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‘que, cla51f1cadas por orden de densidad, son denomlnadas

'proteinas anormales. Con los auxiliares de diagndstico aho-

2
.., o _ EEF,: 3.01.2.04/7525-979."

. RESUMEN DE. LA INVENCION

Esta inveﬁcién se fefiere a un método de diagndstico
para la demostrac1on y determinacidn de la llpoproteina
LP-X en suero, por separa016n de las 11nonroteinas aue in-
terfleren, prec1p1tac1on de LP-X en el suero residual y me-
dida del contenido de LP-X en la suspensién, obtenida pér
métodos foto-Opticos o -visuales y a equipos de ensayo para

utilizar en el método de diagnéstico antgriqr.>

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a un método para la demos- a
tra¢i6n y estimacién de la llamada lipoprotefna-X (LP-X) y
equlpo de ensayo para uso en este método.

El suero contiene varias liponroteinas . “normales"

quilomicras, VLDL, LDL y HDL. cdﬁ;ienen colesterol libre y
esterificado, triglicéridds, fosfolipidos Yy pioteinas.

En algunos estados patolégicos,.pueden formarse en

, . .
el sueré qtios tipos de lipoproteinas que puedgn considerar-

se lipoproteinas "anormales". La LP-X es una -de estas lipo-

ra existentes, puede demostrarse la~presenciavde LPfx o de
una lipoprotefna reiacionada con.la LP-X en una enfermedad
debidg a una deficiencia de la énzima lecitin:colesterol-
aciltransferasa (EC 2.3.1.43) en el hfgado, un error de me-
tabolismo ingénito extraordinariamente raro. La incapacidad
del higado para esterificar el colesterol se considera una
de las_ razones por las'que se forma la LP-X, una livoprotei-
na con un’ contenido- relatlvamente elevado en colesterol li-
bre. La LP-X, o una sustancia que -se parece mucho a ella, se

encuentra también en algunos nifios un poco después del naci-
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~gel ‘de agar, la LP-X migra hacia el cdtodo, es decir, en dl—

cién, por ejemplo, mediante ciertos colorantes lip6filos,

nmiento, un hallazgo que, por ejemplo, puede ser atribuido

é la falta de ma&hrez fisiolégica de la funcién hepética
durante el periodo inicial de la vida del nifio o a la mar-
cada reduccién fisioldgica de la sintesis de los &cidos bi-
liares, como resultado de lo cual también es reducida la
absbrcién de grasa en el infante. En este caso, la LP-X apa-
rece 'sBlo después del nacimiento, una vez Que ha empezado 1la
ingestidn de alimento.

;La LP-X también se encuentra en la sangre de casi to-
dos lo% pacientes de colestasis. Como resultado de una oclu-
sién iﬁtrahép&tica o extrahepatica, se produce una serie de
cambios patoléglcos, por ejemplo cl metabolismo de la bili-

Za varfa de manera que los pacientes adquieren un color
amarillo. Las actividades de diversas enzimas en la sangre,
v.g. la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1), D-glutamil-trans-
ferasa (EC 2.3.2.1) y otras aminotransferasas del suero
(EC 2.6.1,2 y/0 2.6.1.6) también pueden variar todavia més.
La icteriqia, sin embargo, puede ser producida por otros

muchos estados patolégicos mientras gue estos trastornos

también pueden ejercer influencia sobre las actividades enzi

m&ticas antes citadas. Por lo tanto, se admite universalment
que la LP-X constituye un_parémetro de la existencia de cole[-
tgsis,mucho més especifico gque los parimetros anteriormente
citados. No es sin razén que la LP-X es también llamada
"lipoproteina especifica de la colestasis".

La>mayor parte de los métodos de determinacifn de la

LP-X se basan en la observacibn de que en electroforesis en

reccidén opuesta a la de otras lipoproteinas. La 1dent1flca-




10

18

20

25

" puladeo y almacenado incorrectamente la muestra a analizar

la diagnosis y terapia de la colestasis. Si el aumento se

precipitantes inmunes frente a la LP-X o aniones polivalen-
tes precipitanteé hace posible la determinacién cualitativa
e incluso en casos extreﬁos la determinacidn semicuantita-

tiva. BEsta cuantificacidn puede mejorarée opcionalmente me-
diante otras técnicas para la determinacidn e identificacidn
talés como el uso de compuestos marcados radiactivos o el
corte del gel de agar que contiene la fraccidén LP-~X para de-
terminar Quimicamente ciertos constituyentes como, por ejem
plo, los fosfolipidos. La té&cnica electroforética en todos

estos ?asos requiere mucho tiempo y experiencia mientras un
su.graéo de dificultad es muy alto. Los resultados son algu-

nas veces muy erridticos, por ejemplo después de haber mani-
l _

3

o cuando se utiliza un agar inadecuado o antiguo.

