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HA Entalpía de asociación. 

∆GA Cambio en la energía libre de Gibbs de asociación. 
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pKa Constante de disociación. 

U Estado desplegado. 
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ABSTRACT. 
 

 

 Wheat germ agglutinin (WGA) is emblematic among proteins specialized in 

the recognition of carbohydrates. It was the first lectin reported with a capacity for 

discriminating between normal and malignant cells. Since then, it has become a 

preferred model for basic research, as well as being considered recurrently in the 

development of biomedical and biotechnological applications. In spite of that, the 

molecular basis for the structural stability of this homodimeric lectin remains largely 

unknown, a situation that limits the rational manipulation and modification of its 

function. Herein, we present a thermodynamic characterization of WGA folding and 

self-association processes as a function of pH and temperature, by using 

differential scanning and isothermal dilution calorimetry. WGA is monomeric at pH 

2, with one of its four hevein-like domains unfolded at room temperature. Under 

such conditions, the agglutinin exhibits a fully reversible thermal unfolding, 

composed of three two-state transitions. At higher pH values, the protein forms 

weak non-obligate dimers. This behavior contrasts with that observed for the other 

plant lectins studied so far, which form strong obligate oligomers, indicating a 

distinctly different molecular basis for WGA function. For dimer formation, the four 

domains must be properly folded. Nevertheless, depending on the solution 

conditions, self-association may be coupled with folding of the labile domain. 

Therefore, dimerization may proceed as a rigid-body-like association or as a 

folding-by-binding event. This hybrid behavior is unseen in other plant lectins. The 

emerging molecular picture for the WGA assembly calls for the need for a re-

examination of existing ligand-binding data in the literature. 
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RESUMEN. 

 

 La aglutinina de germen de trigo (AGT) es emblemática entre las proteínas 

especializadas en reconocer carbohidratos. Fue la primera lectina reportada con la 

capacidad de discriminar entre células normales y “malignas”. Desde entonces, ha 

sido usada como modelo para investigaciones básicas, así como se le 

considerada para aplicaciones biomédicas y biotecnológicas. Aunque es una 

proteína muy estudiada, las bases moleculares de la estabilidad estructural de 

está lectina homodimérica siguen sin conocerse. Esto es una situación que limita 

la manipulación racional y modificación de su función. En este trabajo nosotros 

mostramos una caracterización termodinámica del plegamiento de la AGT y su 

proceso de asociación en función del pH y temperatura, usando calorimetría de 

barrido diferencial (DSC) y calorimetría de dilución isotérmica (IDC). La AGT es 

monomérica a pH 2, con uno de sus cuatro dominios tipo heveína desplegado a 

temperatura ambiente. En tales condiciones, la proteína exhibe un proceso de 

desplegamiento térmico totalmente reversible, compuesto de tres transiciones de 

dos estados cada una. Con valores muy ácidos de pH, la proteína forma un 

dímero débil no obligado. Este desarrollo contrasta con lo observado para otras 

lectinas de plantas estudiadas, que forman fuertes olígomeros obligados. Lo cual 

indica muy diferentes bases moleculares para la AGT funcional. Para la formación 

del dímero, los cuatro dominios deben estar debidamente plegados. No obstante, 

dependiendo de las condiciones de la solución, la asociación puede estar 

acoplada con el plegamiento del dominio menos estable. Por lo tanto, la 

dimerización puede proceder como una asociación tipo cuerpo rígido o como un 

evento de plegamiento inducido por unión. Este desarrollo híbrido no ha sido visto 

en otras lectinas de plantas. La naciente visión molecular para el ensamblaje de la 

AGT nos revela que se debe hacer una reexaminación de los datos de unión al 

ligando ya existentes en la literatura. 

 

 



 9 

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

 En las membranas celulares de metazoarios hay una gran cantidad de 

glicoconjugados expuestos al solvente, denominada conjuntamente como 

glicocáliz, el cual, entre sus múltiples funciones, sirve como un aparato muy 

sofisticado de identidad celular, que permite al organismo diferenciar entre lo 

propio y lo no propio (Sharon, 2008). Ejemplos notables de ello son los grupos 

sanguíneos o los determinantes de histocompatibilidad, los cuales poseen 

estructuras oligosacáricas que permiten al organismo reconocer a sus propias 

células y diferenciarlas de agentes extraños (Gabius, 2002 y 2000). Asimismo, 

algunos agentes patógenos aprovechan está interacción creando etiquetas 

moleculares tales que les permiten entrar en las células; como es el caso del virus 

de la influenza, que reconoce glicoconjugados de células epiteliales de los 

bronquios (Schwefel, 2010; Less, 1994). 

La información asignada por los carbohidratos ha sido denominada como el 

“código azucarado”. Esta información es “descodificada” en la naturaleza a través 

de la interacción no covalente de las lectinas, un grupo amplio y estructuralmente 

diverso (Sharon y Lis, 2004). 
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ANTECEDENTES 

 

 

LECTINAS 

 

Las lectinas son un grupo de proteínas no enzimáticas especializadas en 

reconocer carbohidratos con alta especificidad y afinidad. Lectina es una palabra 

derivada del latín, que significa “escoger” o “seleccionar”. Estas proteínas 

interactúan con los carbohidratos de una manera no covalente. Las lectinas se 

encuentran presentes en todo tipo de organismos, desde virus o bacterias hasta 

plantas o animales (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004; Sinha, 2007; Sharon, 

2008). Las primeras lectinas estudiadas se encontraron en extractos de plantas 

(Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004). La ricina fue la primera lectina 

descubierta, cuando Stillmark en 1888 observó actividad aglutinante de células en 

extractos de la planta Ricinus communis (Franz, 1988). La primera lectina en ser 

purificada a homogeneidad y cristalizada fue la concanavalina A (aislada de 

Canavalia ensiformis), por Summer, en 1936. Fue en la primera hemaglutinina que 

se demostró la inhibición por sacarosa, observándose así la especificidad de las 

lectinas por estructuras sacarídicas (Sharon y Lis, 2004).  

Las lectinas tienden a formar homooligómeros. Cada subunidad posee al 

menos un sitio de reconocimiento de carbohidratos. De esta manera, las lectinas 

tienen una capacidad multivalente, que les permite servir como puentes de 

entrecruzamiento entre glicoconjugados. Esta característica es la base molecular 

para que las lectinas sean capaces de aglutinar poblaciones celulares, razón por 

la cual también se les conoce como aglutininas. (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 

2004; Chavelas et al., 2004; Hai-Yan et al., 2007, Sinha, 2007, Sharon, 2008.).  

En el caso de lectinas de plantas, se han detectado funciones biológicas de 

diversa índole, como son: regulación fisiológica, defensa contra el ataque de 

microorganismos, almacenamiento de proteínas, transporte de carbohidratos, 
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estimulación mitogénica, simbiosis entre plantas leguminosas y sus bacterias 

fijadoras de nitrógeno (Rhizobium) (Lis y Sharon, 1998; Sharon y Lis, 2004).  

Las lectinas pueden ser de tipos y formas muy variadas. Han sido 

agrupadas con base en diferentes propiedades. Una clasificación ahora en desuso 

consideraba la especificidad a carbohidratos por parte de las lectinas (Sharon y 

Lis, 2004). Recientemente, las clasificaciones se han basado preferentemente en 

propiedades estructurales y filogenéticos. La base de datos LECTINES 

(www.cermav.cnrs.fr/lectines) hace una primera división de las lectinas en función 

del organismo, y luego subdivide considerando el “motif” estructural (Sharon y Lis, 

2004).  

Hasta el momento, la lectina más pequeña caracterizada es la heveína del 

árbol del hule (Hevea brasiliensis), que tiene 43 aminoácidos y forma 4 puentes 

disulfuro. Esta lectina es producida en abundancia por las células laticíferas, y es 

uno de los principales agentes alergénicos en productos derivas del látex 

(Rodríguez et al., 1988). Entre las lectinas de plantas, la estructura secundaria 

más frecuente es la hebra beta. Dentro de los diferentes tipos de arquitecturas se 

encuentra el -prisma, jelly roll y con dominio tipo heveína (Sinha et al., 2007). 

Las lectinas han resultado ser herramientas moleculares de inmenso valor 

en la investigación médica y otras aplicaciones biotecnológicas. En pacientes con 

enfermedades por deficiencia de lectinas, hay una perspectiva para una terapia 

por reemplazamiento de lectinas. Entre otros usos terapéuticos están los 

medicamentos antivirales por lectinas, los tratamientos antiadhesión de microbios 

causantes de enfermedades, la elaboración de tratamientos contra condiciones 

patogénicas mediadas por leucocitos como asma, choques sépticos, golpes e 

infartos; asimismo hay otras lectinas que se han observado involucradas en la 

metástasis. También se realiza el diagnóstico de enfermedades con algunas 

lectinas (Sharon, 2008). 

 

 

 

 

http://www.cermav.cnrs.fr/lectines
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LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO. 

 

 En 1963, cuando se estudiaban las propiedades de membrana de algunas 

poblaciones celulares, se sospechaba que una célula “maligna” (tumoral) debía 

presentar alteraciones en su membrana celular con respecto a células normales. 

Al compararse la respuesta de células sanas con células de tumor murino hacia 

extractos de lipasas de germen de trigo, se observó una aglutinación preferencial 

de las células tumorales (Aub et al., 1963). Estos experimentos condujeron al 

descubrimiento de la Aglutinina de Germen de Trigo (AGT). Posteriormente, se 

observó aglutinación de AGT con células de pacientes con leucemia (Aub, 1965). 

Indagando sobre la composición molecular del extracto de germen de trigo, se 

identificó por cromatografía líquida una impureza en el extracto de lipasas de 

germen de trigo. Descubrieron una proteína elongada de aproximadamente 26 

kDa, responsable de la aglutinación, con especificidad hacia la N-Acetil-

glucosamina (GlcNAc) (Burger y Goldberg, 1967). 

 A partir de los años setentas, se estudió arduamente la AGT. Se 

investigaron sus características fisicoquímicas, se cristalizó y se realizaron 

pruebas para buscar su función biológica, así como su potencial uso clínico y 

biomédico (Wrigth, 1974; Nagata y Burger, 1974; Privat et al., 1974)  

 

CARACTERÍSTICAS Y ESTRUCTURA DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE 

TRIGO. 

 

 La AGT se purifica mayoritariamente del embrión de la semilla, aunque 

también está presente con menor abundancia en el tallo y la raíz de la planta 

(Miller y Bowles, 1982). También se ha expresado de manera recombinante en 

Saccharomyces cerevisiae (Nagahora et al., 1992). 

Hasta ahora se han caracterizado tres variedades de AGT, nombradas 

como isoformas 1, 2 y 3. La identidad entre estas tres isolectinas es del 95-97%. 

Las diferencias en secuencia se encuentran en las posiciones 9, 53, 56, 59, 66, 

93, 109, 119, 123 y 171 (Wright et al., 1984, 1986; Wright, 1981).  
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 En estudios tempranos, se determinó el peso molecular de esta lectina por 

sedimentación. En una solución de pH neutro, se observó que la proteína tiene un 

masa molecular de 35,000 ± 1,000 Da (Nagata y Burger, 1974), mientras que en 

0.05 N de HCl (pH 1.3) la masa es de 17,000 ± 1000. A la AGT se le ha  

caracterizado conformacionalmente con diversas técnicas espectroscópicas. Se 

ha reportado que en valores de pH de 3.5 a 9, se obtienen espectros de 

fluorescencia muy semejantes entre ellos, indicando que la proteína es estable en 

todo ese intervalo de pH. La longitud de onda máxima para todos los pH se 

reporta alrededor de 348 nm (Privat et al., 1974). Por otro lado, el espectro de 

dicroísmo circular se caracteriza por la presencia de un pico máximo alrededor de 

225 nm. Este pico “anómalo! en un principio fue atribuido a la presencia de los 

numerosos puentes disulfuro encontrados en la AGT. Sin embargo, ahora se sabe 

que resulta de las cuatro hélices  izquierdas que cada monómero posee en su 

conformación nativa (Rodríguez-Romero et al., 1989). 

