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por vBIHm ahos

solicitada en BspaHa a favor de D. Femando ĵaquero jEocha- 
lea y Cardos Aaensio hretoneu, de nacionalidad espacióla do 

3. miciliadoa en Eadrid, Ard^aaaa, 6d y Capitón naya, 34 res­
pectivamente, por "Procedimiento da obtención de auataa- 
cias inhibidoras del crecimiento bacteriano".

í;KI40dlA DBXCRIP2IV&

la presente invención, conforme indica su enuncía­
lo. do, se refiere a un procedimiento de obtención de sustan­

cias inhibidoras del crecimiento bacteriano, que en la pre 
sente memoria se denominan con la expresión "microcinas".-

be ha encontrado que la flora del tracto intesti­
nal humano sufre unas oscilaciones recurrentes ouali y - 

13. cuantitativas, de carácter normal o patológico, que se ca­
racterizan por su rapidez y especificidad biológica. Bo­
tos cambios poblacionaleo son particularmente acusados en 
los recien nacidos y nidos pequeHoa, en los que dicho fe­
nómeno ge ha estudiado principalmente en las bacterias aero
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bias facultativas, más específicamente en las Enterobac- 
teriáceas.

de ha invocado hasta el presente varios tipos de 
factores que podrían estar implicados en los citados deu- 

5. plazanientos bacterianos, pero sa acepta de aecho que nin 
^no de ellos, de forma aislada o convergoiite con otros, 
pueden dar cuenta da las características del pecoso, par 
tieularmante da su alta especificidad, que permite, por - 
ejemplo, una rápida sucesión ecológica de variantes muy - 

10. similares de una misma especie bacteriana. En ocasionas 
se ha pretendido que lao colicinas, en el caso de las En­
tero bao terideeas, podrían ser los principales factores an 
ta^ni sanees específicos de talas desplazamientos. Esta < 
pretensión, sin ombar^, no ha podido demostrarse de fbr- 

13. ma oatiafaotoria.

Dada la importancia del problema y ante las posi­
bles implicaciones terapéuticas que podían derivarse del 
estudio del mismo, a los efectos do la invención se ha - 
iniciado una exploración sistemática de posibles efecto- 

id). roa antagonizantes entre la flora intestinal infantil, - 
utilizando organismos aislados del contenido fecal de ni­
ños lactantes. Dicha búsqueda se ha polarizado intencio­
nadamente sobre posibles agentes de âjo peso molecular - 
para eliminar otros compuestos ya concocidoa que poseen - 

23. una intensa actividad antibiótica como las Jacteriocinas
(p.ej. viridinas) y, especialiaente, las Colicinas cuya -



utilización en terapóutica se ha demostrado ineficaz. 
hí^ series de compuestos poseen un elevado peso molecu­
lar mientras que la sustancia obtenida segón la invención, 
denominada en lo sucesivo "Hicrocinas" so caracteriza, en­
tre otras propiedades, por poseer una elevada actividad — 
antimicrobiana y un bajo peso molecular que tanto en la - 
"Eicrociaa 13'' como en otras Micro ciñas estudiadas, es in 
farior a 1000. ----------------------------- -------

Hasta el presente se ha hecho una prospección y es; 
tudio sobre aproximadamente 400 adcroorgaaiamoa aislados - 
de las heces de ñiños lactantes, que una ves identificados 
a nivel de especie, fueron ensayados como productores po­
tenciales de antibióticos activos sobre varias especies de 
Racherichia coli (cepas K 12); cepa d (C302 101); cepa Me 
¿eod (CSC! 405), cepa á (CECI 99). (CR7J . Colección Repa­
sóla de Cultivos tipo (Bilbao)). - - - - - - - - - - - -

Para ello se procedió sistemáticamente de la si­
guiente forma: - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

a) Las cepas a ensayar se inocularon en forma de 
"botones" sobre una película de colofón adherí 
da sobre la superficie de placas de agar, en - 
las que se había sembrado previamente cada una 
de las cepas indicadores mencionadas. - - - -

b) ¿ichas placas contenían un medio mínimo (gluco 
ca al 0,2/ y sales minerales). - - - - - - -
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c) íK&o oe consideraron como cepas potencialmen­
te productoras aquellas que provocaron un cía 
ro halo de inhibición oobre el crecimiento de 
las cepas indicadoras, con un di&aetro neta- 
mente mayor que el correspondiente a los "bo­
tones". - - - —

