9.1 HZ’ CH=C_I‘£2)’ 5.4‘5"'6.0, m, CL'I-:CHz).

PRODUTO 15
Sx (chea; 60 MHz; TMS) 2.65 (1H, s, OH), 3.8 (6H, s, 2

09-1-{-3})1’ 5,2 1({1H’ i, § = 5.7 Hz, C=C-CH), 6.05-7.3 (8H, u,

cp=ci AL, LB o avm).
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PRODUTO 17
5 g (cpely; 60 MHz; TMS) 2,65 (1H, s, OH), 5,2 (lH d, J =
5,9 Hz, CH-OH), 6.0-6.7 (5H, m, CH =

=cg ! 0 1), 7.0-7.6

(5H, m, ArH).

PRODUTO 18
§H (6DC 53 60 MHz; TMS) 3.8 (6H, s, 2 OCHy), 5,2 (1H, 4,
C=C-CH), 6.4 e 6.7 (2H, dd, J; = 6.9 Hz J, = < 0.1 Hz, CH=
=CH), 6.9 (1H, s, OH), 7,0-7.5 (8H, m, ArH).

PRODUTO 19
o (CDCJ/B; 60 MHz; TMS) 2.6 (1H, s, OH), 5.7 (1H, d, J =
= 7.9 Hz, C=C-CH), 6.3 (1H, d, J = 8.0 Hz, CH=C), 7.1-7.7
(10H, m, ArH).

PRODUTO 21

S5 (CCL4; 60 MHz; TMS) 1.6 (6H, m, THP, B, 8 ', ¥ ,CH,),
1.7 (34, 4, J = 6.2, Hz Cﬁa), 3,3-4.0 (3H, m, THP,a,CH, e
OH), 4.2 (2H, m, -CH,-), 4.75 (2H, m, C=C-CH e THP,« ,CH)
5.3-6.1 (2H, m, CH=CH).

PRODUTO 23

9y (el 53 603 MHz; TMS), 1.36 (3H, t, J = 7.5 Hz, CH, ),
3.6% (2H, s, CH,-C=C), 4,33 (2H, d, J=7.5 Hz CH,~CH;) 7. 17-
-7.67 (10H, m, ArH) 7.83 (1H, s, C=CH)

PRODUTO 29
6.& (opcl 53 60 MH; ™MS) 1.3 (3H, d, J = 6.1 Hz, CHy), 3.1
(2H, s, 2 OH), 4.15-4.5 (3H, m, CH,OH e C=C-CH), 5.5 e

5.75 (18, m, CH;CH-=CH), 6.0 e 6.3 (1H, dd, Jy = 5.0 Hz J, =
= 4 0.1 Hz, CH=CH-CHy).
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Equacdo quimica

Os compostos de acordo com a invengHo

podem ser sintetizados de acordo com a seguinte equagéo,

1

2

na qual A, B, R™y R, R3 e R4 tem os significados descritos

acima,

A—(C==_CH
X

EtMgBr
Etghr,

a—o=c(~)
Q

d
I
Q
1
'
1
Q
1
i
i
H — ——
(S

R R
¢ l:LR34

|
A—C=C—C— ¢c=C—B " Y

R

2

Métodos gerais:

1@ Bromometano (1 equivalente molar) € adicionado gota a
gota a uma mistura homogénea de magnésio met4lico (1,05
equivalentes molares) e tetrahidrofurano sob atmosfera
de azoto. Uma vez terminada a reacgdo exotérmica a mistu-
ra reactiva € aguecida ao refluxo 10 minutos, arrefe-
cida até 20°C e o alcino X (como na equacso) (1,05 equivg-
lentes molar) é adicionado gota a gota., Liberta-se etanoy
A mistura é em segulda aquecida ao refluxo 45 minutos e
arrefecida até 20°¢. Isto d4 origem ao aniZfo Q na mistu-
ra reactiva, como representado na equac3o.
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Produto envolvendo precursores de halogeneto de alquilo

(2):

I

Cloreto cuproso (CuCl) é adiciona-
'do & mistura contendo o composto Q gle € em seguida agi-
tada 15 minutos antes de ser adicionado gota a gota o
halogeneto de alquilo (2Z) (1,05 equivalentes molares).
A suspensfo verde & aquecida ao refluxo 45 minutos antes
de se adicionarem cloreto de aménio aquoso e cianeto de
potdssio, seguido por extracgfo.