Se han resuelto las estructuras tridimensionales de las tres isoformas de 

AGT mediante cristalografía de rayos X. Actualmente hay 13 estructuras 

depositadas en el Protein Data Bank de las cuales 8 pertenecen a la isoforma 1 

(Tabla 1). En todas estas estructuras, la AGT ha sido encontrada como un 

homodímero, tanto en presencia como en ausencia de su ligando (Wright, 1974; 

1977; 1980; 1984; 1987; 1989; 1990; 1992; 1993; Wright et al., 1974; 1984; 1986; 

1989; Muraki et al., 2002; Sinha et al., 2007; Schwefel, 2010).  
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TABLA 1. ESTRUCTURAS 3D DE LA AGT DISPONIBLES EN EL PDB 

PDB RESOLUCIÓN 

(Å) 

AUTOR AÑO ISOFORMA 

2X3T 2.75 Schwefel et al. 2010 1 

2X52 1.7 Schwefel et al. 2010 3 

2UVO 1.4 Schwefel et al. 2008 1 

2UWG 1.6 Schwefel et al. 2007 1 

1K7T 2.4 Muraki et al. 2001 3 

1K7U 2.2 Muraki et al. 2001 3 

1K7V 2.2 Muraki et al. 2001 3 

1WGT 1.9 Harata et al. 1995 3 

2CWG 2.0 Wrigth y Jaeger 1993 1 

9WGA 1.8 Wrigth. 2009 1 y 2 

7WGA 2.2 Wrigth. 1990 1 

2WGC 2.2 Wrigth. 1990 1 y 2 

1WGC 2.2 Wrigth. 1990 1 

 

 

El monómero de AGT tiene 171 residuos aminoácidos y masa molecular de 

17.1 kDa. Cada subunidad consta de cuatro dominios (A, B, C y D), de 42-43 

residuos de aminoácidos, los cuales son muy parecidos a la heveína, es por eso 

que se le agrupa dentro de la familia de lectinas con dominio tipo heveína (Sinha 

et al., 2007; Espinosa et al., 2000; Wright, 1992). Cada dominio está formado por 

dos hebras  y una pequeña hélice  izquierda y está estabilizado por cuatro 

puentes disulfuro (figura. 1), dando un total de 16 puentes disulfuro por monómero 

y 32 por dímero. Como se muestra en la figura 2, los monómeros se asocian de 

forma antiparalela, originándose los contactos entre dominios A1-D2, B1-C2, C1-

B2 y D1-A2 (Wright y Kellog, 1996; Wright, 1987).  
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FIGURA 1. Dominio B de la AGT. Se muestra la hélice izquierda en azul y las dos hebras  en 
amarillo.El sitio de unión al carbohidrato está formado por un cúmulo de tres residuos aromáticos 
(Tyr). Generado a partir de  PDB 2UVO. 

 

 

 

 
FIGURA 2. Dímero de la Aglutinina de Germen de Trigo (PDB 2UVO). Se aprecian los cuatro 
dominios en cada monómero (A, púrpura; B, azul; C; verde; D ,amarillo). Se observa la forma de 
asociación homodimérica antiparalela, así como su unión al carbohidrato (naranja) entre dos 
dominios intercatenarios. 
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La AGT muestra un patrón estructural semejante al de algunas 

neurotoxinas de venenos de víbora, por lo que también se le ha agrupado en la 

familia con un motivo tipo toxina-aglutinina. En este tipo de proteínas está 

altamente conservado el número, conectividad y posición de sus puentes disulfuro, 

aunque los tamaños de las asas varían (Drenth et al., 1980). 

Cada uno de los cuatro dominios que constituyen el monómero tiene un 

sitio de unión a carbohidrato. Se ha visto que los aminoácidos que interactúan 

directamente con el carbohidrato son Ser, His, Asp, Glu, Tyr, Arg, Asn y Trp, 

aunque el dominio B carece de este último residuo aromático. El anillo aromático 

de una Tyr forma contactos hidrofóbicos con la cara hidrofóbica del carbohidrato, 

mientras que los otros residuos  proveen donadores y aceptores de puentes de 

hidrógeno que se enlazan con los grupos hidroxilo y N-acetilo del carbohidrato. 

Cada sitio de reconocimiento de carbohidratos está localizado en la interfase 

dimérica, conformado por tanto por dos dominios intercatenarios (Wright y Kellogg, 

1996). Los sitios están compuestos por dos regiones, una primaria, compuesta por 

los  tres residuos aromáticos y una Ser altamente conservados, provenientes de 

un dominio y otra región secundaria, no conservada, que consiste de uno o dos 

residuos polares que pertenecen al dominio de la otra subunidad.  

 

ESPECIFICIDAD DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO A 

CARBOHIDRATOS. 

 

 En los primeros estudios de unión a carbohidratos de la AGT, se observó su 

especificidad por la GlcNAc. También se sugirió que esta lectina podría tener dos 

sitios de unión a este carbohidrato, ubicados uno a cada extremo de la proteína, 

los cuales sirven como puentes de unión entre células durante el proceso de 

aglutinación (Nagata y Burger, 1974; 1972). Posteriormente, se vio que la AGT es 

específica a la quitina, es decir, por el polímero lineal 14 de GlcNAc. La 

afinidad de la AGT por el di y trisacárido de la GlcNAc es progresivamente mayor 

que por la del monosacárido. Las constantes de unión han sido determinadas 

mediante diversos métodos, reportándose valores que varían significativamente de 

un estudio a otro. La tabla 2 muestra algunos ejemplos de estos valores, 
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determinados usando diferentes técnicas. En cambio, la afinidad por el  

tetrasacárido u oligómeros más largos es similar a la del trisacárido, sugiriendo 

que el sitio de unión de la AGT está compuesto por tres subsitios. Posteriormente, 

se reportó que la AGT, además de reconocer oligosacáridos β(1-4) de la N-

acetilglucosamina, también reconoce otros carbohidratos como a la N–acetil–D–

glucosamina–β1,6-D-galactopiranosa (GlcNAcβ1,6Gal) y al ácido siálico (Muraki, 

2002).  

Solamente se había mostrado evidencia de que la AGT tiene la capacidad 

de unir cuatro moléculas de carbohidrato por dímero (Wrgiht y Kellog, 1996; 

Wright, 1992; Van Landschoot et al., 1977; Kronis, 1985; Bains et al, 1992). 

Actualmente existen evidencias de que los 8 sitios de unión pueden estar 

ocupados con el carbohidrato simultáneamente (Schwefel, 2010) 

 

TABLA 2. Comparación de las constantes de asociación de AGT-GlcNac obtenidas por 

distintos métodos a 

Método Fluorimetrí

a 

Diálisis 

al 

equilibrio 

Fluorimetría NMR Espectroscopia 

UV 

ITC 

Ligando Ka *10 -3 (M -1) 

GlcNac       1.3      0.7 0.2       0.4 

(GlcNac)2 13 20      4.5  10      5.0 

(GlcNac)3 22 83 20   12 

(GlcNac)4 66  23      12.1 

(GlcNac)5      19 

a Tomada de Bains et al., 1992.  

 

ALGUNAS APLICACIONES DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO  

 

 Desde el hallazgo de las lectinas y su alta especificidad a carbohidratos, 

estas proteínas han sido usadas en diversas investigaciones bioquímicas y 

biomédicas (García et al., 1995; Leick et al., 1997; Kilpatrick, 1999; Sharon y Lis, 

2004). 
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 En aplicaciones biomédicas ha sido muy estudiado el concepto de 

bioadhesión por lectinas, donde el objetivo es utilizar a estas proteínas para 

trasportar medicamentos (Pellegrina et al., 2005; Bies et al., 2004). La AGT, por 

ser unidora de GlcNAc, es de gran utilidad para estudiar células que poseen este 

carbohidrato en su superficie. En especial, se sabe que las células “enfermas” 

aumentan su contenido de este carbohidrato en su superficie. La AGT ha 

resultado ser una eficiente transportadora de fármacos. Se ha estudiado su 

capacidad acarreadora por varias rutas en mamíferos, pues tiene la capacidad de 

atravesar mucosa nasal, pulmones, los ojos y la barrera hematoencefálica (Mistry 

et al., 2009; Gao et al., 2007; Bies et al., 2004; Schaeffer et al., 1982). También es 

considerada buena portadora vía oral por sus propiedades de mucoadhesión, 

citoadhesión, citoinvasión y transitosis con entericitos. (Wood et al., 2008; Gabor 

et al., 2004). 

La AGT es capaz de inducir la apoptosis de células cancerígenas, 

provocándole a la célula pérdida de potencial transmembranal, disrupción de la 

membrana interna mitocondrial y pérdida de citocromo C, así como activación de 

la caspasa 9. Este es un patrón único descubierto para una lectinas, donde la AGT 

provoca apoptosis vía mitocondrial. Aunque el mecanismo molecular de este 

efecto sigue siendo desconocido (Gastman et al., 2005).  

Asimismo los estudios de la AGT han avanzado al estudiarse su efectividad 

contra enfermedades específicas como el asma, la diabetes, la celiasis, el herpes, 

el Parkinson, Alzheimer entre otras (Liu et al., 2011; Wood el al., 2006; Surti et al., 

2008; Isegawa et al., 2008; Sollid et al., 1986). 

Como se ha mencionado anteriormente, la AGT es un sistema comúnmente 

utilizado en múltiples pruebas de laboratorio, y se le ha visualizado como un 

prometedor acarreador de fármacos, dada su afinidad por células cancerígenas. A 

pesar de su significativa importancia como herramienta biotecnológica y 

biomédica, hasta el momento prácticamente no se sabe nada sobre la forma en 

que se ensambla esta lectina dimérica y cómo llega a la formación de sus sitios de 

unión intracatenarios, por lo que en el presente estudio se planteó la 

caracterización detallada de su plegamiento y auto-asociación mediante técnicas 

espectroscópicas y calorimétricas que se explican brevemente a continuación. 
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MÉTODOS CALORIMÉTRICOS. 

 Para obtener una descripción termodinámica completa del equilibrio de 

desnaturalización de una proteína se utiliza la calorimetría diferencial de barrido de 

alta sensibilidad (DSC) (Sánchez-Ruiz, 1995). El método calorimétrico es el único 

que no necesita suponer a priori los mecanismos de estos procesos (Privalov, 

1979). Está técnica proporciona el método más eficiente  para la determinación de 

valores de G correspondientes al desplegamiento de proteínas 

 Los estudios de DSC sobre la desnaturalización térmica de proteínas han 

jugado un papel fundamental en el desarrollo de los actuales puntos de vista 

acerca de los factores que determinan la estabilidad de las proteínas (Freire et al., 

1990; Sánchez-Ruiz, 1995). 

 Mediante un experimento de DSC, es posible obtener la capacidad 

calorífica (Cp) de una disolución de proteína en función de su temperatura. El perfil 

de Cp frente a la temperatura (termograma) suele mostrar un pico o transición 

correspondiente al desplegamiento de la proteína, a partir del cual los parámetros 

energéticos básicos del proceso de desnaturalización (temperatura de 

desnaturalización, H y Cp)  pueden obtenerse en forma directa. 

 El análisis de esta dependencia nos dará una caracterización 

termodinámica completa de la transición que ha tenido lugar por efecto de la 

temperatura (G, H, S y Cp). En un termograma típico de DSC, la transición se 

manifiesta por un pico que corresponde a un proceso endotérmico. En general, los 

experimentos de DSC analizados nos dan información a cerca de la capacidad 

calorífica absoluta de una molécula, así como el conjunto de parámetros 

termodinámicos (cambio de entalpía H, cambio de entropía S y cambio en la 

capacidad calorífica Cp) asociados a la transición inducida por la temperatura 

(Freire et al., 1990; Sánchez-Ruiz, 1995). 

 

pH 2 

pH 2.5 

pH 3 
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 Un microcalorímetro de DSC consiste básicamente en dos celdas idénticas, 

una de referencia y otra de muestra. Al comenzar un barrido se suministra a las 

resistencias eléctricas, que se encuentran asociadas íntimamente a la superficie 

de cada celda, la misma intensidad de corriente cuyo valor está fijado por la 

velocidad de barrido seleccionada. Para medir la diferencia en capacidad calorífica 

de las celdas se utiliza el modo de compensación, de manera que cuando se 

produce algún efecto térmico (desnaturalización de una proteína…), la termopila, 

que se encuentra en contacto con las celdas, detecta una diferencia de 

temperatura entre éstas y suministra una señal eléctrica proporcional que va a 

servir  para incrementar mediante un sistema regulador, la potencia recibida por la 

celda de menor temperatura. La diferencia de temperatura entre la celda de 

muestra y de referencia se mantiene de esta manera igual a cero por un 

mecanismo de retroalimentación, a medida que la temperatura aumenta o 

disminuye a velocidad de barrido constante. La diferencia de potencia que 

necesita ser aplicada a la celda de muestra para mantener T igual a cero es 

seguida continuamente en función de la temperatura (figura 3). Esta potencia 

eléctrica diferencial (generalmente dada en µW/s, µJ/s o en µcal/s) es 

directamente proporcional a la diferencia de capacidad calorífica entre ambas 

celdas (µJ/grado o µcal/deg) y constituye la magnitud fundamental medida en este 

instrumento. La adiabaticidad del sistema se consigue rodeando ambas celdas de 

corazas concéntricas que las separan del medio. La temperatura de estas corazas 

se controla a través de termosensores y efectores apropiados para que en todo 

momento la temperatura de las celdas este igual (figura 3). El VP-DSC opera en 

un intervalo de temperaturas que van desde -10 hasta 120 ºC, usando un 

mecanismo Peltier, de manera que no se requieren mecanismos externos de 

calentamiento o enfriamiento. Las velocidades de barrido pueden ser 

seleccionadas por el usuario del rango de 0 a 1.5 K/min. Tiene un sistema 

mecánico de presurización que alcanza 2 atmósferas (Plotnikov, 1997). 
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Figura 3 Esquema del microcalorímetro diferencial de barrido. Donde 1y 2. Celdas de referencia. 

