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Las proteinas comstitmen sin duds o do los srusor de

Caractarizan, entre otras cosas, ror s enarme diversidad funcional.

lactrostaticas de arupos con carss, interacciones idrofebic:

€1 wstusio de las olicoprotetnas se ha enfocade principalante

e uabe e ls cascides we stas Cienen para modificar

Prosiedsdes fizicomtmicas de las proteines y de e  maner

Contrsbuven ara aue adaularan su conforescien correcta.



1.2.5 osseTIVOS

osativo Ganaral.

Daterminar I3 influmcia e 1as unidades de carbohidrates sobre

1a estabilicas tormica de 1a slicosroteina o, de plases hmino.

Objativor Particutares.

2 Eliminar enzimsticasents 1z unigades de  carbonidrates

0 beterminar los parsmstros tersodinsmicos de  la
dasmaturalizacicn tarmica do la slicoprotaina o, y de i derivads

Libre de carbomidratos.



AoRevIATURRS.

Neacetialuconamina
Neacetdloalactomanina
Acido N-acetilneuraminico ( scido sialico )

Gatactos

Derivado deializado de la 9licoprotains @,
Glicoprotatne o,



1. cereRaLIonES

1.1 aLicosmoTENAS.
Lax slicoprotainas son proteinax aue se carscterizan por tener

atos unicas covalentemente al polipsetice. Cxtas
Cacenas formsn parte de 1a extructura molecular de Ia proteins. Lt
Slicosrotetnas e encuentran asplissente distribuigss  en  low
orsanismcs vivos, presentindose en homgos. plantas.  viruses,
bacterias v celulas animsles. Estas soleculss sen comonentes
Cominas en 1a superficie e celulas aniasles, tesbien se encuentran
como constituvantes de los lisosomss ¥ Junto & productos e exports

1o cotu

Los productos secretados funcionan

harmonas. inmunoslobulinas v factores e transferencs

(tabla 1. Los corbonidratos wn las 9icosroteinas estan  imolicados
tambion n el transorte de setabolitos & traves Ge la mesbrana

colular, insercicn y orientacion adecusds ce

Shicoproteinas e

[rp———

mitica. en 1a secrecion y n 1a proteccion contra 1
desradacion protesiitica (1.
funave lan slicosroteinas sen sbundantes en

oucarioticas, las funclones  biolsicas de  sus

oligosaciridon no se han elucidado. Sin embarso, tal sbundanc

susiara wu ieportancia en algon procese fisiclogico universal no
dainido on.
S ha Gemostrade aue muhan estructurss constituides  de

\nitdades de carbonidratos en slicoproteinas se han conservado a
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traves de 1a evolucion v aue la glicosiiacion as un process costoso
bara a1 organismo en tarminos de enersia y materisles. reforzando 1a

Cremcis e aue estas wmicades tienen funciones  biolosicas

busce zer consicerada una glicoproteina. Considerande tna proteins
on 1 paso molecular de 1a seroalbimina awe contensa s molécula

su contenido de carbonidratos seris del s

50 % de 12 =asa oo 1a slicesrotaina 31

Tebls Ii_Tassno, Kosero y Tiro de Oligssacirides en aigumss
G tcoproteinas.
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En La Tabla 15, ze presents el porcentaje de carbonidrates do

bian . Loe e =
ancusntran principainente son ¢ dos haxosas ( Dosalactosa
Demmnosa ). dor Nescevilhexczamines | Neacetil-b-slucossmine
Nescetsl-galactosanina ) una meti] pentora ¢ L-fucosa ) ¥ un Acido
s1slico ( Acids we

cotiinsuraninico o scido N-alicolflneursminico ).
La glucora pusde prasentarse en algunas slicosroteinas, coms en’ Ja

Las extructuras de estor azicares ze svestran

e fuon
Datewns b
i [l
[
e vham
.
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Lox carbonidratos an e olicoproteinar sueden encontrars
Formards un olisomscaride relativamente larse o en  varie
ohisosacaridon pamens

p—
inidaces o oliacsecaridos por molecula de glicosrotaina varia de 1

4800, ¢ Tabla 11 ). Alaunos ca sstos son sk

o aisscaridor. Lo
e subnaxilar de ovine, por esenplo, Contiene un disscirido awe
consta de Neacetilneursminil-N-acetilgalectossming uiiga & 1o

10 da serina o treonina da La cadens pestidica. Ora

Neacettlslucosaning  GIAG ). En Ia Tabla 11, se suestra tasoien
1a variacion an al nomaro do rexicuos e hay o oligosaciride en
Jax drarantes proveina.

o myoria de las slicoproteinas contienen unidedes de
Carbonidratos con un ol patrén extructural. Sin eabarso,  alguns
Proteinss tinen caenas e cligosacaridos de mas de un tieo  Tabla

elucsdacion de

extructurs do oligosacaridos en

Pusde Llavarse a cabo por elimnacion secuencial de azacares con

Secuancial altarnando con peryodate, reduccien con borohidruro



acomsanads da una hidrelisis acids suave ( desradacicn de Saith ), v
12 metilacion « icentificacion de metil stares de meesacirides
Sasulda de una higrolisis Acida ¢ tabla 111 b En 1s Tabla W, se
nlistan alsunas slicosroteinas cuyes axtructurss de olisesacirides




Liconroteinas cuyar estructuras de oligosscaridos han

Gliconrotoina Fuante

La comparacien de sstructuras de slgunos olizesacirices,

hatercpolisacarido con la Tisuiente secuencie 1 dcide silice (o

fucosa ) = salactosa - GIuAc - manosa. Esta estructus. e Se
nuestra en 1a figura 2 asta presente on 1a fotuins, sacreslobulina
s, orosmucoida, tireslobulina, fibrincseno,  semadotropin
Corisnica, alicoproteina o, bario, en las mesbranas basales del

stomsruto. smmunoglobulinas v otras ().



