2/
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TITULACION DE ANTICUERPOS NATURALES EN

DONADORES POTENCIALES DE SUEROS ANTI-A
Y ANTI-B,.

| t § | N

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E s E N T A

MA. DE LA CONCEPCION MARGARITA CAYON Y LOPEZ

1 8 7 8



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



Sitio donde se

Nouwbre complzsto y irn

Noore compl

e

1i-na acosta Segura

“11lest=ros nu=zda

Sceorro Cao Rormoro Mart{nesz

Curmen Aeyna Poriles

suitlerro Renddn




Agradezco al Dr. Rafael Coronado G.
la ayuda prestada para la realiza-

c¢idn del presente trabajo.



A IS PADRES

A MIS ABUELOS

A MI ESP0OSO R HIJO8

A MIS HERMANOS

A MIS MAESTROS



INTRODUCCION. ~

Bn la preparacidn de sueros tipificantes estan-
aarizados y estabilizados para 21 comercio es indispencsable
la utilizacidn de sujetos cuya capicidad para responder a la
inmunizacidn nos proporcionen susros con t{tulos suficiente-

mente elevados.

nstos sueros generaliente se preparan inmuni---
zando personas con sustancia de grupo espac{ficas para provo
car una respuesta inmune, despu€s se extraue de la sangre de
los donadores el suero y mediante un proceso espec{fico de -
purificdci6n se obtienen los sueros tipificantes para los di

versos grupos sanguineos.

Actualmente no existe una manera de predscir --
quienes son sujstos cuyos sueros después de la inmunizacidn

cont=ngan tftules suficientements 2levados ¥ quiznes no.

En un principio se inuinizaba a cualaguier per--
sona, pero se obgervd gque no todos reaccionaban de la misma
manera, por 1o que pensacos estudiar la base del problema,
investigando cual es el tftulo de anticusrpos naturales nre~
sentes en los donadores que pretend{amos innunizar, para de-
mostrar si existfa alguna relacidn entre el tftulo basal de

anticuerpos y la respuesia al os-f{rulo.

sste trabalo de tesis traba de establecer 1z --
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r=lacidn que puede existir entre el titulo inicial y la res-
puesta a la inmunizacidn. Pensando que serfa de gran utili--
dad para =1 futuro poder predecir con exactitud quienes son
los sujetos mas adecuados para producir los sueros tipifican

tes.

- MARAARLIEA N [ ——
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GENERALIDADES.-

En 1875 Landois descubrid que cuando mezclaba g
ritrocitos de un aniral como por =jemplo un borrsgo con el -
suero de otro animal como el perro ¢ incubaba la mezcla a --
3708, los eritrocitos eran lisalos en dos minutos. Un cuarto
de siglo despuds se Jdsscubrieron diferencias seroldricas en
la sangre de .iiferentes miembros de una misma especie. zrlich
y Morengroth (1200) encontraron que inyectirdo =ritroeitos -
de una cabra a otra cabra se podfa provocar la formacidn de
anticuerpos hemolfticos (isohemolisinas) y Landstainer (1900
1301) (3) encontrd que en los seres humanos existfan anti---
cuerpos naturales (isoaclutininas) que podfan reaccicnar con
eritrccitos de otros s:zres humunos. 431 fue como se descu-=-
brieron los grupcs ABO. Bn 1928 Landst:iner y Levine encon--
traron tres nuevos antigznos numanos, produciendo inmunoanti
cuerpos contra estos antigenos inyectando diferentss mues---
tras de eritrocitos en conejos. Al primerc de =5tos tres an-
t{genios le llamaron M para indicar que s¢ habfan identifica=-
do econ sueros inmunes,de la misma mansra descubrieron i ---

grupo N y S.

El factor Rh fue d:scubiserto mas tarde por Land

stainer y Weinwer(1940-1341) (4) de un molo ssmejante al de
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los grupos anteriores, ellpos buscaban un ant{z2no similar --
que estuviera presente en los gldbulos roios dal mono rehsus

y los gldbulos rojos del hombre y tuvieron €xito.