3y 4. resistencias eléctricas. 5. Suministro de poder. 6. Computadora. 7 y 8 Sensor para medir T1. 

9. Coraza térmica. 10. Sensor para medir T2. 

 

 

 

 La calorimetría de dilución isotérmica (IDC, por sus siglas en inglés) es una 

técnica que permite estudiar el calor de interacción entre dos moléculas idénticas. 

En este caso, cuando las dos moléculas se disocian, se puede absorber o generar 

calor. La medición de este calor permite una determinación precisa de la constante 

de disociación-asociación (Kd o Ka) entre las moléculas. 

Para realizar los experimentos de IDC, se utilizó un microcalorímetro de 

titulación isotérmica VP-ITC equipo (MicroCal®) (Isothermal Titration Calorimetry) 

(figura 4). 

 Un instrumento de ITC consiste en dos celdas idénticas rodeadas por una 

cubierta adiabática (figura 4). Los termopares que rodean a las celdas detectan 
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diferencias de temperatura entre las dos celdas y entre las celdas y la chaqueta. 

Los calentadores localizados en ambas celdas y en la chaqueta son activados 

cuando es necesario mantener temperaturas idénticas entre todos los 

componentes (Pierce, et al, 1999). 

 

 

Figura 4. Esquema del calorímetro de titulación isotérmica. 

 

 

 

MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS. 

 

El dicroísmo circular es uno de los métodos más adecuados para detectar 

cambios conformacionales en una proteína en disolución, debido a que son 

moléculas asimétricas que interactúan de distinta manera con la luz circularmente 

polarizada derecha e izquierda (Mohammed y Woody, 1985). 

 Los espectros de dicroísmo en la región del ultravioleta lejano, se deben 

principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoácidos 

entre sí. La asimetría de estos cromóforos se debe al arreglo espacial de la 

cadena principal de la proteína, por lo cual, las señales de dicroísmo circular se 

pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria presentes, 
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es decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformación 

estructural (hélices-, hojas-, giros y otros tipos estructurales) (Manalavan y 

Johnson, 1983). 

Para detectar la estructura secundaria de una proteína, se toma el espectro 

de CD en el ultravioleta (UV) lejano, que es por debajo de la longitud de onda de 

luz ultravioleta desde 250 hasta 190 nm. El espectro de una estructura de -hélice 

presenta dos mínimos, uno alrededor de 222 y de 208 nm. La intensidad de las 

bandas da una idea del contenido de estructura que tiene la proteína. La 

estructura  sólo presenta un pico negativo alrededor de 210 nm. (Manalavan y 

Johnson, 1983). 

La dispersión de luz dinámica (DLS), es una técnica que a través de la 

dispersión de luz mide el tamaño hidrodinámico de proteínas y nanopartículas, 

para así proporcionar la caracterización del tamaño y el peso molecular de las 

partículas en solución. 

La fluorescencia intrínseca de proteínas se usa comúnmente para detectar 

y seguir cambios conformacionales a través de cambios en el ambiente de los 

fluoróforos.  
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HIPÓTESIS. 

 

A través de la caracterización calorimétrica y espectroscópica de los 

procesos de desplegamiento y disociación de la aglutina de germen de trigo, será 

posible inferir las bases moleculares que dictan la estabilidad de esta lectina con 

sitios de unión ubicados en la intercara del homodímero, información que permitirá 

derivar conocimiento nuevo sobre su mecanismo de acción. 

 

OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar el ensamblaje de la AGT determinando la energética del 

plegamiento de las subunidades y su asociación para llegar al estado dimérico 

funcional. 

 

OBJETIVOS PARTÍCULARES 

1. Definir las condiciones de pH en donde la desnaturalización térmica de la AGT 

sea reversible. 

2. Caracterizar el patrón de desplegamiento térmico al equilibrio de la AGT. 

3. Encontrar las condiciones experimentales que permitan caracterizar la 

disociación del dímero de AGT, y caracterizar el proceso mediante calorimetría de 

dilución isotérmica. 

4. Obtener los parámetros termodinámicos globales de estabilidad de la 

conformación dimérica funcional de la AGT. 

 



 25 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La aglutinina de germen de trigo se obtuvo de Sigma Chemical Co (L9640). 

Esta proteína viene en mezcla de tres isoformas. Se utilizó la isoforma 1, ya que 

es la más abundante. Se separó con una columna de intercambio catiónico Mono 

S HR 16/10, conectada a un sistema de HPLC o FPLC. Se equilibró la columna 

con un amortiguador de ácido fórmico 0.02M,  pH 4. La separación de la matriz se 

realizó con un gradiente lineal de 0 a 40% de LiCl 0.75M, con un flujo de 1 ml/min. 

Las fracciones purificadas de la isoforma 1 fueron equilibradas en 

amortiguador y concentradas en un Amicon Ultra 10 K (cutoff 10 kD, PM10). 

 La concentración de la AGT se determinó leyendo su absorbancia a 280 nm 

en un espectrofotómetro ultrospec 3000 de Pharmacia Biotech, usando un 

coeficiente de extinción A280nm = 1.27 mg-1cm2. La masa molecular del monómero 

es de 17.1 kDa. (Muraki et al., 2002). 

 

 

CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC) 

 La muestra de proteína para el experimento calorimétrico se preparó de 

manera muy cuidadosa. La concentración de la AGT debe estar determinada de 

manera precisa, ya que un error en la concentración se vería reflejado en la 

medida de los parámetros termodinámicos que se derivan del termograma. 

Se realizaron mediciones del desplegamiento térmico de la AGT mediante 

el equipo antes descrito. Se usaron varios amortiguadores (tabla 3) en el intervalo 

de temperatura de 10 a 115 °C a velocidades de barrido de 60 y 90 ºC/min. 

Mediciones adicionales fueron realizadas en presencia de guanidina-HCl con 

diferentes concentraciones. Las disoluciones con las que se llenaron las celdas del 

calorímetro son previamente equilibradas con la solución amortiguadora, filtradas y 

desgasificadas al vacío. Para asegurar un fácil y adecuado llenado de las celdas, 

se prepararon 1.5 mL de muestra de proteína. 
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Idealmente, si las dos celdas del calorímetro fuesen idénticas, bastaría un 

solo barrido para determinar la diferencia de capacidad calorífica entre las 

soluciones de muestra y de referencia. Sin embargo, dado que no son iguales, es 

necesario registrar la señal con solución amortiguadora en ambas celdas, para 

lograr una historia térmica constante de las celdas. Después esta línea base se le 

restará al perfil proteína-amortiguador. 

 

Tabla 3. Amortiguadores empleados con la 

AGT 

AMORTIGUADOR pH 

H2SO4-Na2SO4 50 mM 1.3 

Glicina-HCl 50 mM 2 a 3.5 

Acetatos 50 mM 4 a 5 

Fosfatos 50 mM 6 a 7 

TRIS 8.5 

 

Los termogramas obtenidos se importan al programa MicroCal Origin para 

DSC 7. Se les resta la línea base y se normalizan los datos por concentración. 

 El ajuste de los parámetros de desplegamiento para las transiciones 

calorimétricas se realizó con los modelos del mismo programa (MicroCal Origin 

para DSC 7), con el modelo de transiciones independientes y de transiciones 

secuenciales. 

 Los parámetros obtenidos fueron: Tm, que se define como la temperatura a 

la cual ocurre la mitad de la transición y el ΔHU, que es el cambio total de entalpía 

debido al proceso de desnaturalización, que se calcula directamente del perfil de 

DSC como el área bajo la curva. 

 La entalpía de van´t Hoff (HvH), fue calculada desde las trazas 

calorimétricas, de acuerdo a: 

cal

vH
H

Cexc
RTH


 2

1

2
14                                                     (1) 
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 Donde R es la constante de los gases, T1/2 es la transición media de 

temperatura, Cexc1/2 es el exceso de capacidad calorífica a está temperatura y 

Hcal es la entalpía calorimétrica. 

 

CALORIMETRÍA DE DILUCIÓN ISOTÉRMICA (IDC). 

 

  Se ensayó la disociación de la AGT con IDC, para obtener su constante de 

asociación Ka  Se concentró la proteína para obtener un concentrado de proteína 

entre 0.7 y 1.2 mM, mismo que se colocó en la jeringa del equipo. Se calibró el 

equipo con el mismo amortiguador del ensayo, hasta tener una línea base 

constante. La proteína en la jeringa se fue inyectando en cantidades de 10 μl con 

intervalos de 400 segundos. La curva resultante se ajustó con un modelo de 

disociación simple (Bello, et al. 2011), el cual programamos en ORIGIN, para 

obtener la constante y la entalpía de disociación del dímero mediante el calor 

medido en la adición de la inyección ith  de un volumen dVi  en la celda del 

calorímetro: 

 

      
dil

i

iidiscisyrdisci q
dV

VPPHdVPHq 










2

01222                                        (2) 

 

Donde Hdisc es la entalpía de disociación del dímero, [P] y [P2] son las 

concentraciones molares de monómero y dímero respectivamente y qdil es el calor 

de dilución de la proteína. La concentración de dímero en la celda de reacción [P2]i 

y en la jeringa [P2]syr , están relacionadas a la concentración de monómero 

equivalente, [PT] , a través de la constante de disociación: 

 

         
2

2
1

2
2

1

2 22 PPKPPP discT                                                                          (3) 

 

 Donde Kdisc es la constante de equilibrio de disociación. Hdisc y Kdisc fueron 

determinadas a través de una regresión no lineal obtenida con las ecuaciones 2 y 3. 
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DICROISMO CIRCULAR (CD). 

  

La desnaturalización/renaturalización de la AGT se siguió por dicroísmo 

circular en distintos amortiguadores modificando su pH, como se muestra en la 

tabla 3. Los espectros de dicroísmo circular en el ultravioleta lejano se hicieron por 

triplicado, con una concentración de 0.02 mM de proteína (300 μg/ml). Se hizo un 

barrido desde 250 hasta 200 nm, en una celda de cuarzo de 0.2 cm de paso de 

luz, en los distintos valores de pH a 25°C.  

Para seguir la desnaturalización por temperatura, se tomó el punto de 

máxima señal del espectro (225 nm) y se realizó un barrido variando la 

temperatura entre 25 y 100°C, aumentando 1 °C por minuto. Al llegar a 90°C se 

hizo nuevamente la medición del espectro de 250 a 200 nm. Finalmente, la 

muestra fue enfriada también a una velocidad de 1 °C por minuto, y se le tomó el 

espectro nuevamente a 25 °C.  

Para todas las mediciones se usó un espectropolarímetro de dicroísmo 

circular JASCO J-720, acoplado a un peltiere termoeléctrico con control de 

temperatura.  

 

DISPERSIÓN DE LUZ DINÁMICA (DLS). 

 

 Se llevaron a cabo experimentos de dispersión de luz dinámica (DLS, por 

sus siglas en inglés) para determinar los radios hidrodinámicos de la AGT con un 

equipo Zetasizer Nano-S de Malvern Instruments en una celda de 45 μl. Se 

midieron concentraciones distintas de proteína: 2, 4 y 7.7 mg/mL, en el respectivo 

amortiguador (ver Tabla 3). Con pH de 3, 4 y 5, se midió la AGT a una 

concentración de 1 mg/ml. Se desnaturalizaron 2 mg/mL de la proteína en 

hidrocloruro de guanidina 6 M y DTT 10 mM a pH 2, para determinar su diámetro. 

También se obtuvo el diámetro de la AGT en presencia de N-acetilglucosamina 5 

mM a pH de 2. 
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FLUORESCENCIA (F). 

