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l. 1-DUCCION 

La h e v e í n a  es u n a   p r o t e í n a   p e q u e ñ a   o b t e n i d a   d e l  sedi- 

mento *l l d t e x  de Hevea bm&en.&h ( d r b o l  d e l  h u l e )   c e n t r i f u g a d o  

a al- velocidades y r e p r e s e n t a  e l  70% de l a  p r o t e f n a   s o l u b l e  

e n  age ,  Este s e d i m e n t o   c o n s i s t e   p r i n c i p a l m e n t e  de los l u t o i d e s .  

Archer (1960) ais16 por v e z  primera a esta p r o t e f n a  a 

p a r t i r d e l  sedimento  de l d t e x   l i o f i l i z a d o  y obtuvo   un   producto  

homogh?o c o n  un peso m o l e c u l a r  de alrededor de 1 0 , 0 0 0  d a l t o n s .  

E l  dedrnninb l a  composic idn  de aminodcidos  por cromatograffa e n  

papel& h i d r o l i z a d o s  de h e v e í n a  y demostr6 l a  a u s e n c i a  de iso- 

l e u c i m ,   m e t i o n i n a  y f e n i l a l a n i n a  y un a l t o  c o n t e n i d o  de cistef- 

n a   ( U r e s i d u o s  para un peso m o l e c u l a r  de 1 0 , 0 0 0 ) .  Este a u t o r  no 

e n c o l l l r d   g r u p o s   s u l f h i d r i l o  l ibres por l o  que   conc luy6   que  l a  mo - 

1QcuLi lde   hevefna   contenfa  ocho p u e n t e s   d i s u l f u r o ,  l o  que l a  ha- 

cfa s s e j a n t e  a a l g u n o s   i n h i b i d o r e s   n a t u r a l e s .  Tambign observ6 

que esb p r o t e f n a   e n   s o l u c i 6 n   n o  es c o a g u l a d a  por calor. 

P o s t e r i o r m e n t e   d o s   g r u p o s  de i n v e s t i g a c i 6 n   r e p o r t a n  

o t r o s x e s u l t a d o s   c o n  respecto a esta p r o t e í n a ,  Tata (1975) l a  

p u r i -  por cromatograffa de i n t e r c a m b i o   i 6 n i c o  y obtuvo  un 

p e s o r r l e c u l a r  de 5,000 d a l t o n s   d e t e r m i n a d o  por cromatograffa 

e n  cap f ina .   S imul tdneamente   Walu jono  y Beintema (1975) p u r i -  

f i c a m  a l a  h e v e f n a  de a c u e r d o  a Archer  y u t i l i z a r o n  esta pre- 

p a r a d i n  para d e t e r m i n a r  l a  s e c u e n c i a  de aminodcidos  a p a r t i r  

d e l  rrr iduo  N-terminal .  La cadena polipeptfdica r e s u l t a n t e   c o n -  

sistibde 43 aminodcidos  y c a l c u l a r o n  un peso m o l e c u l a r  de 4729 
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daltons;  ademds  intentaron  determinar  su  peso  molecular  utili- 

zando  una  columna de Sephadex G-25, sin  embargo,  la heveha era 

retardada  mucho  en  la  columna.  Beintema e t  al. sugieren  que  la 

diferencia  entre los pesos  moleculares  obtenidos  por 61 y  Tata 

y.el valor de 10,000 daltons  obtenido  por  Archer  puede  deberse 

a  que  este  fíltimo  hubiera  trabajado  con un dfmero. 

Por  otra  parte  Walujono  y  Beintema  demuestran  que  esta 

protelna  no  tiene  actividad  inhibitoria  sobre  tripsina,  quimo- 

tripsina y carboxipeptidasa,  a  pesar de que  se  asemeja  a  inhibi- 

dores  de  proteinasas  en  cuanto  a  caracterfsticas  estructurales 

y  localizacidn  intracelular. 

