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Ya se ha propuesto obtener laotogiobulinas aptas pa­

ra proteger a los seres hucnnos, o incluso a lo s  animales, : 

contra ciernas enfermedades, procediendo a la  inmunización - 

de lo s bóvidos, y en particu lar de la s  vacas, contra l a  en-  ̂

íernedades en cuestión y a recoger la  leche de estos bóvi­

dos para administrarla al ser humano o al animal con el fin; 

de introducir en un organismo nuevo lo s anticuerpos que es- 

tan contenidos ai la  lactoglobulina del bóvido. ' . ;

Asi, ya se ha propuesto inmunizar a la s  vacas contra 

la  tuberculosis, la  to síerin a  o la  v iruela, y u t i liz a r  la  

lactoglobulina obtenida de estos rumiantes, para inmunizar

a seres humanos.

Sin embargo, aunque diversos autores hayan ya pro­

puesto dicho procedimiento de obtención de laotogiobulinas 

inmunes, este no ha podido recib ir hasta ahora ninguna ap li 

cación in du stria l.

En efecto, para poder rea lizar dicha producción in­

du stria l de laotogiobulinas, es necesario hacer que la s  va 

cas inmunizadas sean susceptibles de producir, durante la r  

gos periodos, una leche que contenga una importante pro­

porción de anticuerpos, permaneciendo al mismo tiempo con 

una perfecta salud. Ahora bien, estas dos condiciones no 

se han podido rea lizar  simultáneamente nasta ahora.

Hasta ahora, e l único procedimiento que ha conduci 

do a concentraciones importantes de anticuerpos en la  le ­

che, l a  cual por esta causa hubiera sido susceptible de 

sor u tilizad a  industrialaente, empleaba una inyección in- 

tramanaria d irecta del antígeno. Ahora bien, estas inyec­

ciones intramamarias presentan el inconveniente de provo­

car muy frecuentemente inflamaciones de la s  mamas y, en la
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mayor narco de lo s casos, se ña observado la  presencia de 

pus o de un numero muy grande de leucocitos en La leche ob­

tenida por este nrocediniaito, la  cual, ñor esca causa, es

impropia para el consumo. Ademas, 

te un agotamiento de la  secreción

se produce muy ra*" i dómen­

la  otea y mía disminución

importante del grado de anticuemos.

Los otros procedimientos, que consideraban la  iuyejc 

ción del antígeno por v ía subcutánea, intramuscular o m tra 

venosa, no provocan más que unas proporciones de anticuer­

nos en la  leche demasiado pequeñas nara ser u tilizad as.

El presente invento concierne a un procedimiento 

que permite obtener en bovidos, y en particu lar en vacas, 

una producción duradera e importante de anticuemos en la  

leche, sin que esta producción perturbe de manera v isib le  

el estado de buena salud del animal.

El presente invento tiene como objeto un nuevo pro­

cedimiento de preparación de lactoglobnlinas inmunes, están 

do caracterizado esencialmente este procedimiento por el he 

cho de que se efectúa en primer lugar una vacunación o una 

inmunización de un bívido, ta l como una vaca, por e sc a r if i­

cación o inyección intramuscular de manera que se hace apa­

recer en el suero sanguíneo y en e l suero lácteo una dosis 

de anticuemos, despu.es de lo  cual se procede periódicamen­

te a inyecciones de antígenos con ayuda de una aguja hipo- 

dermica, por ejemplo, a l menos en uno de los ganglios retro- 

mamarios, lo cual tiene como efecto mantener en un valor 

elevado el nivel de anticuerpos en la  sangre, y aumentar en 

proporciones muy importantes el nivel de anticuerpos en el 

suero lácteo, se procede seguidamente do manera eventual a 

la  coagulación de l a  leche para separar el suero lácteo, y5o



desnu.es, noy ejemplo con ayuda de su lfato  de amonio, se pre­

cipitan la s  laotoglotu linas que contienen lo s  anticuerpos y,i 

que después de una d iá l i s i s  y eliminación del su lfato  de 

amonio, pueden ser administradas bajo una forma apropiada.

