_PATENTE DE INVENCION !

soLICITANTE: . ELT LILLY AND COMPANY
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ENUNCIADO: ON PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR LOS AL
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TINA.

Prioridad: Patente €Stadounidense 0 409.225 del, 2%=10-1973

« INo=-

o e




-
-

"

18

20

25

30

"rar los alcaloides diméricos mediante cromatografia a alta

-alcalddes extraidos con benceno sobre aléimina. En un proce-

- vinblastina. La separacidn de la vincristina (leurocristina]

La presente invencién se refiere a un procedi-

miento para purificar los alcaloides de indol diméricos -vi]

12

blastina, des-N-metilvinblastina y vincristina- que compren
de extraer hojas de Vinca roseé con. acido, ﬁeutralizar,la
solucién'écida, extraer los alcaloides diméricos en un di-
solvente arbmético, someter opcionalmente los alcalddes ex
trafdos a cromatografia de exclusidén de gel, precipitar los

alcaloides diméricos como sales sulfato y finalmente sepa-

presién.

La vinblastina (vincaleucoblastina o VIB) se aisi: -

16 mediante extraccidn de hojas de Vinca rosea con etanol y

dcido acético, acidificacidn del extracto con &cido clorhi-

drico, extraccidn de la solucidbn acuosa Acida con benceno SI

guida por cromatografia de elucidén de gradiente de pH de lo

dinmiento mejorado para preparar vinblastina y su alcaloide
acompafiante, la leurosiné, las hojas de Vinca rosea se ex~-
traen en un sistema disolvente de &cido tartarico-benceno,
se neutraliza la capa de benceno, los alcaloides insolubles
en la base se extraen en benceno y el extracto de benceno &
somete despuds a un procedimiento de separacidén cromatogré-

fico en el cual se eluyen sucesivamente la leurosina y la -

de otros alcaloides de Vinca diméricos también se logra me-
diante extraccién de hojas de Vinca rosea con una mezcla de
benceno y acido tartérico. Los licores madres eventualmente
obtenidos después de la cristalizacidén del sulfato de vin-
blastina mediante cualquiera de'los procedimientos de los -

dos procedimientos anteriores, se someten a un procedimien-
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to de extraccidn con acido citrico, primero a un pH de 4,4
y después a un pH de 7,0. Los alcaloides obtenidos median-
te evaporacién del eluyente de benceno en este pH mis ele-
vado se cromatografian sobre alimina desactivada y la vin-
cristina se eluye después de la vinrosidina (leurosidina).

De conformidad con otro procedimiento para puri-
ficar los tres alcaloides anti-cancerosos diméricos princi-
pales de la Vinca rosea: la vinblastina, la vincristina y
la leurosina, las hojas de vinca se extraen con metanol écq$
80 y los alcaloides diméricos asi extralidos se convierten a
sales de adicibén de 4cido en solucibn, preferiblemente a sul
fatos. El extracto &cido se extrae después con‘benceno,'de-
sechandose los extractos bencénicos. La capa 4cida se hace
después alcalina y los alcalddes se extraen en benceno. Es-
te exfracto de benceno se evapora a sequedad y los alcaloi-
des residuales se convierten nuevamente en las sales sulfa-
to correspondientes con dcido sulfdrico al 10%. Se obtiene
una mezcla de los sulfatos cristalinos de los alcaloides 3
diméricos y éstos se separan mediante cromatografia utilizap.
do cloruro de metileno y cloroformo como los disolventes de
elucibdn. Alternativamente, las bases alcaloidales se sepa-
ran mediante cromatografia sin convertirlas primero en sa-
les sulfato.

Finalmente, se ha descrito un procedimiento en el
cual las hojas de vinca se tratan con hidréxido de amonio y
después con tolueno. El extracto toluénico se pone en con-
tacto con acido clorhidrico, y la mezcla alcaldide restan-
te se extrae con cloruro de etileno a un pH de 9. Esta frac
cidén de alcaloide se cromatografia después sobre alimina neu

tra. Las fracciones de vinblastina y de leurosina se eluikn
!
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reza que cualesquiera de los procedimientos previamente des

con benceno-éter. (No se hace mencibén del aislamiento de la
vincristina en este procedimiento particular).

