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eido que, cuendo un homgo de 1z clase de Basidlomycetes

El presente invento se relsciona con un procedimiento
para la obtencidn de un po]:isacaiuro-, il para la pre~
pe;raci&n de medicamentos, particularmente de une medida
anticancerose 8 pariir del caldo cultivado obtenido deI
cultivo sumergido de un hongo perteneciente a la espeoie
Coriolus de le ¢lase de Basidiomycetes.

Es conocido, que un polisacaruro, teniendo une actividad
antitumoral, puede obienerse del caldo, que se ha éome’-
tido un cultivo de hongos de la clase de Basidiomycetes

con un medio lfquido acvoso. También es un hecho estable-

se somete @ oculbive sumergido con un medic Ifquido, se
produce el deseado polisacaruro no sdlo en los micelios,
gino taumbién en el medio.

Por lo tanto, para producir un polisacaruro o partir de

tal cultivo sumergido de un hongo de la clase Basidiomy- '

cetes, se ha empleado generalmente unm nétodo, en que los
micelios se trituran mientras se mantiene el medio usado
(el caldo de cultivo) en la forma tal como estd o 'despuée
de afiadir e ello agua, despuds, el caldo de cultivo se
somete & filtracidén o a separacidn centrifugs, pare se-
parsr de ello el residuo micelial y el polismearuro, que
se trataba de obtener, se recoge de la porcién de Iicor,
as{ obtenide.

Aunque tel método ciertemente se 'aprecia como racional
¥y éréctico, todavia comprende algunos problemes serios.

Por ejemplo, en el caso del producto de culktivo sumer-

o s m——

gido, el mismo se divide inmediatamente en los micelios
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y en ol licor y tal divisidn no puede reglizarae eficaz—
mente debido, no sélo e le viscosidad elevada del sistema|
sino también a8l alto contenido de agua de los micelios.
La adicidn de agus puede dismimulr la viscosided del cal-
do de eultive e incrementar el régimen de extraceidn en
el agua, pero el uso de una cantidad excesiva de ague, da
por resultedo un tiempo prolomgade pars la divisidn y no
disminuye el contenido de agua de los micelios.

Por estas razomes, hen sido exigidas las mejoras en el
procedimiento para cbiener un polisacaruro objetivo, del
cultivo sumergido, erribe mencionado, con més alte efi-~
cacla y un mayoxr rendimiento desde el punto de wvista in-
dustrial. .

EI principal objeto de este invento es procurar un pro-
cedimiento para obiener un polisacaruro teniendo activi-
dad anticancerosa y otras actividades preferentemente far
maeédinﬁmicas a partir del cultivo sumergido de un hongo
de la clase de Basi-.diomycetes en una escala comercial y
en albto rendimiento.

Ios otros objetos de este invento resultardn evidentes de
une consideracidn de la siguiente descripeidn detallada
del invento.

ELl procedimiento de este invento se caracteriza porque
un hongo perteneciente a la especie Coriocius de la clase
de Basidiomycetés primeramente se souete a cultivo sumer-
gido como un medioc l1fquido acuoso y el caldo de culbtive

obtenido se seca a une temperature de 602C-1502C y se ex

trae con un disolvente acuose y despuds, la solucidn de
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extracto, asi obtenida se refina para separar de ella la
sustancia con peso molecular menor de 5.000. La caracte-
ristica mas sobresaliente en el procedimiento de este in-
vento reside en la etapa, en que la sustancia objeto no
se recoge directamente del caldo de cultivo, sino que se
obtiene después de haber secado una vez el caldo de cul-
tivo y extrayendo el mismo después con un disolvente acut
SO.