La mayorfa .ie los otros sist2mas de grupos san-
gufneos fueron descubiertos al encontrar inmunoanticuerpos -
en las madres o 2n los niics con padscimisnto hemolftico,asi
como en pacis=ntes que habfan recibido transfusiones muilti---

ples.

&n la tabla No. 1 se esquematiza #) dascubri---
miento de los principales sistemas de grupos sangufneos.
ANTICUERPOS, -

Los anticu-zrpos sstan consti:uidus por protefnas
conocidas como globulinas, de las cuales las principales sons

IgG, IgA e IgM.

Los anticuerpcs de los grupos sangufneos pusden

dividirse en dos grandes cat=goriasi




Tabla l.- Descubrimiento de los principales sistemas d2
grupos sangufneos

Grupo Sangufneo

Primeros ejemplos de anticisrpes de un sisftema

definido
Nombre Aflo en Detectado pors
que se - EBncontrado 2n el suero Aglut.de Prueba de
descubrid erit.en la anti-
de sole.salina globulina
aBC 190% Sujetos normales Si -
Lewis (Le)ld
MNS 1726
Conejos inyectaios con
aritrocitos humanos 51 -
P 1324
a) Cocncjos y cobayos
inyectados con eritg 31 -
citos de mono rnesus
Ra (Rn) 1941 b) Madres de hijos -
con enfermedad hemo- Si -
1{tica de recién na-
cido.
Luthsran
(Lu) 1945 Paciehtzs =ransfundi-
dos Chi -
Kell (X) 1944
Duffyisy) 1950
kKidd(JK 1951
Diego(Di) 1259 Pacicntes franzfundidos
LT 1354 o en madres con 1128 No 51
Auber;e: con enfermedad oli-
Au)  13A1 tizca del recldn nuzido
Xg 152
Dombrock 1965
I 1354 51
La prusba ds« antiglobu. .. frte g0l SE Rl

- no se ha he-ho




Se encuentran en sujetos
Naturales

qu2 no han recibido un -

ecti{mulo antfgenico
AnTICUnRPOS ¢

Innunes |Se encuentran en sujetos
que han recibido un estf
mulo antigenico. Como u-
na transfusidn sangufnea
y en la isoinmunizacidn
materno~fetal.

Y
Los anticuerpos naturales residen en la IgM tra

tigdose de los sueros del grupo ABO en tanto que los anti-=-
cuerpos naturales frente a los demés grupos residen en la --
IgAy los anticuerpos inmunes fundamentalmente residen en la

IgG. Una diferencia importante desde el vunto de vista clini
co 235 que la IgG pueden atravesar la barrera placentaria ---
mientras que las demds no pasan la barrera placentaria, asi

que solamente las IgG son capaces de :rcducir un dafio al fe-

to.

Bl comportamiento seroldrico le las IgG, Igh e
M son diferentes; Las Igl aglutinan los aritrocitos en so-

ucidn salina mientras que las IgG no pueden aglutinar los e

—

ritrocitos en solueidn salina y por esto se les dice incom--

pletos.

El términoc incomplzto fué introduzido en 1940 -
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por Pappenheimer (7) para los anticuergos de caballo contra
ovalbimina que no producfan una precipvitacidén visible pero -
que inhibfan la reaccidn de un susro precipitante. Este tar-
mino se introdujo en los grupos sangufneos sn 1944 por Race

(8) para describir el comportamisnto de los anticuerpos en

2]l sistema Rh que no podfan aglutinar las c<lulas Rh positi-
vas suspendidas en solucidn salina pero que bloqueaban la a=-
glutinacidn subsecuente de sritrocitos con susros aglutinante

anti"Rh.o

ANTICUZRPOS NATURALES.-

Se dice que un anticusrpo #s natural. si se an-
cuentra en el suero de un individuo que no ha tenido contac-
to con el ant{geno aspecifico. Los mas comunes y mejor cono-
cidos son el antl-A y el anti-B. Pero se encuentran anticuer

pos naturales en otros sistemas de grupos sangufneos.

Los anticuerpos naturales reaccionan mejor a -
temperaturas inferiores a la temperatura del cusrpo humano,
y muchos de 23tos anticuerpos son inactivos a mas de 2500.-
Algunos de estos anticuesrpos se unen al complemento, esta
propiedad parece gue esta asociada a la especificidad de

grupo.