A  pesar  de  que  la  funcidn  de  la  hevefna  en el ldtex 

es todavla  desconocida,  su  bajo  peso  molecular,  su  relativa 

abundancia  y  sus  peculiares  propiedades  invitan  a  determinar  su 

estructura  tridimensional.  El  objetivo  del  presente  trabajo  es 

el de  purificar  a  la  hevelna  para  obtener  una  preparacidn  homo- 

genea,  y  preparar  cristales  con la calidad  adecuada  para  llevar 

a  cabo  la  determinacidn  de  la  estructura  tridimensional  por  di- 

fraccidn  de  rayos X. La  informacidn  estructural de la  hevefna, 

asl  como  una  comparacidn  con  otras  protefnas  de  bajo  peso  mole- 

cular  y  ricas  en  cistelna  puede  ser  de  gran  importancia  para  el 

entendimiento de su funcih, asT  como  para  la  relacidn  entre  la 

secuencia  de  amino6cidos y la  estructura  terciaria.  Por  otra 

parte,  tambien  se  estudiardn  algunas  propiedades  de  esta  proteX- 

na  en  solucidn  utilizando  técnicas  espectrofotom6tricas. 



3 

Es  importante  señalar  que  la  elucidaci6n de la  estruc- 

tura  de  una  macroniolecula  por  andlisis  de  difraccidn  requiere 

que  la  molgcula  sea  aislada  del  organismo  de  inter&,  sea  puri- 

ficada a un  alto  grado  de  homogeneidad y sea  cristalizada  en 

forma  adecuada  para  la  obtencidn  de  datos.  En  algunos  casos  esta 

etapa  puede  constituir  la  mitad o mds  del  tiempo y esfuerzo  que 

se  invierte  en un andlisis  estructural.  Las  caracterfsticas 

esenciales que  debe  reunir  un  cristal  para  un  estudio  por  difrac - 
cidn  de  rayos X son: ser  Gnicos,  tener  un  tamaño  mayor a 0.2 mm 

y ser  estables a la  radiacidn  de  rayos X .  

La  cristalizacidn  de  macromolgculas  bioldgicas  no  es 

una  tgcnica  analstica,  sino  contiene  una  parte  sustancial  de 

ensayo y error.  Asfmismo,  la  cristalizacidn  es  un  fendmeno  de 

equilibrio  reversible, y los parhetros cineticos y termodindmi- 

eos especfficos  para  lograrla  dependerdn  de  las  propiedades  ff- 

sicas y qufmicas  del  disolvente y el  soluto  involucrados.  En 

general,  la  estrategia  utilizada  para  inducir  la  cristalizaci6n 

de  macromolgculas  es  llevar  muy  lentamente  el  sistema  soluto-di- 

solvente a un  estado  de  solubilidad  mfnima y asf  alcanzar  un 

grado  limitado de supersaturaci6n  (McPherson, 1976). Esto  pue- 

de  ser  logrado  alterando  gradualmente  la  fuerza  ibnica,  el  pH, 

la  temperatura y las  concentraciones  de proteha y/o  agente  pre- 

cipitante. LOS precipitantes  para  cristalizar  protefnas  caen  en 

tres  categorfas: (1) las  sales,  tales  como  el  sulfato  de  arnonio 

o citrato  de  sodio; (2) precipitantes  orgdnicos  de  volatilidad 

baja  como  el  2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), 1-3 propanodiol y 



4 

( 3 )  polietilenglicoles (PEG) de  diversos  grados  de  polimeriza- 

cidn.  En  algunas  ocasiones  se  añaden  cantidades  micromolares 

de sales  de  metales  mono y divalentes, o bien  cofactores eintribi- 

dores  que  han  demostrado  ser  necesarios  para  lograr  cristales o 

mejorar  la  calidad  de  los  mismos. 

En  la  prdctica,  la  btísqueda  de  las  condiciones  de  su- 

persaturacidn  para  inducir  la  cristalizacidn  puede  ser  lograda 

en una  "micro"  escala  (McPherson, 1976,  1982; Blundell, 1976). 