Tambiéh existen diversas éécnicas inmunoquimicas
cuantitativas en las que, por ejemplo, despufs de separar
las lipoprotefnas que interfieren, el suero se somete a
técnicas como difusién radial de acuerdo cén Méncini oa
electro-inmunodifusidn de ac&erdo.con Laurell, por ejemplo
como se indica en Clin.bhem. 1974, 20 (6), 276-81, En estos
casos, ciertamente es posible una determinacidn mésrprecisa
del LP-X pero las técnicas requieren una prolongada prepa-
récién y todavia ‘son necesarias varias horas, en algunos po-
cos casos incluso dias, antes de poder leer el resultado.
Las ventajas de un método cuantitativo preciso de determina-
cién de la LP-X son excepcionales. Si este mbétodo cumple los
estrictos requisitos relativos a sencillez, rapidez y repro=-|

ducibilidad, el nivel de LP-X puede utilizarse como gufa en

mantiene por debajo de un valor limite de unos 400 mg por




Poa

10

15

25

" suero|residual sustancias que.reducen la solubilidad de las

" nas que interfieren también pueden separarse por adicibn de

proteinas o con lipoproteinas deslip{dizadas de origen huma-

i
100 él; entonces el estado de que se trata es en muchos ca-
éos una colestasis intrahepdtica mientras que en la colesta-
sis extrahepdtica, que es generalmente operable, el nivel
de LP-X en suero puede aumentar muy por encima de este va-~
lor. Un ensayo cuantitativo para la LP~X tambi&n constituye
una valiosa contribucién a la diagnosis y al proceso de re-
cuperacibn en los casos de colestasis que son causados por
el uso de ciertos medicamentos.

‘Ahora hemos hallado un método para la determinacién
cualitétiva y cuantitativa de la LP-X; dicho método consis-
te en eparér primero las lipoproteinas que contienen apo-
B por métodos conocidoé, después de lo cual se agregan al

lipoproteinas v se mide y determina la cantidad de LP-X en
la suspensibn resultante de LP-x'mediante métodos foto-&pticas.
La separacibn de las lipoproteinas que interfieren
se realiza preferiblemente poniendo el suero en contacto con
un anticuerpo o antisuero dirigido contra la lipoproteina
de baja densidad (LDL) o conéra la apoproteina~B de la mis-
ma. Este antisuero o anticuerpo se conserva vy agrega prefe-

riblemente en estado liofilizado. También puede utilizarse

en forma de soluciébn.

. Aparte de la separacién inmunoquimica, las lipoprotef

ci:ertas sustancias como concanayalina A u otras lectinas,
hidroxilapatito, aerosil, etc.

Los anticuerpos contra las lipoprotefnas que contienep
apo-B pugden ser-obtenidos de los mamiferos, por ejemplo del

conejo, vaca, oveja o caballo, inmunizando a &stos con lipo-
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no que contienen apolipoproteina B, por ejemplo LDL humana.
El antisuero obtenido de esta forma puede ser procesado para

obtener: a) suero animal exento de lipoprotefnas, b) la frac

re

* ¢ibén y-globylina - de dicho suero o ¢) el anticuerpo puro

monoespecifico de la LP-B.

fe ha hallado que los sueros cue contienen LP-X, pues
tos en contacto con soluciones de anti-lipoproteina B o con
dichavanti~lipoprote£na B liofilizada, forman un precipitado
que separa todas las éLDL y IDL (a excepcidén de la LP~X).
Sorprendéntemgnte, se ha demostrado que esta precipitacién
se préduce précticamente de forﬁa instantdnea y que, des-

puds de separar el aglﬁtinado formado, por ejemplo por fil-

" tracién o centrifugacién, se obtiene inmediatamente una so-

lucién transparenﬁe. Si la cantidad de anticuerpo presente

es insuficiente para combinar la VIDL v LDL de la muestra,

el filtrado es turbio u opaco. En ese caso, se agrega al

suero una nueva cantidad del anticuerpo, después de lo cual

la muestra se filtra o centrifuga de nuevo. En todos los

casos, la LP-X en el suero residual permanece en solucién

junto con la HDL en cuanto que &sta estd constituida por

"partfculas con las apolipoproteinas A y C.