.
&n la enfermsdad hemolftica del re<cifn nacido
se ha demos-rado qus existe una reaccidn de hi:~rsensibili-

dad de tipo citotdxico.

Cuando un antfgeno =sta presente »n la superfi--
cie d= la célula, la combinacidn con =1 anticuerpdb refusrsza
la destruccidn ds 1la c4lula promovi<ndo el contacto con los
fagocitos ya sea por la rsduccidn de la carga de la superfi-
cis, o por opzonizacidn dirsctamente atraveés del Fc & bien -
por la irmunoadherencia por 1a unidn C3. La muerte de la cé-
lula puede tamblén occurrir mesdiante 1la activacidn del siste-
ma completo del complemento hasta C2 y C9 producisniose dafio
directo a la membrana. Aungue =2n =1 caso de los anticuerpos
hemol{ti:os, la simple activacidn de un sitio del complemen-
to &= suficiente para causar la lisis del =ritrocito, otras
células parecen tensr mecanismos que contrarrestan esta ac--
¢idn por lo que se necesitan de varios sitios activos d=l --

complamsnto para abatir 4stos.

ssta reaccidn de hips=rsensibilidad de tipo citg

téxico se muestra graficamsnte en la fi-ura No.l.

Alzunos autore:z proponen oos 1o

0

antisuerpos na-
turales antl-A y anti-B en realijad sorn heteroaglutininas pro
ducidas como una respu=sta Inrine a sustancizc antisenicas si
mitares a lasz sustancias de los egrunos sangufneos humanos.Asi

3ab=mos 7ue lag hacterias contisznen una sustancia muy s=mejag
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Adicidn opponica
a los fagocitos

Adicidn inmune a
los fagocitos

. QoK
Comnlsnmento
Clh23

+ Complzmento
C5h783

Ataque cltotdxico
por celulas K

Fig.l.- Hipersensibilidad de tipo citotdxico.
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te a la sustancia A y B y dichos ant{genos pueden ser inzla--

dos o ingeridos.

Aungue el estf{mulo de la formacidn d= las agluti
ninas se adjudica al ambisnte. Springer =t. al. (13357) (3) a-

puntan que la respuesta depende de factores de tipo genético.

£s dificil considerar como se forman los anti--
cuerpos anti-A y anti-B ya que #xisten dés clases de anticuep
pos naturaless crioanticuerpos que son IgM ;s 1.3 inmunocanti--
cuerpos (IgG, IgA e IgM). Parece posible que una cantidad de
celulas espsc{ficas estdn involucradas =n la formacidn de los
anticuerpos naturales y estas células no son estimuladas rpor

algin antf{geno.

Los anticuerpos naturales parece gqu= sstan in-+--
fluenciados por las variaciones de las »staciones. Se han he-
cho unas cuantas observacionss en el hombre por Stone y Sahw
(10) y ellos encontraron que las isocaglutininas anti-A y antl-
B sran mas bajos en el mes de Febrero y Junio con wn vromadio
de t{tulo de 1316 y estaban en su maximo =n <1 mes ie Agosto

con un tftulo de 13512.

En la tabla Ko. 2 se muestran las vrincipales

caracter{sticas de las inmunoglcbulinas.

=" AR SN | R -
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INNMUNCALTICULRPCS, -

Se entiende por inmunoanticuerpos los encontra-
dos en sujetos en los cuales se sabe de antemano que han re-
cibido un est{mulo antigénico, ya sea pcr una trapsfusidn o

bien por isoinmunizacidn materno-fetal.

En condiciones normales la mujer embarazada no
presenta complicaciones durante la ges:acidn, sin embargo si
llegard a existir un traumatismo y por alguna causa pasara -
sangre del feto a la madre, si son de diferente grupo sanguf
neo la madre recibira un estfmulo antigénico. En el momento
del parto, en los empurazos normales es cuando pasa sangre
ael nifio al torrente circulatorio de la madre y es en este

momznito cuande recibe el estimulo antigénico.