. 2 Bencues cnin st o s,

112 Tieos bE enacks

Un rasoo sstruzeural caractersstico en Lax glicoprotainas sz al
&4po de unien e 1a porcien carbonidrates & la cadens pestidica. ‘€
135 glicoroteinss de manifaros sa han encontrads tras tisos e
anlaces entra o polisastice v los alucicon (31, €1 prinaro de estes

fiours 3. Exte wies ae
nlace xe ancuentra an provatnas de elsmma s Sn intatizasss en
o hisado, asi como an las ineunsgicbulinaz. Tarbian sa sncuentra en
Is ovaltumina, ribenuclesss £y en muchsr  otrar  proteinss,

incluvendo Las hormenas sus 3o alicasrbetnas.
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1 segundo tiso de entace entre carbohidrato y proteins es el
a0-slicostaico. ant;

@ corbon anomrico e un  axscer
€ senarainente GalMic on siicoproteinss de mumi fercs ) con ol oruse
hidroxilo de serina  treenina, figura 4. Este enlace ests presente
e la mayoria de mucines asiteliates, incluvendo
submaxilares. 1

[p—

sustancies del orumo sanguines y tesbien en la
olicoproteina princial de lox eritrocitos huesnor.  Almnas
oltcoprotatnas tianen ssbos tisos de enlace sl N-glicosidico v ol
tiro 0

Hicostaico ). por esemsio 1a alicosroteins princieal de
arstrocitos husanos

Ia fatuine, 1a ponadotropine corisnica humans
alounat inmmosiobul inas.



et s O goniton

&1 tarcar i

ha encontrade en 1a colass

1a sasbrana b

a1 ca1 alonsrulo. Este consiste en un entace 0 entre

1 srumo raductor da 1

lactosa ¥ a1 srupe higrexile de 1a

Huaroiisin.
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No todos 1ox residuos de amunoscidos potencialmente enlazant

seriru. traomina, higroalizing ) e

con carboniaratos ( asparazin
s slicoprotaina dada, estan unidor & oliascarigcs.  Por
Consiguiante debe existir aladn %itio en 1a cadens peptidica e
2irva e reconocimiento y dirida Ia ubicacién da las cadenar de
Oligosaciridos. Dospuss de e lax umidades de olisoracaricos
comtenzan & sintatizarse por la adicion de monosacaridos & la cadans
cracients de carbohigratos, el erimer eszo e 13 olicosilacion
involucra a 1o xitios de reconocinionto en 1a cadens pestidica. La
zecuencia de aminoscidos alredador de la asparazins unida 3 GluNAc,
st ha astudiad en numerosas glicosroteinas. En la Tabla U se
muestrs aus 1a secuencia Asn-k-Ser ( o Thr ) pusde ser 1a zefal park
1a formcion do sste tipo de slicopsrtide. La secusncia en el

extrano amino tersinal o

ningn patron espectfice (31



Tibla V- Secuencis de aminoicidos alrededor del emiace

Atparagina-01igosacarido Ge alaunas olicoprotatnas (9.

ao

GlunbyseTyes| Asn |-Lou-The-Sor ovatbamina

-a et Riass, porcino (han-76)
Pro-Xla-The-{ Asn [-Ala-The-Lew Oroscmucotce

| aan [Lye rRt—

| Asn fLysene Oroscmscorde

| At [=e-The oss——

| aan [-GiyThe Orosomicorde




141,39 NETEROGENEIOND DE LAS UNIDADES DS CARBOIORATOS

Lax cadanas de carbomidratos de las siicesroteiras sresentan

haterogeneiad estructural, tasbin denominads sicrohatercemeidad.

Lo micronatarogenaicad puede ser de varios tipes. Un e aue
aparace en 13 mavoria ga 1ax glicoprotetnas extudiaces. conzizte
olisosacaridos constituyentes. Alsnas molsculas we presentan esta
micronataroaeneidad son la macroslobulina o, de platas memsno. 1z
mucinas submaxilares de porcine. 1a ovalbimina v el oromemucsice
incluyando 1az qus son horaonas, exhiban s microhsteroseneidid de
axte 1m0 @1,

Obro tipo de microneteroqeneidad es o) isomerisms posicional,
sirva cono ejesplo a1 crosomucoice de piases humano ( licoProteina
, 1. aue Pusde contenar ANAN unido 3 Salactora en enlsce 23, 24 ©

206, Mo se sabe todavia, i este isceerisss ax al azar o e

fansaano sstructural espect fico con wn enlace dade, we ssarece
solamente en ciartes unidades de oligosaciridos (5.

No hay evidancias clarax mara uns heterogenaides en la aue hava

ubstitucien de un azecar por otre, esto ex conziztente con la alta
especiricisas e las slicosiltransferasas imolucradss en  la
biosintasiz de lax olicomroteinss. La microshatarseneicsd s
brasents tasto en solsculss e contienen s cadena  do
Garbonidratos cono an aeuallas e Contienan variss. Misntras we en

alounss siicoproteinas esta heteroseneidad susde ser identificada en



La molacula intacta por diferencia de carsa (5t el dcids sisiics es

ousde et

lecarse por diferencis de
tamanos, =4 la percién de carbomiorates represents

Fibosonal & traves de 1a operacion del ANA memasera  WRNA ) e
Ceansferancia ( LRNA ). Exta bien axtablecids sue la forsscion da
1as cadenas de oligosacridos de lus slicomroteinas son i resultece
e 1a transferencis secusncial de srueos glicesil del azocar-

Cono 1ax protetnas pasan 3 traves de lor cansles el revicule
andoplazmico v dal sparato de Golas, donde ls glicosilacin se lleve
a cabo, ant no siemre existe la omortunided do aua todas las

Cranafarazas actuen n una cadena de carbomidratos e

sintatizands. $i no s reauiers e lax wnicader de carbons

conelatin antes de aue s Slicoproteins usda sbandonar 1 celul

molécules con diferantes estados de E(ntesis podrian sar excortagis




Tasbian ex posisie sua el stasue de un azocar carasde, como ol
Acide sidlice, & una ramificacien do 1a cadens de oligosacaridor.
antes de e o complate 1a cadena princieal da saciridos.  provowe
i sapedinanto estorico 3 I accien de 1ax olicostitransterasas. En
1a% unidades de Carbohidratos de las oliceroteinss de las alindulss

axtarnon. Similarmenta, st stasa inici

esterico, podris intarfaric an la termimcien de las cadems
i 1as Slicoml tramferasas ubicadar en 1 menbrana o estin
factivasente  sesressdss, actusnde scbre las unidedes e
Garbensaratos an diversos extados de sintesis (5). .
Como %o ha indicado, el zitio de steme del priner azacar & la
adens peptidica e aun controvertido, Los extusios de la  secuencia
irauncalcbulina ¥ otra glicoerotains, susicren we almmas da les

wmtcadex o glucos:

slicoproteins al inicie dal proceso de Sintesis de 1 protein, v te
Golas ¥ posiblemente an la mexbrana plossstica ().