Después de sépgrar.las.ligoproteinas que interfieren,
oﬁb;opalmente como complejo inmune, se agregan al suero re~
siduél las sﬁstancias que reducen la solubilidad de la LP-X.
Esto puede conseguirse agregando al suero sustancias de ca-
rcter anibnico o polianiénico, como sales de &cido wélfrémi
cé, dcido fosfowolfrdmico, acido molib«Tixio” sales de sul-

fatos alifdticos y-dcidos carboxflicos gupefiores tales como

" dodecilsulfato sédico, laurato s6dico y oleato s6dico, sa-

les de &cidos ¢6licos como colato sédico o desoxicolato po-
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_géneamente dispersado como sea posible, de manera que el

" sistema ihsolﬁble se sedimenta con'muchg‘lentitud. La can~

_rro). Como no puede disponerse de LP-X a:gran escala y ade-

———

tésico, policationes, polisaciridos sulfatados como sulfa-
to de dextrano_y-heﬁarinoides. 7

Los reactivos anifnicos citados se emplean preferi-
blemente en combinacién con compuestos met&licos, especial-
mente compuestos metdlicos divalentes como sales de magnesio
calcio y manganéso. También puede utilizarse, por.ejemplo,
polivinilpirrolidona.

Lq-adici6n de los reactivos citados en el pérrafo
anterior vuelve. insoluble o0 escasamente soluble a la LP-X.
En general, estas sustancias se agiggan a concentraciones

tales que se forma un sistema de particulas finas, tan homo-

tidad de LP-X se determina posteriormente mediante métodos
foto-6vticos, por ejemplo por turbidometrfa o nefelometria.
Esto se consigue midiendo en un turbidimetro o hefelémetro,
de acuerdo con el siguiente‘principio..Cuando la luz cae so-
bré un sistema suspendido'de particulas finas, parte de la
luz incidente es transmitida;.otra parte es dispersada y
una parte posiblemente tambié&n sea absorbida. En turbidome~
tria, la relaéién de luz tﬁansmitida a luz incidente se uti-
%iza‘ééra determinar la concentracién de las partfculas sus-
pénd;das. En nefelometria, se utiliza la relacién de luz
dispersada a luz incidente nara esta determinacidn de la con
centracién.

La normalizacién se realiza por referencia a la LP-X

. ! , :
purificada, aislada de la sangre de pacientes colestéticos o

de anima;es artificialmente colestiticos (por ejemplo un pe-

més “sus propiedades de conservacién son limitadas incluso
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cias que como la LP-X forman un sistema homogéneamente dis-

"cio de la fiabilidad esencial.

son cuestiones de conocimiento comfn, cuando se integran en

¢) un reactivo acuoso que reduce la solubilidad del LP-X.

———

con la mejor estabilizacibn posible, puede introducirse un
patrén turbidométrico o nefelométrico interno. Esto ests
constituido preferiblemente por un liofilizado, preparado

a partir de un suero de origen humano o animal o de sustan-

persado de partiéulas con el reactivo aniénico empleado. Son
ejempioé de estas sustancias las soluciones liofilizadas o
estabilizédas de lipoproteinas humanas o Animales como

VLDL y/o LDL, éulfato de protamina 1iofilizad6 o disuelto

0 una mezcla de &stas. En este caso, el patrbm interno se
calibra con feferencia a la LP-X, lo que reduce considera-

blemente las neccsidades de este costoso material sin perjui-
-Aungue diversos elem%ntos de este método de ensayo

el método como un todo consgitdyen un ensayo Puevo y sor-
prendentemente rdpido, sencillo y especifico, de un élto gra-
do de fiabilidad. Ademés, su aplicacifn no requiere el uso
de equipo coétoso y especificé ni-una_gran experiencia.'Por
el contrario, gl ensayo puede ser realizado por personal re-
lativamente inexpertd, con el equipo de laboratorio éonven-
c@onal.’ '

