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S U M A R I O 

Se d e s c r i b e n los p r o c e d i m i e n t o s de pur i f i cac ión e m p l e a d o s p a r a la s e p a r a c i ó n 
d e l a s f r acc iones an t igén icas a p a r t i r de u n m a t e r i a l s o m á t i c o o b t e n i d o p o r ro­
t u r a d e cé lu las l e v a d u r a s c o m p l e t a s d e P. brasi l iensis . D i c h a s f r acc iones m o s t r a ­
r o n s e r p r o t e í n a s con p e s o s m o l e c u l a r e s de 66 y 85 K d ; la p r i m e r a d e e l las 
r e a c c i o n ó c o n s u e r o s específ icos p r o d u c i e n d o u n a b a n d a de p r e c i p i t a d o idén t i ca 
a u n a d e l a s 3 d e s a r r o l l a d a s p o r el an t í geno t o t a l . 

Los r e s u l t a d o s s e ñ a l a n la pos ib i l i dad de o b t e n e r an t í genos pu r i f i c ados , quí­
m i c a m e n t e iden t i f i cados y cuyo u s o p u d i e r a , en el f u tu ro , r e p r e s e n t a r v e n t a j a s 
p a r a el d i agnós t i co se ro lóg ico d e l a p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s i s , p e r m i t i e n d o s e p a r a r , 
r e p e t i d a m e n t e , solo aque l c o m p o n e n t e r e c o n o c i d a m e n t e ac t ivo . 

I N T R O D U C C I Ó N 

E l e m p l e o d e p r u e b a s se ro lóg icas p a r a el 

d i agnós t i co de la p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s i s h a re­

c ib ido g r a n i m p u l s o en los ú l t i m o s a ñ o s , en 

g r a n p a r t e d e b i d o a l a pos ib i l i dad d e p r o d u c i r 

a n t í g e n o s r eac t i vos 3,7,9,10,11,14,15,16,17. S inembar -

go, la g r a n m a y o r í a d e t a l e s an t í genos s o n 

mezc l a s c o m p l e j a s q u e n o e s t á n c a r a c t e r i z a d a s 

p l e n a m e n t e y q u e p r e s e n t a n c o m u n i d a d ant igé-

n i ca c o n o t r o s de los a g e n t e s causa l e s d e las 

m i c o s i s s i s t émicas , lo cua l l leva a r eacc iones 

c r u z a d a s i . i 4 , i 6 , i 8 . i g u a l m e n t e , u n b u e n n ú m e ­

r o de los a n t í g e n o s e m p l e a d o s s o n p r e d o m i n a n ­

t e m e n t e de c o m p o s i c i ó n p o l i s a c á r d d a V . El 

p r e s e n t e e s t u d i o e x p l o r a la pos ib i l idad de ob­

t e n e r an t í genos r eac t i vos d e n a t u r a l e z a p ro t e i ca , 

suscep t ib l e s de pur i f i cac ión y ca r ac t e r i z ac ión 

b ioqu ímica , d e m a n e r a de o b t e n e r f racc iones 

m e j o r c a r a c t e r i z a d a s y p o s i b l e m e n t e , m á s es­

pecí f icas . 

MATERIALES Y MÉTODOS 

P . b ra s i l i ens i s y Condiciones de Cultivo 
Se ut i l izó la cepa B339 la cua l h a b í a de­