(). Podria ser e 1s GluAc y manosa internas

cadena creciente e

ioomacaridos ¥ como La alicoproteins se  muove
a traves de los canales del reticulo endoslasmico ¥ el sparato do

185 transferasas unidas & 1a mesbrana & veces agresan un

or 1o tanto desende de 1a eseci ficidad de la glicosiitransfarasas
¥ 1 dispontby11da de une funte esropiaca de  rucar-uclestidos,
e son moleculas donadoras. Ge cencluye o partic da estudios
rastizados con antioenos de arueos sanoutnecs aue, 1a estructurs de
1ax unidades de carbomidrator e detarmina por la disponibi
:

(a an

Ghiconil transfarasas asseci Ficas, do modo e estas astricturas
on_ productos secundarios de lon sener, siendo los productor

rimarion las enzi

antes menciomadas.  Varios  aitaraciones

haraditarias del matatolisns, son debidas & deficienciss da enzimas

aspaci ficas cura funcion a2 hidrolizar las cadenss da sacaridor de
1os protecaticancss una clase do olcosrotein:
@.

e tesido conactive

o poibilided e we la mawinaria catabolica de lar

matavolisac da laz

coprotanaz. S cree aue antss enzinas estin

Situadar unicamenta en los lisooass. paro estudios rectantar



indicin aue ze puscin encontrar tasbian umickr s la mesrane
Plaseitics de  len Colular. Eitas animss pedrian desrachr las

(nidades da carbohirator de una Slicopreteins on s pazo hacia i

e core 1 i icado biotest
Kon carbeior e i 1 i corekairas. €4t charo we 1u sstivichs

Mo, Alowes  esmmsios inclwen ia

forrutana alcsline. colinesterass de

bisscion e

1 paréncuing hapstico. Dicha el iminacién

1o persin de activicss el FH,
conadotropina coriénica ¥ hormonas eritrosoyeticas. si son tratadus

on neurasinicasa. Sin esbarse se ha desortrade sue 1a Somadotropine



cortenics ¥ 1a aritrosovetine, desues oo axte  ratamiento,
Comservan s activiged biclosics cuands e prisbanin uiire. Pussto
e 1a actividad 1o commarva, e poxible W 18 renectiin  ses un
funcicn da ot carboidratos wn tas sl icooroteinas (305

Eviar an 1963 susir1o ave 1a umicn de 165 carbanidrates '8 1as
Siicoproteinas €5 un paso necesario ara la secrecién e 1
Slicomroteins de 1a coluis. Semalo e 1n sarorie ou” iah  Sroteirias

Sisponibla no prosorcions evidenciss suficientes sara comrobar exto

Exts bien establecido we ciertss proteims coso el
orosomucoide, son relativamente resistentes 3 1a hidrlisis ror
ezimas proteciitices v me s resistencis  decrece o la
aliminacion enzisatica del scido sialico. Por ests razen, debe ser

consicerads 1a posibilided de e el

1 sel los carbomiarator ses
proveer resistencia s dicha erotesliziz (1.

anass cantidades de carbonicrates con michos
Grurcs de acie sidlice. carsados nevativamnts, coss ocurre
espacialnente an laz micinss ¥ en clertas olicoprotetnss e la
mestrana, prosuce una protains extendids cuvo dosinio exceds a1 de

una proteina comsscta de pazo molecular comsarsble. Una  proteina

Scigs extendia, oms lo sensls Ogsten () en el estudio de

mucpolisachrigos Acidos, % ol resultads de trasiasar deminios. ain



n concentraciones mu basss. €xto podria forsar uns satriz con I

Proviedades do un sel de axciusion altamente carsado. 5 posible ave
lenas propiedades tensan un Tionificado fsportante en 1as sucinas .
en 18 pertrarta co lax colutas.

Otra suosicién comsigers 1a  posibiliced de s lox
Carbonsdratos actuan como itics de reconocimiento. La cantidad de
informacion s pusde ser lievads on un simele dizscirido e savor
e an un poptico simele. Esto se ilustra an ia Fig. 6. Un par dado
e Laminoicidos usde ser comtinado de una sola foraa. Sin enbaron.
o azacares susdan conbinarse en 16 Gifarentes formas. Cono el
complatasente difarentas formando muentes de  hidroseno con obras
macromwleculss. €x porible e la  smecificisd de lax
Slicosroteinas por teyidos blanco imslime la alta selectividad

inharenta an 1a estructura de sus Carbonidratos ().
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12" GutcoRoTREDNA o,

La slicoproteinn o, s una olobulina prassnte - an

humane  se distinae de 1

otras proteinss del slassa sor las

Prosiadades sisuiantes ¢

(1) aito contanido an carbehidratos (45% do xu pero)
@ un elevado numare de resiau

e acido siatico
() microhatarasaneidsd periferica. provablemante debida 8 lon

aifarantas aniaces entre el acido sialice

ctor

41 bunto isonloctrico my scido

complato
(6 alavado numaro de subatitucionas en 1o minaacidos

) homolosia sianificativa con 1as inmunoslobulinas

E1 punto 1soicnico o 1a glicoproteins o, s encuantra & BN

.33 (91, Exte valor considerablancnte bajo, probeblemente ol Az

30 de las protetnes de plasas humano se debe al elevado nimere e

residuos de Acido sialico. Los pumtos isoionicos de lax formas

Polinsrficas parcialnante sesaradas o asts proteins e encuantran
o oH 954 0 2,22 .

€1 punto iscelectrico da 1o slicosroteina o, temiendo la
Capacidad de unir amiones de 1a protains, dependa, por lo tanto, del

tipo de concentracien de aniones presente en el sistems usade para



6, desializada. tambien fus sxtudiads en funcien de alswns de sus
ropiadades fisicomimicas (11) cbteniondo un punta  isesléctrice 8
o 5L

Carbonidratos ¥ de un olipsptido, ave Constituyen asroxinadasente
@ 45 v S5 de w pemo, remsactivameste. £ contanide de
Carbonidartos es muy elevado, el de nitrésens s bajo ( 10.7-% ),
tabla VL. €ata alobulina exta libra de colesterol,  fosfolipidos.

Acidos srazor ¥ acido hexuronico.

