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ANTECECEflTES 

El virus de la hepatitis D no o:J directo.mente c1topát1-

co1 y la re5puf!sta innune del hudsped c5 la Q.JO induce la l1sis do 

los hcp11lccito5 y finalmente lo n!cuperoci6rl do lo infecc16n. Un -

estado de 1nrrunodef1ciencia selectivo pon1 antígeno purif1t:lldO del 

vif'IS do la hepatitis U ha liido ponlulodo corro el rc~ponsablc dol -

dos11rrcllc de lo cnfc~odad; !;!Speciolrr.entc en l.J.s infoccioncs de l.!, 

po cróni:o (CX.dloy, 1975; [d'1lc:itcn )' W.!llio~, 19?4), 

Recientemente, so hll cstílblcci¡:o que lo infcccidn por -

vil'IS 13 es más corun en m.J.chos qua ,_...., hc:nbros (Olumt:ir.rJ, 1972; 

Sznunness, 19?13). l.\!s rccitlntemcr.te, Orcw y col¡;,. (1978) demostra

ron en Ula po:Jloci6n Cün 1.M1a incidcncil'll rruy al ta da infección par -

virus da la hepatitis O, que lo prc~cncio do anticuerpos contra. al 

Ag:IHB en rr.adre!l, correl11ciona con un11 disminución en al :!rdico mo

cho/herrbm de lo!! nocirniento:J. Esto dltin'O sugiere un índico incl"!! 

mentado de abortas cspontdnoos on fetos !l'llOlos. 



A 11111.nera de Nrorzar ea ta observación, London y cola, -

(19aO) han mostN1do que pacientes que reciben tre.nsplantcs "'"14los 

y que poseen anticuen>os circulemtes contra ol AgGHO, recha.znn más 

frecuentemente el t~aplante cu11ndo proviene do Ul"I don!ldor hombre. 

Estos últill'Os dataB sugieren ouo h!ly una reactividad al"ltiadnica par_ 

ci11l cruz11do entro el Aa~iB y el ont!gono de trarwpll)T'ltc H-Y del -

hOl!lbre. 

Da sor cierta cato reacción cruzada, oc podría hipotot,!_ 

zar que ol AgsHB en sujotoo 1116chos !;O n:conoco corr.o "meneo oxtraílo" 

y1 por lo tanto, el aclammicnto dC?l viruo es máe ineficiente. El 

da.ta i"°"ortonto os que, hnst.-1. ln. fech.i, no ha podido dr..montrnrso e~ 

ta reacción cruzada. 

El reconocimiento de un ant!ocno como "propio" o "no 

propio" os una runctdn funda.mentol del macr6fago, ya que dcpcndicn-

do de qud tanto reconozca a un t1nt!o1?no como "no propio", 111 hQbil.! 

dad del meicr6F11go po.ro. oliminnrlo oord diferente {Zuckcnnnn, 1979). 



Esta f...icidn también determina la rna.J11itud de lo respuesto. in11U1e -

quu au aucEdo y, por lo tanto, lo eficiencia del celare.miento inmu

ne del antígeno (llorgan, 1975) (v.gr.: pl'QduCCióo da anticuerpo cs

pec!fico c;ve, en un momon~ ti.oda, al op5onizar el ant:l!JOl".a han! fllá5 

eficitinte la elimino:idn del mismo por parta de lo cólula faooc!ti

ca, o !lea, lo eficiencia da aclarnmianto 5orú mayor). 

00..ETIVOO 

El objetivo de aste trabajo es analizar si las d1fann

c1as en sexo se relacionan con lo velocidad de eliminación d~l Ao!".HB 

y, a ou vez, trtitnr de datermil'lor si difcrcntes haplotipos ttcncn -

alguna relación con el aclaramiento ~el ont!oono, independientemen

te del 11cxo (l.tlraan, 1975). 

Como objetivo secundario, so anctlizorá la respuesta do 

anticuerpo específico en tdrmincs do ccncentroci6n m6ximo en el tic!!! 

po, pare os! poder deteJlllinar cudl es el esquemo de 1nmun1zoci6n ad~ 



cuado en ro.tones do 111 cepa G\LS-C, para en un futuro desarro!lar -

anticuerPos monoclonales contra el AgsHB, 

HIPO TESIS 

Nosotros creemos que, tanto las dlferoncias en se~o can::i 

los diferentes hoplotipos, incl~ycn en la velocidad do aclora~iento 

del Ai;¡8H8. 