m o s t r a d o p r e v i a m e n t e u n a a d e c u a d a ant ige-

n i c i d a d 9 . I n i c i a l m e n t e se h i c i e r o n 3 p a s e s se­

r i a d o s d e la fase l e v a d u r a a t u b o s c o n el me­

dio s in té t i co m o d i f i c a d o de McVeigh y Mor¬ 

t o n (SMM-M) (12), a 36°C y p o r 5 d í a s h a s t a 

o b t e n e r u n c r e c i m i e n t o s u a v e y a b u n d a n t e ; és­

te s i rv ió p a r a i nocu la r u n E r l e n m e y e r c o n 150 

m i d e SMM-M l íqu ido , el cua l s e i n c u b a b a a la 

m i s m a t e m p e r a t u r a del m e d i o só l ido p e r o c o n 

ag i t ac ión c o n s t a n t e a 130 r p m y p o r 3 d ías 

consecu t ivos . E s t e e r a el cu l t ivo m a d r e . U n a 

vez c o m p r o b a d a la a u s e n c i a d e c o n t a m i n a c i ó n 

p o r m i c r o s c o p í a y con el o b j e t o de o b t e n e r u n a 

b u e n a c a n t i d a d d e cé lu las , se t o m a b a n al ícuo­

t a s d e 10 m i c a d a u n a d e las cua le s se rv ía pa­

r a i n o c u l a r 5 r ec ip i en t e s t i p o E r l e n m e y e r c a d a 

u n o c o n 250 m i del SMM-M l íqu ido . Los cult i­

vos a n t e r i o r e s s e i n c u b a b a n en igua les condi-
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c iones al cu l t ivo m a d r e p e r o p o r u n p e r í o d o 
m á s p r o l o n g a d o , 10 d í a s . Al c a b o d e e s t e t iem­
p o , se c o m p r o b a b a m i c r o s c ó p i c a m e n t e el as­
p e c t o d e l a s cé lu las y la a u s e n c i a d e conta­
m i n a c i ó n ; e n aque l los cu l t ivos c o n crec imien­
to ó p t i m o se d e t e r m i n a b a la v i ab i l idad de las 
cé lu las l e v a d u r i f o r m e s p o r t é cn i ca s de f luores­
c e n c i a 1 3 . S i la v iab i l idad e r a m a y o r de l 8 5 % , 
se p r o c e d í a a la p r e p a r a c i ó n del a n t í g e n o . 

Preparación del Antígeno Somát ico 

Los cu l t ivos q u e r e u n í a n las a n t e r i o r e s con­

d ic iones se m e z c l a b a n c e n t r i f u g á n d o s e (600 x 

g) a 4°C p o r 30 m i n u t o s . Las cé lu las l e v a d u r a s 

e m p a c a d a s e r a n luego l a v a d a s r e p e t i d a m e n ­

t e (5 veces ) , c o n so luc ión t a m p ó n d e fos fa tos 

p H 7 .2 . Al t é r m i n o de e s t a ope rac ión , l as cé­

lu l a s e r a n s u s p e n d i d a s 1:5 en so luc ión t a m p ó n 

fresca, ad i c ionándose , en es te m o m e n t o , u n 

r eac t i vo p a r a i m p e d i r la d e g r a d a c i ó n d e l a s 

p r o t e í n a s , el feni lmet i l su l foni l f l u o r u r o (PMSP) 

( S i g m a Chemica l Co.) a u n a c o n c e n t r a c i ó n de 

10 m M 2 . La r o t u r a d e l a s cé lu las s e e fec tuó 

p o r m e d i o d e u l t r a s o n i d o ( B r a n s o n Sonif ier , 

Mode lo 185, D a n b u r y , Con. USA) . P a r a ev i t a r 

el c a l e n t a m i e n t o q u e p u d i e r a a l t e r a r l as p ro ­

t e í n a s c i t o p l á s m i c a s , se ut i l izó u n a m i c r o p u n -

t a y v a s o s e n f r i a d o r e s ( r o s e t t e cool ing ce l l s ) . 

La r o t u r a de l 90% d e l a s cé lu la s t o m a b a 30 mi­

n u t o s y se d e t e r m i n a b a p o r o b s e r v a c i ó n mi­

c roscóp ica . S e t u v o espec ia l p r e c a u c i ó n en 

m a n t e n e r s i e m p r e el vaso e n b a ñ o . de h ie lo . 

U n a vez t e r m i n a d o el p r o c e s o d e r o t u r a , la 

s u s p e n s i ó n e r a c e n t r i f u g a d a (600 x g.,-30 minu­

t o s , 4°C) p a r a s e p a r a r l as p a r e d e s ce lu la res de l 

m a t e r i a l s o m á t i c o so lub le . E s t e ú l t i m o se se­

p a r a b a , se p r e s e r v a b a n u e v a m e n t e c o n el P M S F 

( igual r n o l a r i d a d ) , l iof i l izándose e n p e q u e ñ a s 

p o r c i o n e s (5-10 m i ) y c o n s e r v á n d o s e e n el con­

ge l ado r ( m e n o s 20"C) h a s t a el m o m e n t o d e su 

u s o . 