Para evitar este estf{mulo antigénico en el caso
del grupo Rh (D) antes de que transcurran 72 hrs. del parto
deberd aplicarse el suero anti-D. Estos anticuerpos neutra--
lizan a los eritrccitos fetales y consecuentemente se anula
el estfmulo antigénico. &sto mismo deberd hacerse en caso de

aborto.

En el caso de los grupos A y B esta neutraliza-
cidn se llev: a cabo mediante los anticuerp-s naturales anti-

A y/o anti-B presentes en ¢l suaro materno.

Despu€s del estfmulo con un antfgeno de grupo
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sangufnev, el primer anticuerpo que se roduce sera Igh des-
pués se produce IgG y posteriormente la inmunoglobulina que
preodomina eén el suero sera la IgG. Este patrdn de respuesta -
es el mas comﬁn en €l sistema Rh pero no es el mismo en todos
los sistemas de grupos sangulneos. Por ejemplo en' el sistema

ABQ la respuecta depende del receptor Je que se trate, en los

73

grupos A y B tienden a formarse IgM predominantemente, mien-s-
tras que en los sujetos del grupo O se forma IgG asi como IgM
anti-A y anti-B. in el sistema Lewis los inmunoanticuerpos ca
si invariabl-oysuse son Igh v desnuds de este est{mulo no se -

preduce Igl.

Se sabe muy poco acerca de la proiuccidn de an--

ticuerpos con rclacidn a la Igd.

Los anticuerpos contra antfgenos polisacdridos
persisen con un tftulo elevado por muchos meses después de la

inyeccidn del antfceno.

Allen y Kabat (1958) (2) inv:ict.ran subsacuente
merte sustancia porcina A o tna mezela de o rancia porcina
A y sustancia A y B de caballo o5 dfas con-ecutivos a hon--

% -

bres voluntarios del grupo O ;7 3. Inielal -#n-e Luvo w: zumen

; / : 4 -_ 3
to del titulo equival:nte a 20 waces la 2a..tidal de nitrdee-

no precipitable. &n algunos u)-tes zovs v ivsl se marntuvo de

2 a3 3 messs.
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En todos los sujetos la concentracidn de anti--
cuerpos decayd a uh nivel estable al termino de dos afios pe-
ro este nivel era % 8 5 veces mayor que antes de la inmuniza

cidn.







MAToRIAL Y M&TCDCS. -

VAT 2RIAL % ICLOGICO. -

e

1 presente trabajo se efectud en un, grupo de -
donadores profesionales norrales del sexo masculino y femeni
no, dentro de las especificaclones que marcan los reglamen--
tos e la Secretaria de Salubridad y Asistencia, a sabers mg
yores de 18 afios y menores ds 56, con un peso mfnino de 60Kg
en el momento de la donacidn, sin antecsdeﬂtes clinicos de -
hepatitis y paludismo, con reacciones para brucellosis, s{fi
1is y hepatitis por susro homdlogo negativos. Con una concen
tracidn de hemoglobina de 12 g/100ml y por ser donadores prg
fesionales se les permite dar SOO‘ml de sangre total cada 36

dfas como maxiro.

A cada .onalor con =stas caract risticas se le
tomd una muastra de sangre de 3 a 5 ml con 1 6 2 gotas de -

anticuagulante.

Posteriormente y a pesar d= conocer 108 grupos
sanguf{neos des los icnadores por medio de s expsdientss, se
procsdid a retipificar a cada una de las muestras y a centri
fugarias para separar <1 plasma sobrenadante dondes s» efectud

la prueba de titulacidn de anticusrpos naturales.
»




1o

Cada dfa se estudiaron cuatro muestras de cada
uno de los grupos 4,B y 0, o mfinino 2 muestras, si no se jun
taban las cuatro de cada grupo, como sucedid en ocasicnes =
con el grupo B. Siempre se exigid que la muesira de plasma

no presentara hemolisis ni lipemia.

EQUIPO.~
Centrffuga modelo "SrRO-FUGE"-de velocidad cong

tante a 2000 rpm.

Ldmpara con iluminacidn latcral.