 

 Se hicieron ensayos de fluorescencia de la AGT, con una exc 290 nm, 

correspondiente a la excitación de residuos de triptófano, y se midió la emisión en 

el intervalo de 300 a 480 nm. Se usó una concentración de proteína de 50 µg/ml 

en pH de 2, 3, 4 y 5 (tabla 3).  

 

CAMBIOS EN EL ÁREA SUPERFICIAL ACCESIBLE AL SOLVENTE Y 

ESTIMACIÓN DE EL CAMBIO EN LA CAPACIDAD CALORÍFICA. 

  

 Los cálculos de área superficial fueron llevados a cabo con el programa 

NACCESS (S.J. Hubbard, J.M. Thornton, NACCESS. Computer program, 

Department of Biochemistry and Molecular Biology, University College, London, 

1993), usando un radio de prueba de 1.4 Å y un ancho de rodaja de 0.1 Å. Las 

coordenadas atómicas del dímero de AGT fueron tomadas del pdb 2UVO. Las 

coordenadas atómicas de las subunidades libres de la AGT fueron generadas 

borrando una de las subunidades del mismo pdb, asumiendo una asociación tipo 

cuerpo rígido. Los cambios en el área superficial accesible al solvente (ΔA) fueron 

estimados entre la diferencia del dímero y las dos subunidades libres. Los cambios 

de área polar (ΔAp) y apolar (ΔAap), fueron obtenidos a partir del cambio en áreas 

accesibles de los átomos de nitrogeno/oxygeno y carbono/azufre respectivamente. 

Los cálculos estructurales de la capacidad calorífica de dimerización fueron 

generados usando el modelo empírico: 

 

ΔCp = 0.45(±0.03) ΔAp – 0.26(±0.02) ΔAap                                                            (4) 

 

Donde el coeficiente proporcional en cal mol-1 K-1 Å-2 fue obtenido desde los datos 

de dilución de dipeptidos ciclicos (Murphy y Freire, 1992) 
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RESULTADOS 

 

 Para trabajar con la lectina, primero se hizo La separación de las tres 

isoformas de la aglutinina de germen de trigo (AGT) se realizó mediante 

cromatografía líquida de intercambio catiónico (ver materiales y métodos). Todos 

los estudios fueron realizados con la isoforma 1, que es la más abundante de las 

tres (figura 5). 

 

 
Figura 5. Perfil de elución de la AGT. Fue aplicada a una columna de intercambio catiónico Mono 
S HR 16/10 y eluida con  Los tres picos del perfil cromatográfico corresponden a las tres isoformas, 
1, 2 y 3 respectivamente. 

 

 Como primer paso en este trabajo, se probó la estabilidad estructural de la 

proteína (AGT) a diferentes valores de pH. El objetivo fue establecer el intervalo 

de pH en que la forma nativa de la proteína es estable, así como las condiciones 

en las que fuera posible estudiar el proceso de desplegamiento de manera 

reversible. Se probaron valores de pH de 1.3, 2, 3, 4, 5, 6 y 8.5 (tabla 3), usando 

amortiguadores de pKa pertinente para disolver la proteína. Se compararon los 

espectros de dicroísmo circular en el ultravioleta lejano (CD). El espectro de CD de 

1 

3 

2 
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AGT consiste básicamente de dos bandas, una positiva centrada alrededor de los 

225 nm, y otra negativa, que aparece por debajo de 210 nm. Este patrón espectral 

es característico de proteínas constituidas exclusivamente por dominios tipo 

heveína (Rodríguez-Romero et al., 1989). Como se pueda observar en la figura 6, 

la banda positiva permanece prácticamente sin variación en todo el intervalo de 

pH estudiado, en tanto que la banda negativa muestra un claro incremento 

conforme se disminuye el pH. 
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Figura 6. Espectros de CD de AGT en el ultravioleta lejano, en diferentes pH  usando una 

concentración de proteína de 6 M. 

 

Posteriormente, se estudió la desnaturalización térmica de la AGT, para lo 

cual se varió la temperatura desde 20 ºC hasta 100ºC, siguiendo la transición por 

CD a 225 nm, a una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Al aumentar la 

temperatura, se observó una leve baja de señal hasta llegar a 70ºC, donde la 

señal cae abruptamente, pero sin llegarse a verse el fin de la transición (figura 7A). 

Se tomó el espectro con la proteína nativa a 25 ºC, después del barrido de térmico 

hasta 90 ºC, se tomó un espectro a alta temperatura, posteriormente se regresó la 

proteína paulatinamente a 25ºC. El espectro a 90ºC muestra la pérdida total del 
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pico a 225 nm (Figura 7B). Entre pH 1.3 y 4, el proceso térmico de desplegamiento 

resultó reversible, a juzgar por una completa recuperación de la señal de CD en 

una muestra previamente sometida a un ciclo de calentamiento-enfriamiento 

(figura 7C). En contraste, a pH 5 la reversibilidad decreció a 60% y arriba de pH 6 

la recuperación de la señal fue casi nula, debido a una marcada tendencia de 

agregación de la proteína (figura 7D). 
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Figura 7. Espectros y barridos de AGT obtenidos con CD. (A) Barrido de temperatura de 30 a 90 
°C, de la AGT a pH 2 en 225 nm. (B) Espectro de CD de la AGT a pH 2 en el ultravioleta lejano a 
90 °C. (C) Espectros de DC a pH 2, en círculos la proteína nativa y en triángulos la renaturalizada. 
(D) DC de AGT en el UV lejano a pH 6, en círculos la nativa y triángulos la renaturalizada. 
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La figura 8 muestra endotermas de desplegamiento térmico obtenidas 

mediante calorimetría diferencial de barrido (DSC), en el intervalo de pH de 2 a 7. 

Al igual que lo observado con DC, entre pH 2 y 4, el desplegamiento térmico 

resultó altamente reversible, a juzgar por la recuperación de al menos 90% de 

señal endotérmica (ver materiales y métodos), en tanto que la reversibilidad 

disminuyó drásticamente en tanto se aumentaba aun más el pH de la solución.  

 

Figura 8. Perfiles calorimétricos de la perturbación térmica de AGT en función del pH. Todas los 
endotermas fueron obtenidos usando una concentración de 0.09 mM, excepto a pH 2.5 (B), dónde 
hay una concentración de 0.22 mM. Se uso una velocidad de calentamiento de 1 °C/mínuto en 
todos los endotermas. Por debajo de pH 4 hay reversibilidad de la proteína (A, B, C). La 
reversibilidad va decreciendo en pH 4 y 5 (D y E) y a pH 7 (F) se hace nula. 
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 A pH 2, se observa un solo pico en el traza calorimétrica (figura 8A), el cual 

resultó ser independiente de la concentración de proteína (figura 9A), lo cual 

concuerda con estudios previos de sedimentación que indican que a ese pH la 

AGT es predominantemente monomérica (Chavelas et al., 2004; Nagata y Burger, 

1974; Rice y Etzler, 1974). Por otro lado, al monitorease el desplegamiento 

térmico de la AGT a pH 2 mediante DC a 225 nm, tampoco se observó 

dependencia con la concentración de proteína (figura 10), lo cual concuerda con 

los resultados de DSC.Conforme el pH se aumentó, fue apareciendo otro pico 

endotérmico a bajas temperaturas (figura 8B-F). Este pico (entre 40 y 65°C) 

resultó dependiente de la concentración de proteína (figura 9B), por lo tanto, 

corresponde a la disociación del dímero. A pH 2.5, el uso de baja concentración de 

proteína (por ejemplo, 0.09 mM) produjo un solo pico, similar al obtenido a pH 2, 

mientras que a mayor concentración (por ejemplo, 0.22 mM), se observa el 

segundo pico a baja temperatura (figura 8B). 

 

 
 

Figura 9. Perfiles calorimétricos de la perturbación térmica de la AGT en función de la 
concentración de proteína (A) pH 2 y (B) pH 3, en glicina-HCl 50 mM. 
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Figura 10. Barridos térmicos CD vs concentración proteína. AGT a pH 2 en 225 nm con diferentes 

concentraciones de proteína (6 M y 54 M).  

 

DESPLEGAMIENTO DE LA AGT MONOMÉRICA 

 

 El pico del termograma obtenido a pH 2 por DSC, es mas ancho que el de 

los otros pH ensayados y se extiende sobre un intervalo amplio de temperatura, lo 

que sugiere la presencia de intermediarios estables durante el proceso de 

desplegamiento de la AGT monomérica (HvH/Hcal = 0.3). Un análisis de 

deconvolución del pico nos reveló que puede ser ajustado satisfactoriamente por 

un modelo de tres transiciones independientes de dos estados. En contraste, 

modelos del mismo programa (ver materiales y métodos) con cualquier otro 

número de transiciones que tienen un pobre ajuste o no convergen (figura 11).  
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Figura 11. Análisis de deconvolución de los endotermas de AGT (0.09 mM) a pH 2. En el inserto 
del panel A, se muestra un ajuste con dos transiciones independientes. 

 

 

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los parámetros 

de desplegamiento entre los modelos de transiciones secuenciales e 

independientes (tabla 4). Este resultado es convincente por el hecho de que los 

tres valores de Tmi tienen una separación significativa entre ellos, lo cual implica el 

carácter independiente de cada dominio para su desplegamiento como evento 

independiente. En la tabla 5 se muestran los resultados de los parámetros 

obtenidos basados en un mecanismo de transiciones independientes. 
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Tabla 4. Comparación de los parámetros de desplegamiento para las transiciones 
secuenciales e independientes del monómero de AGT a pH 2. 

 1 2 3 

Transiciones 
independientes 

  

Tmi (°C) 68.0 ± 0.7 79.0 ± 0.6 91.1 ± 0.4 

ΔHUi (kcal/mol) 31 ± 2 43 ± 3 42 ± 1 

Transiciones secuenciales   

Tmi (°C) 66.3 ± 0.1 79.6 ± 0.1 92.5 ± 0.1 

ΔHUi (kcal/mol) 34 ± 2 44 ± 2 43 ± 1 

 

 

Tabla 5. Parámetros de desplegamiento para las transiciones calorimétricas del 
monómero de AGT a pH 2 y distintas concentraciones de GndHCl. 

  Transiciones  

 1 2 3 

  0 M GndHCl  

Tmi (°C) 68.0 ± 0.7 79.0 ± 0.6 91.1 ± 0.4 

ΔHUi (kcal/mol) 31 ± 2 43 ± 3 42 ± 1 

  1.5 M GndHCl  

Tmi (°C) 55.2 ± 0.2 69.4 ± 0.1 86..0 ± 0.3 

ΔHUi (kcal/mol) 29 ± 1 40 ± 2 39 ± 1 

  2 M GndHCl  

Tmi (°C) 52.6 ± 0.5 67.9 ± 0.3 81.9 ± 0.3 

ΔHUi (kcal/mol) 28 ± 1 38 ± 1 36 ± 1 

 

 

El haberse obtenido sólo tres transiciones calorimétricas, en lugar de 

cuatro, teniendo en cuenta que la AGT es de cuatro dominios, puede ser explicado 

basándonos en escenarios moleculares diferentes. Una posibilidad es que a pH 2, 

un dominio de los cuatro sea muy estable, y que por lo tanto no se alcanza su 
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desplegamiento a las temperaturas más altas alcanzadas por el calorímetro. Para 

verificar está posibilidad, se hicieron escaneos térmicos en presencia de 

guanidina. Los análisis de los endotermas son muy similares a los realizados con 

la proteína en ausencia del agente caotrópico (figura 8), aunque con los valores 

correspondientes de Tm and ΔHU significativamente mas bajos para las tres 

transiciones (tabla 5). No hay ninguna evidencia de cuatro transiciones. 
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Figura 12. Análisis de deconvolución de las endotermas de AGT con guanidina 2 M, con una 
concentración de proteína de 0.09 mM a pH 2. 