Determinación de la Actividad Serológica 

La ac t iv idad se ro lóg ica de l a n t í g e n o t o t a l 

fue ver i f icada p o r las t écn icas de i n m u n o d i -

fusión e n gel d e a g a r ( IDGA) , f ren te a t r e s 

s u e r o s d e p a c i e n t e s c o n p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s i s 

c o m p r o b a d a , d e a c u e r d o a lo a n t e r i o r m e n t e 

d e s c r i t o 8 . 9 . 1 0 . Solo s i el an t ígeno t o t a l se revela­

b a ac t ivo y p r o d u c í a bandas de p r e c i p i t a d o , 

se ve r i f i caban los e s t u d i o s t e n d i e n t e s a la ob­
t enc ión d e f racc iones . 

Determinación del Contenido Proteico 

Se d e t e r m i n ó la c o n c e n t r a c i ó n d e p r o t e í n a s 
en el an t í geno t o t a l p o r el m é t o d o de L O W R Y 6 , 
u t i l i z ando a l b ú m i n a sé r i ca b o v i n a c o m o es tán­
d a r . E n s a y o s p r e l i m i n a r e s r e v e l a r o n q u e so lo 
los a n t í g e n o s q u e c o n t e n í a n p o r lo m e n o s 1.0 
m g / m l de p r o t e í n a s , e r a n s e r o l ó g i c a m e n t e 
ac t ivos . 

Fraccionamiento del Antígeno Total 

Con el o b j e t o de t r a b a j a r d i r e c t a m e n t e c o n 
las f racc iones q u e t u v i e r e n ac t i v idad sero ló­
gica def inida , el an t í geno t o t a l se en f ren tó ini­
c i a l m e n t e a u n s u e r o r eac t i vo conoc ido (pro­
ced en t e de u n e n f e r m o c o n pa racocc id io idomi ­
cos i s ) , e n la p r u e b a d e IDGA. C o m o e r a ne­
ce sa r io o b t e n e r u n a c a n t i d a d ap rec i ab l e de p re ­
c ip i t ado , la r eacc ión se verif icó e n p l a c a s d e 
v id r io de 20 x 30 cms . , u t i l i z a n d o u n s i s t e m a d e 
s u r c o s p a r a l e l o s y c o n t i n u o s e n l u g a r d e p o z o s 
ind iv idua les . Cada s u r c o rec ib ía 0.5 m i d e u n o 
de los 2 r eac t ivos ; el s i s t e m a s e de jó i n c u b a r 
p o r 48 h o r a s , m a n t e n i e n d o la p l a c a e n c á m a r a 
h ú m e d a a 22°C. Al c a b o d e e s t e t i e m p o , for­
m a d a s y a las b a n d a s d e p r e c i p i t a d o , l a p l a c a 
e r a l a v a d a e n so luc ión sa l ina al 0.85%, a 4°C 
p o r 48 h o r a s , r e n o v a n d o l a so luc ión d e l a v a d o 
c a d a 8-10 h o r a s . P o s t e r i o r m e n t e , el gel de 
a g a r e r a m a c e r a d o s u a v e m e n t e e n m o r t e r o y 
r e s u s p e n d i d o al d o b l e d e s u v o l u m e n en solu­
c ión t a m p ó n de fos fa tos p H 7.2, a d i c i o n a d a d e 
0.2 m M d e gl ic ina d e m a n e r a d e r o m p e r la 
u n i ó n an t í g en o -an t i cu e rp o p e r o s in a l t e r a r la 
r e ac t i v idad del p r i m e r o 4 . E n e s t a so luc ión se 
d e j a b a p o r 12 h o r a s a 4°C; p a s a n d o luego el 
m a c e r a d o p o r p a p e l de f i l t ro d e p o r o a m p l i o 
p a r a r e t e n e r el gel y consegu i r e n so luc ión l a s 
f r acc iones an t i gén i ca s y los a n t i c u e r p o s , l o s 
q u e se s e p a r a b a n , p o s t e r i o r m e n t e , p o r f i l t rac ión 
en c o l u m n a . 