Los hongos de la clase de Basidiomycetes, usados en el
presente invento son unos que pertenecen al género de
Coriolus y que incluyen, por ejemplo: Coriolus versico-
lor (Fr.) Quel, Coriolus consors (Berk.) Imaz., Coriolus
I-lirsutus (Fr.) Quel., Coriolus pubescens (Fr.) Quel y Co-
riolus conchifer (Schw) pat. Las caracteristicas morfo-
légicas y propiedades micolégicas de estos basidiomyceten
se explican en la obra ™ COLOURED ILLUSTRATION OF FUNGI
OF JAPAN" por Rokuya Imadezi y Tsuguo Hongo, Vols. 1,
1974, y 11 1975. Entre estos basidiomycetes, aquellos
que se anumeran mas abajo estan depositados en el Insti-
tuto de Investigaoién de Fermentacién de la Agencia de
Ciencia y Tecnologia Industrial que es un argano de de-
posito designado por el Director-General de la Oficina

de Patentes del Japédn:

Den. No. Den.Date
Coriolus versicolor (Fr.)
Quel: FERM-P-2414 Dec. 25/73
Coriolus consors
(Berk.) Imaz : FERM-P-988 Jun. 24/71
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Dep. No. Dep, Date |
Coriolus hirsutus (Fr.)
Quelk g FERM-P-2731 Sept. 6/74
CorioJus pprgomenus
(Fr.) Pat.y FERM~P-2712 Sep. 6/73

De acuerdo con el presente invento, los hongos, tales co-
mo los grribe mencionados se culbtivan por un métode de
cultivo sumergido. Bl término de "método de cultivo su~-
mergido" aquf usedo, significa un método, en que el cul-
tivo se practica en un medio lfquido bajo sireacién y egi
taoidn y el crecimiento de los micelios no se efectia en
la superficie del medio 1faquido, sino en su mayor parte:
en la porcidn profunda de la oaspa de liquido. Tal oultive
se practica generalmente al régimen de aireacién de al~
rededor de 0,1 hesta 2,0 1/1/minuto (medio) y a ¥elocidad
de agltacidén de alrededor de 30 h;‘sta 800 r.p.m.

ELl medio usado para el cultivo sumergido pusde ser de
cualquier tipo conocido de medios naturales o sintéiicos,|
usados generalmente en el cultivo de mieroorganismos, o
modificaciones adecuadas de tales medios conocides. Un 3
ocultivo de alrededor de 3-10 dfas con tal medio es sufi-
ciente péra produecir el polisacarurc del objetivo de este
patente en un rendimientd setisfectoriemente altq. |

En el ceso de oulktivo sumergido, usande un medio acuoso,
lJos micelios no se prépagarén enla superficie del Lfqui-
dp para formar grandes masas, como en el caso de cultivo

estacionario, sino que se formen en piezas relalivamente

pequefias & modo de pastilias o piezas fibrosas, debido
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a la fuerza de cizallamiento producide por agitacidn. Du-

“ture, que no execeda de 1502C.

r;nte este.procedimiento, el polisacarurc es producido,
no sélo en el interior de los micelios, sino también al
exterior‘de los mismos, es decfr, tambidn en el medioc.
En el presente invento, el ealdo culiivedo, obtenido del
arriba mencionado cultivo sumergido de un hongo del géne-
ro de Basidiomycetes, se somete a desecacidn. Esta dese~
cacidn se realiza usueslmente a una temperatura dentro del
slicance de 60 a 1502C. Ios medios de desecacidn, usados
para tal tratamiento de desecacién, no se someten & nin-
guna restriceidn, sino que pueden ser de cualquier tipo
empleado comummente, tal como desecador de tambor, dese-
cador de inundacién o evaporsdor de capa fins.

Este tratamiento de secado del cultivo produce el efeeto
de‘faéilitar gréndemente la subsiguiente extraccidn con
un disolvente acuoso, asf{ como la'recoleccidén del polisa-
caruro por refinado de la solucién de extracto. Debe ob-
servarse que, s8f la temperaturs de este tratamiento se-
cador es inferior a 60°C, resulta de ello, no s6lo une
velocidad reducida de desecacidn, sino tambidn wn alcen-
ce insatisfactorio de los efectos arriba mencionzdos. De-
beré recordarse también que el polisacaruro objeto tiene
le tendencia & hacerse suseeptible a descaponerse cuando
aumenta la temperatura secadora, de mode que se recomiend