L'ATERIAL Y f.ETtlOCS 

Se estudiaron rntonco do las cepos eALG-C y C57 B./10, 

cbt!;!l1idas en ol biotcrio tlol Instituto de Ir.wstigocioncs Oiom~di

coa do la U.N,A,M, Estoo onirnalca oc f1'111.ntuvioron en el biotorio de 

la Unidad do Invcstiaación tlol Instituto Nocional do Enfc~dades -

Aeoplni.tcrias, oitio ~onde so llevó a cabo todo el eotud~o. Al in! 

cio.r dste, loa ro tones tenían entre 10 y 1S scmDnDs C::o cd.lC y au P.! 

no oscilobn da 20 a 30 ar. 



Para cada cepa uo hicieron doi1 QT\JpDS do 10 onimole!I C!?_ 

da uno, uno do mochos y otro do hel':ll:ras. 

El antí eno do superficie del vhvs do la hepatitis 8 -

(MsHD) ee purificd i::or cromtltogrofío do ofinidud o partir do una -

l!Llestra de suero de un paciente con alto!! títulos do antigencm.iti. -

dstecto.d11 por ra'1!.oinrrunocnsoyo comcn:ial (RlA-ASIJ)T). Lo calU"lf'lo 

de cromatogr11f:la ~e afinidoc! oc PrcPun5 lig1mt..'o onticucrDO!> monocl_!?. 

no.les unti-Ag!:ltG {nf-'-Híl:.-1}, rc;:i11lo ':1ci lo Oro. Allison Good.l!l, ol 

cual ho sido rcporu.u:o prcviomcnlo en lo literatura (Gooéall, 1~G1), 

a Sepharosc ll[l ac tivodo c.on bl"O"'-'ro de c1cin6gcno do! n<.:ut:róo o la!! -

instn.accioncs del pn::lVcodor {Phnl"fll.acio Flroe Chcmic..al::;). 

El !lucro del paciente { 10 ml.) so mantuvo en contuctc -

con la resiria durante 12 hrs, n 4°C cori ogitnc16n modorodn, Al tdr: 

miria do aste tiempo ol oobrcnodonto so eliminó y lo resino so c;ol2 

c.6 y empacó en una colu0111 do vidrio do 15 cm. do nltu~ con un di! 

metra intomo do ,5 cm, 



Toda la proteína no unida al anticuenio ae lavd por me

dio da enjuagues e~tensivos a la comunna mediante la aplicacidn de 

500 ml. do una solucidn do cloruro de Na al ":!"/. en agua destilada. -

La fracción que con~n!a antígeno de nuperficie se lavd do la col'-!!). 

na mediante la aplicación de 30 ml. de una solución de yoduro de P2 

tasio JM en agua destilada. 

La frnccidn lav.:ida su concentrd por medio de ob!'lorcidn 

de mombrnnas y se dialiod e~tnnsivnnento durante dos d!a5 contra º2 

luc16n buffer de fosfato (pH 7.4} a 4°C. 

La concentrocidn do pr~te!na~ ~e ajustó por Lowry a 1 -

mgr. por ml. y la concentrociéln do Aa~.H!l p1"Cscmto se determinó n 

000 microgrnf:lDo por ml, do ocucrtio al control positivo con quo cuo!l 

ta el radioinmunocnsayo comurcial éo Abbot. La ouscncia en la mue~ 

tl"!ll de anticuerpos contra el Ag~lO, so corruboró por radio!nrrunoon

sayo comercial; a!'limismo, tambi~n se datermir.6 por inmunodifusión -

en oooro!'la al 1.,:0 en =lución tiuffer de fosf.:ito c;ue la l'!Llcstra care

cía do proto!no.:. pla!'lm.!ticl'IG. 



E~ ~t!Jeno de superficie así obtenido 50 iodin6 con 

I 125 por el método do la c1on1:1ina T. 