Es un objeto de esta invencidn proveer un proce-
dimiento para la purificacién de vincristina, des-N-metil-
vinblastiha ¥ vinblastina empezando con hojas de Vinca roseJ
cuyo procedimiento origina los alcaloides diméricos desea~
dos en una cantidad mayor y con un grado més elevado de pu-
critos.

En la realizécién.de los objetos anteriores y de
otros, esta invencién proporeions un procedimiento para la
pufificaciéﬁ de alcaloides diméricos de indol que compren-
de la . extraccidn de hojas de Vinca rosea ﬁ otra fuente na-
tural de alcaloides diméricos con &cido acuoso(pH = 3). ILa
extraccidn del extracto acuoso con un disolvente inmiscible
con el agua, el ajuste del pH del extracto acuoso a 6, la -
extraccidén de la capa acuosa &cida con un disolvente inmis-
cible con el agua, desechindose la capa &cida y la evapora-—
cién del disolvente de extraccidn para producir alcaloides
residuales. En este punto, puede emplearse una etapa de pu-
rificacidn opecional que comprende la cromatografia por ex-
clusidén de gel, de los alcaloides, utilizando un sistema -
tampdn de citrato a un pH de 7, seguida por la extraccidn dé
los alcaloides diméricos del citrato acuoso con un disolven
te inmiscible con el agua para producir bases alcaloidales.
Ya sea que se emplee o0 no la etapa de filtracién con gel, I
siguiente etapa en el procedimiento requiere la precipita-
cién de los alcaloides diméricos residuales como sales sul-
fato, en etanol w otro solvente édecuado, seguida por la pu

rificacidén cromatogrifica (preferiblemente a alta presién)
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de los alcaloides diméricos ya sea como bases libres o como
séles sulfato.

Para llevar a cabo el pfocedimienﬁo anterior, la
hojas de las plantas que contienen alcaloides de vinca cxu_
dos tales como Catharanthus roseus (Vinca rosea) se extraen
a un pH %3 utilizando dcido sulflrico para mantener la aci
dez deseada. El disolvente inmiscible con el agua cominmen-
te utilizado para exbraer la capa acuosa 4cida es benceno,
aunque puedeﬁ utilizarse otros disolventes orgénicos inmis-
cibles con el agua tales como tolueno y similares. Después
de que el pH del extracto acuoso dcido se ha ajustado a apre:
ximadamente 6 mediante la adiciébén de hidréxido de sodio: hi
dréxido de amonio u otra base, los alcaloides diméricos se
extraen en un disolvente organico. El disolvente ‘de re-éx-
traceién es usualmente benceno, aungue nuevamente, puedén -
‘emplearse otros disolventes orgénicos inmiscibles con el -
agua. La etapa de cromatografia por exclusidén de gel opcig
nal, se lleva a cabo utilizando un gel de dextrano entrelazg
do (sephadex G=25 F) en un sistema de tampon de citrato. Ia
fase mévil es un tampon de citrato de amonio 0,1 molar de uny
pH de 3,0, aunque, como seri aparente para mjuellos expertos
en la técnica, pueden utilizarse otros sistemas de tampon a
un pH de 3, intercambiablemente con el tampon de citrato en
el sistema de cromatografia de exclusién de gel. Se emplea
una presidén de sproximadamente 1,05 kg/cm2 durante la croma-
tografia de exclusidén de gel. En este procedimiento se elu-
ye primero la fraccién de alcaloide dimérico que contiene -
vineristina, vinblastina, des-n-metil-vinblastina, leurosi-
pa y vinrosidina. Los alcaloides diméricos se extraen del -

tampon de pH=3, ajustando el pH de la solucidén acuosa a;&n

[}
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* blemente en este punto en el procedimiento el dicloruro de

pH de 7,0 con hidréxido de amonio y poniendo en contacto -
después la solucidn acuosa de un pH de 7 con un disolvente
inmiscible con el agua, preferiblemente bepceno nuevamente.
La evaporacién del bencena produce un residuo que puede dise
verse en etanoly la leurosina cristalizarse directamente en
el mismo. La leurosina se separa por decantacién y el sobre-
nadante as{ obtenido se acidifica a un pH de 4,2 con.&cido

sulfirico etanbélico al 3% para conyerﬁir los alcaloides di-
méricos restantes a sus sales sulfato. Las sales de sulfa-