Le acuerdo con el invento, se puede por ejemplo pro- 

oeder a la  primera inmunización del bovido con ayuda de una 

escarificación  que es seguida por un cierto numero de inyec­

ciones intramusculares de antigenos, con separación o espa- 

oiamiento entre cada inyección.

Después de haber concedido a la  vaca un periodo de 

reposo que puede ser, por ejemplo, de dos meses, se procede 

cada semana a una inyección de antígenos en lo s ganglios re-

tromamarios.

dos en 

res de

Se sabe que lo s ganglios retromamarios están sitú a­

la  cara posterior de la s  dos cuartas partes posterio- 

la s  mamas. Estos ganglios "¿i en en el tamaño de una man

darina, son palpables y susceptibles de ser movidos o des­

plazados, lo  cual pernioe rea lizar fácilmente la  inyección; 

esta última se efectúa preferentemente en el oentro del gan­

glio  con ayuda de una aguja hipodermica apropiada, por ejem­

plo de 12/lC mn.

El presente invento peralto preparar lactogíobulinas 

inmunes que permiten luchar contra numerosas enfermedades, 

por ser lo s anticuerpos obtenidos función da la  naturaleza 

de la  enfermedad contra la  que está  inmunizada la  vaca.

^as lactogíobulinas inmunes obtenidas según el in­

vento pueden ser administradas haciendo beber la  leche que 

la s  contiene, o también aislando de esta leche la  fraocion

que contiene lo s anticuerpos.

De esta manera, la  lactoglobulina que contiene lo s



'anticuerpos puede ser administrada por vía bucal o por vía 

-rectal con ayuda de excipientes apropiados.

Con el fin  de hacer comprender mejor el invento, se 

van a describir ahora, a títu lo  ilu stra tiv o  y sin ningún 

oaracter lim itativo, dos modos de realización  descritos en 

lo s  ejemplos siguientes.

E jemplo 1.-  Este ejemplo so re fiere  a la  obtención 

de lactoglobulina anti-vacuna.

3e inmuniza a ana vaca al coaienso de su poriodo do 

lactación (o secreción de leche) con ayuda de una vacaba 

c lasica  u tilizada para la  vacunación humana, ta l  como la  

que se desoribe en la  Farmacopea litan cesa 1.96a en la s  pa­

ginas 1.267 y 1.266.

Se rea liza  en primer lugar una primera vacunación 

escarificando sobre el flanco o costado derecho de la  vaca 

una superficie de 46 x 4C cm, sobre la  r¡ue se han aplicado 

80 mi de vacuna G6 que tiene una concentración de 1 x

Dos semanas mas tarde, se inoculan por vía intramus- 

oalar 10 mí de virus con ana concentración de 1 x ,

mezclado con glicerína con mía concentración de 1/a, y aña­

diendo gelatina.

Un'a semana mas tarde y bajo la s  miañas condiciones, 

se procede a una inyección intramuscular análoga de una can­

tidad del mismo virus igual a 20 mi.

Una y dos semanas mas tarde se procede, bajo la s  

mismas condiciones, a ana inyección intramuscular y subcu­

tánea de cantidades del mismo virus respectivamente iguales 

a oO y ICO mi.

Una vez terminado este periodo de inmunización, se

deja reposar a la  vaca durante dos meses sin someterla a



ninguna nueva inyección. i

Rara conservar la  inmunidad oonferida a la  vaca, se ¡ 

le  inyecta seguidamente, todas la s  semanas y en el centro dé 

lo s dos ganglios intra-mamarios, 20 mi de susoensíón del vi- 

5 rus de vacuna precedentemente descrito . -

En e l momento de cada inyección, durante e l periodo: 

de inmunización y el periodo de mantenimiento, se procede 

a la  valoración de la  concentración de lo s  anticuerpos con­

tenidos por una parte en el suero lácteo y por otra parte 

lo  en el suero sanguíneo.

Estas concentraciones han dado lo s  resultados resu­

midos en la  tabla siguiente:

I I  Eli? O

15

GONUENTRAC ION 
„,-E ANIICUER1-0S 
DEL SUERO LAC­
TEO.

Dia de la  escarificación

CONCENTRACION 
DE ANTICUERPOS 
DEL SUERO SAN­
GUINEO.