 

 

Otro escenario es que en condiciones muy ácidas, un dominio se vuelve 

inestable, pero el contacto con otro dominio es suficiente para conservarlo 

plegado. En este escenario de acoplamiento dominio-dominio, una transición 

debería exhibir un valor de entalpía que fuera la suma de los dos dominios 

acoplados, resultando mucho más alto que las otras dos transiciones. Al usar los 

valores de Cp experimentales reportados para heveína (= 0.56 kcal mol-1 K-1) 

(Hernández-Arana et al., 1995), las entalpías de desplegamiento a 79 °C (Tm para 

la transición 2) nos dan 37.2 y 35.2 kcal mol-1 para las transiciones 1 y 3 
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respectivamente. Estos dos valores son comparables a los de la transición 2 (HU1 

 HU3  0.85HU2). Además, los parámetros de desplegamiento de cada una de 

las tres transiciones calorimétricas son comparables a las reportadas para la 

heveína monomérica en condiciones ácidas muy similares (Tm = 74 °C, HU = 29 

kcal mol-1, pH = 2.1 (Hernández-Arana et al., 1995). Por lo que, sería de esperarse 

que el acoplamiento entre dominios fuera afectado diferencialmente por el agente 

caotrópico, por lo que el efecto de este último debería conducir a la pérdida del 

acoplamiento. En contraste, como puede ser observado en la Figura 13, tanto HU 

y Tm para cada transición muestran una dependencia linear en diferentes 

concentraciones de guanidina. En suma, en los datos no encontramos evidencia 

alguna de que dos dominios tipo heveína de la AGT tengan un desplegamiento 

cooperativo. 
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Figura 13. Entalpías de desplegamiento (A) y temperaturas máximas del pico (B) en función de la 
concentración de guanidina para cada una de las transiciones mostradas por el monómero de la 
AGT a pH 2 (Tabla 5). 

 

Un tercer escenario para explicar la existencia de solo tres transiciones de 

desplegamiento, es que uno de los dominios es inestable y está desplegado a pH 

2. La figura 14 nos muestra los espectros de fluorescencia de AGT en distintos 

valores de pH. A pesar de que la proteína dimeriza arriba de pH 2, el espectro se 

obtuvo con baja concentración de proteína (3 M), así es que sólo una pequeña 

fracción de monómeros forman dímeros a pH 4 y 5 (alrededor de 6%, ver más 
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adelante). La intensidad de fluorescencia del monómero a pH 2 es notoriamente 

más baja comparada con la mostrada a pH 4 y 5. Si bien la diferencia entre los 

espectros de fluorescencia pudiera indicar estados conformacionales distintos de 

la proteína en función del pH, esta diferencia también podría deberse a cambios 

simples inducidos por el solvente, por ejemplo, al cambio en el estado de 

protonación de algún grupo ionizable cercano a un residuo de triptófano. No 

obstante, en este punto es conveniente mencionar un estudio de la AGT donde fue 

químicamente tratada CNBr (Balasubramaniam et al., 1991). Este tratamiento 

provocó un corte en la cadena polipeptídica en la Met26, es decir, justo en la parte 

media del dominio A. Esta especie de AGT resultó ser monomérica a pH neutral y 

mostró un decremento del 30% de la intensidad en el espectro de fluorescencia. El 

monómero a pH 2 mostró un efecto similar al descrito anteriormente incubado en 

CNBr con un dominio roto. La AGT tiene tres residuos Trp por subunidad, en las 

posiciones 41, 107 y 150, pertenecientes a los dominios A, C y D, 

respectivamente. De esta manera, el apagamiento observado en la proteína nativa 

a pH 2 está asociado también con un cambio conformacional en uno de los tres 

dominios que tienen Trp.  
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de la AGT (exc = 290 nm), con diferentes valores de pH y 

25  ºC, obtenidos usando una concentración de proteína de 3 M.  

 

 

 

La conclusión anterior fue respaldada con resultados del radio 

hidrodinámico de la AGT, obtenidos con DLS (figura 15), donde observamos que 

el monómero en pH ácido está un poco expandido, mostrando un peso molecular 

aparente de 22 ± 2 kDa (lo esperado es 17.1 kDa), mientras que el valor para el 

dímero en pH menos ácido nos da en promedio 33.7 kDa.  
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Figura 15. Radio hidrodinámico y aparente peso molecular de la AGT determinados por DLS, 

usando una concentración de proteína de 410 M 

 

 

 

Por otro lado, en el espectro de dicroísmo circular notamos una pequeña 

variación en la banda negativa alrededor de los 205 nm (figura 16), muy similar a 

la observada en la AGT con el dominio A roto (Balasubramaniam et al., 1991). 

Asimismo, en la figura 16 se puede observar que esta variación se hace más 

pronunciada en pH 1.3, confirmando que es un factor característico de la forma 

monomérica en pH ácido de la AGT.  
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Figura 16. Espectros de DC en el UV lejano de la AGT en función del pH y 25 ºC, obtenidos 

usando una concentración de proteína de 18 M.  

 

 

 

En resumen, la consideración simultánea de los datos espectroscópicos y 

calorimétricos nos sugiere que la AGT en pH ácido presenta un dominio 

parcialmente desplegado que preserva contenido nativo de estructura secundaria 

pero estructura terciaria perturbada. Además, este rearreglo estructural es 

totalmente reversible, ya que al cambiar de pH una muestra de proteína 

previamente incubada a pH 2, alcanza de nuevo la misma intensidad de 

fluorescencia vista en la figura 14 para pH 4 y 5. 
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DESPLEGAMIENTO Y DISOCIACIÓN DEL DÍMERO DE AGT. 

 

Como se indicó, las mediciones de DSC a pH > 2 revelan la presencia de 

un pico endotérmico que involucra la disociación del dímero. La Figura 17 muestra 

que la temperatura del máximo del pico de disociación (Tp,dis) incrementa 

notoriamente conforme se incrementa el pH. Es decir, el dímero se estabiliza 

conforme el pH se mueve hacia el punto isoeléctrico de la proteína (pI = 7.3), 

aunque pareciera que entre pH 5 y 7 la estabilidad se mantiene constante. En 

contraste, la temperatura del máximo para el pico de desplegamiento del 

monómero (Tp,U) varía sólo ligeramente a pH  4, mientras que se mueve 

claramente a mayor temperatura al aumentar el pH, con un incremento 

significativo en el área bajo la curva de los termogramas de DSC (figura 8 B-F). No 

obstante, a pH neutral el pico cae abruptamente a mayor temperatura debido al 

efecto exotérmico que acompaña la precipitación irreversible de la proteína (figura 

8 E-F). 

 
gura 17. Temperatura del máximo del pico de disociación (símbolos sólidos) y del pico del 
desplegamiento del monómero (símbolos abiertos) de la AGT en función del pH, determinados por 
DSC.  
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Para cuantificar con precisión la energética de dimerización de la AGT, se 

llevaron a cabo mediciones de calorimetría de dilución isotérmica (IDC) en función 

de la temperatura y pH. Pequeñas alícuotas de una solución altamente 

concentrada de proteína fueron añadidas secuencialmente a la celda del 

calorímetro cargada con solución amortiguadora. Las señales de calor registradas 

son proporcionales a la entalpía de disociación y al número de moles de dímero 

que son disociadas en la dilución, lo cual a su vez depende de la constante de 

disociación y de la concentración total de proteína en la jeringa y en la celda de 

reacción (ecuaciones 2 y 3 en materiales y métodos). Como puede ser observado 

en la figura 18, los datos calorimétricos se describen satisfactoriamente usando un 

modelo simple de disociación de dímero, el cual incluye el calor de dilución de la 

proteína como parámetro ajustable. En la tabla 6A, se muestran los resultados de 

las determinaciones de IDC a pH 3 con diferentes temperaturas, en términos de 

formación del dímero. La dimerización fue entalpicamente dirigida en el intervalo 

de temperatura estudiado. Esta contribución favorable fue parcialmente cancelada 

por un decremento de la entropía, con excepción de 30 ºC, que fue la temperatura 

más baja estudiada, donde la entropía fue favorable.  
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Figura 18. Isotermas de dilución de AGT a pH 3 en función de la temperatura (30, 33, 35, 40 y 43 

°C) obtenidas por IDC. 30 alícuotas consecutivas de 10 l de solución de proteína (0.7 a 0.9 mM) 
se diluyeron en 1.44 mL de solución amortiguadora (glicina-HCl 50 mM). Las líneas sólidas 
representan el mejor ajuste por regresión no lineal de un modelo de disociación del dímero (ver 
ecuaciones 2 y 3). 
 
 
 
 

Tabla 6. Energética de dimerización de AGT obtenida por IDC. 

 

A. A pH 3, en función de la temperatura 

T 

(°C) 

KA  

(M-1 x 10-3) 

∆GA 

(kcal mol-1) 

∆HA 

(kcal mol-1) 

T∆SA 

(kcal mol-1) 

30 12.1 ± 0.2 -5.7 -3.4 ± 0.2 2.3 
33 8.3 ± 0.5 -5.5 -5.8 ± 0.2 -0.3 
35 7.3 ± 0.4 -5.5 -7.4 ± 0.4 -1.9 
37 6.5 ± 0.3 -5.4 -9.6 ± 0.5 -4.2 
40 6.2 ± 0.4 -5.4 -14.8 ± 0.2 -9.2 
43 3.5 ± 0.7 -5.1 -23.6 ± 0.3 -18.5 
46 0.8 ± 0.1 -4.3 -34.2 ± 3.1 -29.9 
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B. A 37 °C, en función del pH  

pH 

 

KA  

(M-1 x 10-3) 

∆GA 

(kcal mol-1) 

∆HA 

(kcal mol-1) 

T∆SA 

(kcal mol-1) 

3.0 6.5 ± 0.3 -5.4 -9.6 ± 0.5 -4.2 
3.5 12.5 ± 1.6 -5.8 -2.7 ± 0.1  3.1 
4.0 33.3 ± 0.9 -6.4 -1.9 ± 0.1  4.5 
4.5 44.0 ± 1.7 -6.6 -0.9 ± 0.1  5.7 

 

 

 

La figura 19 muestra la entalpía de dimerización (HA) en función de la 

temperatura. Dos tendencias diferentes se pueden distinguir en el gráfico. A bajas 

temperaturas (T  35 ºC), el HA varía linealmente. En contraste, a altas 

temperaturas fue observado un CpD cada vez más negativo. Si consideramos 

solo los puntos entre 30 y 35 ºC, el cambio de capacidad calorífica (CpD) que se 

obtiene es de -794  8 cal mol -1 K -1. Los cálculos de área superficial usando la 

estructura de rayos X de la AGT arrojan un área interfacial dimérica polar y apolar 

de -1670 y -2630 Å, respectivamente. Esta composición de áreas nos da un índice 

de hidropatía (Ap/At) de 0.39, que es comparable al valor promedio observado 

para otros homodímeros de proteínas (García-Hernández et al., 2000). De 

acuerdo a la ecuación 4, estos cambios son consistentes con un valor esperado 

de CpA de -750  57 cal mol -1 K -1. Es de hacerse notar que los cálculos de área 

superficial fueron realizados asumiendo una asociación tipo cuerpo rígido. Por lo 

tanto, la excelente concordancia entre los valores de CpA calculado y 

experimental indica que debajo de 35 °C, la asociación de las subunidades de la 

AGT se lleva a cabo sin grandes cambios conformacionales. 
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Figura 19. Entalpia de dimerización de AGT a pH 3 (50 mM Glicina/HCl, 0.03 M) en función de la 
temperatura. La línea continua representa el mejor ajuste de un polinomial de tercer orden, el cual 
nos muestra un incremento de ∆CpA desde -0.8 kcal mol

-1
 K

-1
 a 33 °C hasta -5.5 kcal mol

-1
 K

-1
 a 46 

°C. La línea punteada representa el mejor ajuste de una línea recta entre 30 y 35 °C, con un ∆CpA 
= -0.8 kcal mol

-1
 K

-1
. 

 

Por otro lado, el incremento del valor negativo de CpA observado arriba de 

35 °C es un comportamiento que ha sido observado en proteínas complejas, 

donde al menos una de las moléculas interactuantes se pliega al producirse el 

evento de unión (Abian et al., 2009; Ladbury y Williams, 2004; Freiburger et al., 

2011). En estos casos, la energética observada es resultado de la unión más la 

contribución del plegamiento. Conforme la temperatura va incrementando, una 

fracción mayor de las moléculas libres se despliega, por lo que la contribución del 

replegamiento cada vez es mayor. Como el Cp de plegamiento de una proteína 

globular siempre es negativo, se explica el por qué se aprecia un notable 

incremento en el CpA en sistemas acoplados de plegamiento/unión. Al considerar 
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conjuntamente los datos de IDC y DSC, podemos concluir que un comportamiento 

similar ocurre con la AGT. Como se ve en la figura 9B, el inicio de la endoterma de 

desplegamiento ocurre alrededor de la temperatura donde la dependencia térmica 

del CpA ya no es lineal (figura 19). Por tanto, podemos concluir que en el pico 

observado en los termogramas de DSC a bajas temperaturas y pH >2.5, ocurren 

de manera acoplada efectos del calor de disociación y del desplegamiento parcial 

de las subunidades de la proteína. 