Outros produtos envolvendo precursores 2

N
1]

A mistura que contém o enifio Q §é
arrefecida a 0°C e o composto Z (como representado na
equacg8o) & adicionado gota a gota, mantendo-se a tempe-
ratura entre 0% e 500 durante este processo., Depois
da adic3o de todo o composto Z a mistura é agitada
2,5 h a 2500, e em segu:da é vertida numa solugdo
ahuosa saturada de cloreto de aménio, seguida por ex-

tracgéo.

PreparacZo do produto rooperol (1)

I. A hidrélise do hipoxosido (100 mg) em 4gua destilada
(6 ml, pH 6,3) com [/§-glucosidase (100 mg em 4 ml de H20)
a 3700 provou ser satisfatéria. 0 3', 3', 4', 4'-tetrahidro-
xirooperol (1) tinha um pf. 148°¢ (literatura: pf. 154-156°¢C,
ref, II).

II. 0 produto de tetrametoxi (8) (0,0075 moles) gquinolina
anidra (0,25 moles) e TMSI (0,046 moles de solugHo A 92,5%)
foram misturados entre si sob atmosfera de azoto e aqueci-
dos a 180°C durante 70 minutos. Apés arrefecimento a adic¥o
de 4cido clorddrico a 5% a mistura escura foi extralda com
éter, os extractos etéreos combinados foram lavados com
4cido clorfdrico a 5% (rV 550 ml). O extracto etérico lavado
foi seco (sulfato de sédio) concentrado em vdcuo e em seguida
aquecido a 40—5000 em metanol mais algumas gotas de 4dgua até
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um cromatograma de camada delgada (benzeno/acetona) (7:3)
mostrar que o valor Rf alto do éter tetra-(trimetilsililico)
do produto 1 tinha desaparecido, mostrando apenas o produto
1 (identico ao produto 1 proveniente de plantas). O dissol-
vente foi removido em vdcuo & temperatura ambiente, se-
guindo~-se a purificagdio do resfduo numa coluna de cromato-
grafia lIquida de média pressdo, eluindo-se com benzeno/
/acetona (7:3).

Efeitos in vitro de alguns penta-4-eno-l-inos e de de-
rivados sobre culturas de células

As culturas de células foram cultivadas
sob condic¢Bes padrdo a 3700 em meio essencial minimo de
Eagle (M.E.M., Gibco) com glutamina e aminodcidos n8o essen-
ciais, suplementado com 10% de soro de vitelo fetal (State
Vaccine Institute, Cidade do Cabo). As células para as subcul
turas foram obtidas de culturas de células 90—100% confluen-
tes por tripsinisagfo com tamp#o de EDTA-Dulbecco isento de
iBes c4lcio e magnésio, contendo 0,025% de tripsina. A
tripsina foi inactivada colocando a suspens3io das células
cultivadas em M.E.M. contendo 10% de soro de vitelo fetal.
As suspensBes de células foram em seguida dilufdas con-
venientemente ao volume final, dependendo do ndmero de cé-
1ulas obtido e do perfil de crescimento do tipo de células.
As suspensSes de células dilufdas foram em seguida intro-
duzidas A razfio de 1,0 ml em balBes de culturas de células
preparados contendo 8,9 ml de meio de cultura. Estas cultu-
ras foram incubadas durante 24 h e o0s meios foram mudados

antes da adic3o dos compostos de ensaio.

0s compostos em ensaio foram dissol-
vidos em dimetilsulfdéxido (Merck) e adicionados 4 razfo de
0,1 ml aos meios numa diluic#o apropriada para dar a concen-

tragfo final pretendida.

BEm cada série de experiéneias as cul-

turas de controle foram tratadas com quantidades equivalen-
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tes de dissolventes sem o composto de ensaio. As culturas
foram examinadas didriamente, geralmente pof umn perlodo de
4 dias, e registaram-se o crescimento das células e outros
efeitos citopdticos. Foram também determinados durante a
contagem configurucBes e tamanhos anormals das células.