Algunos  metodos  se  han  utilizado  con  Exito  para  crecer  cristales 

de  protelnas, y Estos  son: 

a)  Didlisis.  Tradicionalmente,  la  didlisis  a  traves 

de una  membrana  semipermeable  ha  sido  una  tEcnica  muy  usada, 

aplicable  a  protelnas  que  cristalizan  a  fuerzas  i6nicas  bajas. 

El metodo  más  favorecido  es  el  de  Zeppezauer, e t  al. (1968,1971) 

que  consiste  en  llevar  a  cabo  una  microdidlisis  usando  un  capi- 

1,ar.  Este  metodo  tiene  la  ventaja de  que  se  requiere  poco  mate- 

rial  protelco,  sin  embargo,  es  un  metodo  difllcil  de  montar  y los 

cristales  no  pueden  observarse  con  facilidad. 

b)  Difusidn  de  vapor.  Este  metodo  es  quizds  el  mbs  po- 

pular  y  ha  demostrado  ser  títil  para  el exben de numerosas  con- 

diciones  con  cantidades  mlnimas  de  protelna.  Existen  dos  tEcni- 

cas  que  utilizan  la  difusidn  de  vapor,  la  de  la  "caja  de  sand- 

wich"  (McPherson, 1976; Blundell, 1976) y  la  de  "gota  suspendi- 

da" (McPherson, 1976; Wlodawer, 1975). Esta tíltima es  la  mds 

usada  y  consiste  en  suspender  gotas  de  protelna  y  precipitante 

sobre  una  soluci6n  más  concentrada  del  agente  precipitante.  A 
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medida  que  el  vapor  difunde  de  la  gota  al  recipiente  inferior, 

la  solucidn  protelca  se  concentra  al  punto  de  supersaturacidn. 

Con esta  tecnica  pueden  probarse  -alrededor  de 20 condiciones  di- 

ferentes  con  s6l0 1 mg  de  protelna. 

c)  Cristalizacidn  por  concentraci6n.  Este  metodo  se 

utiliza  poco  y  consiste  en  concentrar  gradualmente  la  solucidn 

de protelna  para  producir  cristales  (Camerman, elt ai!. 1969). 

d)  Cristalizacidn  por  variaci6n  de  temperatura.  Este 

es  otro  procedimiento  poco  utilizado  en  donde  se  disminuye  la 

solubilidad de la  protelna  por  aumento o disminucidn  gradual  de 

la  temperatura  (Baker, elt d .  1970). 
Una  vez  que  se  ha  obtenido  un  cristal  adecuado,  es  ne- 

cesario  llevar  a  cabo  un  andlisis  preliminar  de  ia  calidad  del 

mismo,  esto  puede  realizarse, ya sea  por  metodos  fotogrdficos o 

mediante  el  uso  del  difractdmetro  automdtico.  Si  se  utiliza  una 

chars de  precesidn,  los  rayos X dispersados  por  el  cristal  in- 

ciden  sobre  una  placa  fotogrsfica  colocada  detrds  de el. Las 

manchas  en  la  fotografla  forman  una  red  bidimensional,  existien- 

do una  marcada  simetrla  en los cuatro  cuadrantes  de  la  misma. A 

partir  de  una  serie  de  fotografzas  se  puede  determinar  la  cali- 

dad  del  cristal,  obtener  las  longitudes  y  dngulos  de  la  celda 

unitaria  y  junto  con  las  medidas  de  las  intensidades  es  posible 

establecer  la  estructura  tridimensional de la  macromoltkula. 