Mediciones adicionales de IDC en función del pH fueron llevadas a cabo a 

temperatura constante (37ºC). Se obtuvieron resultados sólo para el intervalo de pH 

entre 3.0 y 4.5 (tabla 6B). Por debajo de este intervalo, la interacción es demasiado 

débil para ser medida por IDC, mientras que arriba de pH 4.5, las mediciones no 

fueron posibles ya que la solubilidad de la proteína es muy baja y las señales de 

calor muy pequeñas. Mientras el dímero fue entalpicamente favorecido a pH 3, con 

valores más altos de pH la contribución entrópica se vuelve favorable y 

predominante. Como se observa en la figura 20, la variación de KA con el pH se 

asemeja al de Tp,dis . Por lo tanto, DSC puede ser usado como una herramienta 

conveniente para verificar el estado de dimerización de la AGT.  

 

Figura 20. Se muestra el ln de las constantes de asociación en función del pH obtenidas por IDC 
(A). Temperatura del máximo del pico de disociación en función del pH obtenidas por DSC (B) 
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La curva de la figura 20A tiene la forma típica sigmoidal de valoración ácido-

base, con un punto medio aparente entre 3.5 y 4.0. Los grupos carboxilato libres en 

proteínas usualmente tienen valores de pKa en este intervalo de pH. Al revisar la 

estructura cristalina de la AGT (pdb 2UVO), se aprecian dos pares de residuos 

ácidos equivalentes (dos residuos por subunidad) cuyos grupos cargados forman 

parte de la interfase del dímero: Asp86 y Glu115. Cada Glu115 forma un puente de 

hidrógeno con el grupo hidroxilo de la Tyr73 de la otra subunidad, formando parte de 

un sitio de unión al carbohidrato. En el caso de Asp86, cada residuo forma un puente 

salino intercatenario con la Arg84 (figura 21). Curiosamente, los dos pares de 

interacciones intermoleculares están expuestas al solvente. De este modo, se 

esperaría una pequeña variación de pKa en los correspondientes grupos 

carboxilato, consistente con el valor aparente de pKa observado en la figura 20B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cristal de AGT (2UVO) donde se muestra la interfase entre las dos subunidades en el 
sitio del puente salino entre la Arg 84 y la Asp 86. También se observa la interacción entre la tirosina 
73 y el ácido glutámico 115.  
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DISCUSIÓN 

 

 Hemos usado en este trabajo técnicas calorimétricas de alta precisión para 

caracterizar la estabilidad y mecanismo de ensamblaje de la isoforma 1 de la AGT. 

Los datos aquí presentados indican que la formación del dímero es un proceso 

complejo que varía dependiendo de las condiciones de pH de la solución. Las 

subunidades se pliegan en un proceso de varios pasos, en el cual cada uno de los 

cuatro dominios tipo heveína de la AGT, experimenta una transición de dos 

estados (N  D). En ciertas condiciones de pH y temperatura, bajo las cuales las 

subunidades libres tienen los cuatro dominios propiamente plegados, el proceso 

de dimerización sigue una asociación tipo cuerpo rígido. El desplegamiento de 

alguno de los dominios de la AGT, inducido por acidez o por temperatura, se 

opone eficazmente a la formación del dímero. Sin embargo, hay ciertas 

condiciones moderadas de desnaturalización donde la subunidad libre tiene un 

dominio de los cuatro, parcialmente desplegado, pero los contactos 

intermoleculares son capaces de compensar el costo energético del replegamiento 

del dominio. Bajo tales circunstancias tiene lugar un evento de plegamiento 

inducido por unión. 

 La autoasociación es una característica recurrente en numerosas lectinas 

de plantas (Shina et al., 2007). En la inmensa mayoría de casos, cada protómero 

acarrea un solo sitio de unión a carbohidratos. Por tanto, en esas lectinas la 

homooligomerización es obligatoria ya que es la única forma que tienen para crear 

el andamiaje multivalente que hace posible la capacidad de aglutinación celular, 

uno de los mecanismos mayores de defensa en plantas (Sharon y Lis, 2004). El 

proceso de disociación-desplegamiento de varias lectinas homooligoméricas de 

plantas ha sido caracterizado, principalmente a través de estudios de 

desnaturalización química. La tabla 7 muestra y compara las propiedades de 

formación de la estructura cuaternaria de algunas lectinas. La mayoría de ellas 

son olígomeros obligados, es decir, que las subunidades requieren de la formación 

de la estructura cuaternaria para adquirir su conformación nativa. En cierto 



 52 

sentido, la lectina de cacahuate es una excepción a esta tendencia. Este tetrámero 

se disocia en monómeros compactos (Dev et al., 2006). Sin embargo, las 

subunidades adoptan una conformación de glóbulo fundido, con una capacidad 

reducida de unir a su ligando sacarídico (Reddy et al., 1999). Las lectinas en la 

tabla 4 pueden ser consideradas como poseedoras de una alta estabilidad 

estructural, con energías libres de Gibbs acopladas entre plegamiento y 

oligomerización en un rango de -12 hasta -59 kcal mol-1 (o en términos de 

constante de oligomerización, de ¡108 a 1041!) Este mecanismo de formación y alta 

estabilidad estructural no es sorprendente para proteínas que requieren del estado 

oligomérico para llevar a cabo su actividad biológica.  

 

 

Tabla 7. Mecanismos y energética de formación de homooligómeros de 
algunas lectinas de plantas. 

Lectina Ensamblaje 
cuaternariob 

GA 
(kcal mol-1) 

KA T 
(°C) 

pH Ref 

 
Lectin de Leguminosa  

 

      

Lectina ácida de frijol II  2U N2 -13 1x109 35 5.0 (Mitra et al., 2002) 

Lectina E. corallodendron 2U N2 -16 2x1011  37 7.4 (Mitra et al., 2003) 

Chícharo 2U N2 -18 4x1012 37 7.2 ( Ahmad et al., 1998) 

Lectina Erythrina indica  2U N2 -23 1x1016 40 7.2 (Ghosh y Mandal, 2006) 

Concanavalina A 4U N4 -30 2x1020 39 7.4 (Sinha et al., 2005) 

Cacahuate 4I N4 -30 2x1020 37 7.4 (Dev et al., 2006) 

Aglutinina de soya  
 

4U N4 -59 2x1041 37 7.4 (Sinha et al., 2005) 

Tipo Jacalina 
 

      

Frutalina 4U N4 -12 1x108 20 7.4 (Campana et al., 2002) 

Plátano 2U N2 -18 4x1012 25 7.0 ( Gupta et al., 2008) 

 
Tipo Heveína 

      

AGT 2N N2 -7 5x104 37 4.5 Este trabajo 
a Todos los datos están determinados por ensayos de desnaturalización química.  

b U: estado desplegado; N: estado nativo. I: intermediarios.  
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 En relación a todas las lectinas antes descritas (tabla 7), la AGT se 

comporta como un homodímero débil no obligado. Aunque no es posible 

determinar la estabilidad del dímero de la AGT a pH neutral (como fue el caso 

para la mayoría de lectinas en la tabla 7), las tendencias observadas en la figura 

20 claramente sugieren que el valor del ∆GA a ese pH estaría cerca de 7 kcal mol-

1. Este comportamiento distintivo podría implicar que para la función de la AGT, la 

auto-oligomerización no es tan esencial como lo es para las lectinas de otras 

plantas. En este contexto, es relevante mencionar el comportamiento observado 

con la aglutinina de Urtica dioica (AUD). Está pequeña proteína está compuesta 

de dos dominios tipo heveína, cada una posee un sitio de unión a carbohidrato 

(Harata y Muraki, 2000). A pesar de ser monomérica, la UDA es capaz de 

aglutinar eritrocitos, debido a su constitución bi-dominio. La AGT bien podría tener 

un comportamiento parecido. Ha sido mostrado que el dominio B aislado de la 

AGT es capaz de reconocer al ligando sacarídico (Espinosa et al., 2000). De este 

modo, a pesar de que la autoasociación es fundamental para que la AGT tenga un 

máximo de afinidad por su ligando, los monómeros libres pueden también tener 

una actividad significativa. Esta situación podría hacer que la dimerización fuera 

menos obligatoria para la AGT en comparación con otras lectinas oligoméricas 

que tienen sitios de unión a carbohidrato unicatenarios. Por otro lado, vale la pena 

mencionar algunos estudios que se han realizado de la interacción de la AGT con 

su carbohidrato. En tales investigaciones, típicamente se han usado 

concentraciones relativamente bajas de proteína. Por ejemplo, Bains en 1992, 

utilizó 30 µM de AGT durante sus mediciones de ITC a pH de 4.7. De acuerdo a 

las constantes de dimerización de la tabla 6B, en dichos experimentos las 

fracciones de proteína que encontramos en estado dimérico y monomérico pueden 

ser alrededor de 50 y 50%. Bajo tales condiciones, toma lugar un equilibrio 

complejo entre la unión del ligando y la dimerización de la lectina. Otros estudios 

de unión realizados con AGT han usado cantidades similares o incluso más 

pequeñas de proteína que las empleadas por Bains. (Van Landschoot et al., 1977; 

Privat y Monsigny, 1975; Thomas et al., 1977; Clegg et al., 1983; Nagahora et al., 

1995; Kristiansen et al., 1999; Muraki et al., 2002; Bogoeva et al., 2004). Por 
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consiguiente, sería conveniente un nuevo análisis de las propiedades de unión de 

la AGT a su azúcar. 

A pH 2, donde la AGT es monomérica, uno de los dominios está desplegado 

a temperatura ambiente. Aún tenemos que experimentar más para identificar el 

dominio que se encuentra desplegado, así como para determinar qué dominio 

corresponde a cada transición encontrada en los trazos de DSC. Para resolver 

estas cuestiones, nos encontramos en el proceso de expresar los dominios de la 

AGT aislados, con el fin de caracterizar la energética de desplegamiento de cada 

uno por separado. Este estudio también podría ayudar a determinar si los efectos 

cooperativos en el plegamiento son importantes o no. Mientras tanto, se puede 

anticipar que el dominio B de la AGT es uno de los que se mantiene plegados a 

pH 2. A diferencia los otros tres, el dominio B es el único que no tiene Trp. Por lo 

tanto, es menos probable que sea el responsable del apagamiento de 

fluorescencia registrado a pH 2. Además, cálculos basados en la secuencia de 

aminoácidos (Bjellqvist et al., 1993) revelan que de pH 7 a pH 2, el dominio B tiene 

menos cambio en su carga eléctrica neta (+1.2) en comparación con el dominio C 

(+2.2), A (+3.2) y D (+4.2). De este modo, la estabilidad del dominio B está 

presumiblemente menos comprometida que las de los otros tres dominios 

conforme el pH disminuye. 

 A pesar de que un dominio se despliega a pH bajo, el presente estudio 

muestra que la AGT no sólo consta de un monómero altamente resistente a la 

acidez, si no que también los cambios conformacionales de la lectina se revierten al 

incrementar el pH. Esta propiedad hace a la AGT altamente apropiada para 

transportar medicamentos vía oral, ya que se especula que una vez que la AGT 

alcance el intestino, puede llegar a una zona óptima para volver a su conformación 

dimérica totalmente activa (Gabor et al., 2004).  
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:Z"ea...tr.M.it:dl c:* ~ :E-m." :i.liII1I3llft: c4 '\\'6'A 

)~&! d.iIIrIte~ ~dII ~:ied :iPCj:Uir:¡$I 01 - 1670 
:El:!! - 2630 A • ~~ID1.~1);. ~ :Z"ea. ~~ )'iiel:t.l 

'" "" fO]l!lop )' iI!dl<> 1iIA .... .tI..A .) ct 0.39. wY:l>" 
~:abIt: 1'Q~ :uer.Jli~ ~c":ii~,;'ti!l III~ .. ~ 
~C~AO!LYdi roF"4 4,.~ e :I :;¡t O"e'Sñ.rec 
..,111 ~rt:.:!! 1I.C'p" c4 - ~..-O ::t: ~c~ Ird- 1 :r l . tt l:ll 
""'~ ,_"! """ ... d:.< ....,.", ... ., • . ".....,. " • . ~ 
~... :t::a~ ~m ~bii.,nx ... ~ ~ Tta'd'~ . 

d:.< t"""'.- "'n." .. . 'P'...0I ed cole ... " 
.M.)o ... ,~ ~~:II 1bii.1! ~ »'"c, WG'A :11 
_...",."b. lI!ille 00"' c<ll!j"' __ 

~:Il. c~ I:t:te: kbli,Y'&ll'~ r.I!m"'e Fe. tt 
.. rola I ~ • ~t: ~ it:~ ... ÍI rol 2 ·. 