C

2 semanas (primera inyección

3.7.67

intramus ca la r)

3 semanas (segunda inyección

1000

2o

intramuscular)

4 semanas (tercera inyección

16 1000

intramus cu lar)

5 semanas (cuarta inyección

16 3000

intramuscular) 

Perlodo de producción 

14 semanas(primera inyección

32 3000

25
retromamaria)

15 semanas(segunda inyección
76 200C

retromamaria)
16 semanas(tercera inyección

200 3000

retromamaria)
17 semanas(ouarta inyección

oOO 3000

retromamaria)
18 senanas(ouinta inyección

1000 3000

retromamaria)
19 semanas(sexta inyección

1000 3000

3o
retromamaria) 1000 3000
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La conoentraoión de lo s anticuerpos en el suero lajo 

too asi como en l a s  lactoglobulinas ha sido medida ñor neu­

t r a l !  saoión del suero sogun la  técnica de Doulter, descrita 

en J .  of Hygiene 1.957, na - 502.

Según esta técnica, se obtiene una reducción de 50% 

de los pox o pústulas sobre una membrana oorioolantoica de 

huevos con embrión de 13 a 14 dias, inoculados oou una sus­

pensión valorada de virus de vacuna.

Los resoltados están referidos a 1 m ililitro  de sue­

ro lácteo y están expresados en forma de dilución, lo  cual 

equivale a decir que cuanto mas elevada en la  c ifra  indica­

da para la  dilución, más anticuerpos contiene el suero lác­

teo.
Para la s  laotoglobulim s, se refieren los resu lta­

dos a 1 gramo de polvo.

Los resultados fe inmunización han da-"c "=ara el sue­

ro lácteo una actividad de aproximadamente 1/1050 y para la s  

lactoglobulinas inmunes actividades próximas a 1/16.000.

De la  tab la  pie ceden te se desprende que, durante el 

neriodo de vacunación, la  concentración de anticuerpos del 

suero sanguíneo crece ¿asta alcanzar un valor de 5.000, 

mientras que la  concentración de anticuerpos del suero lác­

teo crece, hasta alcanzar el valor de 32.

Descaes del periodo de reposo, la concentración de 

anticuerpos del suero sanguíneo ha descendido hasta 2.000, 

mientras que l a  concentración de anticuerpos del suero lác ­

teo ha descendido hasta 16.

Durante el periodo de producción de la s  iactoglobu­

lin as inmunes, que constituyo la  fase característica  del 

nroocáimiento de acuerdo con el invento, se comprueba que

542317
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l a  concentración de lo s anticuerpos en el suero sanguíneo [ 

aumenta y se mantiene ai el valor de 3.000, mientras que l a ¡  

concentración de lo s anticuerpos en el suero lácteo aumenta 

regularmente hasta e l valor de 1.000, lo cual constituye 

o una mejora considerable, del orden de 30 veces con relación 

a l a  concentración obtenida al fin al del periodo de inmuni­

zación.

Al continuar efectuando una inyeccián retromamaria ' 

por semana bajo la s  condiciones anteriormente indicadas, la  

lo  producción de suero lácteo que contiene concentraciones de 

anticuerpos del orden de l.DOO se mantiene durante aproxima­

damente 8 meses mas, y después, entre lo s meses octavo y on- 

ceavo, l a  concentración disminuye ligeramente para aloanzar 

aproximadamente el valor de bCO.

Ib Se observa que e l procedimiento de acuerdo con el

invento permite obtener, durante el periodo de lactación, 

una concentración elevada de anticuerpos sin  que se observe 

l a  más mínima perturbación ea e. estado de salud de la  vaca.

Durante todo este periodo, mediante dos ordeños co- 

2o tidianos, efeotuados por la  mañana y por l a  tarde, se obtie­

nen aproximadamente 16 a 17 l i t r o s  de Ipche por vaca, que 

se conserva a ? 4s o, para reunir la  leche ordeñada por la  

mañana y l a  leche ordeñada por la  tarde.

Seguídan ai te, se procede a la  separación de l a  cre- 

2o ma con ayuda de una descremadora-centrifugadora c lá sica  de 

p latos o bandejas.