- ~ El equipo de ensayo que se utiliza en el método de
esta invencién estd constituido esencialmente por:
a) un antisuero o anticuerpo dirigido contra la apoiipoproteg

na Bj; . ' o

b) un patrén de LP-X y/o un patrén de turbidez calibrado fren|

te a LP-X;

El componente inmunoldgico citado en a) puede estar
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cobulado opcionalmente a un portador insoluble de manera que

las lipoproteinas que interfieren con la determinacibn pue-

dan sexr separadas mis f&cilmente del suero.

La invencién es ilustrada ademis mediante los si-

'guientes’ejemélos.

EJEMPLO 1

Equipo de ensayo constitufdo por:

10

188,

" 10

tubos de reactivo  R; cerrados con tapones de goma, con-

teniendo cada uno 5 mg de anti-apolipoproteina B liofili-
!

zada, preparada de acuerdo con Biochem.Biophys. Acta,

(1969), 157; a partir del suero de caballos inmuni-

2ad%s con LDL humana pura;
i . .

‘tubos de reactivo idénticos- R, conteniendo 0,1 mg de sul-

fato de.protamina en estado liofilizad; -

x 1.0 tubos de reactivo idénticﬁs marcados Ry Y Ry res-
pectivamenté; limpios y sin tapones;

vial que contlene suero positivo LP-X estabilizado con
un contehido conocido de LP-X-(103,3 mg/100 ml);

vial conteniendo 1 ml de u;a solucidn acuosa (reactivo

precipiﬁante P) de:-

sulfato de dextrano 500, sal s6dica 0,65 mg
. hegahidrato de ciorurovmagnésico 12,7 mg
:Nipaéin - . : 1 ﬁg
Nipasol . , 1 mg

vial conteniendo 10 ml de una solucién acuosa (diluyente

D) de:

cloruro sédico ’ ; 90 mg
hexahidrato de cloruro magnésico 100 'mé.
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'teaq So‘ul del liquido sobrenadante transparente en cada uno

un espectbfotémetro Zeiss PMQ II a 400 nanometros.- La solucidin

,' : _10

" EJEMPLO 2

En una gradilla se colocan los siguientes componentes

del equipo de ensayo descrito en el Ejemplo 1l:
2 tubos RJ.

1 tubo’ R2

2 tubos R3a

3b*

Se quitan los tapones de los tubos y después se intro-

2 tubos R

ducen en un tubo Ry 1so,|1f1 de suero de pacient;es exento de
quibmicras y 150 ul del suero de referencia LPK; positivo
en otro tubo Rl y se sacude fuertemente. Estos tubos se cen-

trifugan pqsteriormente a 3000 G después de lo.cual se pipe-

de los tubos R3é-y'R3b. Después se pipetean 50 ﬁl de solucidn
salina fisicl6gica en unoc de los tubos R,.

A continuacién se ﬁipetean 10:&1 de solucion de sul-
fato de dextrano en los tubos R, ¥ R3b‘ Finalmente se intro-
ducen 500 yl del diluygnte_(P) en ;os tubos Ry, Ry, ¥ Ry

Después de sacudir fueftemente, se miden los tubos en

salina fisiolbgica sirve para establecer el punto cero para
la mqésﬁra R2 y el céqtenido de lps'tubos.R3é sirve para es-
taﬁlecef el punto cero par& las muestras de los tubos Rﬁb
(individualmente para cada muestra).

Las absorciones medidas son:

R, : 0,140

Ryp (guero de paciente) 0,620

Rqp ¢ (suero patrdén de LP-X) 0,450.

A partir de estas absorciones puede calcularse que el

contenido en LP-X del suero del paciente es de 142,3 + 5,7 mgy
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" ro puede calcularse en 87,2 + 3,5 mg/100 ml.

¢) El diluyente estd constituido por 10 ml de una solucién

30 .