La reo.ccidn ao llovd a cabo dur!Ylte 3:l 5e<J. y !le pard -

ccn lo ri?licacidn de glicina 21.1. La pro•.clna ITlarenCo ccn iodo ro

dioocti\IO se sopo~ mediante la epl1caci6n do la solución de re~c-

cidn o uno colur:Y'la do SephnCc>< G-25 lavada con Pro 0.051J {pH 7,<l)¡ 

110 colectaron 1'racc1oncs do o. 5 ml. y r.olnf"cnto ::.e uti liz.iuon aquc

llog freccionas qua pc:;clar. má'l do 10, (()() cpm {cucnt<l'l por minuto). 

La presencia do onl1!)E:f10 en csla:J fmccioncs so carro~ 

1"Ó con RIA comercial { HJSRIA-11, Abbott). 

So tuvo mucho cuidaóo do mantener lo actividad C!Jpcc!f!, 

ca boja pons evitar la do::.naturolizaciOn do lo proto1na, 

Un.:a voz iodinado el ant!ucno 50 filtró " trovés do 111Clf.

brnrina do .22 micJ"t'ls previo ajur;to do ln conccntroci6n o 800 micl'1J-



gramos por ml, en 5oluci6n aolina; ontco do iniciaéo el experimente 

se corrcbord q.io 00 rnicru::irorroo do ont:!geno iodinado dicrnn meneo -

da 10, CXJO cpm y se ob!lcrvd QUO el nú,-;¡sro do cuentas para cota con

centraci6n de antígeno ruc do 5,000 cpm. 

Ce.da uno do loo animo.les rua inyecto.do con 0.1 rnl, del 

ant:!g'""º iodino.00 c;uo corni9ponOO a ea rnicrogrurroo de ant:!gcno, l11 

inocul11cidn oo creetu~ en lo vena do lo cola, Ocspuds do dieciocho, 

vointieinco, euaronta. y cunrcnta. y ocho horoB, los r,3torms fueron -

so.noni.~os del plexo rotroorbitnl utilizando un e.apilar hcpor1nizodo. 

En cada torii.:i do :.icngro oo obtuvieron 50 mlcroli troo do 

l'.iengrc, Unn. voz obtcnldo!l tods!l loo m ... cstros, oo colectaron 25 mi

crolitroB de oucro, los cu:ilc!l so contnror. on u"\ contador do rudio

cioncs gBll'fl\ll morca ~kmnn. 

la produ::ci6n dú onlicuCrPO!l contra ol cnt:!gcno de ou-

perficie se dotc:rrrind o loo ? y 1a d!no ut111:nndo un rodioinr.unoc~ 

30yD ccmorciol (NJSAD, Abbott}. En los t~nninos mcncicnodos se ob-



Wvieron 100 microlitn:is de sor.gro a partir dol plexo ratroorbitol 

de cada ariiruil y el suero obtenido se diluyó 1 i4 en suero do toma

ra insctivaéo por calor. 

El aclarornicnto del ont!geno do superficie !:lo oxpn:r:io -

como lo constanto C•poncncial K(hr-
1

) QUO so obtiene de lo. pcnd1en

te do la linea di;i reorcsi6n del lo;;iarit:r.o neperiano (ln) de la co!! 

ccntrucidn sér!cl! Ce Ag5HB contra tiempo, tol ce"'° describen l.tir:ian 

y Soothill (1975), 

8rcve"~nte: El númeru de cuenta~ por mlnuto obtenido do 

las 111UCstra~ U<? ¡:¡uero do codn ratdn (25 r.iicrolitrci'.:) se tran;!.forman 

a conccntruci6n, mediante uno ro>1lo Clc tru!i, en la cunl: 

000 micro!]rumos ------ 5 000 ci:m 

" y " cantic11J.d ----- " X " cpm 

Uno vez obtcn!du lo conc("ntruci6n co hace un a~!l!!iis -

do varienza utilizando el ln. de la conccntrucidn/tiempo con objeto 

do obtener una curv1:1 scm1lo1Jar!tnica quo opliquf\l a la furicidn --



Y • ~ + b. Con 10:1 datos obtenidos, so ·ca1:::ula la pendiente ce la 

curw QUe &e gonem y se grafica. 

Ratdn , Tiempo - concontreci6n ln 
concent. 