[y

Proptadas valores
Nitrosma, % 07
Brotaina. 55
‘Amina. Cerninal et pirroltgin-carbost teo
Garbosito ternint Serina (1 aoi/m)
cortahiarates %




122 canvontoRaTos.
@ Comonicion quimes
Jnanlox en 1972 (12), dentafics lon cinco monosachridon e La

licoproteinn o,. La variacien en al contenido de carbomidratos de

o anslisis para s cumntiticacion. €1 contanido

e dcido sialico varia muy poco mientras aue el contenido de fucoss

Varia n un 100K, Cono s puede cbmervar en las tablos VI y VIL la

porcion de carbohidratos exts constituids eproximadanente sor 11X de

scido w neutran, 14 de hesosamina ¥ ol 1%

Tico, 14% do haxo

Fucosa. Ex decir aue un mol de proteina (M 40,000) contiens 14

residuos do Acido ialico, alrededor de 34 resicues de hexosss

Neacati) ests presente en 1n glicoproteina a,




Tabla VII— Comosicion de los Carbonidrates presentes e la
Glicoprotatns o, de Plases husano.

roteolitics de ls sliconroteina o, sesararon 5 alicondptidos en s
forea pura v concluys e esta proteina posee 5 unidaces de

hetareotizaciridos.



.

o (He7 En i

ntgades de heteropol isacirides de 1 glicoprotaina son identic

Tasbion se cestaco e, cuando la glicoproteins se

material ce partics, la estructura propussta en la (i

n prosedio, con un ciorto grade de microhsterogenaidad.

-
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123 poRcIow PoLIFEPIIDICA,

La siacomrotains o, poses uns unica casers polisentidica con
Acido picroligin-carboxtiic en ol extrese smino terninal y en el
Gisulfuro. E1 primero se forms con lox residues 5147y a1 semunde

con dox resies T2i6e t

5. hcemir presests  maitisler
mubstituciones, todos los amineacider excesto 13 alicina. hiztidine
brolina v triptofans son resselazader. el total ce mubstitucioner do

antroscicos ex de 22.




El peso molecular de ls alicomroteins o, e atredstor de

40,000, Diba notacts e ‘et vaior ot ‘eomaiihrasicueite bires
commarade con o1 resortade seinsinenke.” (311,55 241 b v
citade wnla toraturs. Racienisnants - aa ha' caterminade
indiractanente 1a secuencia e asinoacidos de s 9iicoproteina o, a
marbir oe la_estructurs prisaria Seicaen Vaorrasondionte;
encontrandose un total de 183 residuos de aminoicidos con un peso
molecular de 21,536 (22). Zik
1,24 WETAMOLIGND v PAREL BIOLOGICD DE LA SLICPROTELNN 5,

La shiconrotaina a, s sintetiza en ol hioade. Lisintests e

108 carbonidratos se inicia Por 1a tramsferencis da un residio

GRS 3 un residuo de assarasina a la raciente cadens pol ipentidics
mientraz te ancuentrs ain en el ribosoms. Este resiuo siearssinil
@sta predstarninado por el Sripeptido semal Aen-K-ser ( o Thr.
Durants el easo de 1a slicoprotetna nacients a traves del reticulo
endoplismico rusose v lise, los residuss adicionsies e van
incorporanda. La terminacién de las unidades de  hoteroso) fsackrides
Se lleva & cabo en el searato de Golo por la transferencis de

resiouos sialil (23) seguida por la secracien e la slicoproteins

bicsintests de 1as unidades de carbomicratos do esta proteina e una
Sintasis sacuncial post-ribosoasl (24) v aus 1a microheterogeneidad

n 183 unidades do carbohidrates pusde euplicarse como “arrorest

posibles en 1a blosinbesis de lox hateronslisacaridos an ol monento



do wnirse. La

scoproteina o aisiads dal plssms normsl contisns

11% de scide N-acetilneuraminico, mientras e el contenid del
mizmo en 1n olicoproteina cotemida el wero de pacientes con
Clartas enferneaces crémicas o5 micho mis bajo. Un caso comarabic

o daticiencia earcs

atural de alouns slicoprotaina o, libre de

Acido sislico. Gobre i catstolizeo de 1 olicomroteins

demostrs aus 1a vida mecia de asta slcbuline cundo e sarca con

reporte un valor e 1 o 2 9iax (260 Un cescubrimiento  imsortante

realizage por Morall y colabaraderes (6) revelaron e 13 proteins

denializada tiena un pariodo de vids sedia de solsmante alrededor do

ectivasente eliminan 1a protaina sedficas

In sslactosa terminal uess el . o

reconociniento hepatico de ssta v sin cuds otras 9licoproteinas

PRAT——

s (@)
S sabe chsde hace mucho Liewo aue 108 niveles en 1a sensre do

Gurante ol esbarazo, por inflamscién v difarentes
enfermadades incluvends el cancer, Prsumenia y artritis reusstoice.
fdenss de estas condiciones, en los indivicuos norasles we se
somatan & umk Girusta Aayor, se cbterve tn susento da  le

concentracicn de exta slcbulina @, en el Blases haste aue 1o herids



Sarciont damostrs sue exor tesides con una

Libaran un factor hacia 1a
Circulacion cuvo efacto e aumentar 1a sintasis de la slicoeroteins
o, e ol higade. Mo xa ha establecido todavia la funcien o funcionas

e 10s niveles elevados de esta slicosroteins ¥ do ctras proteinas

sarcaucoides. Bado aue Ia olicoproteins o erasents sran  hosslosia

S %6 raauieren altas concentraciones de estas proteinss como una

broteser las colulas 2. s estimilan las colulas,

cotuas 7 (@,

bodria actuar coso agente anti-infeccioso no espacifico, inactivendo
bactersas al nirse a sus paredes & traves de sus olisoraciridos.

s (27) ooservaren e das  lassetas

fuertesonte a sus mesbranas. Como esta slicoproteina con sy alte
contanido de carbonidratos v un elavado nomero da resicucs sialil

interactoa en una Forma ralativanente espectfica en exte mecaniseo,

necesario un estudio nss detallado scbre el mizmo. Taabién se ha

oosarvacn

13 Slicoprotuin o, intarviens en 1a formacion e lax



El estudio de la slicomrotein o, centings siende e aran

intera. En 1a Universicad Autonons Metropolitans se han realizade
Grabajos e contribuyen al conocimlento de sus propisdades (39, 29
E1 objetive do este ex ostudiar 1a glicoproteins o, Sesorovists de
Las unidades e Carboniaratos. Firalmente ez isportante rotar we ef
extudio de 1az slicoproteinss se ha enfocase principiisents 3 laz
Funciones biolssicas de sus unidades de carbomidratos y pocs e zabe
e 1a capacidad aus sstas tienan para modificar las prosiedaces
fisicomuimicas de lss proteinas ¥ de s maners contribuven pars e

adauieran su confornacien corrects.