La calidad de los cristales es un  factor  muy  importan- 

te  para  obtener  datos  de  intensidades  (amplitudes)  con  buena  re- 

solucibn. ’ 
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2. PARTE  EXPERIMENTAL 

2.1 Materiales 

L6tex de ffevu b m X i e M b i A .  Este  fue  colectado  de  va- 

rios  individuos  de  los  ciones  HV-42 y IAN-710,  del  Campo  Experi- 

mental  "El  Palmar"  (CAEPAL),  situado  en  el  municipio  de  Tezona- 

pa,  Ver. El l6tex  se  recolect6  en  frascos  de  plsstico y se 

transport6  al  laboratorio  en  un  refrigerador  con  hielo.  Alll 

se  centrifugd en una  ultracentrzfuga  Beckman  L-2-HV a 70,000  g 

durante 50 min y el  sedimento  fue  inmediatamente  almacenado  a 

-2OO c. 
Reactivos.  To-dos  los  reactivos y disolventes  utiliza- 

dos  fueron de grado  analltico, 

2.2 Extracci6n  de  la proteha 

Los pasos  experimentales  subsecuentes  se  llevaron  a 

cabo  a 4 O  C y las  condiciones  de  centrifugacidn  fueron,  en  todos 

los  casos,  las  siguientes: 2 0 , 0 0 0  rpm,  20  min  a loo C. 

El  sedimento  del  ldtex  de  ffevucongelado fue.homoge- 

neizado  en  una  solucidn  de  NaCl 0.1 M en  una  proporci6n  de  lg: 

30 m1  de  solucidn  a 4 O  C  por 3 min  en  un  homogeneizador  Ultra- 

Turrax.  Despues de  centrifugar,  el  sedimento  fue  nuevamente 

hornogeneizado  con  otra  porcidn  de  la  misma  solucidn y centrifu- 

gado. Los sobrenadantes  fueron  combinados,  se  ajust6  el  pH  a 

6.0 (Archer,  1960) y se llevd  a  cabo  una  precipitacidn  fraccio- 

nada  con  sulfato  de  amonio  sblido.  Primero, la saturacidn  se 
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llevd a 65% (para  eliminar  otras  protefnas  presentes  en  el  sedi- 

mento), y se  almacen6 a 4 O  C durante 12 hrs.  Despuds  de  centri- 

fugar,  el  s'edimento  se  desechd y la  hevefna  se  precipitd  del so- 

brenadante  elevando  la  saturacidn a 100% con  mbs  sulfato de amo- 

nip.  Este  precipitado,  despues  de  separado  por centrifugacih, 

fue  redisuelto  en  una  solucidn de sulfato  de  amonio  al 65%, eli- 

mindndose  el  material  insoluble.  El  sobrenadante  nuevamente  se 

llevd a saturacidn  del loo%, dejdndolo  en  reposo 12 h a 4 "  C. 

La  hevefna  precipitada y separada  por  centrifugacidn  fue  disuel- 

ta  en  regulador de fosfatos 0.05 M pH 7.0. 

2.3 Purificacidn de ¡a hevelna y criterios  de  pureza. 

a)  Cromatografza  por  filtracidn  en  gel 

Esta  se  llevd a cabo  en  un  refrigerador  Minicold  Lab 

a 6O C, contdndose  con  un  colector  de  fracciones  Ultrorac 11, 

una  bomba  peristbltica  Varioperpex,  un  monitor  de  absorbancia 

con  filtro  para 280 n m t  Unicord S y un  registrador  de  doble  ca- 

nal,  todo  marca  LKB. 

La  solucidn de protelna  fue  aplicada a una  columna  de 

Ultrogel ACA 54  (LKB) (77 x 1.6 cm)  equilibrada  con  regu1,ador 

de fosfatos 0.05 M pH 7.0. La  velocidad  de  flujo  se  ajustd a 

10 ml/h,  registrbndose  la  absorbancia a 280 nm y colectdndose 

fracciones  de 5 ml. 

La  fracci6n  correspondiente a la  hevefna  fue  recircu- 

lada  en  la  misma  columna. 
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b) Desalinizacidn  de  la  muestra 

Se 1levd.a cabo  utilizando  una  columna  de  Sephadex 

G-10 (Phamacia) (88 x 1.4 cm)  utilizando  agua  como  eluyente. 

c)  Concentracidn  de  la  muestra 

La fraccidn  conteniendo  a  la heveha fue  concentrada 

por  liofilizacidn o por  ultrafiltracidn  utilizando  el  minicon- 

centrador  Amicon  modelo  8MC,  con  membrana YM-2 (retiene  mol6cu- 

las  con  peso  molecular  mayor  a 1000 daltons). 