Filtración por Columna con Gel 

S e ut i l izó u n a c o l u m n a de 40 c m s d e lon­
g i tud y 2 c m s d e d i á m e t r o , la c u a l s e e m p a c ó 
c o n S e p h a d e x G-100 ( P h a r m a c i a F i n e Chemi­
ca ls ) y se ca l i b ró p r e v i a m e n t e c o n el t a m p ó n 
d e c o r r i d a . Se apl icó u n v o l u m e n d e 2 m i de 
l a so luc ión o b t e n i d a c o m o se ind icó an t e r i o r -



m e n t e , i n s t a l á n d o s e el f lujo a u n a ve loc idad de 
0.5 m l / m i n u t o . S e r ecog i e ron f racc iones d e 
10.0 m i y s e e scog ie ron p a r a e s t u d i o p o s t e r i o r 
aque l l a s que , a l s e r e x a m i n a d a s e spec t ro fo to -
m é t r i c a m e n t e a 280 n m m o s t r a b a n t e n e r m a y o r 
a b s o r c i ó n . 

Electrofores is en Gel de Poliacri lamida 

E l p r o c e d i m i e n t o e m p l e a d o fue el d e s c r i t o 
p o r L A E M L I 5 , el cua l u t i l iza e l ec t ro fo res i s dis­
c o n t i n u a e n u n gel d e p o l i a c r i l a m i d a con sul­
f a to dodeci l s ó d i c o (SDS-PAGE) y u t i l i zando 
u n g r a d i e n t e d e c o n c e n t r a c i ó n de 5-15%; c o m o 
t a m p ó n d e c o r r i d a s e u s ó u n a so luc ión d e t r i s -
bór ico 0.1 M, s i e n d o la i n t e n s i d a d d e la cor­
r i e n t e d e 0.015 m A / c m 2 d e gel. D e s p u é s d e la 
c o r r i d a , la cua l d u r a b a 4 h o r a s , e l gel fue fija­
d o c o n á c i d o t r i c l o r o a c é t i c o a l 12% p a r u n pe­
r í o d o de 12 h o r a s . La t inc ión se e fec tuó c o n 
p l a t a 8 y azul b r i l l a n t e de Coon ias i e ( E a s t m a n 
K o d a k , N e w Y o r k ) . E l SDS-PAGE se e fec tuó 
p a r a l e l a m e n t e p a r a el an t í geno to t a l , l a s v a r i a s 
f r acc iones o b t e n i d a s p o r f i l t rac ión e n c o l u m n a 
y d o s t i p o s de con t ro l e s , c o n s i s t e n t e s u n o d e 
el los e n so luc iones p a t r o n e s d e p r o t e í n a s con 
p e s o m o l e c u l a r conoc ido . ( M a r c a d o r e s d e p e s o 
m o l e c u l a r p a r a PAGE-SDS, S i g m a Chemica l 
Co.) y el o t r o , e n s u e r o h u m a n o to t a l . 

RESULTADOS 

La Fig . 1 i l u s t r a el perf i l d e l o s c o m p o n e n ­
t e s s e p a r a d o s p o r f i l t r ac ión e n c o l u m n a . S e 
o b s e r v a la p r e s e n c i a d e v a r i o s p i cos c o r r e s p o n ­
d i e n t e s a f r acc iones p r o t e i c a s d e p e s o molecu­
l a r d i f e r en t e . E l c o n j u n t o d e p i cos m a y o r e s 
c o r r e s p o n d e a las i n m u n o g l o b u l i n a s de l s u e r o 
h u m a n o m i e n t r a s q u e los d o s r e s t a n t e s (pe­
s o s m o l e c u l a r e s de 85 y 66 K d ) , r e p r e s e n t a n 
a n t í g e n o s del P. b r a s i l i ens i s . 

E l m é t o d o d e PAGE-SDS (Fig . 2) m o s t r ó 
g r a n n ú m e r o de b a n d a s c o n el an t í geno to t a l , 
d o s d e las cua l e s o c u p a b a n pos i c iones idén­
t i cas a l as p r o d u c i d a s p o r las f racc iones p re ­
v i a m e n t e p u r i f i c a d a s p o r c o l u m n a . E l s u e r o 
h u m a n o , p o r s u p a r t e , p r e s e n t ó t a m b i é n ban­
d a s m ú l t i p l e s , u n a d e las cua le s m o s t r a b a po­
s ic ión s i m i l a r a la o c u p a d a p o r la r e s t a n t e frac­
c ión pu r i f i cada . 