2. mareRiaces v neTosos

1 Reactivos.

La olicoroteins o, humin se cbtuvo de SIONA Cheaical Co. Exta
presaracion contiene airededor del 1% de sneurezes e acuerdo con el
brovesdor v sestn el mstod de Purificacion easlesdo. Gin embarse.
a1 analizar 1a honoseneioad de una diselucin de la olicomroteina se
bservo un solo comonente proteico. €1 resto de lot reactives

Wt izados fueron srado snalitico (excesto enzimas).

rusoas da honoseneidad

tructurales de caracter cumntitative

bor una sola expecie aslecular. €n axte caso la hoacseneided e la

Sliconroteins o, se versfics utilizands crosatosrafia de intercasbic

Cromatooratia de intercasbio iénico de sita rasolucien. Se
Wta11z5 una coluans WicroPak TSK, SR-SPW, con un dimstro interno de
7.5 mm y wna Jonitud de 7.5 ca, usando coso eluvente resulsder de
Fostatos 0.01 W, o 7.4 con un fluso de 0.5 mi/min.

Filtracion en sel de alte resolucion. Se utilize wna columna
TEK-2000 4, con un dismatro intern da 7.5 am v una longitud de 90
n, con un ouarda columna TSK-GSWP de 7.5 cn de lonaitud, usando
Como eluvente resulador e fosfatos 0.01 K, s 7.4 con un flujo de



dartvado da 1a alicoproteins

Cunntitatave de Carbonidratos.

antes

reslize un analisis cumtitativo de los azicares

scido siklico (heido b

n 1a siicoprotaina o,
hexoaas  neutras  (selactoss v mnosa) v hexosamina

mine), ewsleando 1o metodos descritos en el

Anendice 1.

sico

Pars llwvar » cabo la  elimimacion secuencial de los
Carbonidratos prosentes en 1a licoproteina @, se ewplearon lax

xpect ficas presentadas an 1a tabla VILI .Todss lax ensimas xe

eotina de todas las enzimas, va we por el tamaro del

Gisponible, no era posible hacer el ajste de P en
baauaion. €1 tienro de incubacicn con cada enzins fus de 12 horas,
asreasndose de manera sacuencial on el orden prezentado en 1a tabla



Filtracien en el de alts resolucien. ueilizands wna columns
T9K-2000 5. con un didnetro inkerro da 7.5 ma v una lonaitud de 30
on. acoplada 3 un gusrda colums TIK-GSNP de 7.5 cn da lewaitud.
Ecto aon a1 fin de elininar los azocares libarados ¥ lax enzimss. €1

o fue fosfatos 0.01 M, B 7.4 con n Fluje de 0.5

Tobta vizx
[ Fusnte
a @ Fucostaasa Riten do Boviro 5.5 25 016
Neursaintdass Clostrigiom so w20
[ re——. fspersiiius a5 wc s
prantactosidasa Ssccharomia vz o 2es
poN-acetisorucosa- Ensginio do sz o om
a5 oving
pr— o as e 2




2.5 Anilisss estructural por Dicreismo Circul

1 bicrotzno Circular ( DC ) ox una técnica smoldace para ol

e sustanci

epticamante activas tales coso ¢ esteroides.

conplason metai-lisando, pestidon v proteini.

@l 0C proporcions informscien sobre

atravesar 1a muestra que contiene
Lo luz circularsente polarizade
eseiral alrededor de 1a direccion
e bropasacicn del has de luz, va sea en sentido de las menecillas
el relos o en sentide contraric. Las estructuras secinderias de

e,
En esta estudio se obtuvo el espectro de I e 1a alicoproteins

aspectro de B on 1a sons del ultraviolata lejano (190-250 nm) uede
extinarse ol contenido de estructurss secundarias de s proteins
hetices. hosas 0, siros. stc. En esta resion se wilizs ina celds
msestras fus de 0.1 ma/al en resulador de fosfatos 0.03 M. s 7.4 -

Analizando i espactro en la resion U.V. cercane (350-310 nw)

rvar canbice en ol swbiente de los rexicuos sromstices

¥ enlaces disulturs (1. En exta resien se wtilizs




Lonaitud de paso setico de 1.0 cn. 1a concentracion de las musstras

fus 0a 0.3 ng/al en regulador de fosratos 0.01 K. oM 7.

2.6 Termoestasilidad de 1a oliciorotainn a, nativa v da su derivado
destatizado.

26,1 Tersodinimica de Ia desnaturalizacien térmica de s
A1 estudiar ia estanilidad termica de na proteina s reauters

Gel empleo Go uma  tecnica experimntal e posas varis

Caractaristices + ser sensible a los casbios an 1a conforascien

Las solscutas do

otatna. permitic ol control adecusdo da la

tamporatura de 1a muestra v tenar suficienta sensibilided cono para

modifican los parsmstros tarmodinimicos sbtenicos dal

.

arancial ultraviolata (931, ol dicrotsmo cireular,

1a reactividad de aloon orupo auinico da 1a solscul

1 paraica do

o9ich, atc.s en culaauier caso, experimentalnents

on fncion del canvio

otetna. Lissanos ¥ a aste oarimentro e

busde ser 1a masmitud de bandes de absorcien difarancial, la



Clisticicag, 1a resctividad quinics
Cbtiene una curva de 1a variacion de ¥ an funcién de Ia tensaraturs.
arts

n 1a e cada punto experinental puede tener Uns incertidum

51 12 curva cotentda (¥ an funcion de T) e amaliza asumiende
ue 1a tranzicisn conformacions de la proteina sizue el nodelo de
s ataps (951, tasbion conocsdo coms de dox estados. wn el cusl 5o

considera 1a existoncia do =slo dos expecies. la metive 00 ¥ 1z

€1 parametro ¥ 5o considera aditive de tal forma aue 3 ina
temparatura T su valor ex 1a susa de 1as contribuciones del axtede N
e axor extados. cumslisndose e 0 f, . f,E 1 v f 00, = L
Lox stmbolos ¥, ¥ v, representan a1 valor de ¥ para la musstra en
astado mativo y en estade desnaturslizade respectivamente. Extos
comnmente ze extraols 1a tendencia cbsarvads exparisentalscnte &

tamparaturas baiss & tode 1a zons de la transicien, en el cazo g ¥,

. v anslopsmente wn lse teweraturas sit ara Y, . b laz



ccuaciones anteriores sa ancuentrs e pars cada bemeratira del
expertaentor

ST, v

A1 construir 1a curva de tranmicion . € contra T, se observe

zonas bien difaranciadass la inicial v 1a fina) con pendientes
pesvetias, v una regién internsdia donde lo% canbios son abruptor ¥

Conoctende 7, 1a constante del ewilibrio N es D pusde

entcutarse facilmanta su

SR —.