da efectuer el tratemiento de desecacidén a una tempers—

Bl caldo de cultivo, que se ha sometido al tratamiento

de desecaecidn, tel como se ha mencionade arriba, entonceg
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se extrae con un disolvente mcuose con métodos usados co-
munmente en la extraccién de los cuerpos de fruto o mice-
Ii;su. EL término de "disoIvente acwoso", usado aquf, sig-
nifica agua o una solucidén acuosa conteniendo un 4lcali,
wna sgl (por ejemplo, cloruro sddico, acetato addico), di
solvente orgdnico polar ( por ejemplo, metanol, etamol ) -
o semejantes, pero en el presente invento tiene la méxi-
ma eficacia la extraccidn bajo calentamiento, con ague o
une solucidn aloeline diluide y la sdaptacidn de las tée~
nicas de extraccidn miltiples, por el usc de tal soluocidn
de extracto, resulta de la médxima ventajs pars splicacio~
nes industrisles.

Ia solucidn de extracto, asf{ obtenida, entonces se some-
te 2l tratamiento pare refinsr la solucidn separando de
ello las sistancias con peso molecular menor ds 5.000,
obteniendo por ello un polisacarure, segin el objeto de

esta patente. Este tratamientc puede realizerse usando

 cualquier método adecuado conocido, tel como la exbtracci-

6n por desalacidn, diflisis, ultrefiltreacidén, Ssmosis in
versa, tratamiento con resina ds intercambioc de iomes,
filtracidn o precipitacién de gel com un disolvente or-
gdnico. Estos métodos pueden usarse, bien sea de modo i_r;
dividual o en combinacidn.

De estos métodos, son los més eficaces paras los prop§si~

408 de estbe invento, la ultrafiltracidn y la:: emosis in

versa.

Despuds de la separacién del componente de bajo peso mo~

leculsr (con peso molecular de menos de 5.000) de la so-



-

10

15

20

25

30

Iucidn del extracto; por el arriba mencionado tgatamientoi
de. refinacién, la solucidn del extracto se some#e a dese-
cacién de pulverizacidn o desecacidén de congelacién y des|
pués se prepara en productos comerciales.

Bl polisacaruro, obtenido de acuerdo con el presenté in~
vento, de la manera arriba descrita ) (haeiéndose referen
cia posteriormente a tal polisacaruro, como a la sustan-
cia presente "), es una sustancia de color casbafio-hfga~-
do con un contenido de nitrdgeno de 2 a 8%, en la mayo—
rfa de los casos de 3 a 6% y tal sustancis no presenta
ningin punto de fueidn expreso y se ennegrece y ﬂescom,_
pone gradualmente a una temperaetura superior a alrededor
de 1l20°C. Ta sustancie fresente es soluble en agus, pero
cesl insoluble en alcohol, piridina, cloroformo, bencene
y hexano. Tembién es casi insfpida y también inodora.

Le Tebla 1 de méds abajo muestra los resultedos de varios
ensayos de reaccidn de color, efectuados sobre la sustan

eis presente.

TABLA 1
Reaceidn de color Color Resultados

Reaccidn de X -naftol~
deido sulfirico (rea~  Pdrpura Secaruros, comfirmado
ceién de Molish)

Reaccidn de indol-fcido .
—sulf?rico (reaceién de Castafio Sacaruros, confirmado
Disch

Reaccién de antrons- AZd1= :
deido sulfirico. verdoso Saceruros, confirmado

Reacoién de fehole- ,
deido=sulfdrico Castafto Saceruros, confirmadd
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" sente como medicing oral anti-~coancerosa, En efecto se ha

Reagccidn de color Color Resultados
Reaccibn de triptofano-
deido sulfdrico Castafio pur- Secarurocs, comfir
pireo mados.
Procedimiento de
Lowry~Folin Agul Enlaces de peptiuro
: confirmado

Reaccién de Ninhi-

drina despuéds de

hidrolisis con Agzul pure~

dcido c¢lorhfdrico pireo ¢ wamino 4cidos, con
firmado.