to mixtas precipitadas se recogen y se convierten en las ba

ses alcaloidales libres correspondientes mediante procedi-

mientos normales, como por ejemplo mediante disolucidn de -|

las sales en agual, ajustando el pH aproximadamente¥8,0 con
hidréxido de amonio y extrayendo los alcaloides diméricos -

con un disolventé orgénico inmiscible con el agua, preferi-

metileno. La evaporacién del diclorurc de metileno produce
los alcaloides diméricos mixtos, los cuales se cromatogra-
fian después a una presidén elevada sobre alfmina (actividad
TII) utilizando un sistema disolvente de acetato de metilo-
dicloruro de metileno-agua (48:51:1) como eluyente.

Las presiones de operacidén empleadas han estado
en la escala de 10,5-~24,5 kg/cma. Segln se entenderi por -
aquellos expertos en la técnica de la cromatografia a pre-
sibén elevada, se encuentra disponible el equipo para llevar
a cabo procedimientos a 280-350 kg/cm2 Y parecen fabibles ~
presiones en la escala de 525-560 kg/cma. La separacién al-
caloidal es en general mas eficiente a presiones més eleva-
das. Los procedimientos de croﬁatografia a presidn elevada

se llevan a cabo en equipo de acero inoxidable equipado con

o1
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accesorios resistentes a la presidn.
Los alcaloides se eluyen en el siguiente orden &
este procedimiento cromatogréfico: leurosing, vinblastina,
des-N-metilvinblastina, vinzristina y vinrosidinag. La iden-
tificacidén del alcaloide dimérico en la fraccibén de eluyen~
te, se lleva a cabo mediante procedimientos normales conoci

dos en el arte, tales como cromatografia en capa delgada. .

La recoleccién de fracciones que contienen vinblastina, des|

=4

N-metilvinblastina o vineristina seguidos por la evaporacié)

del disolvente al vaclo y conversién de la vinblastina, des-
N-metil-vinblastina o vineristina a la sal sulfato corr;s—
pondiente a un pH de 4,2 con &cido sulfdrico etanélico,:cog
pleta el procedimiento de separacidén y de purifioacién. A
continuacién se dan ejemplos especificos del procedimiento
de esta invencién. ‘

y Ejemplo 1
' Purificacién de Vineristina

BSe extrajeron tres veces durante periodos de una
hora, 10 kg. de hojas de Catharanthus roséus secas, utilizag;
do 32 volimenes de agua a 502C. acidificada a un pH de 3,0,
mediante la adicién de &cido sulfirico al 30% (p/v) como el
medio de extraccidén. Los extractos acuosos se decantaron del
material fibroso, se combinaron y se filtraron. El filtrado
se extrajo dos veces con volimenes iguales de benceno y los
extractos de benceno se desecharon. Fl pH de filtrado se -
elevd después a un pH de 6,0 mediante la adicién de hidrdéxi
do de amonio concentrado. La fase acuosa a un pH de 6,0 se
extrajo tres veces con volimenes iguales de benceno. Los,qg
tractos bencénicos se combinaron y se concentraron a vacio

para producir un residuo de 57 g, de mezcla de alcaloideq-

h
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cruda (VRA). »

5 g. de VRA asi obtenida se disolvieron en 250
ml de tampon de citrato de'amonio 0,1 molap, de un pH de -
3,0, y el filtrado resultante se cromatografid sobre 600 g.
de gel de dextrano entrelazado (sephadez G-25 F) en una co-
lumna de vidrio de 5 x 140 cm. Se utilizd tampon de citrato
de amonio 0,1 molar (pH = 3,0) como la fase mbvil. La colum
na se reveld bajo una presidn superior de 1,05 kg/cm2 dando
un régimen de flujo de efluente en la escala de 10-14 ml.
por minuto. Se recogieron las fracciones y se identificaron
como conteniendo predominantemente alcaloides monoméricos o
diméricos mediante cromatografia en capa delgada. Aquellas
fracciones que contienen los alcaloides diméricos se eluye-
ron primero, e incluyeron, mediante cromatografia en capa -
deléada vinblastina, vincristina, leurosina y vinrosidina.
Las fracciones acuosas que contienen predominanteménte estog
alcaloides diméricos se combinaron, el pH se‘ajusté a 7,0 cq
hidréxido de amonio, y la solucidén acuosa neutra resultante
se extrajo después tres veces con la mitad de su volumen de
benceno. Los extractos bencénicos se combinaron y se filtra
ron a través de sulfato de sodio anhidro. Ia concentracién
del filtrado a sequedad al vacio produjo 1,0 g. de mezcla al.
caloide dimérica. La mezcla se disolvidé en 7,5 volimenes de
etanol anhidro. La leurosina cristalizé en este momento y s
separd mediante centrifugacién; rendimiento = 157 mg. de ley
rosina. El sobrenadante se ajusté a un pH de 4,2 con &acido 4
sulfirico etanblico al 3%. los sulfatos de los alcaloides -
diméricos restantes se formaron inmediatamente como agujas,
Y la cristalizacién se dejé continuar durante dos dfas. Los