Con este tipo de ensayo, se eliminó sistemática- 
monte la posible inhibición debida a colicinas y otras bao 
torio ciñas que como hemos dicho anteriormente son de ela- 

10. vado peso molecular (mayor de 40.000) y por tanto son re­
tenidas por el colofón. íambién se eliminó de forma sen­
sible la interferencia de posibles afactoros de inhibi­
ción ineepecífíeos (cambios de pH, competencia nutricio- 
nal, etc#) ya que óatos producen, si acaso iialos de menor 

15. diámetro. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

resultado de este estudio preliminar condujo a 
la aorprondento conclusión de que alrededor del 15/ de - 
las cepas ensayadas eran netamente positivas. - - - - - -

Las cepas más activas fueron subsiguientemente - 
20. crecidas en medios líquidos, también en medio mínimo. Loa 

sobrenadantes de estos cultivos que mostraban también an- 
tibiosis positiva, fueron concentrados a vacio hasta 1/20  

del volumen original, y luego tratados coa 5 vol. de meta 
nol. Con este procedimiento oe consiguieron, en la gene- 

25. ralidad de los casos, preparaciones de gran potencia anti

4
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biática y exentan de la mayor parto de las salee y oaoro- 
moláculaa (ácidos nucleicos, proteínas, polisacáridoo., - 
etc.) del áOíjrengdanta original.

Con las preparaciones anteriores concentradas de 
5. nuevo a preei&a reducida hasta un 1/300 del volumen origi 

nal y purcialoonte purificadas según se M  descrito, se - 
procedió a una caracterisacián prelimiar de la ^áiorooina 
15" empleando varios parámetros fisico'-quíoicoo y ensiiso- 
lágicoa (especificidad de aooián). la.labia I que viene 

10. a coatiauaaián rastass los resultados obtenidos con la ̂ Si 
crocina 15".

fARlA I
'-K.ICROO!K?A 15" (concentrado del caldo al 1/500)

15. Peso molecular ................... 500
reraorresissencia (1003 c - 30 min) Resiste
Retención por carbán activo..... 3o se retiene
Reaistcnoia a pH 1 (duróte 3 b.) Resistente
^asistencia a pií 12 (durante 3 b.) Resistente

30. Resistencia a rroaasa * .......... Resistente
Resistencia a bubtiíiaiaa ** ..... Resistente
^ta^nism por ........... . netionina (10^g/al)
(Aminoácidos, buceo y Vitaminas)

a 3 horas 10 p.g/mi
aat 3 horas 10 ^g/m l



ET. espectro antibiótico de la. "Ricrocina 15" mos­
trada en la Tabla II es de tipo genérico, a incluye la - 
respuesta sobra unos sesenta microorganismos pertenecien­
tes a 13 géneros distinga, en su aayoría de la familia 

5. Enteroüacteriaceaa. El ensayo se realizó con 0 ,0 1 mi de
la preparación de micro ciña concentrada (1 x 500) y par­
cialmente purificada. La conclusión general es que posee 
un amplio espectro de acción, si bien muestra cierto gra­
do de especificidad entre las especies filogeneticamente 

10. más próximas a las cepas productoras. —  - - - - - —

TABLA II

ESPECIFICIDAD SU ANTIRIOSIS RP LA "MICRO?IKA 15" S03R33 KN- 

TEROBACTURIAS Y OTROS HICROOHCAiMSMOS.
Rioroorganismos Ne cepasensayadas

Na cepas sensibles

15. Eacherichia 20 20
Froteua 11 11
Enterobacter 7 5
Xlebsiella 3 3
Serratia 3 3

20. 3 2
Fseudomonae 3 3
Lerinea 2 2
snigella 2 2

Citrobaeter 2 2
25. Aclaetobactar 2 2

dtreptococcus 2 2
Stapbylococcus 5 0

4



Una propiedad de extraordinario interós, explora 
da en asna cepa productora de la "Ricrocina 1S" ea el ca 
rócter de trasmisiüilidad genética de la capacidad de pro 
ducir este antibiótico, por Via plasmfdica, a otras cepas 
que no lo producen. - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Ensayada la acción antibiótica del oompuesto, so­
bre distintas especies del gónero Candida que se mencio­
nan, a continuación, los resultados obtenidos se indican 
en la tabla III. ----------- - - - - - - - - - - - - -