Estes incluiram:

(i) M (52) B Sarcoma de rato
(ii) Mel B1l6 BLO6 : Melanoma de rato

(iii) HoC : Carcinoma de esdéfago humano
(iv) Hela : Cancro cervical humano
ATCC No.CCL2
(v) P27 : Células de mesoteliona humano
(vi) Células
"Loots" ¢ Adenocarcinoma derivado humano
(vii) Chang + células de conjuntiva Chang

ATCC No,CCL20.2

O0s resultados s#o apresentados nas
tabelas 2 a 8.

Avaliac3o da toxicidade aguda de alguns penta-4-eno-

~l-inos e derivados,

Alguns compostos foram submetidos a
ensaios preliminares de toxicidade aguda em ratos e ratazanas
SolugBes ou suspensdes dos compostos escolhidos foram prepa-
rados em 8leo vegetal. Os volumes administrados s8o manti-
dos constantes em 10,0 ml por kg. Em cada caso um ndmero
igual de machos e fémeas foram tratados com uma sé dose.
Todos os animais foram observados durante 7 dias gquanto aos
sinais de efeitos téxicos e/ou fédrmacodinémicos. Foram rea-
lizadas necrépsias em todos os animais sobreviventes. Os
resultados s#o apresentados na tabela 9.
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TABELA 2:

INIBICAO DE CRESCIMENTO DE CELULAS: SARCOMA DE RATO

M(52)B
PRODUTO Concentragfo inibitéria minima (intervalo)
Ne que produz aproximadamente 50% de redug#o do

crescimento celular
ug/wl do meio

1 12,5 - 25,0
3 5000 - 7500
7 60,0 - 80.0
8 60.0 - 80.0
"
16 20,0 - 40.0
23 7500 - lOOoO
TABELA 3:

INIBICXO DE CRESCIMENTO DE CELULAS: MELANOMA DO RATO

Bl6 - BL6
PRODUTO Concentracso inibitéria mInima (intervalo)
Ne que produz aproximadamente 50% de redugfo do

crescimento celular
ng/ml do meio

1 10.0 - 25.0
25 12.5 - 25.0
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TABELA 4:

Inibic8io de Crescimento de Células: CARCINOMA DO ISOFAGO

HUMANO

Concentracfio inibitéria minima (intervalo)

PRODUTO que produz aproximadamente 50% de reduco
Ne do crescimento celular
/ug/ml do meio
1 25.0 - 50.0
2 5000 bt 100.0
3 2500 - 50.0
>
5 haad 2500
6 10.0 - 20.0
23 20.0 - 50.0
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TABELA 5:

INIBICXO0 DE CRESCIMENTO DE CELULAS: CANCRO CERVICAL HUMANO

HeLa ATCC N2. CCLZ2

PRODUTO Concentrac®o inibitéria minima (intervalo)
Ne que produz aproximadamente 50% de reduc#o
do crescimento celular
pg/ml do meio

1 20.0 - 40.0
2 50,0 - 75.0
3 40,0 - 60.0
6 60.0 - 100.0
8 60.0 - 100.0
9 60.0 - 100.0
10 25.0 - 50.0
11 25.0 - 50.0
13 50.0 - 100.0
15 25,0 - 50.0
16 25,0 - 50,0
17 20,0 - 25.0
18 25.0 - 50.0
19 20.0 = 40.0
20 25,0 = 50.0
21 25.0 = 50.0
23 60,0 - 100.0
24 25.0 = 50.0
25 5,0 = 10.0
26 20.0 - 40.0
29 50.0
30 50,0
31 25.0 - 50.0
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TABELA 6:

INIBICAO DE CRESCIMENTO DE CELULAS: MESOTELIONA HUMANO P27

PRODUTO Concentracfo inibitéria minima (inter-
Ne valo) que produz aproximadamente 50%
de redug®o do crescimento celular

Pg/ml do meio

1 10.0 - 25.0

3 25.0 - 50.0

8 40.0 - 60.0

16 25.0 = 50,0

17 20.0 - 50.0

- 23 -




TABELA T:

INIBIGAO DE CRESCIMENTO DE CELULAS: CELULAS DE "LOOT'S
ADENOCARCINOMA HUMANA

PRODUTO Concentrag®o inibitéria minima (inter-
Ne valo) que produz aproximadamente 50%
de redugso do crescimento celular
pg/ml do meio