Seguidamente, se precip ita  l a  caseína de la  cantidad 

de leche obtenida cada día, procediendo a la  coagulación de 

la  leche, por ejemplo con syuda de presión, da acuerdo con 

3o el procedimiento utilizado corrientemente para la  fabrica-

)721.7.67 8
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oion del queso.

! Igualmente, ce puede obtener la  precipitación do la

caseína añadiendo acido acético al 11

A titu lo  do con tro L o testigo , se efectuó la  valora­

ción del suero lácteo .

rara obtener la s  lactogichalinas, se añaden l io  g 

por litro  de sulfato de amonio en polvo y ce lleva al pñ a 

un valor de a ,8 a O, añadiendo, según la s  necesidades, sosa 

diluida al 1/10 o ácido clorhídrico diluido al 1/10.

Las lactoglobulinas precipitan dando un floculado 

que es recogido sobre un f ilt ro  prensa para ser filtrad o  con 

succión seguidamente por compresión entre hojas de panol f i l ­

tro para eliminar el sulfato de amonio, fe procedo seguida­

mente a una d iá l i s i s  contra agua pura corrí ente a una tempe­

lo ratura de 4^ 0, trabajando en una membrana tubular de d iá li­

s i s ,  ta l  como la  vendida por la  sociedad Yiscora Yisking 

Uorp. bajo la  referencia de membrana tubular de "precisión".

Al cabo de 4 a o días de d iá l i s is ,  se ha eli..Inado 

el sulfato de amonio y la  pasta vuelve a resu ltar liquida.

2o Seguidamente, se procede a la  centrifugación del l i ­

quido restante, uue se f i l t r a  sobre una placa de celulosa y 

amianto para e s te r iliz a r lo .

El liquido asi obtenido es ajustado seguidamente a 

una concentración de a a 13 ^ de proteínas. Se le añade clo- 

20 Turo de sodio a razón de t g por mil, y gí ico cola a razón de 

20 g por mil, y se le somete seguidamente a u¡a l io íiliz a c ié n  

a —S3^ O.

El polvo así obtenido constituye la  materia prima 

bruta, y lo s rendimientos son de aproximadamente 1 a 2 g de

So nolvo lio íL iizado ñor litro  de leche.

34231721.7.Ó7



Se van a dar ahora dos variantes del. acondicionamien­

to de esta  materia prima para sa u tilización  con fin es tera- 

peuti eos.

En un primer modo de acondicionamiento, se mezclan 

o lá l  g de polvo con SCO g de sacarosa, y se reparte la  maz­

óla asi obtenida en 100 sa^uitos que contienen cada uno 4,b 

g. lo s saquitos están constituidos por un complejo o oonjun- 

to de hojas de material p lástico  muy impermeables a l a  hume­

dad, por causa del carácter fuertemente higroscópico de la s  

lo  íactogLobulinas.

En una variante, se preparan supositorios mezclando 

0,4 g de lactoglobuiina ai forma de polvo seco con 0,60 g 

del producto conocido bajo la  marca Supuocire, vendido nor­

ia  sociedad G atteíosse.

la  Estos supositorios se preparan de manera convencio­

nal. por fusión y colada en moldes especiales.

la  administración cotidiana durante la  dias del con­

tenido de lo s saquitos antes citados, durante el periodo con 

secutivo a la  vacunación de la  viruela en niños de poca edad, 

2o conduce a una reducción s ig n ific a tiv a  del área térmica o zo­

na fe b r il en la s  proximidades de l a  escarificación .

Además, no se ha observado ninguna complicaoion en 

lo s 2.- individuos asi tratados mientras que 20 individuos 

te stig o s  han presentado reacciones fe b r ile s  importantes.

2á lo s  supositorios, que se obtuvieron ta l  como se in­

dica anteriormente, han sido administrados preventivamente 

a conejos, y se ha observado que la  vacuna no prende por 

escarificación .

Estos mismos supositorios, administrados a niños,

So han atenuado la s  reacciones térmicas de la  vacunación ñor

21.7.67 - lo  -



escarificación .

lo

15
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Ejanulo 2 ..ara ef actuar ensayos comuara

ha procedido a la inmanizac ión de 5 vacas con ay n

su¡opensión en for donido iñSCllQljLCliici ^oli de

po:s o tipos de su ero : C : 78, 0 : 8, n : ú, 8 : i:

c * -i.1-7 y L i ¿)U) aj ust ados a un cont mido de (J ...

te:eias/'mü..