1B hrs 703 11.0 2.:m 

25 hrs 548 e.76 2.170 

40 ""' 
"21 5.13 1.635 

48 hro 220 J.52 1.258 

Y ... ~ + b - - - - - - - - - - Intorsccci6n de Y - 2.8439 

valor de la pendionto • -0.031 

Lll consten te do nclan:imiento K oe º"prosó como (hr -
1

) -

pal"l!I eviter el valor negativo de la pendiente. 



La ;-roíicacidn de los rusul ta.dos o!l da 109 v11loros do -

la pandionte para coda ratdn eo el tiempo, 

El andliaia estad!9Uco ae efectuó utilizisndo lo. prueba 

"t" de Studont y chi-cuodn1ds pisra los vnloro:i de liss pendientes. 



AOSULTAc:ai 

ACLARAMIENTO l::EL ANlIGENO CE. SUArRFlCIE 

Tanta los 11111cho!! coma los hcmbros do la cepa CS? BL/10 

exhibieron un valor da K mucho menor qua los animales del mismo - -

nexo de la copa BALB-C (Fig.1 ): Lei.s diferencias m&s import.lntos -

en el índico da eclaramionto De obsorwron entre lru mfl.chon y les -

hembras; m este contexto fue muy claro que las herr.bra.s aclornn el 

antígeno IM.a. rdpido QlJ!l los maches. 

La diferencia en haplotipo do la~ dos ccp3s cstudlado:i 

pareca ojorccr tnrrbi6n efecto, yo quo los ratones de li!! cepo CJALO-C 

cuyo haplotipo es dol tipo H-2d eliminaron más cfcctlvoll'cnto el an

tígeno que loa ratones do lo cepa CS? OL-10, ~~yo haplotipa es H-2b, 

PROOJCCIOO CE ANTID...E:RRJ 

Ckl los za ro.tones qua confo~t:an ol arupo do lo cepa -



C57 BL-10, el séptil'lf;I d!a dos hab!M r.iucrto, 1 rr.ac:ho y 1 ht:rr,bro. 

Todos lon ratones del BALD-C 5ebrevivicran hll!lta el d!a 1'1. 

Lo tobl!!. número 1 n1cstra cdmo al s~timo d!e el númorc 

de ratones con nivele!! dctoctablcs de anticuerpo do la cepo, BALD-C 

era de 18/20, O!lntro do la cepa C57 üt.../10 el núrccro do ratones con 

l!nticuel'llO ~ro de é/18, siendo 2 da elles hcrnbrns. Lle~~ lJ utc.n-

Ci6n el porcenlajc tan ta~o do rotenes do ln cepa C5? OL-10 que do

sorn:illeron 11nticucrpos cm i;cmparoc16n c.cn los OALB-C. La diferen

cio en cstod!!lticom~nta n1[11"11ficotiva. 

Para el d!a 14 los niveles do anticuerpo~ ~ufrcn un ca~ 

bio illlJO•tante. Oc los O machos nALB-C que r.~strobon nnlicuOJ'llOS -

al st:ptil!IO d!a, nin[JUno tim!u nivelen dctcctalllc:> de nnticucrpo pa-

ro el día 14, Oc los 10 hembras do la misma cepo positivi.15 para ª!! 

ticuarpo el séptimo dio, únicamente ol 50/. ll'dntcn!u nivelus dotoct2. 

bles el d!o 14, En contraste, do las 2 hembras do lo cepo C57 [L/10 

con anticuerpo detectable el s~ptimo d!a, al número el d!u 14 so 1~ 

crcmentd o 5 do 9, El nÚ'Tlcro do m.:ichcs éo 11\ cc:p¡i CS? E-1 ... /10 con "!!. 

ticuon;io dotoctobla al ?r> dfn pof1!1(1nocid 5in COIT:bio:; paro ol d!o ~ 



torco, teniendo en cuenta los rr.uertes rnencicnada.!l antericrmer.ta. 

La diferencia i?l"ltre Blfb!!!l CElJB!l, incluyendo lm lllOClics 

y hembras, es significativa si sa ecnsidortt el ni.6narc te tal de ro-· 

tonas respondedcres: 10/16 pisru la ccpis C57 a../10 y 18/20 pa~ la -

cepa OALO-C (P ( Q,05), Lis diforoncia en la 1!111.Qnitud do l!!. respuc~ 

ta h.Jrncml en cuanto a sexos pam ca.da cepa, no mc:i.trO diferencias 

aignifica.tivas. 