Las f racc iones an t i gén i ca s fue ron concen­
t r a d a s p o r l iofi l ización y r e c o n s t i t u i d a s al 1:10 

de_ s u v o l u m e n or ig ina l p a r a s u e m p l e o e n la 
p r u e b a d e IDGA. U n a d e e l las , la co r r e spon ­
d i e n t e a 66 Kd , p r o d u j o u n a b a n d a d e prec ip i ­
t a d o n í t i d a f r en te a s u e r o s c o n t r o l e s , p roce ­
d e n t e s d e 3 d i f e r en t e s p a c i e n t e s con pa racocc i -
d io idomicos i s . E s t a b a n d a fue i d é n t i c a a u n a 
d e las 3 p r o d u c i d a s p o r el an t í geno c i top lásmi -
co t o t a l . 

DISCUSIÓN 

E l p r e s e n t e t r a b a j o se a c e r c a a la defini­
c ión de los a n t í g e n o s de l P. brasi l iensis e n va­
r i a s f o r m a s . I n i c i a l m e n t e , se t r a t a d e reempla­
z a r los ant ígenos- m e t a b ó l i c o s , e m p l e a d o s fre­
c u e n t e m e n t e e n la, p r á c t i c a ' A " p o r p r o d u c t o s 
d e r i v a d o s d e la cé lu la l e v a d u r a m i s m a . E s t e 
c a m b i o p u d i e r a r e s u l t a r e n u n a m a y o r r ep ro -
duc ib i l i dad d e los an t í genos , p u e s t o q u e se em­
p l e a n c o m p o n e n t e s del h o n g o m i s m o y n o s u s 
m e t a b o l i t o s . 

E n s e g u n d o lugar , se c o n c e n t r a la a t e n c i ó n 
en l a s f racc iones p r o t e i c a s c u a n d o , en la p r ác ­
t ica, los a n t í g e n o s de n a t u r a l e z a p o l i s a c á r i d a 
h a n s i d o m á s u t i l i z a d o s 3 . 9 . E s p r o b a b l e q u e la 
f rag i l idad d e l a s f r acc iones p r o t e i c a s h a y a in­
c l i nado la b a l a n z a a favor de los p o l i s a c á r i d o s , 
los cua l e s s o n b a s t a n t e m á s e s t a b l e s . S i n em­
b a r g o , el u s o d e s u s t a n c i a s c o m o el P M S F q u e 
i n h i b en la d e g r a d a c i ó n e n z i m á t i c a d e l a s p r o ­
t e ínas , h a c e pos ib l e la p r e s e r v a c i ó n d e los ant í ­
genos c o r r e s p o n d i e n t e s 2 . Al r e s p e c t o va le la 
p e n a a n o t a r q u e a m e n o s q u e l a m e z c l a cito-
p l á s m i c a s ea r á p i d a m e n t e p r e s e r v a d a c o n el 
P M S F , el an t í geno va a p e r d e r su ac t i v idad a ú n 
si se lo liofiliza y se lo g u a r d a e n e f conge­
l a d o r . 

E l t e r c e r p u n t o q u e se e s t u d i a e n el t r a ­
b a j o , es el f r a c c i o n a m i e n t o de u n an t í geno com­
p le jo d e m a n e r a d e consegu i r e l e m e n t o s pur i f i ­
c a d o s y def in idos . A u n q u e p r e l i m i n a r e s , los re­
s u l t a d o s r eve l an la pos ib i l i dad d e e s t a n d a r i z a r 
f racc iones q u í m i c a m e n t e r econoc ib l e s y sero-
l ó g i c a m e n t e ac t ivas , a p a r t i r de m e z c l a s anti­
gén icas c o m p l e j a s . E l P. brasi l iensis p o s e e u n 
v e r d a d e r o m o s a i c o an t igén ico M 6 . 1 8 . A d e m á s , 
m u c h o s d e los a n t í g e n o s e x p r e s a d o s p o r el 
h o n g o s o n s i m i l a r e s a los p r o d u c i d o s p o r o t r o s 
a g e n t e s micó t i cos , lo q u e l leva a r e acc iones cru­
z a d a s d e i m p o r t a n c i a 1 4 . 