Con cada una de ras vacas so efect ua una .

iiTí3ramuscular sepún !La tabl a siguiente

la inyecci ón día 0 r.iL
2a inyección 2- 1 mi
3a inyecci ón () ̂ día 15 mi
4a inyecci ón la s día 20 mi
5& inyección ..LÜ ̂ dia tüa mi

6a inyecci ón 21^ día 50 mi
ya inyecci ón 25^ dia ú 0 mi
8a inyección 28^ di a 4ü mi
9& inyección 51 ^ dia 48 mi

lea' inyección  ̂— dia au mi

l ia ' inyección 40^ dia aá mi

bac-

Al final de este periodo de inmunización, o? comien­

za el periodo de producción de anticuerpos efectuando en la  

vaca número 1 ana inyección recio mamaria cada la  dias do 1C 

mi de suspensión de la s  bacterias anteriormente definidas. 

La vaca número 2 es sometida a una inyección subcutánea se­

manal de ¿ó a l de esta misma suspensión, mientras que la va­

ca numero 5 es sometida cada 15 dias a la s  inyecciones re- 

tromaoaiías y cada semana a la s  inyecciones subcutáneas pie 

5o se efectúan con la s  vacas número 1 y número 2.

34231721.7.67



So valoran loa anticuerpos contenidos en* lo s  sueros
.  /

lo

2a

bO

y ar la s  lactoglobulinas determinando su poder de protección, 

por protección de ratones con suero.

¿as diluciones de sueros son inyectadas por vía i n - ' 

uraperiúoneal a ratones ue pesan aproximadamente 16 g y, ! 

una hora mas tarde se inyectan por la  misma v ía , sn spen sio-' 

nes de Escherichia Goli, en cantidades que representan dos 

veces la  uosis mmi^ia mortal, liatones te stigo s reciben un 

suero normal de bóvido o suero lácteo normal.

na dilución del suero lácteo y del suero que prote­

ge al de lo s ratones está  indicada en la  tab la  de la
pagina 14.

Estos ensayos han permitido comprobar que l a  inyec­

ción retroraanu.ila de lo s  artíganos no perturba el rendimien­

to de la  lactación, mientras que l a  inyección por el canal 

del pezón de la  ubre de lo s mismos antígenos disminuye de 

manera considerable este mismo rendimiaito.

-os resultados presentados en la  tab la  de l a  página 

14 permiten comprobar igualmente que l a  inyección retromama- 

r ia  de lo s  antígenos, que ha sido practicada con la  vaca nú­

mero 1, ha permitido aumentar y después conservar el nivel 

de anticuerpos en el suero lácteo, mientras que la  inyeooión 

por v ía subcutánea, practicada con la  vaca número 2, no per­

mite aumentar ni incluso conservar el nivel de anticuerpos 

en e l suero lác teo .

Finalmente, el p ivel de anticuerpos en el suero lá c ­

teo de la. vaca número 3 no es más elevado que en el suero 

lácteo de la  vaca número 1.

oe puede deducir de e llo  que la  combinación de lo s  

dos modos de inyección de lo s antígenos, por vía subcutánea



y por v ía  retromamaria, no mejora el rendimiento de pioduc- 

ción de anticuerpos.

Las laotoglobulinas, obtenidas ta l com se acaba de 

indicar, pueden ser separadas ta l como s s  indica en el Ejem­

plo precedente. Administradas a razón de 21 mi, en solución 

e s té r il  al a yJ, por vía parenteral, a tem eros jóvenes, ase­

guran una protección eficaz contra la s  infecciones epidém i­

cas de este animal, la s  cuales, ta l como se sabe, son fre ­

cuentemente mortales y ocasionan importantes perdidas del 

gana do.

Se sobreentiende que lo s modos de realización  que 

se han indicado anteriormente no se han dado mas que a t í tu ­

lo de ejemplo, y .ue podren admitir todas la s  modificaciones 

deseables sin  sa lir se , por ello, del marco del invento.