-11 -

100 ml. Una absorcién de 0,100 para el sulfato de protamina
patxbn de la turbidez es'equivalente a 22,95 m§ de LP~X/100 m}.
. " EJEMPLO 3

. ée monta un equipo de ensayo como el del Ejemplo 1
en el que se ha omitido el vial del patrén de LP-X y la
anti-apolipoproteina B liofilizada de los tubos R; se sus-
tituye por 50 pl de una soluciéﬁ de 3 mg de anti-apolipopro-
teina B dé conejo.

;Se realiza una determinaciGn con otros éueros de pa~

cienteg en completo acuerdo con el ﬁjemplo 2 (con omisi6n de
ia referencia de LP-X). La medida de la turbidez del tubo

Ry, .42 un valor de 0,285. El contenido de IP-X de este sue-
| ’ :

" EJEMPLO 4

Se monta un equipo de ensayo como el del Ejemplo 1,
con las siguientes modificaciones: '

a) el vial con la referencia LP-X se sustituye por un vial
que coﬁtiene suero de'caballo‘liofilizado; éste tiene que
ser solubilizado antes de ;u uso mediante la adicidn de
1 ml de solucidn salina;

b) el reactivo aniénico estd constitufdo por 1 ml de una soly-
cibn acuosa de: |

‘heparina (150 USP/mg) 6 mg
tetrahidréto de cloruro de manganeso (II) 60 mg
Nipagin . - . 1l mg
Nipasoi - 1 mg

acuosa de:
cloruro sbdico 90 mg

tetrahidrato de cloruro de manganeso (II) 100 mg
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muestras es de 21 minutos.

=12 o

Se examinan los sueros de tres pacientes en comoleto
acuerdo con lo prescrito en el Ejemplo 2. Las absorciones

medidas son:

-Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
R,: 0,425 T RZ: 0,434 . R,: 0,418

Ryt (patrdén LP-X) 0,652
R3b= 0,82§ R3b: 0,072 R3b= 0,008

De estas medidas se saca la conclusidén o se calcula,
réspectivamente; que la Muestra 1 contiene 140,2 + 4,9 mgy.
100 ml:de LP-X; la Muestra 2 contiene 12,0 + 0,4 ﬁg de

. ]
,Lp-x/;oo ml y la Muestra 3 no contiene una cantidad mensura-
i

ble de LP-X. La duracidén total del andlisis de estas tres

|
' EJEMPLO 5

Se monta un egquipo de ensayo como el del Ejemplo 1,
en el que se han modificado los siguientes componentes: .
a) el vial con el "patrén LP-X" contiene una solucidn esta-
bilizada con 100 mg/100 ml de LDL humana;

i

b) el reactivo para la turbidez estd constitufdo por:

fosfowolframato sddico 10 mg-
hexahidrato de cloruro magnésico 50 mg
- agua hasta . . 1ml

c) el-vial con el diluyente est& constitufido por:

clofuro sbédico A o 90 mg
MgCl,.6H,0 - ' . 160 mg
agua hasta :7 10 ml

lLa turbidez de ias muestras en este caso se mide con
un nefelémetro laser (Behring Werke A.G., laser de He-Ne).
Debido a la mayor sensibilidad, todas las muestras de|

este caso se diluyen por adicién de 1 ml de solucién D en




.10

18

20

30

- 13
|
i

|
lﬁgar de 0,5 ml.

Los valores medidos son:

Muestra 1 o Muestra 2
Ryt 6,29V o Ry: 6,33 V

Ryp (patrén LDL) 9,61 V'
Ry 11,62V - . Ryt 1,45V
A partir de estos valores se ha calculado que la Mues-

tra l;cohtiene 103,2 + 3;1 mg de LP-X/100 ml y la Muestra 2,
12,8-% 0,35 mg/100 ml. El contenidé supuesto de LP-X del pa;
trén |de sulfato de protamina-es de 55,8 mg/100 ml y del pa-
trén/ de LDL es de 85,3 mg/100 ml.

o EJEMPLO 6
iSe.utiiiza el equipo d; ensayo del Ejemplo 5, donde
el reactivo de la Eurbidez estd constituido por: .
dodecilsulfato sbdico : ) - 14 mg
agua hasta . " i ml

El diluyente estd constitufdo porr

cloruro stdico v ' 90 mg

MgCl,.6H,0 ~ ,'\ . 124 mg.

Agua hasta _ : ' 10 m1
EJEMPLO 7.