¿laLA III
ACCION áNllHlOXICA ÜH ¿A "MICROCIHA 15 ' ¿OüK3 DIPBUlSNUíS 
EsP̂ CISíi OEmSiiO CAKDIbA.

m  de ensayos Actividad
Candida alaicana 6 0

Candida tropiealis 5 0

Candida para krusei 2 0

Candida iorusei 1 0

íOü resultados obtenidos hacen suponer que el eos 
puesto que dewainaaos *1¿icrocina 15" carece de actividad 
sobre las especies de dicho gáhero de levaduras. —  - -

ha inioruación obtenida hasta el presente sugiera
de for;sa convincente que: ----------- ----------- - -

a) existen muchas más entidades antibióticos simi- 
larea a la "íii ero ciña 15" que son distintas en-



tro sí y también distintas de las identifica­
das hasta el presente. - - ----

b) El método de selección y pro ceñimiento a utili 
zadoa en el referido estudio, han demostrado 
ser apropiados para conseguir una exploración 
general de esto tipo de sustancias. - - - - -

c) El compuesto antibiótico hasta ahora caracteri
zade es diferente de los antibióticos conoci­
dos, loa cuales en conjunto puedan agruparse - 
en dos grandes grupos con características cla­
ramente diferenciadas distintims de las que - 
tipifican el grupo del citado estudio. Así, - 
loa antibióticos convencionales pueden englo­
barse en; —  -

i) loe producidos por bacterias micela- 
das, particularmente Actinomicatoa, 
y dentro do óstoo mayormente por dia 
tintas especies de Streptomyces, ^ n  
de estructuras químicas muy hatero gó 
neas, y en general de amplio espec­
tro de acción aatibiótlca. - - - - 

ii) los producidos por bacterias eaporo- 
gónicas del gónero mcillue, tales - 
como la bacitracina, polimixina y ti 
rotricina. Están constituidos por - 
oligopóptidoa cíclicos y no se excre
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tan en los medios de cultivo* Ron tata-* 
bión en general de amplio aspecto de ac 
ción.

Por el contarlo, loa antibióticos ahora identifica 
5. dos, para los que se propone el nombre genórico de Kicroci- 

nas constit^an una serie nueva de la que forma parte la de 
nominada como "Hierociña 15"* Estas Eicrocinas son produci 
das por una cepa de Sscheriehia coli denominada en los suca 
alvo "15. coli 15" aislada del contenido fecal del tracto in 

10. testinal de un ai3b lactante. En estos microorganismos se 
desconocía hasta el presente la capacidad de antibiogóaeeia 
(excepto la da producir colicina, que de hecho no so consi­
deran antibióticos en el sentido convencional). Las Kiero- 
cinas son excretadas al medio de cultivo y actdan de forma 

1 5. relativamente especifica sobre espeoies de microorganismos 
filo genéticamente afines y poseen un bajo peao molecular, - 
muy inferior al de las Colicinaa. - - - - - - - - - - - -

A continuación se describe el procedimieto de obten 
ción y purificación de Micro ciñas, en un ejemplo en el que 

20. se detalla la tócaica seguida en la preparación de esta coa 
puesto* - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  —

Ejemplo 1

Loa cultivos de la cepa "E. coli 15" ee realisan en 
"medio mínimo con glucosa" que contiene por litro* S0̂ (NiÎ )g 

25. 2 g; 9,06 g; 4,53 g; FeS9^ 7 d^O 0,0005 g;
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0 ,2  g y Glucosa 2 g. íbdo aguatado a píi ?, coa una 
agitación da 200 vpm y a una temperatura de 3?ac. - - - -

Los cultivos se llevan a cabo en matraces de 2 li­
tros en loa que aa coloca 1 litro de medio de cultivo* Ca- 