MATERIAL, -
Tubos de centrffuga de 15 ml.
Tubos de ensaye de 12 x 75 mm.
Pipetas de 0.1 ml divididas en 1/100 y 1/1000.
Gradilla para tubos de 12 mm de 4.
REACTIVOS. -~

ZDTA en solueidn al 5%.
Solucidn salina isotdnica.

Suspensidn al 5% de eritrocitos tipo A, B y AB

PREPARACION DE ReACTIVOS, -

EDTA.- Se pesan 5 g de £DTA se ponen en un ma-
trdz aforado de 120 ml y se afora con u_ua destilada hasta
la marca.

Solucidn salina isotdnica.- 0.9g de NaCl se no
nen en un matrdz aforado de 100 ml y se afora con agua des-

tilada hasta la marca.
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Suspensiones de critrocitos.- Los :ritrocitos que
se usaron siempre fueron recoleéctados el mismo dfa o sea "fres
cos" 3e retipificaron y se lavaron con solucidn salina un mf-
nimo de 3 veces segin el aspecto del sobrenadante y se utili--

zaron a una concentraeidn del 5%.

MSTODO,. -

l.~- Preparacidn de las dilucionesi

a) Se rotularon 10 tubos de 12x75mm en forma
progresiva del 1 al 10.

b) Con una pipeta de 0.1 ml se coloed en cada
tubo C.1 ml de solvcidn salina isotdnica.

¢) Al tubo No.l se le agregd 0.1 ml de plasma
probléma. Azitando suavemente para obtener una mezcla homogé
nea.

d) Del tubo No. 1 se tomd una alfcuota de 0.1 ml
y se pasd al tubo Ho2. Se agitd suavemente y se tomd otra alf
cuota de 0.1 ml vy se paso al tubo lo 3 y asi sucesivamente
obtenisndoce diluciones en incrementos de dos.

e) Se consarvd la dltiza alfcvota de 0.1 ml por
si era necosaria una mayor dilucidne
2.~ Rex:cidn.-

a) Una vez obtenidas las diluciones de 10§ ==

ot

onas de eritrocitos

»

L% .
nlasmas, se azrzgo 2.1 ml de las susrens

correspondisntes,
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b) se agitaron suavemente para su mez-zla.

c) Se centrifugaron a 2000 rpm durante 20 seg.

d) Se procedid a leer contra una fusnte ls luz.

e) Se dejaron los tubos 2n revoso durante 15 min.
a temperatura ambiznte.

f) Se recentrifugaron a 29200 rpm 20 seg.

g) Para comparar los rasultidos una segunda per-
sona volvid a leer las rcacciones.

3.~ Interpretacidn.-

a) La aglutinacidn se valord en una escala de 1
a b cruces.

b) Se considerd como positiva la reaccidn de un
tubo cuando :ra de 2 cruces cn adeslante.

c¢) La mayor dilucidn en la que se observd agluti-
nacidn clara (2 cruces). Se considerd como 21 tftulo de anti--

cuerpos presentes en el suero.

NOIA- =

%

Las muestras con tftulos superiores a 123256 se le

§

determind anticuerpos anti-Rh se les sometid a una nrueba de

<

"Panel", con células del srupo O que en conjunto vosefan 1::
32 antigsnos sangufnecs mds conocidos y se les determind an--
ticuerpos inmunes ds grupo por titulacidn y bLlosuso de anti--=

cuerpos naturales con sustancia de Witsbheky. Lncontrand
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en 12 casos la presencia de €stos cono causa del tftulo ele-
vado. Por este motivo no se incluvesron en :1 trabajo. Ya que
la vre-<enczia de inmunoanticuer;os hizo suponer qye se trata-
ba de personas transfundidas o con problemas de inmunizacidn

matcrno=fetal.
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Tabla l.- Algunas caractar{sticas de la poblacidn estuiiada

GRUPO SANGUINZEO
A B 0
Mujeres 176 141 202
Hombres 58 85 65
TOTAL 244 226 267

Tabla 2.~ Frecuenc 2 de T{tulos obtenidos en cada grupo san=

gufneo.