cristales se separaron mediante centrifugacidén, se lavaron

n
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con etanol y se secaron. Se obtuvieron, un rendimiento de
24l mg. de sales sulfato mixtas de vinblastina y vincristi
na, mids una pequeila cantidad de sulfato de leurosina. Las
sales se convirtieron en las bases libres correspondientes,
disolviendo las sales en agua, ajustando el pH de la solu-
c¢ibén acuosa a 8,0 con hidrdéxido de amonio 14 normal, y ex-
trayendo después las bases insolubles en agua en clor@ro de
metileno. Se filtrd el extracto de cloruro de metileno y el
disolvente se separd mediante evaporacidén a vacio. El resi-|.
duo resultante se cromatografié sobre 400 g. de alémina (Ac
tividad III, 200 ﬁa/g), utilizando un sistema disolveﬁte de
acetato de metilo-cloruro de metileno-agua (48:51:1) como -
el eluyente. Ia cromatografia se llevé a cabo en una colum-
na de acero inoxidable de 8 mm. por 7 metros a una presién
de i7,5 - 22,7 kg/cmg. La relacidn de aldmina a carga fue
de aproximadamente 2000/1. El eluato se revisd a 254 milimi
cras, y las fracciones se separaron con base en los miximos
observados en el perfil ultravioleta. Se identificaron frac
clones que contienen predomihanxemente leurosina, vinblasti
na, des-N-metilvinblastina y vincristina, mediante cromato-
grafiz en capa delgada. La concentracién a sequedad de las
facciones combinadas que contienen vineristina, produjo -
18,7 ng. de alcaloides. El residuo se disolvid en 20 vold-
menes de etanol anhidro, se separaron los insolubles median
te centrifugacidén y el pH del sobrenadante se ajustd a 4,2
con acido sulfurico etandlico al 3% formando de esta manera
sulfato de vincristina. La mezcla de cristalizacidén se dejd
reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. El sulfato
de vincristina se separd después mediantg centrifugacién y

el centrifugado se lavé con etanol y se secéd al vacio.4El -
'I
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peso de la vincristina asi obtenida fue de 12,3 mg. (equivg
Jente a 14,1 ng/kg de hoja extraida). Las propiedades del -
sulfato de vincristina asi obtenido fueron idénticas a aque
llas registradas en la literatura.
7 Alternativamente, se disolvieron 10 g. de VRA en
5 vollmenes de etanol anhidro. EL pH de la solucidn se ajus
t6 a 4,2 mediante la adicidén de &cido sulfirico etandlico al
%%. La mezcla de sulfato sé sembrd a sulfato de vinblastinal
La mezcla de cristalizacién se dejbé reposar durante 48 how
ras, y la mezcla de sulfato de alcaloide dimérico se cose-
chdé mediante cenxrifugécién. El procesado como en el proce;
dimiento anterior, seguido por la etapa de cromatografia de
exclusién de gel con cromatografia sobre altmina desactiva-
"da, a una presidn elevada, produjo 20,6 mg. de sulfato de
vin@ristina equivalente a 11,8 mg/kg de hoja extraida.

La vinblastina, la leurosina, la vinrosidina, la
des-N-metilvinblastina y otros alcaloides diméricos, se ob-
tienen en una forma similar, ya sea como la base libre o co
mo la sal sulfato, de las fracciones de eluato ricas en el
alcaloide particular. obtenido durante la cromatografia a pry
sién elevada sobre aldmina desactivada.