5. da matraz se inocula con 0 ,1  mi de preinÓculo con una densi 
dad óptica de 0,9 unidades de Absorbencia medida a 660am con 
un espoctroEotómetro "SPBCSROHIC" en una cubeta constituida 
por un tubo de 1 cm de diámetro* Cuando loa matraces así - 
inoculados alcanzan una densidad óptica de 0 ,9 a 660 am ae 

1 0* recogen los cultivos y se reúnan para su tratamiento poste*

¿os cultivos anteriores se centrifugan a 18000 g du 
raate 10 minutos, racogióadose loa sobrenadantes que se pxe 
acatan libre de bacterias*

13* B1 sobrenadante procedente de la etgpa anterior se
concentra a vacío a 433 C hasta un volumen final 3/20 del 
inicial, con lo que nos queda un volumen de 300 mi de una 
solución de color amarillento y muy cargado de sales. - - -

Al concentrado anterior so le añade mataaol en la 
20. proporción 5:1. Se obtiene así un precipitado salino prác­

ticamente inactivo que se elimina por centrifugación o fil­
tración, obteniéndose una solución acuoaometanólica prácti­
camente exenta de salea* Bata solución se concentra a va­
cío hasta sequedad, redisolviáadose en HgO destilada Mota 

25* un volumen equivalente a 1/500 del volumen del cultivo, con

4
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le que queda un volumen final de 20 mi con una actividad an 
tibiótica de 2000 U. A/ml. ----------------- --  ------

Los 20 mi do producto activo ae filtran a travos de 
una membrana de Pellicon P&YC 02510 o equivalente utiüzan- 

5. do una célula de ágticón de 10 mi con una presida de nitrÓga- 
no de 4 Kg/cm , con lo cual se eliminan productos de un peso 
molecular superior a 1000. El filtrado contiene el producto 
activo y el rendimiento es prácticamente cuantitativo, habión 
doce comprobado su acción antibacteriana frente a cepas de - 

1C. 3. coli & 12. - - - --------------- '-----------------

A la solución conteniendo el producto activo obteni­
do en la etapa anterior ae le adade carbón activo al 5% peso/ 
volumen, se agitan durante 15 minutos centrifugándose o fil 
tráadosa para eliminar el carbón. 31 sedimento da carbón se 

15. resuspende en HgO y se elimina de nuevo el carbón por contri 
fugacióa o filtración. — - — —

La solución que Be obtiene libre ya da carbón se con­
centra a vacio a 20 mi, presentándose como una solución inco 
lora conteniendo el producto activo. Esta solución ae ca- 

20. lienta a 1039C durante 30 minutos para inaetivar impurezas - 
teraoaeasiblea sin pérdida de su actividad antimicrobiana.-

E1 proceso de purificación se inicia a partir del - 
concentrado 500 veces, previamente tratado como se describe 
anteriormente. Este concentrado se ha analizado en cuanto 

23* a su contenido en aminoácidos con el siguiente resultado.- -



- la -

TABLA IV

HK EL SOBM̂ ADAIíT?.
D %  CALDO DK CULTIVO DHL "!?. POLI lp".

(D# coplean concentrados x $00 tratados por cartón
activo)

5. i¿a¿gl

..........  1,44
Lancina ...... ....... 0,33

leoleucina ............. 0,lf8
Netionina ..........   3,30

0. Tirosina ......... . 0 ,2 2

Fenilalanina ........... 0 ,2 0

Indicios de: dlicina, Alanina, ^taaolemina, Liaina.

Se prepara una columna de vidrio 40 x 4 cm de diá 
metro, rellena con Do-.ex 50?FX4 forma do 200 a 400 ga-

19. Has, con va volumen aproximado de 600 mi.

Primeramente ce equilibra la resina en forma pa­
sándose 1.500 mi do ClSi giliMOlar, y a oontinuacián se pa­
san los 20 mi de la muestra, la cual previamente ha sido - 
puesta a %  con cid concentrado. Se continúa pasando 1000

20. mi del mismo eluyento con que ida equilibrada la columna y 
seguidamente a la velocidad aproximada de unas 12 gotas por 
minuto se pasa HgO destilada recogiáadose fracciones de 20 

mi. ¿a actividad antibiátioa ae fija a la colinasa no aa-
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lleudo con el primor eluyeata (C1K 1 mS), pero oí con el 
KgO, compasando a. salir después de pasar 300 mi do data y 
saliendo prácticamente en au totalidad en los 250 mi ai- 
g u i ^ m t e a .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5. Laa fracciones activas se juntan y se lleven a se­
quedad por lloülización. En este primer paso ce recupera 
aproximadamente un 95% de la actividad antibió tica. - - - -