Los resultados de los ensayos, &ados en la tabla arriba
citada, indican que la sustencls presente es un poliszcea=

ruro conteniendo nitrdgeno. E1l peso molecular de la sug—

tancia presente, segin se mide por el método ultracentri-

fugo, estuvo dentro del slcance de 5.000 a 300.000 y el
peso molecular medio fue de 10.000 a 100.000. Los valores
obtenidos de otros métodos de medicidn, tal como el frace
iornemientc con una membrana de ultrafiltraciédn, estuvie-
ron todos dentro del alcance de 10.000 & X00.000. Poxr lo
tanto, fue una estimacibn eltemente confiable poner el
peso moleculsr medio de la presente sustancie dentro del

glcance de 10.000 a 100.000.

El polisacaruro, conteniendo nitrégeno, procurade de acuef

do con el presente invento, mostré una actividsd antitu~

ﬁoral.muy excelente en ratones,; no sflo en administracién|
intra-peritoneal, sino también en administracién oral. Es|

to significe excelente disponibilidad de la sustancie prs

determinade tal efecto por muchos y varios experimentos.
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Ademfs, le sustancia presente, en adicidén el efecto oral
antitumorel, tembién exhibid una elevade actividad pars
restaurayr la imunfded suprimida en el huésped. Es deecfr,
que la presente sustanois fue @til, no sélo para prevenir
los efectos secundarios desfavorables en la gquimioters—
pla del cédncer, yr para incrementar la sensibilidad en
la radioterapia, gino tembién para prevenir una decline-
eidn en le imunidad o resistencia fisice del paciente,
resultante de une operacidn quirdérgiocs o transfusidn de
gangre y para controler o prevenir le infeccién de wirus
o de bacteries, que resulta susceptible de ocurrir con la
declinecidén de la resistencia fisica o con la immided
del paciente. Ia administracidn oral de la sustancia pre-
sente, taembién produjo un excelente efecto para mejorar
la fuﬁcidn hepdtica, promoviendo el aﬁetito, poniendo re-
medio & desdrdenes intestinales y promoviendo la urina~
cidn. Tambidn fue Util en el tretamiento de Ia lepra.
Ahora, el método de este invento se describe con ulterior
detalle, a t{tulo de ejemplo, de una de sus ejecuciomes.
En la siguiente descripcidn de la ejecucidn, todos los
tantos por cientos (%) som de peso, e no ser que se indi~
que de otro modo.

Ejemplos .

1.600 Y¥itros de un medio compuesto de 10% de glucosa,
1,5% de extracto de levadura, 0,1% de KH'2P04 y 0,1% de
MgS0 4" 7H20 se aliméntax'on en un fermentador vertica} de
om3 y este medio fue inoculado con 20 litros de lodo de

hbngos de Coriolus. versicolor (Pr.) Quél FERM-P-2414,

Y
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obtenido de agitar el cultivo, seguido de cultivo Gurante
7 afas s 269C, régimen de amireacidn de 0,5 I/minute por
Jitro de medio y régimen de agitacidn de 150 r.p.m.

EI caldo de cultivo, asf obtenido (lodo), fue dividido
en porciones de 500 litros y cada una de estas porciomes
fue desecada por medio de un secador del tipo de doble
tambor. La temper;tura de superficie del secador de teme
bor fue ajustada de tal modo que la temperature de super-
ficie del celdo cultivado (aleanzdndose la superficie del
celdo en la forme de una capa fina sobre la superficie
del tembor) para que resultase de 652C, 802C, 909C, 1102(
y 3452C, respecstivamente y porque el contenido de agua
del producto secado fuerg»menos de 20% de peso (vedse Ta-
bla 2).

Entonces ¢ada uno de estos productos secados fue aﬁadido‘
ocon 250 litros de sgua caliente y se extrajeron a 95 +
12¢ durente 3 hores y, después de enfriar, se separsrom,
en el residuo micelial y en la solucidn de exirasto, usan
do un decantador del tipo de hélice y un seperador nentri
fugo del tipo de place separsdora. La viscosidad eperents
del sistema de mezela y el tiempo requerido para la sepa~
racibn centrifuga en este procedimiento de extraccidén
fueron como se ilustra en la Table 2.