342317
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Periodo de hiuerinnunización Re

día 0 15 21 25 35

Vaca Suero 1/2 1/2 1/2 1/2 1/8

11̂  1 Suero lácteo C 1/4 1/16 1/32 1/256

Vaca Suero 1 'A - 1/4 1/4 1/4 1/8

:;a 2 Suero lácteo c 1/4 1/16 i /gg 1/256

Vaca Suero 1/2 1/2 1/2 1/2 1/8

"3 5 Suero lácteo 1/4 1/16 1/32 1/256

yinal de l a hiperinnunización

S a í n olea el tienpo^ contado a. p a rtir  as la  *orii!::era inyec'

55

1/8

1/512

L/8

1/ 2o 6

1/8

1/512 
, tiU

ció:: efectuada en l a  vaca.

z -̂

í '

- 14 -
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Reriodo de mantenimiento de la  inmanización

55 65 90 105 120
1/8 1/32 1/32 1/32 1/32
1/512 1/512

(inyecci
, 1/1024 1/1024 
on netromamaria)

1/1024

1/8 1/64 1/64 1/64 1/128
l/2oo 1/256 

( inye cci
1/256

on pon via
1/256
sabeatenea

i/128

1/8 1/128 1/128 1/128 1/128
l/o l2  j./ol2 
, (inyecciones

1/1024 1/1024 1/1024 
subcutáneas y netnomamania combinadas)

5 4 2 3 1 7



La presente so lic itad  que corresponde a la  presenta­

da en Francia el 37 de junio de 1 .9Jó con el numero PV.67084 

so acoge a lo s beneficios da!, articu lo  al del vigente Estatu­

to sobre Propiedad in dustrial.

n i*

lo

15

So

25

Los puntos de invención propia y nueva ,ue se pre­

sentan para pao sean objeto de esta so lic itad  de ..atonte de 

Invención en Espada por VErlíIE años son lo s  siguientes:

l a . -  rrocedimiento de obtención do lactogtobalinas 

inmunes, caracterizado ñor el hecho de que se inmuniza ¿ un 

bovido inyectándole un antigeno, se procede después periódi­

camente a inyecciones del ;.J.smo antigeno en su ganglios re­

tro-mamarios, y se recoge la  leche de dicho bovido.

33.- Procedimiento según la  reivindicación 1, carac­

terizado por el hecno de cae el bovido es una vaca.

33.- Procedimiento según una cualquiera de la s  pre­

cedentes reivindicaciones, caracterizado por el hecho de ue 

se inmuniza al bovido inyectándole un antigeno por e sc a r if i­

cación, inyección subcutánea o inyección intramuscular, ha­

ciendo seguir a esta primera inyección varias inyecciones 

u lteriores, subcutáneas o intramusculares, del mismo antrge- 

no.

4 -.-  Procedimiento según al menos una de la s  prece­

dentes reivindicaciones, caracterizado por el heemo de que 

se concede al bovido uu periodo de reposo de aproximadamente 

dos meses éntre el periodo de inmunización y el periodo de 

nroduccién de la s  laotogíobulinas. 342317
Pl1 .7 .6 7 *** ,L ***



dü.- Procedimiento según al menos una de la s  reiv in ­

dicaciones precedentes, caracterizado por e l  hecho de que, ; 

durante el periodo de producción de la s  lactoglobulinas in-: 

muñes, se procede a una inyección semanal de antrgeno en lo s  

5 ganglios retromamarios de dicho bévido.

6^.- Procedi...iento según al menos una de la s  prece­

dentes reivindicaciones, caracterizado por e l  hecho de que 

después de haber precipitado la  caserna de la  leche por coa­

gulación, se floculan la s  lactogLobulinas por adición de sul- 

lo fato de amonio, que se elimina seguidamente por d iá l i s i s  

contra agua.

7a.- procedimiento de obtención de lactoglobulinas

inmunes.

Tal y como se ha descrito en la  IJemoria que antesa­

la  de y nara lo s  fin es -,ue se han especificado.
* „  „ . ..........................., , 28..M 31*Esta Hernona oonsta ue u iec ise is  hojas a se n ta s  a 

máquina por una sola cara.

Ladrid,

542317
P. A.

21.7.67



' 3 5 5 * *




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