1!)~1Iy ' ~I'\"'e&! la P"~ C~:Jes.I 'liUR: ~ I~ 
CIf d:.< _ _ ti!!; "P'" 

(27~ "" • .,.,., .. d:.< ....,.,...., ~. I. o . =IE 
.milo 1""" ¡I ti!< f A . _-
:aIUI't: cg.t: r it'a:J1iJCIII 01 ~ I"ee --*alJe 
_. _ )~ ~ I~ • • R" .... M»._ 
~.:I.c_",""ClfIl<cb IDC oed llSC r_ ~ 
d!!.:z l il l:t:te: e::¡~ b'W'GA. As¡ Ill Fit-ZB. c~ ~ 

CIf ti!< ""'''''''' O<i! . .. 'I'F'l"oI)' d:.< 
~ CIf i1q. ;, ..,~ .. 

1\0 ooe.:tWled d>¡, d:.< 1 .... "'1" .. , 
~ peat:~'Í&i!I I!. [EC ~iI :ar¡ pH ~Ue~:ti:B 
~ ~ ... .1 p2U ....rOU", 110 .. -= 

B ..---. 
/-.. 

1D.1 

,DA 

¡M 
!' . 

~ . 
• 1<. . / a.1: 

.'.' 
u l' u 

pH 

RJUe:: ... ~ al _ 11. D , 11 i!I:auaa al pll . (A,i ~.: 'lltat1 dIII ........ -..i7' puk (JaIU' r!fIG") UItJ dIII ~ ~ pa;* 
(4".. ..I)Wí!!dIlJ r.m ibIi ~D, ililanr.mKl ti;, Il"iC ('.i ~ -:¡a1W:nB. ~1LI:::r;-(:..~ ti;, 111(: 
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A. R pl l ~u .• ~ 1:IrImIJI dl wr.pn.a::n 

T ..... .... - B5,. 
~Q (1I00I- ' le ID- :" (mil Erid" 'IJ I)cII Ird" 'IJ (IIcIII Erid" "J 

,. 12 .1 ::: [l2 -"7 -3.4 ::: [l2 23 

" .. 3 ::: 0.5 - ... -a. ::: [l2 -n, .. 1.3 ::: 0.4 -... - 1'.4::: DA - 1. 9 

17 6.5::t 0.3 - ... -'iI. O ::t [l!5 - ... , 
•• 6.2::: 0. 4 - ... - 1 .... ::: 0.2 - 9.2 .. 15 :::0.1 -.. , - Z16 ::: 0.3 - 11113 

•• D.. - 0. 1 - ... , _ .].U - 1 1 ..", .• 
.. k l ?'C:" u .• aa.:. di ~ I 

..... .... - B5,. 

~ I I (111- 1 le ID-~ (mil mrl'1 (mil rzJ' 1.) (>cI .,J"') 

,n teS ::: 0.3 -... -'jI. O ::: [l!5 - '-2 
,~ 123::: 1.6 - ... -2.1 ::: 0.1 11 
on ll,3 ::t 119 -6.4 - 1. 9 ::t 0.1 .... 
.~ ..... .0 ::t 1.1 -... ~9 ::t 0.1 .. , 

l OC -.ea:atil!:~ ..,.t (J1z oaaiea1l OW :lIi :a. 
,~ (31"C) .. ~ """"iooo «t pi'!. Rlow.. !lo" <ZIf 
,'" 10-4~ pIiI or. ""'~ lT- 2 11)<.11<0"" 
I ~ :II 1:11. " ~ ~ " _ ji fIJO R :a ra be ~SU"e.:!I q,' 
l DC. ~eiI:Ii ~ pH u~ ll'i'leaiUie_ ' _~ ~~ 
- O> ...,... __ ) ' ud . ...., <iiV'*-
A ~~r :iiil ~ , .:!Ii 1i"m :aI pH ~ ¡z 

~ pIiI ,'OIU.oo 11>0 .I0I0 ~ __ ib.1IlI'· 

>He Oi!d "",dmoI al. No la Ra. 4. 11>0 _ iooo «t 
x, .. ~ pH If:~ ~ or T,","" ~We.. ID'SC 
1IfI:a," bf l.L:Sit.:dI ~ :a. CC!M.~ Q)' ra ~cIl d!.t: .:!:I:IIt ~ 

" ,., «t ""(lA. n.o ""'" __ 1> Fi¿. 4 B "'" "'),",01 
:;¡í!i!-b:iz ~ .:I!I ~I ~. M m.: ~ 

lIÓ ~""' ... pIiI :u Oi!d 4.0. ""00'"""1"'" V .a...,..1oo f U " p't:..,,*,,. ,, pIiI ~~. 

l iica 01 &::t!.e: c l)~J t el 'Yi'CiA (PíI:IJ: 2lJ'VO) R.'I"t: llI:; 

1'M'l I 01 ~CI :addl r~ ~nro r~ p¡!:: r 
, .. J>. '!Ó¡rt ... ...,.., ~~;IJ~ rallO 1"'" ~ 11>0 o!:lIo« • 

, üi . 1.:Si " ¡¡ :Si 
r"""' A'I' adU> . & dODw ¡' Io)~_o> 
, '" 1o)~01,. ~ ~ 1} .... ,,11>0 _ • > r-: 
p111 01 Q, c~'I:!:5~ ~_ &::t!.e: ~ 01 A ip • 
.", . .. <i&llJe r_.. ......., ..... 1!fI<tO ... .... a ... 
01 es.I.,l~ J!'ITQP*:IiICJ1~~I'~~.~ 

~. "", __ ~ n..., ..... p'K~ -.. .... )· ~." 

""""~r,,,, 1I>o """''''f!''''· ... a.'''bn)ü. !DIf''',~ ........ 
11>0 ... p' . ........ ........ ~ ~ 4 & 

Dl!';(:lJSIiICItj 

I ~ . ...,..... . ,.id~<i,. .. _ ... . _ ....... 