FIG,1, ta.STANTE CE: "Cl..AAAl.llENTO KAIJsHB (hr- 1} 

PAAA Lw::HQS Y i'El.'SMS OC 2 CEPAS ~URit.IAS 
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TAB...A Na. 1 

CESAPA'.JLLO tE Anti-AgsHB 

UW'> Y IXB SEWWA.9 tESFUES CE LA ltllQJLAClON 

Ac::1'tJsHB (nún10ra po5itivo) 

SEXO CEPA ?º dfo 14Q d!a Total 

d' IW.B-C B/10 0/10 0/10 

'? "'1.1>-C 10/10 5/10 10/10 

¿ C57 EJ.../10 4/9 4/9 4/9 

~ CS? D../10 2/9 519 7 /9 



DISCl.6ION 

El cmt!gcno de superficie del virus de la hcpotitis 8, 

~ i:iclarodo de manero m&s lenttt en rci.ton~ ~ches que ai ratones -

hCl!lbf'O!l, Eetci. diferencio en !la><o!l !lo Ob!lervd en da!l ccpe!l distin

ttts de rutenos, las· cuales e:i.hib!on valore!l de oclarc~iento K, al

tos y bajos. La varlocidn on lO!l valores do K debido o difef"Cl'1ci!l!I 

do edad {1.t>ru~ y Steward, 197G}, contenido protdico en l!l dietci. -

(Coovadia y Sooth111, 197ú D-b} y limpieza do la!> ca,jas en lD!l que 

so mantuvieron los einimnl~, fueron oxclu!do'l al utilizar machos y 

hemb"';; de la mi!lrro camoda, q<JO tcn!11n pa:io corporol :iimiler, se -

alimental"Otl con la mlmno. diotn y so mantuvicrtJO en la'l r•iisma!l cajn!l., 

Aunque !la sabe Q.JO la~ do!li!l. farmocaldt:;lC~!l de cstról)o

nos tiaien un afecto ostimulanto sabru lo función fagocítica del m~ 

crdfago (Nal!lon, 19i6), lo!! niv~lC"I do c5tas hormonas, ob!lcrvado!l -

en ciro,m!ltnncia!l fi!liol6gica:i en la!l hcmbro:i, no producE!f"l un iMCf!!. 

maito generalizado En le función fogocític.a en corrparo.ción con los 

!llDchOs, 



Se h1t observ1tóo Q.ie los valores de 1tCl1trnmienti::1 p.,ra p~ 

livinilpirt'Olidon1t (substancia que so utiliza CQmo ~rcaCor de lo. -

activide.d fagoc{tica de los 111acrdfcgo5), &ció:! d050Kirr1bonucloico 

y ga!IVTl!!globulina bovina, no so1 siunificativarrcnte difernntcs en "!. 

tones 1116Ch05 y hcmbnts da una misma cepa (i.tiruo.n y Stoward, 19761 -

Whaley y Wetib, 1972 a-b). 

Ui:. diferencias en lo!!. 1,alorcs de ocloramicnto K poru -

el antígeno de au~erficio observudos entro mm:.hon y hcmbn;i!:, pueden 

estar rele1ci0t1ndas en el gmCo do n::conocimicnto do "propio" poro -

el ant{gono de supcrf1c1u entro lo!l don r.o><05, Si e"istie!:e una ~ 

acci&i crvzatiU antiti&!ii;:a cun el ant!!.lcno do trunsplantc 11'.USculino 

(H-Y ), o:i pc..sible quo el antÍ[ICl10 do superficie ::ca detectado oom;i 

"mt?Oos c>1troño" en loil ratoneil mo.chos y, por lo tanto, son oclarodo 

de lflQtlCíll más lonto do lo circulaci&-1, 

Esto mut:Mismo c><plica.río las diforoncias ob!H?l'V!!.da.5 en 

el oclnramiento Parn al aritígcrio de superficie mtro a•nbos nc,..os, 



Las d1forencias que observe.!l'OS onlre ambas cepas son S.!?, 

cundarias a lo capacidad do respuesta CJJB existe entre los mismas -

(1.0rgan y Scothill, 1975 b}. Es posible pensar q..10 las diforcncio.5 

en respuesta estdn dodas por lo diforoncla en el haplotipo do les -

copas; so sobe q..1e lo intensidad de respuesta está d1rcctorrcnt.c asg. 