Ejemplo 2
Porificacidén de Vinblastina

Se combinaron fracciones del procedimiento croma
fogréfico a presién elevada, con allmina, del ejemplo 1, que
se identificaron conteniendo predominantemente vinblastina,
mediante cromatografia en capa delgada, y las fracciones con
binadas se concentraron a sequedad a vacio. Los alcaloides
diméricos residuales resultantes que consisten esencialmen-

te de vikblastina Yy algo de leurosina residual se disolvie-
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ron en una mezcla disolvente de metanol-etanol. La leurosi-
na es insoluble en esta mezcla y precipita. Después de la -
separacién de la leurosina mediante centrifugacidén se decan
t6 el sobrénadante que contiéne vinblastina. El pH de la so
lucibén se ajusté a la escala de pH = 4-5 mediante la adicibdp
de acido sulftérico etanbdlico, convirtiendo la vinblastina y
otros alcaloides presentes, a las sales sulfato corresponé
dientes. Las sales sulfato se recogieron, el filtrado se de
sechS y después los sulfatos se reconvirtieron a sus bases
libres respectivas en la forma usual. La recromatografia de
las bases libres sobre altmina (actividad IIT en una rela-
¢ibén en peso de altmina a carga de 60:1 utilizando beﬁceno-
cloroformo como la fase mévil, produjo fracciones que conti¢
nen vinblastina (segin se identifica mediante la cromdﬁograu
fia(en capa delgada) y no otros alcaloides diméricos. Las -
fracciones que contienen vinblastina se combinaron y el di-
solvente se separd de las mismas, a vacio. la recristaliza-
cién de la vinblastina residual en metanol produjo vinblas~
tina purdificads que a su vez se disolvié en etancl y se con
virtié a la sal sulfato correspondiente mediante tratamien~
to con &cido sulfiirico etandlico. EL sulfato de vinblastina
asi preparado fue un material de mancha individual mediante
cromatografia en capa delgada.
Ejemplo 3

Conversién de Des-N-metilvinblastina-Vineristina

Se procesaron 270 kg. de hojas de Catharanthus
roseus secas, de conformidad con el procedimiento del ejem-
p.o 1. Las fracciones que se identificaron como conténiendo
des-N-metilvinblastina mediante cromatografia en capa delga
da se separaron en la etapa de cromatografia de liquidé, de

f
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.de la solucién acuosa a un pH de 5,8 tres-veces, con cloru-

- 12—

presién elevada y se concentraron bajo vacio a sequedad. Ut
lizando el método descrito en la Patente de los Estados Uni
dos 3,354,163 de Gormap, se convirtieron 7,73 g. de des-N-

metilvinblastina cruda as{ obtenida a vineristina, a tempe-
ratura émbiente, mediante la adicidén a una solucidén que cont
tiene 927 ml. de &cido férmico al 98% y 154 ml. de anhfdri-|
do aﬁético. Después de que se complete la reaccibén, segin -
se confirmé mediante cromatografia en capa delgada, la mez-
cla de reaccién se concentrd bajo vacio a un jarabe. El conj.
centrado se disolvid en 100 volfimenes de agua y los alcaloi

des se convirtieron a sus bases libres mediante extraccidn:

rode metileno, La concentracidén de los extractos de cloruro
de metilénp combinados, bajo vacio, produjeron y 7,84 g. de
base libre de vimeristina. La base libre se purificéd adieig
nalmente mediante cgomatografia de liquido, a presidén eleva
da (14~-21 kg/cu®) en una columna de acero inoxidable de 2,5
em. por 730 cm. ubtilizando 3200 g. de absorbente de alfimina
neutra de activided III-IV y acetato de etilo cloruro de me
tileno-agua (25:75:0.4), como fase mévil. La vineristina oh
tenida~después‘de concentraciég a sequedad de las fracciones
identificadas como conteniendo predominantemente vineristina
ascendié a 2,64 g. Este material se cristalizb dos veces en|
etanol, se recromatografié utilizando una fase-méyil de ace
tato de metilo-cloruro de metileno-agua (48:51:1), cristali
z6 en metanol y se convirtié en sulfato en etanol para pro-
ducir 1,4 g. de sulfato de vincristina (equivalente a 5,3 -
ng. por kg. de hoja extraida).