Se utiliza uﬂ equipo de ensayo constitufdo pof‘30 tu~
boé de reﬁctivo Ri tapados con tapones de goma, éonteniendo
2 mgrde anti;apolipoproteina B liofilizada, preparada de
acuerdo con Biochem.Biophys. Acta 188 (1969), 157, a partir
de suero de oveja inmunizada con LP-B humana pura.

1 bandeja de pldstico o vidrio negro con
orificios cerrados en el fondo;

1 vial que contiene.l ml de una solucién acuo
sa des

‘fosfowolframato s6dico . . ‘10 mg




10

18 .

20

25

’ peratura ambiente. Después los ‘tubos se centrifugan a 3000 G

»

! - 14

MgCl,,6H,0 _ ’ - 50 mg
Nipagin . . 1ng
Nipasol ' 1 mg

1 pipeta Pasteur

1 vial conteniendo suero positivo LP-X es
tabilizado ‘

1 vial conteniendo’ suero negativo LP-X es
tabilizado.

Procedimiento

Se retiran los tapones de los tubos y en cada tubo
individual thse pipetean 50 {1l de diferentes muestras asf
como del patrén positivo y negativo. Los viales se sacuden

fuertemente y se dejan en reposo durante 5 minutos a la tem-

durante 5 minutos. El ligquido,sohrenadante. de ios tubos se
vierte directamente eﬂ los orificios individuales de la ban-
deja de pléstico,-después de lo cual se afade una gbta'del
aégnte precipitante.

La aparicidén inmediata de uﬁ precipitado o de una tui]
bidez indica la presencia delLP-x.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

.

1. Un método y su correspondiente equipo de ensayo
para la demoétracién y determinacién de la lipoproteina
LP-X en el suero, que incluye la separacidn inicial por mé-
todos con&encionales de las lipoproﬁeinas que contienén apo-
B-que interfieren, cuyo método se caracteriza especialmente
por agrégar después sustancias que fegugen la solubilidad
de las lipoprotefnas para producir uha-suspensién de LP-X

doﬁde se mide y determina la cantidad de LP-X mediante méto-

]
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" do de las Reivindicaciones 1 a 4, constituido esencialmen-

dos visuales o foto-6pticos.

2. Un méfodo segfin la Reivindicacidn 1, caracteriza-
do por la adicibn al suero, para la separacién de las lipo-
protelinas qﬁe interfieren, de un anticuerpo o antisuero di-
rigido contra la lipoproteina LDL o contra la apoprotefna-B
de la misma;

3. Un método segfin la Reivindicacién 2, caracteri-
zado por la adiciéq del antisuero o anticuerpo en estado
liofilizado. . ' _-

4. Un método segfin la Reivindicacién 1, caracteriza-|

do por el uso de un reactivo (poli)anibnico como compuesto

reductor de la solubilidad. .
5, Un equipo de ensayo para llevar a cabo el méto-

»

te poxr:

a) un antisuero o anticuerpo dirigido contra la apolipopro-
tefna P;

b) un patrén de LP-X y/o un patrén de turbidez calibrado
frente a LP=X;

c) un;reactivo gque reduce la solubilidad de la LP-X.

"6. Un équipo-de ensayo segfin la Reilvindicacibn 5,
caraétérizado por el hecho de que el antisuero o anticuerpo
éspec;ficado en a) esti copulado a un portador sélido. .

7. Un equipo de ensayo segfn la Reivindicacién 5,
caracterizado por el hecho de que la LP-X especificada en
b) es de 6r;gen animal. .

8. Un equipo de ensayo segfin la Reivindicaci§n 5,
caracterizado por el hecho de que el patrdn-de turbidez es-
pecificado en b) conéiene sulfato de prstamina.

9. Un equipo de ensayo segfin la Reivindicacién 5,
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caracterizado por el hecho de que el reactivo c) también
contiene un compuesto metalico polivalente.

10. Se reivindica por ultimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita
por: "UN METODO Y SU CORRESPONDIENTE EQUIPO DE ENSAYO PARA
LA DEMOSTRACCION Y DETERMINACION DE LA LIPOPROTEINA LP-X
EN EL SUERO™.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de dieciseis pagi-

nas mecanografiadas.
Madrid, 14 de febrero de 1978
BERNARDO UNGRIA
P.P.
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