61 experimanto, tenemss una serie de valores pars s constante de

= ] . e w



La conacidad cators
1 cesmaturalizacion .

caeacides catorifica (sCp de proteinss slcoulares -
indepandiente da 1a temaratura (33,36) de maners e
PR 3

donda T_ en 1a tesperaturs 3 1a cusl 1, + fr 0.5, ex dectr la
o entaleta e 1a

Lemparatura sedia de s transicien v &
desnatural izacion calculads an 1a 7, -

A fin de cotener 10s parssetros ternediniaicos da la transicién
conformscional, utilizando lax ecvaciones () 3 (), s poaible
Reandice 21 1

deducir 1 siouiente e

an

(e[ )
{

=



Do acuerdo con esta ecuscien v & partic de lot  uator

Gaterninar 1os valores de los marimetros T, &y &Co . mediante un
Siouiente secanizie + no transforaar 1os suntos experimentales. ino
ancontrar una ccuacién donde 1a relacién £,y T sea a través de los
Parimatros tarsodinnicor. Exte sadelo Se dascrive detallsdsmente
an el Aoandice 2. -

2.6.2. Expactroscopta de Absorcicn Diferancial Uitraviclet.

basan de un smbiente predosinsntessnte ro-polar a uno polar. Este

cromsforos a lonaitudes de onda menores (7. For tante, en

Variscionss cel  ambiente local de  diferentes  cromsforos,

a1 resultsds del corrimiento sl szl del expectro de protetna



2.6.3 Dasarrollo Bxerinental.

Para ol estudio de desnaturalizacion termics s utilize
spectrorotomatro de doble haz, VARIAN OMS 80 con resistrador de
escala axpandida y portaceldas con camisas de circulacien da s
Se enplearon celaas da | cx de recorride etico, con control do

Camraraturs constante da 15°C mientras aue la otra celds se calenté
oradualnenta, con velocidades infariores a 1% por minute. E1 tiseo
trasase.

En un experinento tipice, 5 colocan oluciones idinticas de
protetns e asbar celdaz, en concemtracion de  0.05  ma/al,
detarminada sssactrototomstricamante con un valor de EL3. de
6.3, para 1a slicoproteina a, (8). E1 sumento de temeratira on una
e 1ax celdas provecs canbion conformacionaler an 1a nolscula. Extos
Cambion involucran 1a perdida de extructurs rativa v s sxposieisn
Al solvente scuoro de aruer aroesticor, we e encuambran
intcialnnte an un entorno pradosisantamante hidrofébico. be asts
manera sa senaran bandax diferenciales negativas cura intonsided oz

broporcional 3 1a fracién de proteina desnaturalizada.



3. RESULTADOS ¥ DISCUSION

5.1 Analisis Cusntitativo de Carbonidratos.
Los resultados del anaiisis de la consosicien slicontdica de 1a
oltcoprotatna g, reslizso en el lsboratorio, s presentan .a

continuacien (tabla TX) junte con los valores reportados en la

renia
= [== =3

resortados por otros nvestisadores, o iaualssnte nes peraiten

aupener aue se partié de na suestra intacta.

9.2 Midroliziz Enzinstica.
Daspues de scester & la slicomroteins =,  la sccion enzinitica

e 1as diferentes siicosidasan, el producto se sesars per filtracion
- romossnes

an 001 de alta resoiucien . Esta presaracién mostrs

analisis cumnbitative do Neacetilglucosamina, hexcess neutras



acido sidlico, para valorar la accion de las enzimes zebre la
liconrotetna. Los resultados cbtemsdos de exte amilinis fueron 1ox

[ = 100
acatiisiucosseins - 100

1 sxucar torminal ¢ scido si4lico) ¥ e el resto de lss enzimss o
sctusron sebre la olicosroteina. Coss s (raalectosidass de
Saeraillus oryzse fus la enzims wue o permitis awe 13 hidrslisis
56 llevaca & cabo por comlate, 30 probe otra esslaciosicas ce
Saccharomyees fraaiiis baje otras condiciones e S v tesseratura.
Uht1izando 1a musstra desializade. La prevaracién final e Fi1trs en
WLC con resulador de fosfstor 0.01 M. 7.4 coms siuente.

encontrands rusamente Sue Ls enziea no actus sobre el sustrato.

Debido a 1a alts ezeecificided e lax enzimss v we ningws
e ian dox (raalactonidasas fue afective, e cbtuvo solssente e

darsvado desializ:

o de 1a a1 icoprotetna o



5.3 Espactroscopia diferancial Uitra-Violata.

Loz estuios de desnaturalizacien termica se hicleron can el
o

ivado des:

Lizade (G0 )y con la slicoprotaina s, native { GP )
a o frsioisaice (o0 7.4 1

En 1a Fig. 9 e muestran los esmactros diferanciales obtenidar
a iferentes temseraturas para ol caso de 1a 67, los expectros de Ix

.y una Banda positiva & 200 nin.

Lax bandas nesativas son tipicas do 1a desnaturalizacién v
aummntan con 1a intensidag de la tenperatura. Coso e mencions
antersormanta, sstss bandss surcen de la expozicion de lo% remicuos
aromsticos. principalsante triptofantios v tirosinilos. al solvente

Los aspectros diferanciates pusden exnibir bandss cuyo oriven
s distineo a o1 de 1as bandas negativas, por 1o aue se les conoce
como bandas anémalss. Una banda anseals tipica es 1a que ssarece an
1a regton carcana & 1os 00 na. Pusde ser positiva o nesativa, ¥ s
ha intarpratado como debida & cambion an 1a or

tacisn do residuon

e triptofano con rewecto 8 un dipolo, uma carsa o un Sruo
Polarizable (30,991 03 la pércids de interaceién entre srusos

indslicos inicialmente cercanos (40).