1 12.5 - 25,0
23 2500 - 5000
TABELA 8:

INIBICAO DE CRESCIMENTO DE CELULAS: CELULAS DE CONJUNTIVA
CHANG
ATCC Ne¢, CCL20.2

PRODUTO Concentrac®o inibitdéria minima (inter-
Ne valo) que produz aproximadamente 50%
de reduc#o do crescimento celular
pg/ml do meio

1 20.0 - 25.0
25 2-5 - 10-0
26 2,5 - 10.0
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TABELA 9:

TOXICIDADE AGUDA DE ALGUNS PENTA-4-ENO~1-INOS E DOS DERIVADOS

PRODUTO MINIMA DOSE SIMPLES TOLERADA
Ne, mg/kg DE PESO CORPORAL
RATOS RATAZANAS VIA
P, 2500 =250 P.0.
> 200 2100 I.P.
2 = 1000 500 P.0.
3 500 1500 P.0.
11 > 1000 P.0,
16 500 500 P.0,
17 500 500 P.0O.
19 250 P.0.
23 750 P.0,
NOTAS: maior do que

P.0. por via oral

I.P. por via intraperitoneal
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Processo para a preparagdo de compos—
tos com a férmula geral

Rl T3 T4
A— C=C— l — (- - -C—23B
1 2 1 4 5
R2

em que a Iigac#o entre os 4tomos de carbono 4 e 5 é insatu-
rada e em que Rl, R2, R3 e R4 podem representar hidrogénio,
alquilo, arilo, aralquilo, acilo, halogeneto, hidroxilo,
-NH, -SH, amida ou outros substituintes andlogos nos quais
qualquer grupo ligado &s cadeias pentenino s#o considerados
como substituintes, ou ambos Rl e R2 considerados como em
conjunto podem representar =0, =S, =N-Y (em que Y = H ou OH)
ou semelhantes; A e/ou B podem representar hidrogénio ou um
grupo substituinte e de preferé&ncia um grupo alquilo, arilo
ou aralquilo que pode incluir um ou mais dtomos de oxigénio,
azoto, enxofre ou outros 4tomos na cadeia de carbono, ou
estrutura clclica, ou nos grupos substituintes ligados aos
mesmos, ou

A e/ou B podem representar os grupos; hidrogénio, algmnilo
(de cadeia linear, ramificada ou cIclica) ou aromdtico in-
cluindo sistemas heterociclicos podendo todos estes grupos
terminais ter como substituintes grupos funcionais em
vérias posicBess

caracterizado pelo facto de corresponder 2 equag¥o quimica
abaixo, na qual A, B, BY, R%, B> e R* tem os significados

indicados acimaj;
- 26 -
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.
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R
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Processo de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizado pelo facto de se obter um composto de fér-
mula

gl > gt

o
@_CEC——-C——C-————C

lz

R

na qual Rl. R3 e R4 representam hidrogénio, alquilo, arilo,
aralquilo ou acilo e R2 representa hidrogénio, halogeneto,
hidroxilo, -NH,, -SH, amida ou substituintes anédlogos em que

qualquer grupo ligado & cadeia pentenino serd considerada comd
substituinte.
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Processo de acordo com a reivindicacgfo
1, caracterizado pelo facto de se obter um composto de fér-

nula
HO (= ———(C0==¢( OH
R2

na qual Rl, RQ, R3 e R4 t8m os significados indicados na

reivindicag#o 2, e os derivados de hidroxilo dos mesmos.
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Processo de acordo com as reivindica-
¢¥es anteriores caracterizado pelo facto de se obter um com=-
posto de férmula

HO OH

HO ==0— CH,—CH==CH CH

- 08 =




- 58 -

Processo para a preparag¢8o de composi-

¢Bes anticancerosas caracterizado pelo facto de se incorporar
como substfncia activa uma substéncia de acordo com a inven-
¢80 quando preparada pelo processo de acordo com as reivindi-

cagdes anteriores.

A requerente declara que o primeiro

pedido desta patente fol depositado na Holanda em 30 de
Junho de 1983, sob o n®2, 83 17850.

Lisboa,29 de Junho de 1984
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