~ Q 17f!:a&a:t:áU ~ :Z~ :;¡:ii:iarIH)' -.e 00' 
""(lA __ •• n.o I!o>!i)' «t .'P'_oiI dIIu ""'_ 
~If: .ei1 lt;I:¡ .:fiIrd' ~ lirI :l ~ p"cc~ 
I bll ,,~ ~pe:1!di QI!I¡ ~ ~LI!m ~" ::si 
r~ ¡, >. -.t:l<I:op ...,. ... lo _ ...,. «t 11>0 r 

~~~~~~~~~~~ 
.2I! :tO liI M]I :., 40~ ~ "' 4, 

T_ponO_'f'C't 

ta: lue:: 5 ~ l..I:dILW al'MI!Io E pll 3 (SI mM (.,..u.. 
0.1 .. NU:~ . . .. i!a::E:taaII di ~ TIIII • .l:lIIid nlP-1I..r.. tbIi 

11m: ~ al 11 tI:nI-cnIu: ¡:d,1 I . taI ~. ~~ .5. 9.& 
I!rmr. - o. ir 1lrl.lIZiaII-I :.:- 1 u :D'C m -45 1a:ll.l IIEJiaII-!I 11: "'" u: -4tf C 

l'bIt d .:JlUjd ~~. dIIJ '-J:I~ dI •• ~ llaIi m.:- ÍII dIIi 

:!II-»'c.:~~"ÜI ~ :: - o.. R::I.II1ZiaII :J: • 

~"'1Ib: dI:tIIildi:!::ri e...1ap:Sl :a. nrO-a.l~ Ir U~r 

........ <firSces IBwl!i1li ~ ~t: ~:II I!!:l:1e ~ bU'.:I:eJ 
-'>' flUo o!, .s_ 1ioIo ... ..r. r<i • fitU-

~"_ _ " M~ "" ~ "'" ' «t "''GA .rfI:;;o 1)' _. o!:lIo« r.-. ' 
No",,,,,,,....,., ""'"" ... ..,.. _ dO """'-. 

~ I b:ii Q, I~ ~I!!.~d! 

I lb :;¡~ l O. Q1I'='itI! If!.t: ~ ~~ 

U~r :rü::. ck ~:CI" 

:1" ~~~ p~_ 

Sdf'..Q~ 11 :l r~1EU!I!.I! cl:2'lD~ Ii!. (J, I!f _r ~ FI'''' 1o 13O~ ..... """ .. .. do F<-
Q¡~ ~, ~ Q¡~~¡Z~~ ~_ Tl!!a5"d'.:e~ 

-oIi!"""d""; ¡, , la .... ., lo: ., 
creil.l:le l !le :iiC:a1l'cM I:t;z ¡fl't: i ~ &::t!.e: ~piIi.Ciili,. 

b' Cf. _:l~~~-.e b 
(6).. n.o e.1<i~ " F<"' ..... «t "" .... 01 __ 
~ . m l!:si biIi."~ M ili ~~dl l:b1:iI ~~ 

ctlem'aíJ die ~:II... l!atl~ J. 

!ZeSI Q ~i6 ~ ~J)' iI' 
.:les 00' ~ le MM el ~ It:~ 

cait"O oIi!"'"""" I ~~ 11>0 ...- '" 
:ioIZI.I..C~ ~ a:. ro ~ e If!.t: I!:li ;e cQ5'1líSIfiI:¡ ~ 
lb :1.~~~ le i:;O Il9l~ ra E " , II'~ l1!Ii :ll 

ras~aer ~lbret ~ ~:II ~I ).. Ne\"'f J. 
d!do ... 1I>o r... ~ >. _~ ___ 

.- ..-,--. " po;ill)' 
~ ~ l ita ... c= .. .!I)· 1Oi;!.II 

...., .rupIo~ . ' "....... " 
1'00 ..... f .. «t~.. *- - u O> -JO~ __ , 
~r A l! ~~ ra iIl If!.t: ~ or :fi!wiilb., 

. ........ • . ./1,( .. «t...,. - 6m.1 .... - ' ~ .s__ iI-
~"'....,., 11>0 ......... 1iI~ ~ W ..,.... ' ", 

I:!:z or ~ ~" Q:!ii " :11 ClIl,!.~ tllillllll:ii il"c. ~ 
~ r... .a '" . ..... ...,.. .. ~ :»}. la 

~biI lI!di ~I:I.ti5IiJ l)' 

.-e ROl ¡f'QI'pa:~ J:t;z¡ rte e ~ ~ 

..... O> """".. 11>0 <i~'" u NE)'. 
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TAI!I..i!! ¡J, "'L,Tfá llicn: :'IiIII~¡fi """",-=:I al ~ 
Ciii¡p¡ii Iie PfIii dI __ 

'"'-""'" ;::_T.IÜI:IA. .ou _ ... - .. ~ 

C: GICUIII:2iD A. 3J ..... ~ - l. '" ~~'..ta: 3J ..... ~ - l. n ..... 
~ MoIt:.1Ilau:: 3J ..... ~ - zs ... ..,. ....... 2OJ-'" - l' ., 
.-.-- 41 ..... e4. - .. ., . .,.....-.. .ou- ... -'" ., 
~bua:a1d 2OJ-", - 13 '" --h a ..... :', -d lOI::a.a 

• muIII lU::ia 3J ..... ~ - l' .. .-- ... -'" -6 '" 
.... diu:::I~ dIUJmI::I¡d l!tIKI'.I dI:.mIa.I d~ &-.;r'L 

. '4. a::::!IaIlr:IiI-:.;~ ~ a::.m.I -:.;1,. ~ ~ ..... 
i!r::zp:a..s UI tIftIlii, di a:d GIl i:lmu 

"1' .... (3lJ 

.. (30) 
, .. (:!') 

"1'2 ...... 
"1'2 (37) 

"I'A (ll ) 
, .. (D) 

.. (30) 

, JI (JI) 
"I'A ~) 

e¡a:.~81lt: """"""""E. M1'!.')!11J'iiI: ~~~ 
IQ"""'~'1Io _.ou 1<)'01 "'"(lA., '" • ¡il Co". 
..,.. """. "" 11lI>Ie 3). ." 1o<p<I loa " ñt- 4 "'U""" 
:1, M i " ~ c~ ro _ 7l:c:aJ alI- i _ Tl!Iis¡ ~ bt:biIi.ri:x 

.... )' I"")',.,."orlt.e · ""'"(lA. ~1W<l 111 
'" u iil:í:ii t I3!1f1e:l'pJa , ~ ~I., 

. ro _ ~ It!e !le:1!!:n'ial' ~dI tOl' rJn.i.::zf 

~~:~ThiI¡~ ..... 1"""""" o,"""""", 01 "'" 
1& 01$ c4 l!i:tII pot r N" N ' :1, oubcflr) .... 

o!r.., ... t.wl- nu.. "" 'P" 01 ~ ..,._ 
r! . ~ .~oj~ 111 _ ., W ,M> .. <1) 00)_ 
k::sl1:iíf fr:¡¡ "'"tiA ccOldl dI !Ie: tt 
I~_ I ,!;\"6A u "t: kt: . ro ~ 

"'"'F .... ~ 41 }.. TIw¡,. _ ... """,,,, ... 111 

CIIJ.C b WGA ro :lUb M:lJ ~ ~ 

1r<o """""""" <>l!1lo! do> lOo '" ~ . "", tui Ii}' 1hliiI 

"'GIl " _~" 1 ... ~1o. 
""(lA oIit- .., """"1)' 
r~~Ib!. "~ 0IIi ~ atler iiI 1.:: "IIlT I't:C :3IIii 
Ib:íJ ~¡;I ~ ca ~ __ mm ctJ "Yí!'GA 

C~'dI!IilBl _lit 0111ie::!1 aJ.I 11: tt l)' bw 

I"""'i" """" "'1<=:. 1'0< • Boliu " " - 11:11 --
30 11M "'"(lA. pi! 4.7. ."'Ir m:: __ ~ Aoooro!-
1 ., • o.... l1itIoI< 2: B, <lid> "'l""-
-.e1Wol 1be: m.tD~ c4 II:!. ...... ~ ~ ::I~ 
.:.IR ~ k: ~rltl ea::. ~r. ru~r~ c ., "~ 

• ~.. .. -... 111 " • __ ~ 
:Z.:! lec ~ ~ Q:I!a' .:.a..tdit::I tli!II 

""(lA 116.4:1-4S)...,d .... Iit """"" "'""'" _ ., "" 

. "".... ~ """" 1»' B " ... ~ 1_ 
. ..,.;""",. 01 dlo _ "P"'"" 

A I pi! 2. .. 110'" It.e """"'"'" 11 .. """ cd It.e 
~ ' ii:ti ~dI :z r~~ 'e..~::!:¡U 'e 

le . ~u 

.... .. ., <10_ ""'"~ 

ro Ol.:tll ~~.:!l ~ me l:I!i~s. lb ~" 
~~ 'IIiie :I~ Clft~ 11:1. ~ P-~" c4 ~ 

It.e 1.,. .. ,dI • ' o1WGA., 0110 .. "", .... It.e b;!¡1wiI! .... 

• ,!<DosI. n;¡¡ <.DJ4l)' .... do> tdp ... """",,,a 

~~I' ::b:I::lill ¡f:::l~ C~&ti1;\~ e:l!'~ ::Iii:Z'~ ~~-

b u It.:e Merrrw.e ~ iiI: c~ k::a ,~eI:! d!;ar¡ :baíi • 
11 111 """ 011t.e t<l<lo<l., Ifl ~ Al"'" < ..... 
d!.t: ~I' ~ ::!Iwdi. B IiI It.:e oe:If ~ ~ 
.r.... "'" lOore • .,. Tip .. .a!I.i<_ :n...",_. ~ 111 .... Bd)' 
ro k rero¡; 'hk b' I :ft.1a:5C~ ~ ~::!! 

:z pH 2.. ~iII'i'IQilIt ~ ~ e- :iitdl e " (49) 
"'."' .. lb. lo !'i _ pi! 7 ., pi! 2. _ lit 11 b¡ • 

_ r I "".., lal" "'. d_ ~. 1.2} • • ""*" 
l"'"edI ~ , e ~ ~ A. 3.2).. m:; H L."}. 
nw.. It.e f)' 01 11 111 !"N I tl) . .... .,.,.. 
Fi"" '" 'el:! I d!;ar¡ el ~ abe:1' I ~ ~ d!t: pH 

11_<1 ... " _ 1I:!~., I "",pI!. ..u.i)' 
~:lii It:::lJ ItC!Il liI ~ v."6A ....... MW!'~\r~ltl 

oo id1):. _ It.e o"""'--"r ...... ~ .. 1I.!!do,!""" 1»' 
It.e .., o"," 110 ....... "'" ' 101:>=1 pH. TYo "P"')' 
-.. WIIA 1!i¿III)' -.- ,,,, 1"""""" ..,_di,.,.dI 
.:!'i!tt o!loIlrel)' m- It.e ..,.., ... It.e.., _ Ii< 

""' ....... o. a¡><ri-
bV! :iIJd!¡ e ~ ~ 'Y!i' ( iA 

p»rIf ., I"t ~ - (ro}- n.... r. _"'" ,.,., 
"" Ii< _ "",:lo.. I0Il)' '" 

:il 1e::a1 l"C!I.IIe ~ if.l!I!t iiI: ~ la Ibe 
...., 10. ofiut W(lA _ 

~ ..... ~ mili ~ an: .. ~ • tl:::¡rl\ww~~~ 
....".~II :w 1RS-2. 

_ cbt.i* Da. 1M CAl .. , ~ ~ dIl ~ 1b."I'W.ftIIdId 
NIa:aLI ~ d:l l.tI:D4I (t~M:I.. Mb::E:.a.. Do ..... ~ m.:I 
.ltalli Mu:ad ~ __ (ftm:Dd dIl (.lu:u:I.I,. D:: iltvlub.i:tdll ( 1 r.:-" 
(~~ liII: ... .cal. ~: CII'.:nm&u 

M C'-P. -'E i1l:ILIo'NI ikJI:IMlIp, 1rDEi. CGaillJill ~ d:l Cli:.DcIII '1 
~III Di Dn.r:mID ( ..... dtJ A.....w, fLn:.saI .bdIrum 
.:buJ:l! bu: ~ imIIiIu. La ibI: ~ d:l III::::mI":D:l ;;.a (:~ 

• -.ttrs ~" lb., 'IM:ft ..... ~ UI put tr,r .. Dv:a:d::: 
(UIu.:iII d:l ..... DIIJI. G'l.nAZIII kztr"man U~ (l"A!i"'II'1;. ~ 

1lS:iDWPiJ) :t.adC-" ~ dIlo..~ '1 llawib~ ~ I 'BZN). 

1. 5bu:aa,,~ " DIL ~= p.~ ER-:t.ad iImn:. .w.u: _ _ ..'d::. 

T-..: 3tl:1-Ui'- I -WI. 

2. ... __ J. e:.., .. I L 5~m.:IM ~C'.- IW4 !'ii a.:ba, iZlr.a, ..... 

ti l a:nn: Di r:tftrOIIa.II.IIII~IIIm~"1Oe, ,'fo;ft.Ae.a;S; 
5 011. .u ....... ~. 
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ICio 

, . ~ a. .. a. ~ _ ... J. A. c:..r.u. 1W;5. C:ta:.ra'l"l1ll 
.Ir lUId ..tIuI: ~ ~~ ~, :u :11 ~ b: .... ..... . *_ aill::r.a,~I~IM~~I.iU,. tw.,-r ~ ,(ftIIi'UI 
~ m;ru&-.4.A& A dI.ra 2] 1~~ 

... . I...DI:,I ..... -'I, ... .. ~._. ~Otlll4l. 1 W7.~~ 

."lDtbI: ID afe4 e .. tII. .... M::it ~. 2D: 135- 1~ 

:!l . ~D C. l?n. Mldllara, ..... JttliUIt alllem -rt .. - id 
m.",·J ;w.x lIaNdwJ/. 11:5S-td 

6 . ~~ N.. a.a.:I l l. lA 31M. llaa:;r tll.kc::it:c tnm .... .,~ .... , 
td~raa:tp"'~f2F: M ' 1f! 1~ 

ji . C~"- 1:.. E. 1Ir.wKr .. _ .. IM • ..-.m. 31M. ..... ~u.r:u:Iilaa 
ltId la. ~.,.,,;,, ID " m rt-..4 ~ ~ MI. 
~~ .. :5tL UV 'al 

l . WW..x .... ~ CI ... . ~ allld lM .A . ~ XDL wtau~", 
am:II_~ E"--n¡=~ bGl':l.l..allll~ 

m I o»l.rJ:. \U2'iO- 1 ~ 

9 . ... q.. ...... 5. ~:IIId L :uN ... Nencvnr&J b: 4r&4 
_~ dI1Mu¡f al ~ k .1 "._ ::J"N:I4~ 1'!n. 

1 11 ~. Y ItIdM M'''I!JK- lVi14. 'Wbu.I::~~ IliUIaadu: 
~.iCI, :IIId lI(IIA3aq b: -.u: t.~ J lbL c.-... 
:z.w::lill tr-l! l2Z. 

1 l. ~ a. 14 md M. E. fbIu:. I~ . 5Iaaa: ~ dI. ..tIuI: ~ 
~.I'tG1IIra 1tIp/f1s. oIIu'. ~iM. :w:. .. I ....... I..,. 

12. ClII.~E. A LA . r. -.JriA. ..... E ( J .-.::D.I I~ 31M. ~ 

IIID:I(K rtn" nn .. me tII. tbI: dI&n::iróII ~ al .-tt.a: ~ 
~ l . MI%. a.r...5.x'. ~1Nl. 

11 ..... c: 5. I 'iWi'. ~ af tbl: ~ _ tII. .-tt.a: ~ 
~.illlia:a 2 u: 1 .I A~ J J61t! &1L I~I~ 

1 ol ... ~ c: S . 1W2 (~ IUIII:ID'W di :11 W:Iu.I: ~ .iII:Ia.-.' 
~,,"" IJ EL -1 ~~~"., b: 
~ ..... 1mJD.aIlI ~ l . A7L a.... '1A7 :t .otS-14:HZ. 

I :s. 1!f~ c. S ... :IIId ( J. lE. ~ 1'íi1'íi16. ~, III b;Ja-V rfp:: 

pmpuma, Gil ~ ~ u: bE~"" .w.,,, W:Iu.I: rm 
\I~ .... n.....,c-"'~"1I c::taplt:l:u. hlRIiI .'id I~ ,.,.. 

16. Vaa l ' 1 t A La. el ~_ ... c: L ~ .~ 19 71. 
~ al 1 J M3?1 ...aq1 t .....c ... =rln ..... m 
.~m~ ... ~af~..:M • .bIr.: 
l . ~ ~';"S:31 

1 ji. :r:~ :r: . A ... md J . f: ( ....... 1'il 1IS. W1II:a l[!IIIftI ~~ ~. 

taa.:I ~..,.,z='="'" :u: I!J IIIruu . ..-.d:I::iIIDr:: P-~ 
~ ~ ~..:M, 111 WJ M l tt. fitt:ItnIIt.I". 
~ 

l a. ....... C"- .. 1: l.u:.. _ LE. rru.:. 1W21M~.,dI. 

.-t.a:: ~ ~ buUa 8: IJ IM....,..,.,...-_ :&.lId • . ~ 
1:ZiII.ft.1t.oUInI*~ l l.: I~1263. 

19. !odni a..c.:. .. ' ...... r ...... V.~:i.1I1 D. 5nllllnl ... ,aI 

~~ D'-tt.a:~~ 1. ,01_ a.....5.x'.. 
1~1 'iI. 

2 11 ~ A.. " Arn:pb,. ....... I knd.t:loia ..... &IIIIL 1W9. 
U ..-JI bIl-nIrI."'""*-& ~ ~ a~ .-II&I: ~ ~ 
... b1.-...a ~ bD cpu. nuIóiI:ILa. ~. ~ A.:ra. 

-',->4. 
2 L ..a... M~ M. D ~ _ .:1 ~ CJ m::bI l~ 2 0 111 
~, aI! . l'IU:II{!-- :IIId . :f.e-r.,. al bt.naII 
~'2I(f.cf::C .. r~.t.rM&a~, ... aa.:t .. ~~ 

SkI:!I- 16 L 

22. k~_ . ... .. fttua_ - L E. Cl .a"..,~da:. 2 [1] 1. 
I!'".A ~ .. 1:I.7NI ~lr: ~ IJ, ~ rü.tiId ro tbI: ~ 
........ 1I:lII IJ paua .ÑI:'i\. ma.:ML ...,.~'. 
~1 .:5 1 - 1 :!S. 

21 Mar¡Dt. 1 r ... :IIId E. FfIIft,. 1'N.1. . ~ tII. m1EZIII"JI 

.::a.I:IIl.I::; UId ~"ftI ~ bda-na: lO ~ Aa. ~ 
CJwa ~13..]6 1. 

X I I~"""' . ..., • 8" % .... A. • .",..,·F'rm",m 
1 W;5. 11111 d'Ium1I -*CdD IIJ tII. ta ........ 11 1 ~ Ii.»ndl PJUD. 
,aa.: , . ~ Z31:~ 
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