103 espectros diferencisles. para 1a G0y la oD

Lax fracciones de protains desnaturalizads ( f, )

rtir de 1a banda nesativa mayor presente » 204 mm. €n exta

Valores e f, ocbtemidor 4 partir de los datos exerisentales
representados en las figuras 10 y 11, mientras aue las lineas

Continuss resresentan la funcion ajustada con  los  vaiores

Utilizands o) metode de resresion no-lines] imslesentado en e
Isboratorio de Diofisicomdmica. Tesbien se chuviern los
Parasstros tarmodinimicon para cads transicion conforascional, estes

Valores s observan en 1a tabla XE ¢

A ra =
protaine €G> Ckeatimol ) ( catsmol K
Desiatizaca st 1050 22
Nativa o.s s =




aAx103

Fio. 10




sax10?

YT T
IR

Fia 11 Nkt 1l b ectos e o ot i s,



Fis. 12 Variacien ga la fraceiss (fy ) se la 6Py 1a 0



En esta nisma fioura pusde coservarse we Ia transicion de 1a
D 0 llava & cabo  temseraturas sweriores & lax de s @, =
Gecir aue, ex necesario ausentar mis 1 tesseraturs para Heger a1
50 % del proceso. La tamseraturs de transicion seia (T_) para 1s
09 €3 64.4C ¥ 1a correspondionte 5 GP ez de 0.4, wsto indica

La desnaturaiizacion tormica ez un procato cosperative lo cual

indica aue 1a proteins esth conformsda de tal maners e i

enlace sa rompe favoraca sl remeimiento del Simsiente. Por otra




1a de su relacien con e ewilibrio

Gtiles de 1a enersia dibre
utnico. Eate hacho permite el calculo del cambio de enersia libre
46 ) de una reaceion, 51 se conoce 1a constante de eauilibrio. b

sta manera, s6,0n ol parsmetro termodinsico we s relacions

directamsnte con 13 estabiliosd relstive e las o especies

26, cbtenidos a partir oo los valores de f, o
6 v 1a GPD. Puede observarse aue 1a curva para 1s especie 0D se
encuentra por enciea da la corresondiente & 1s OF en casi todo el

intervalo de temperatura, hasta 65 aroximadamente. Esto  indice

e en Gafinitiva aue 1a GPD o5 mas estable aue 1a 6P,



86 x10% (et /mel)
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Conparands o8 aspactros obtenidos del estudio por Dicroisms
Circular para 13 @F y 1a @D, en 13 resién de bsorcicn da lox
Fesiduos aronaticos (230310 ne), o se observe mingn camvio
iomificative. Por otro lado, en 1a resien del U.V. lejano (250-190
na) los espactros de ambas ewpecies moleculares también fueron

podria wplicarse por una posible eliminacin de  repulsiones

inal, 1o cual podria ocasionar we sumente el

nomera da contactos entre srueos hidrofébicos internos de la

molicula (421, haciendola mis comacts. Esta seosicion se ve

cion entre ol valor da 4G con el numero de
restwos  higrofebicos internos (491, La

respacto al de otras proteinas, adeass existe evidencia de e 1a
presenta na resion poco comsacta n su cadena polipepticica, e

bodria var una cavidad aerosiads para unir ¥ transportar moleculss

o polares (44). Pusde obrervarse an 1a tabla KI aue el valor da i
para 1a GPD ex mavor qus el de la GP, esto  parece indicar e

efactivamante 1a protatns sin elicido sislico es més compacto.

5



4. CONCLUSIONES. .

1 La eliminacion del acids islico en la 3licomroteina o, avmants
In estabilicad do la molscula, presentando mavor ravistencia 3 la
unaturalizacion termica con un canbio notable en los pardsatros

ecto a los de 1 olicosroteinn

tarnodinsnicos el procesa con re

2 La estructura secundaria del derivado desializade, no casbia
Ee posibie, sin embarge ae
e hasan & 1a molscula aks

Clectrostaticas entre los resicuos de dcide sialico.



PERSPECTIVAS

Con base en lox resultados de este estudio en el aue se provone

disminuids an o1 derivado desializado. Por sllo seris interesante

nalizar comarativamente la nién do  prosesterona y  otros



semwics 1

I betarminacion de scido N-acatilneurastnico por el matods dal scide

Eicbarbitorico ex aproxisdanente 12 veces mis sensible e o

modificacien raciente al metods del Acide tisbarbiterico ze  obtisne
s solucién an 1a ue sl cromsforo ex astable por 1o mencs un dta

lininando 1a extracion del cromsforo con ciclonaxanons xesin el

procadiniento original. Estimacionss del contnido de acido Eialico
an slicoprotetras ¥ otros conmuestos aue contienen Acide sidlice se
Obtiensn con una sensibilidad de 145 peml. £ sioulente

brocadinianto fus propussto por Skoxa v Mohos (45).

Arxenito de sodto a1 T e/ an KOl 0.5 N hcido
bicbarbitorico al 6% (/v en WO ajustada a sH 9 con NaOH.

Mataperyodato de sotio 25 WM en WSO, 0.125 N. Dimstilsulfsxido.

4,50, de concantracion seropiads, para levar a cabo la hidrolisis

o 1a muestra en H,60, 0.025:0.05 n.



igrolisis + 0.2 =) de uestra se calientan 3 wna teseraturs de

B0°C. por 60 min en .50, 0.025-0.05 K. Rsegrese e ol M de
Solucion de nidrelisiz ests antre 1.6y 2.0, Enfriar en bano de

hielo dessuss ce s nicrsliziz ¥ desar & temperaturs ambiente

Conztruceion de 1a curva standard deben ser tratados baso lax mizess
condictones de midrslizis sars 1a proteina.
ProceoTAIENTO

Sa sgrosan 30 41 de 1a solucien do metaperiodate 25 W & cada
uestra, La oxidacién xe llava 3 Cabo a 37°C por 0 min. Al término
de exte periodo de oxidacien . ta para 1a resceien avrecande 50 b
de arsenito de zodic al 2 en HC1 0.5 N. Se ssresan 100 4l de Aciap
Eiobarbitorico 6% a pH 9.0 y %o mexcla en un vortex. Caliente las
auastras, higrolizadss 3 100:C por 7.5. bespuds de este tiess de
resceion, se anfria ripidssenta en un e da ssus helasds. S

regan 400 i e diestilzulfoxido y se sezcia bien n ol vortex. La

absorbancia se lee & 549 rm.
11 Datarminacien de hexozss neutras por la resceien del Fanol-icide

pRncIPI0

vn ransdo y para 1a

e axcares sinples v sus derivados fue descrito por Dubois et al

(6), 1 cusl wtiliza el fenol como el aente e desarrolla el




Adenss @a 1a senciiler y sensibilicad. este motodo tiene 1a

Vantaja de aue la resccion no os afectads por 1a presencis de

oteinas. Por 1o tante, es una tecmica Gt para  estinar

diractanente e contentdo de carbonidratos en ol icoproteinas (47).