Le solucién de extraecto, obtenide del tratamiente arribe
nencionado, fue pasads a través de uns membrena PN-5 de
un ulﬁrafiiiro del tipo HF, fabricado por Amicon Co.para

Iibrarse del componente de extracto con pesos moleculares

menores de 5.000, desde la solucidn de extracto, ohweniqﬁ
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do aproximedamente I00 litros de la solucidn refineda.
éuando la concentrecidn de esta soXucidn refinada fue de
alrededor de 1%, la misma se concentré por medio de un
concentrador a un nivel de concentracién adecuado para
el subsiguiente tratamiento de desecacién de pulveriza-
cién. Cuando la solucidén refineda se geliza-se haciendo
dificil de ejecutar el tratamiento, y la soiucidn se con
centrase por encima de cilerto grado, el valor limite de
doncent:aeién' bejo el cusl no tiene luger ninguns gela-
cidn, se ilustra como concemtracidn critica en le Tabla
2.

EL tiempo requerido para la desecacidén de pulverizacién
de la arriba mencionada solucién concentrada y el rendi-
mlento del polisacaruro obtenido, también se ilustra en
la Table 2. '

A Pfines de comparacidn (ejemplos comparativos) el ecaldo
cultivado, obtenido del mismo procedimiento, que se ha.
descrito arriba, fue tratado similérmente a la ejecucidn
arriba descrita despuds de secar a. 452C y 1602C o’ sin
desecacién y se hicieron mediciones similares sobre los
respectivos productos con los resultados que se indicen

en la Tabla 2.

Tabla 2
Ejemplos Ejemplos compa~
rativos.
Muestra o, L 2 3 4 5 < 2 3.
Temperatura 65 80 90 110 145 45 160 No

de secado oC drying.
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Muestra No.

Contenido
de agua (%
peso) des*-

puas de

tratamien-

to secador

Cantidad de

cultivo se- 31 31 30 28 21

co (Kg)-

Cantidad
de agua
caliente
usada pa-
ra extra-
ccion.

Vistoei -
dad apa
rente *
del sis-
tema de
mezcla
usado en
la extra-
ccion

Tiempo
(min.)
reque-
rido
para
sepa-
racion.

Tiempo
(horas)
reque-
rido pa-
ra ultra
filtran*
cion.

Ejemplos

20 20 17 12

6

250 250 250 250 250

(1)

(cps)

150 150 100 100 100

3 3H 3H N

5-5 5.5 5-55

30

-12-

Ejemplos Comparati-—

1 2 3
50 2
50 26
350 250 0
200 100 250
60 30 90
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uostra “L‘L\E Sfplos —_Ejemplos Comparstivo o
uesera No. X 2 3 4
’ 5 i 2 3
.M“\
Cog:ent}'a- .
cidn ordti~ 15 x5 -
ca (% de pe B 15 oas 8 15 4
so) de solu~
5 cidn refina~
da
Tiempo (ho-
ras) reque~
rido para 0 10 .
secado de 010 30 g 10 37
pulveri-
za°i6n-
10
Rendimien—
to (g) . 900 900 900 900 gog 950 800 950
 hotivide-
des sati-
tumorales (inhibidor de tumoy %))z
/O
15 Admin%s— ’
tracidén g6
intrape~ 91 95 98 97 93 60 95
ritoneals
Admin%s—‘
tracién 85 67 70 =
oral. 60 62 &5 10 71
20
Observaciones conteniendo conte-
impureszas., niendo
impure~-
zas,
s et T -..— acad
de
Se¢ entiende los valores mméricos dados en la Tabla 2;
25
erriba eitade, que, cuando el oulktivo obtenido del pro-
cedimiento de este invento, se somete a un tratamiento
de secado, bajo la condicidn de temperatura espeoificada,
partienlarmente a una temperatura dentro del alcance de |
30 60 a 1502C, el resultante tratamiento de extraccidn, el
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~dos en la Tablae 1, indicaron la naturalezae positiva de

tretamiento de refinecidn de extracto y la concentracién
de soucidn refinada y el tratamiento de desecacidn de
pulverizacidn, puede reslizarse Se un modo muy venbtajoso
y racional. 7