Iitulo _A B 0
1lsl 2 =
142 L 6 1
1k 13 25 1
118 55 5k 19
1416 69 68 5%
1532 61 L2 72
1864 54 21 f3
14175 4 2 38
13295 - ¥ 1
14312 - - =
131724 - - T
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Tabla 3.- Frecusncia de tftulos obtenidos en el crupo A en
Hombres y Mujeres,

Titulo Hombres Muj:res
1l:l 1 1
132 2 2
lab 6 7
1:8 22 32
1316 29 40
1832 11 50
1364 16 40
14128 1 3




N
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Tabla 4.~ Frecusncia de t{tulos obtenidos en ¢l erupo B en
Yombres y Mujeres.

T{tulg Hombres Mujeres
131 2 5
182 4 2
1k 11 1k
138 22 32
1316 23 5
1832 15 27
136k 8 13
1128 - 2
18256 - 1




Tabla 5.- Frecuencia de tftulos obtenidos en el gru:o0 en

Hombres y Mujeres.

T{tulo _Hombres Mujeres
1l:l - -
132 1 -
1lak 1 -
148 5 14
1116 20 31X
1232 13 59
1364 19 Al
13128 5 33
1:254 1 -
131074 - 1
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DISCUSION. -

La poblacidn estndiada en cuanto al niumero de -
integrantes tomando en cuenta ~1 sexo fue diferente. Siendo

el grupo de las muieres el de mayor numero.

El obtener el titulo de antivuerpos naturales se
~izo como un preambnlo para la eleccidn de posible- candida--
tos para un programa de obtencidn Je sueros tipificantes , lo
que es en realidad de gran utilidad pues permite economizar

5
esfusrsios pari su produccicile

Aiora bien, el tftulo de aiticuerpos naturales
presenta en la poblacidn estudiada una curva de distribucidn
casi normal como se muestra en la grafica No. 1 Sin embargo
se observaron diferncias importantes con resvecto al sexo y a

los grupos sangufneos de los individuos.

No sabsmos exactarmenie que mecarismos o deterni-

nantes ~uedan 1nflulr sn attag difersncias. Se podrfia pensar

del grupo sangufneo las m ' eres presentaron t{tu’os mas -le--
vados que &l grupo de lo= hombres, ecto concuerda con el .sen
de ~ue los niveles norr .l 2 de IgM que g lu inmuno:z:siiliim

en la jue reside:n ostos anticuerpos es tan~ién mayor en las



(@Y
frus

mujeres comparativamente con 1los horntres.

Poseriormeate en base a este estudio se proce--
did a inmunizar a los donadores con titulo basal alto y se --
com robé que eran los que tenfan una mayor capacidad para for

mar inmunoanticuerpos.
RuSUMEN, -

Actualmente no existe una forma le predecir con
exactitud que sujetcs con aptos a entrar en un programa de in-

munizacidn para obi:zncidn de sueros tipificantes.

En el presente trabajo s¢ e tablecid la relacidn
existenye entre el tftulo basal de anticuer.os naturales y lg
res-uesta a la inmunizacidn. Se observd que exicten diferen--
cias entre los grupos sangufneos asi como entre hombres y mu-
jeres obteniendo el grupo de las mujeres los t{tulos mds ele-

vadose.
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CCLICLUS [ONES. -

a) No todos los gru-os tisnen t{tulos basales
de anticuerpos naturales se-ejantes. Existe una variacidn de
acuzrdo con los grupos sangufneos.

b) 31 gruco O es el ue nrecsenta mayor nimero de
tftulos slevados.

¢) Existe unz 1l%er-rcia bdsica :ntre hovhres y
mujsres ya que éstas presentan, sin impcrtar el -rupo =anguf-
reo tftulos mds elevalics qus 105 no-bres. Probablemente influ
yan cornonenstes genéticos.

d4) Zn 21 e¢rupo B los dos sexos mestraron titulos
mas ba, 0s.

e) lluestros resultados indican que ainellas par-
sonas que ti:nen un t{tulo basal de 1432 en el gruro B y de 1:
64 en los otros dos gruros son 1ios aptos y consecu¢ntemente -
los que 52 escorsn y dan suercs tipificant:~ con tftulos sa=--

tisfactorios.
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