Renctivos

ctivo, (dennidag espect fica 1.84).

1,50, concentrade. arado
Fenol, 80K an paso. con 20 9 de agus destilada. Esta solucién

axtabla por varios meses a tameeratura ambiente. desarrolls un color

amariilo palido con el Lieaso, pero no intarfiare con el snsayo.
PRocepINIENTO

Pars 1a determinacien sa raauieran da 10-70 4y del azacar en 2

1 de solucien acuosa. Se aoresan 0.05 ni do fanol seauide de I
adicion ripida de 5.0 1 de acido sulfurice concentrado. Desruds de

30 nin & temeratura asbiente, el color se ha desarrollado sor

Completo ¥ pernansce estable por varies horas. La densidad cptica sa
lee 8 485-490 rm. €1 ensavo so hace por triplicado v se lee contra
n Blanca aue contenza asua destilada en luser do muestra.

11 Daterminacien do Hexosaminas por el mstads da Reiszia.

1 mtodo para la determinacion cuantitativa de hesossminas
alaborade por Elson-Morsan se basa en aue estas sustanclas cusndo

in derivade del eirrol, el cual se condenma con el



P-dimoti1aminobenzaldenido (DRAB) dando un producto color purpuri
.

Lo extimcion del contentde

Presenta alounas dificultades, ve e los matedos sara su

detarminacicn se aplican a los amino azocares ave han 3ido 1iberades

previanenta de la proteins por una hidrslisis Acids v tesseratura

Aita, axto tras coms contecvancia aue la hexosasina e destruva.
aabido & aue el enlace del srueo amine ex my 1abil bajo law
condiciones da higrolisis. La elucossmina en  solucién  pusde

convertirse cummbitativemente en N-acet

iotucosamina  an  pocs

minotos, siplesante agregando erhidrido acetico a la selucien
acuosa dal amino azicar.ia curl es muy vitible, T3 analisis se hace

directanente por

metodo de Resssio et a1 (491, Eate metods puede
enplearse tanbien para La cusntificacion de salactosamin.
RescIvos

atraborato de potasio : e prevars um solucién

borato v al pH e ajusta & 9.1 con KON,

Dimets1

nobenzatdanide (HAB) + 10 o da DNAD se disusiven e

100 m) de acido acetico olacial orado analitico el cusl contiane

acetico slaciar 1.



PRoceoTarENTO

0.6 m) e haxosanina en selucion (Iibre de base)

0.1 1 do annidride acstico a1 15X V) an acetons

fresca), sesuidn de 0.3 m gn teteavorato de

Longitud da onda de 563 nm por ser mis senvible, va awe @) color

debide  otras sustanciss aue euedieran interferir se reduce

considarablemsnte & asta lonoitud da snda.



aeenotce 2

voveLo waTENATICD

La ventasa ue presenta este programs de comuto ex aue hace ol
trabajo en 16 2 minutes en una microcoputadora estincar e adesis
e extinar o4, 8o y T pusde calcular lox puntos tesricos de la

transicion.
De 1a cuscien () obtencnos +

ot AT
sustiturende (4) en @

e 1-an/mT 1
V7w A

-

e
=+

por otro 1ado s s - T

a8 =05, 0 aoptinctT o



factorizando el araumento de las exponenciales §

e

T

uc,

=]

.[,._:-_].

oo {






Protaines, o bien tods 13 curva en el intervalo del sstuic
incluso su extrapotacion fusra do esa zons.

€1 efocto do cads uno de 10x tras parametros tormadinimicos por
datarninar sobra la forms da 1a curva de transicin ne s sencille
de datarminar pues Ia dependencia o fucen caga wna de ellos e

1 pendiente de 1a curve sumenta sionds

£ o proceso de desnaturalizacion mis cooerative, sin esbaras en

1 intervalo de valoras tipicos para este parsmetrs (60 a 200

Keal/mol) 1a variacien no es muy marcada. Finalmente, un aumento en

Ao incrananta 1a axinstris do oza curva sigmoidal, pero el cambio
on 1u forma de 1a arafica s practicamente isperceptible en e}

al obmervada commmenta an

Las incortidumbre en o8 paranetros 84 T, y & btanidon por

al programa de resresien no lineal desenden do laincertidusbre en

incarticuabre en f, da 10.05, razonable e estos estudion, se
obtiana una precision en T, de alrededor de medio arado centiorade,

n valor de &, con varisciones del 10K pero una incertidusbre miy



Srande en 8, incluso arribs del 0% esto ex dabido 3 e, sazin

el modslo tarmodinimico e cascrive i proceso,  varisciones

aneiia de valores de 45y para un congunto de valores experimentales.
e las variaciones en el consunte de puntos experimentales pueden
arrosar valores mu diferentes de 6y por lax razores prosuestar
antertormante ¥ casbios moderados en B4y T, For otra

Son fuertonante dependientes del valor Ge 8y
Confiabt1idad de las estinacioncs. €1 valor de BCs

Gesaturalizacion ocurre en una etepe. Para alpunss protetnaz
Glotulares peauenas esto es cierto, pero no para 1a totalidad de loz
casos. en 105 aue pueden presentarse desvisciones isportentes 3 sxte

e estavies en
apreciables, los veiores obtenidos con este scdelo srross cifras

@220



macanieno se lleve & cabo en na etams e que 1 courva de

cxcalones o mexetas entre al estado inicial v ol Final. Adenss. a3
cotncidentes (921
U critario ue te consicers practicssents concluente ez 1

na posibilidad altermativa en estos estudios e el sselso del

valor el 4, cbtemide calorimstricanane pars o
incartidumbre en sste parsmstro aistar el sedelo  matemstico
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