Cada uno de los productos de polisacaruro, asf{ obtenidos
fueron polvos de color castafio, féoilmente solubles en
agug. (EX producto del ejemplo comparative 3 contuvo una
centidad de traza de insolubles). Los resuliados del end
lisis elemental de Jos productos demostrarem, que cada
producto estuve compuesto de C, H, N y 0, de o= cuales
N representé alrededor de 3 a 3,5%. También los resulta-

dos de los varios ensayos de reaccién de color, ilustra~

los productos. Se comfirmé de estos resultados, que los
productos, mencionados arriba, fueron un poliéaearuro
conteniendo nitrdgeno.

Les actividedes Inhibitorias de las sustancias presentes
contra tumores sflidos de Sarcoma-180 en ratones, tanto
después de administraciones intraperitoneales, como ors-
Ies, se ilustran en la Tablae 2, indicando las excelentes
actividades inhibitorias en todos los casos, excepto
cuendo el tratemiento secador se reslizd a una tempera~
tura eite excediendo de 1509C.

EL efecto inhibiltoric de tumor se midid de acuerdo con
un método empleado ordinariemente, que se deseribe bre-
vemente més abajo.

Las células de tumor de Sercome~180 fueron transplante~

das intreperitoneslmente a los ratones y después de su-~



=15=-

10

15

20

25

30

" Julas fueron ademds transplentadas debajc de las pieles

'guientes reivindicaciones,

ficiente crecimiento de 7 dfas, 106 piezas de estas cé-

axifares de los otros ratones, pera formar tumores séli-
dos. La adwinistracidén de las muestras se inleid 24 ho-
ras despuds del transplante. En el caso de administra-
cién intraperitoneal, la sustancia fue dada a la dosis
de 10 mg/kg una vez al dfa y cada segundo dfa durante el
perfodo de 20 dfas, para dar la cantided total de 0,2
n1/20 gr. (peso del cuerpo del ratdén) y, en el caso de
edministracién oral, la sustancia fue dada a la dosis de
1,000 mg/ke une vez sl dfa, continuamente durante el pe~
rfodo de 20 afes para dar la cantidad total de 0,2 mi/gr
(peso del cuerpo del ratén).

Cada ftumor fue enucleado 25 dfae despuds del transplante

v el rédgimen de inhibiecidn de tumor fue caloulado del pe-

s0 medio de los tumores en los grupos de ratones, a los
que se habfe administrado la sustancia y el peso medio
de tumores en el grupo de control.

La presente patente de invencidn recaerd sobre las si~

O0=0=0=Q=0Q=0=0=0=0=Q=0
0=0~0~0~0

0
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REIVINDICACIONES

1-Procedimiento para la obtencién de poliaacaruros, caracteri

zado porque un hongo, perteneciente al goénero Coriolus de le

clase Basidiomycetes, se someta a cultivo sumergido en un -

medio liquido acuoso y el cultivo obtenido se seca a una ten

peratuy.a da 609 a 1500C

y se extrae con- un disolvente acuos

y entonces la solucidén de extracto, asi obtenida, se refina

separando da ella las sustancias con peso molecular da mano:

de 5".000.

2L - Procedimiento segun
porque dicha extraccion
an etapas multiples,

3 - Procedimiento segun
porque dicho disolvente
na diluida.

4 * Procedimiento segun

porque dicha refinacion

la reivindicacion 1, caracterizado

con un disolvente acuoso se realiza

la reivindicacion 2, caracterizado

acuoso es agua y/o solucioén alcali -

la reivindicacién 1, caracterizado

de la soluc&o6n de axtracto sa reali-

za por ultrafiltracion y/o por Osmosis inversa.

5 - Procedimiento segun

la reivihdicacion 1, caracterizado

porque dicho poli$acaruro as polisacaruro conteniendo nitro-

geno.

6 - Procedimiento para la obtencidn de polisacaruros.
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Sagdn se describe y reivindica en la prasahta memoria des-
criptiva y consta ds diecisiete hojas foliadas y escritas

a maquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 20 JuL. 1977
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