En resumen, la patente de invencién que se soli-

cita recaerd sobre las siguientes:
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extraldos de la etapa b) a cromatografia de exclusién de -

-gel;

'l precipitados de la solucién alcanblica de la etapa d);

-13 - g&’ |
43&5& ?4‘
AN
REIVINDICACIONES

l. TUn procedimiento para purificar los alcaloi-
des de indol-diméricos =-vineristina, des~N-metilvinblastina
Yy vinblastina -~ caracterizado por las siguiéntes etapas:

a) extraer una fuente de planta de dichos alca-
loides con &cido; '

b) elevar el pH de la solucién &cida de la etapa
a) y extraer los alcaloides diméricos en un disolvente orgid

nico inmiscible con el agua;

c) someter opcionalmente los alcaloides diméricog

d) disolver los alcaloides diméricos’ extraidos -~

de la etapa b) o de la etapa ¢) en un alcanol inferiori

e) separar opcionalmente cualesquiera alcaloides

f) convertir los alcaloides de la etapa d) o de
la etapa e) a las sales sulfato y aislar las sales sulfato
del alcaloide, precipitadas;

g) convertir opcionalmente las sales sulfato ais
ladas a las bases libres correspondientes;

h) someter las sales sulfato del alcaloide de la
etapa f) o las bases libres del alcaloide de la etapa g) a
cromatogréfia a presién elevada sobre aliimina; y

i) recoger las fracciones cromatograficas que coy
tienen vineristina, des-N-metilvinblastina y vinblastina se4
paradas, purificadas, substancialmente exentos de otros al-
caloides de la vinca diméricos y exentos de uno hacia otro.

2. El procedimiento de la reivindicacibén 1, cars

[[2)

terizado porque la etapa de extraccién a) se logra ext#a&ene
[

+
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1 do dicha fuente de planta de dichos alcaloides con é&cido -
acuoso a un pH >3, extraer la solucidn acida as{ obtenida
con un disolvente orgénico inmiscible con el agua y separar
la capa acuosa-acida de la capa orgénica. |
5 3. El procedimiento de la reivindicacién 2, ca-
racterizado porque dicha- fuente de plantas de dichos alca-
i ef, loides son hojas de vinca.
s 4. El procedimiento de cualquiera de‘las reivin
: dicaciones 1 a 5,.caracterizado porque la elevacidn del pH
-}%iO v la etapa de extraceién b) se logran mediante el ajuste ~
. 'g_Eta del ﬁH de la solucidn éci&a a un pH ~6 mediante la adicién
‘ de base, extrayendo la capa de un pH “6 con un disolvente
‘orgénico inmiscible con el agua, desechando la capa acuosa
Yy sgparando ¥y evaporando el disolvente del extracto orgéni-
cOo. ‘
' i 5. El procedimiento de la reivindicacién 4, ca-
racterizado porque el disolventé orgénico inmiscible con el
agua es el benceno, ’

6. El procedimiento de cualquiera de las reivin
20 dicaciones 1 a 5, caracterizado porque la etapa de cromato-
grafia ¢) se logra sometiendo los alcaloides extraldos a erd
matografia de exclusidén de gel en un tampon acuoso de un pH
= 7, extrayendo los alcaloides de indol diméricos de las frac
. ciones de eluato de tampon acuoso que se determina que los
25 contienen, mediante procedimientos analiticos normales, con
un disolvente orgénico inmiscible con el agua, separando los
extractos y evaporando de los mismos, el disolvente de ex-

traccibn.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivin

dicaciones 1 a 6, caracterizado porque la etapa de conver-
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8i6n £) se logra ajustando el pH del filtrado a un pH % 4,2
mediante la adicidén de &cido sulfdirico etandlico y separan-
do las sales de sulfato de alcaloide de indol diméricas, -
cristalinas, precipitadas, asi formadas.

8. Se reivindica por 4ltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la patente de %nvencién que se solici-
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR LOS ALCALOIDES DE lNﬁOﬁ“
DIMERTICOS - VINCRISTINA, DES-N-METILVINBLASTINA Y VINBLASTI-
NA.

Todo conforme queda descrito y reiindicado,en la
presente memoria descriptiva que consta de quince paginas me¢
canografiadas., :

Madrid, 24 de Octubre'de 1.974

BERNARDO UNGRTA -
PeDe : '
e
- [;ﬂ‘/

-

ke

-
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