Se continúa ̂ a purificación utilizando una columna 
da menores dimensiones, 50 x 2,5 cm cargadas con resina Do­

lo. TMsx 1 x 8 forma 01** utilizando un volumen da resina de 120 

¡mi, la resina se equilibra en forma 01* con Cid 1N. A can 
tinuación se pasa dgO hacta que el gR del eluyente qua sala 
de la columna sea 6. Entonces se pasa por la colanma al li& 
filizado del paso anterior redisuelto en HgO y a pR 6. Se 

15. msaa 500 mi de H,0. ---------------------------------

la muestra así tratada queda retenida en la columna, 
comenzando a eluirse de la misma despuás do haber pasado 250 
mi de C1H 10 mM y recuperándose completamente en loa 100 mi 
siguientes. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

20. ¿os 100 mi de eluyaates con actividad antibiótica ao
concentran a 10 mi en vacio y a baja temperatura. - - - - -

A continuación el concentrado se trata con Amberlita 
IRP-58 forma (OH) utilizándose una columna do las mismas di­
mensiones que en el caso anterior. - - - - - - - - - - - -
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LA vecina se equilibra en la forma (Hf mediante el 
paso de $00 mi de !HÍ̂ OH oK. Despula de haber pasada aata 
cantidad, ae paca la muestra (a unas 12 gotas per minuto - 
aproximadamente) que previamente ha sido puesta a %  10 con 

5. NR̂ Oíí. so continúa pasando 530 mi de 8H¿3M 10 mK. ^n este 
caso la actividad no es retenida por la resina saliendo con 
los 500 mi últimos* Estos 500 mi en los cuales se encuentra 
la actividad so llevan a sequedad por liofiliaaoiáa, con lo 
cual se elimina el NH^Xi. ---------------------------

10* A continuación ee prepara una columna de 70 x 3 cm
con 300 mi de Silioagal Merck fipo 60, equilibrando con Bu- 
tanol-Acético-Agua en la proporción 13-3-5. - - - ̂  -

la muestra del paso anterior liofilisada ae redisuel 
va en 10 mi da la mezcla da Butanol-Acético-Agua 13-3-5. Se 

1$. aüade esta solución de la mueotra a la columna y ae pasa a 
continuación el aloyante (Butanol-Acótico-Agua), recogiendo 
se fracciones de 10 mi. De cada 5 fracciones se lleva una 
a sequedad y una vez redisuelta en agua ae ensaya la activi­
dad antibiótica. Esta sale entra las fraoeionaa 60 y 70, o 

20. sea, en 100 mi. de reúnen estas fracciones llevándolas a - 
sequedad por liofilizaeión obteniéndose un residuo sólido - 
que contiene la substancia activa, denominada "Microciña 15" 
y cuyo espectro antimicrobiano se ha expuesto anteriormente.

Para ver el grado de purificación que se va obtenien 
do por loa distintos pasos, se realizan cromatografías bidi- 
mensionales ascendentes en capa fina con Sillcagel MFggg ut¿

25



-  15

Usando como eluyentea: Butano 1-12-Acático-3-Aguar-5 para - 
la primara y ̂ taaal-?5-Amoniaco-2-Agua-25 para, la aeguada.-

S1 residuo sólido obtenido despuús del último paso 
de purificación, presenta una sola, mancha cromatográfica - 

5, puesta de manifiesto con los vaporea de yodo y mediante la 
lus ultravioleta (254 y 380 na). Asimismo, con ninhidrina. 
se pone de manifiesto la ausencia de dctioácidaa y/o compuse 
tos aminados primarios contaminantes. - - - - - - - - - - -

Bata única mancha eromatográfica, eluida del Silica- 
10. gel, presenta una intensa actividad, designándose la substan 

cia activa con la denominación de Hiere ciña 1 5 " . ------

g^todo aemicuantitativo de valoración del poder antibiótico^

Se preparan placas de Patri de 10 om de diámetro con 
teniendo una capa base de medio mínimo solidificado con el 