U n a d e las d i f i cu l t ades q u e s u e l en p resen­
t a r s e e n la p r á c t i c a se ro lóg ica , e s la g r a n va-



r iac ión e n la ac t i v idad d e los lo tes d e an t ige 
nos p r o d u c i d o s p o r u n m i s m o inves t igador . Aún 
s igu iendo c u i d a d o s a m e n t e los va r io s p a s o s de l 
p r o c e s o d e o b t e n c i ó n d e l a n t i g e n o , ( e m p l e o d e 
la m i s m a cepa , del m i s m o m e d i o d e cu l t ivo y 
d e iguales cond ic iones d e incubac ión» , la va­
r i ac ión e n t r e lo te y lo te es c o n s i d e r a b l e - So­
l a m e n t e la s e p a r a c i ó n d e a n t í g e n o s def in idos 
q u i m i c a m e n t e c a r a c t e r i z a d o s obv ia r l a e s t e pro­
b lema . 

H e m o s i n t e n t a d o p r e p a r a r y c a r a c t e r i z a r a l 

m e n o s u n o d e los múl t ip l e s c o m p o n e n t e s ant i -

gérücos del P. b r a s i l i ens i s . el q u e p u d i e r a re­
su l t a r út i l en la b ú s q u e d a d e p r o d u c t o s es tan­
d a r i z a d o s y r e p r o d u c i b l e s . En e fec to , la frac­
c ión d e 66 K d se m u e s t r a c o m o p r o m i s o r i a . 

Al p r e s e n t e , se a d e l a n t a n e s t u d i o s tendien­

t e s a la o b t e n c i ó n d e c a n t i d a d e s a d e c u a d a s d e 

tal f racc ión q u e p e r m i t a n d e t e r m i n a r s u sen­

s ib i l idad y especi f ic idad c o m o an t i geno indo-

p e n d i e n t e . Al m i s m o t i e m p o , s e t r a b a j a en la 

ident i f icación b ioqu ímica de e s t a t r acc ión p ro ­

teica. 



SUMMARY 

Purification of somat ic antigens from Pa racoc ­
c id io ides b ras i l i ens i s . Prel iminary study 

We d e s c r i b e t h e p r o c e d u r e s fo l lowed t o pu­

rify an t igen ic f r ac t ions f r o m P. brasi l iensis so­

n i c a t e d w h o l e y e a s t cel ls . By m e a n s of t h e 

a g a r gel i m m u n o d i f f u s i o n tes t , an t igen -an t ibody 

c o m p l e x e s w e r e a l l owed to p r o d u c e prec ip i ­

t i n l ines ; t h e s e w e r e f u r t h e r s e p a r a t e d , e l u a t e d 

a n d t w o ant ibody-f ree an t igen ic f r ac t ions w e r e 

f u r t h e r pu r i f i ed b y c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y 

a n d p o l y a c r i l a m y d e gel e l e c t r o p h o r e s e s . T h e s e 

f r ac t ions p r o v e d t o b e p r o t e i n s w i t h m o l e c u l a r 

we igh t s of 66 a n d 85 k d ; t h e f o r m e r r e a c t e d 

w i t h specif ic a n t i s e r a a n d p r o d u c e d a p r e c i p i t i n 

l ine iden t i ca l t o o n e of t h e t h r e e f o r m e d b y 

t h e t o t a l an t igen . 

R e s u l t s i nd i ca t e t h a t i t w o u l d feasible t o 

o b t a i n pur i f ied , chemica l ly c h a r a c t e r i z e d ant i ­

gens . These could , in t h e fu tu re , b r i n g i m p r o ­

v e m e n t in t h e se ro log ic d i agnos i s of pa racocc i ­

d i o i d o m y c o s i s a s on ly t h o s e specif ic c o m p o ­

n e n t s of k n o w n se ro log ic r eac t iv i ty w o u l d b e 
employed . 

A G R A D E C I M I E N T O 

Al D o c t o r M a n u e l E l k i n Patar ro .yo, del De­
p a r t a m e n t o d e I n m u n o l o g í a de la U n i v e r s i d a d 
Nac iona l , de Bogo tá , Co lombia , n o so lo p o r ha­
be r -nos e n s e ñ a d o el m a n e j o y las impl icacio­
n e s del m é t o d o PAGE-SDS s ino p o r s u i n t e r é s 
en el p r e s e n t e s t u d i o . 
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