ciada ol locus 1 presente E'll el cromoso~A G {M1l1ch y Olinarl, 19!32), 

Esto locus us porto i.:iportMtc del nintcma H-2 IT'l.lrlno -

que tiene BU equivalencia. t.n el sistcrr.a HLA hurr.nno, 

So M postulado c;uo CKistc un1t relación entro la función 

de aclarornlcnto de los macr6fagos con su habilidad paris prosentD.r -

antígeno en una fotm11 inmunogdnico. llDJ1]an y Ooothill har. nu~cr!do 

que una pobre función macrofdgica induce lo producción de anticuer

pos de t:oja afinidnd, debido a quo hay ISla pobro selección do célu

las B en al proccoo do prc5cntac10n antlgdnicn. (llDruan y Soothill -

1975 a-b). Nue!lt os l"C!:.ultados ctoma!ltroron que de los mt.17105 do -

la cepa BN...B-C, qua tiene ui valor alto de K, 16/20 Prt:>dujcrcn ant:!, 

cuerpo ospcc!fico, 



la proei..lc.cidn l!IÓ><ima ~o e.nticucrPo pora lo cepa BALO-C 

ruo o los 7 d!e.s y fue independiente Ce Sc><t.J; sin crribaruo, paro el 

d!e. 14 el número do ro.tenes COfl unticuorPo detectable hab!o Cismi

nuido a 5/20, Esta disminución fue c!.todl:1ticamcnto r;ignlflcativn. 

Esto 110 e><plico por el rápido aclaramiento del antígeno en los ra~ 

neo de c:;ta cepo. El fenómeno controrlo so obocrvd en los mtonC!l 

de la cepo C57 BL-10, loo cuales produjeron onticuonJo especifico -

en 11ólo el ~ de los enimoles estudiados o loo 14 dloo; no olvi

dar quo el 11clarnmicnto do antígeno en e:ito cepa fue ~.&l lento que 

en la cepa BALB-C. 

Lo Ciforonci11 en ol número do ro.tonos productores do tll.:!_ 

ticuorpo eopcc!fico entro los deo Cq)l15 ootudiouas, es prtiboblcf*Cn-

to occundorla o lt! roloción diri::cto entro ol hoplotipo y lo Cllpnci

dad Co prasCfltoción ontigOnic11 por parto do loo mac~fogoo. Loo -

BALO-C prc!.cnton el ontlgcno do uno moncrn l'ltb rópida y oficiento, 

con lo quo inducen lo producción de antict.JcnJo específico Ce ITl(lncm 

más temprono; la prcr;cncio. do este anticuerpo circulante ayudo. o lo 

máo rdpida climinoc16n del antígeno cin:ulonto, por opsonizacidn -



del o.nt!geno con el respectivo nnticue¡po, 

En cor1clusidn, los resulto.dos de este estudio sor1 de -

interésd. cor1sideromos q.ao la hepatitis fulmir1ante, lo cwcsl resulta 

da ur1a rvspuesta lnmur.e eKag:emda al e.r1tlgaio da wparficie (D.Jdley, 

19?5), es nwSs corn.Jr1 U1 nuje~s. mlcntrtl!J Q.ID la infccci&i crónica. -

por el vln;s de la hepatitis B, posiblemente !:;ecunCnria a una ros

puesta inadecuada por porte tlcl huc!>pcd, os m&; calTlln m ~mbrus. 

El otn:J rt'!JUltado interesante de nuc:itTU e~tudio Q.JO sa 

relociCJ1a con al objatlvo 5CCl.lndllr1o. es que cvcntuolrx:ntc lo. proéu.=, 

ci6n do ar1ticucrpo:i monoclonales contl'll el antígeno de :;uporficio -

del virus de la hcp11titi~ O, tcndrd c;uu ser rcnl!.za-;!n bajo un c:ic:ii..c

ma da inmunización do aplic11ci:inc5 SCIT\6nolc5 de ontli;;tno o r:ctonos 

de lo cepa BAl..El-C. U!. utilización do esta Cl.'PO es obligada por lo 

necesidad tdcnica Q'6 la producción de anticuerpos l!llncclor:oles ir.t

plica (Good.!!111, 1961). 
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