15. 1^/bo de agar bacteriológico y una capa siembra de 3 mi del
mismo medio nutritivo solidificado con el 7°/oo de agar y 
sembrado con el germen de ensayo, 0 ,1  mi de un cultivo de - 
12 horas da un üscherichia coli cepa 405. - - - - - - - - -

¿a muestra a valorar se prepara realizando dilucio- 
20. neo sucesivas d 1 /2 y con 20 pl de cada una de ellas se car 

gan discos de papel que se cobcaa sobre la superficie de - 
las placas de fetri. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

fras 18 acras de incubación, la aparición de halos 
de inhibición dará una idea aproximada de la actividad del
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producto do ensayo.

So admiten por definición que la máxima dilución - 
qpa presente halo de inhibición apreciable contiene una uni 
dad arbitraria (U.A.) do actividad biológica. Bor tanto el 

5. factor de dilución correspondiente a esa maestra expresará 
el nt do unidades arbitrarias por mi de solución problema.-

Rabiendo descrito convenientemente un ejemplo do rea 
limación de la invención, debe hacerse constar que el mismo 
tiene carácter ilustrativo y no limitativo y que se podrán 

10. introducir cuantas variantes de detallo la experiencia y la 
práctica puedan aconsejar, siempre que con ello no se deavir 
táe la esencialidad de la presante invención, que es la que 
se resume y concreta en la siguiente.

& loe efectos consiguientes se declaran do novedad 
15. y propiedad para BspaKa, sao territorios y plagas de sobera­

nía, las reivindicaciones que siguen. ------------------
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R E I V I N D I C A C I O N E S

1. - Procediíaieato de obtención de sustancias inhi­
bidoras del crecimiento bacteriano (microciñas), caractari 
zado porque se aíslan productos del metabolismo de mieroor

5. ganismo gram negativos, de peso molecular inferior a 1.0CC, 
obtenidos mediante el cultivo dn un medio mínimo constitui­
do por glucosa y sales minerales. - - - - - - - - - - - -

2. - Procedimiento segéi la reivindicación 1, carao 
tapizado porque dichas sustancias inhibidoras del crecimien

10. te bacteriano se aíslan del caldo de cultivo al que son ex­
cretadas durante la fermentación y no a partir de las cála­
las bacterianas. - - - - ----

3. - Procedimiento segdn las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque el caldo de cultivo ae filtra

15. o centrifuga para eliminar laa bacterias, se concentra y se 
trata con matanol, obtaaióndose una solución acuoso-metanó- 
lica que se filtra para eliminar laa sustancias de peso mo­
lecular superior a 1000, se trata coa carbón activo que re­
tiene las impurezas y se calienta para eliminar impurezas -

20. termo sensibles, conservándose la actividad do las sustancias
aatibió ticas mantenidas en la disolución. - - - - - - - -

4. - Procedimiento segda la reivindicación 3, carac­
terizado porque la concentración del caldo de cultivo fil-



- 2.a -

10.

trado y centrifugado se hace a 1 /20 de su volumen original.

5.- Procedimiento según la reivindicación i, caracte 
rizado porque el tratamiento con metanol se realiza con cin­
co veces en volumen de metanol. - - - - - - - - - - - - - -

d.- Procedimiento según la reivindicación 3, carac­
terizado porque el filtrado de la solución acMoao-nwtaRÓli- 
ca ae realiza con una membrana Pellicoa PSAC 02510 o de si­
milares características. - - - - - - - - - - - - - - - - -

7. - Procedimiento según la reivindicación 3, carac­
terizado porque el tratamiento con carbón activo se realiza 
con carbón activo entro 1 y 10/ p/v. - - - - - - - - - - -

8. - Procedimiento según la reivindicación 3, carac­
terizado porque el calentamiento para eliminar impurezas ter 
aosensibles se ejecuta a 1009C durante 30 minutos. - - - -

9. - 'TROCRDIMIENIO IR 0R2SNCI0N 3R saSTANC^S BiíII- 
31D0RAS DRí CRBOHíIRHíO RACI^KIANO". -------------------

iodo ello conforme ce describo y reivindica en la 
presente memoria que cenata de dieciocho hojas, foliadas y 
mecanografiadas por una sola de sus caras.
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