La  concentracidn  de proteha fue  medida  por  absorcidn 

a 280 nm usando  un  coeficiente  de  extincidn cl% = 2.56 (Archer, 

1960). 
cm 

d)  Electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida - SDS 
En  general,  el  procedimiento  utilizado  fue  el  presen- 

tado  en  la  nota de aplicacidn No. 306 de LKB. La  separacidn  de 

la  protelna fue llevada  a  cabo  en  geles de poliacrilamida  al 10% 

en  placas  horizontales. 

La  muestra  para  electroforesis  se  prepard  de  la  si- 

guiente  manera:  a 200 u1 de  la  solucidn  prot6ica (2 mg/ml)  se 

le adiciond un volumen  igual  de  regulador  de  fosfatos O .  O¡ M 

pH 7.1 conteniendo  mercaptoetknol,  al 1% y SDS  al 0.1%, esta so- 

lucidn  se  incubó  a 98O C  en  baño  marla  durante 2 min,  se  enfrid 

y se  le  añadieron 10 p1 de  azul  de  bromofenol  como  marcador  del 

frente. 

Antes  de  colocar  las  muestras  se  llevd  a  cabo  una 

preelectroforesis  a 5O C, 150 mA durante 30 min,  despues de co- 
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locar  las  muestras  se  ajustd  la  corriente a 190 m~ y se efectud 

la  electroforesis  'en 4 h a 5 O  C. Los  geles se tiñeron de-acuer- 

do  al  mstodo de Blakesley, elt al. (19771, utilizando  una  solu- 

cidn  de  azul de Coomasie G-250 al 0 . 2 %  P/V  en  H2SO4 2N, 1/9 vo- 

lumen  de KOH 10 N y dcido  tricloroac6tico  al 12% P/V, durante 

8 h y se  conservaron  en  agua. 

e) Cromatograffa  de  Intercambio  Idnico  de  Alta  Resolucidn 

Se utilizd  un  cromatdgrafo  de  lfquidos de alta  resolu- 

cidn  Marca .Vairian Modelo 5020 B y una  cohxnna TSX-C"35 W 

( 7 . 5  x 75 m) equilibrada  con  regulador  de  fosfatos 0.1 M ph 7.0. 

El volumen de inyeccidn  fue de 10 p l  de  una  solucidn de hevefna 

de 10 mg/ml. Para  la  elucidn de la  muestra  se  us6  un  gradiente 

de NaCl de O a 1.0 M en  el  mismo  Regulador.  La  velocidad  de  flu - 
jo se  ajustd a 0.5 ml/min,  detectdndose  las  fracciones  por  absor- 

cidn a 280 m. 

2 . 4  Andlisis de Aminodcidos 

La composicidn  de  aminodcidos  fue  determinada  despu6s 

de la  hidrdlisis  dcida en  HC1 6M a 110' C durante 20 y 4 8  hrs. 

(Moore, e t  d .  1963), y 20 hrs.  en  dcido  perf6rmico 4 N para  la 

determinacidn de cisteha, como  dcido  cistsico.  Tambien  se  lle- 

v6 a cabo  un  hidr6lisis a 20 hrs.  con  dcido  metanosulfdnico  4N 

a 110. C,  para  la  determinacidn  de  Triptofano  (Simpson, e t  d .  
1976). El  andlisis  se  realiz6  en  un  analizador de aminodcidos 

Durrum  Modelo 5000. Se  hicieron  correcciones  por  destrucci6n 

parcial de  hidroxiaminodcidos. 

""""*"__",.. . .. 
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2 . 5  Determinacidn  del  Peso  Molecular 

, a) Filtracidn'en  gel 

Este  metodo  fue  descrito  por  Andrews ( 1 9 6 5 ) .  La  deter- 

minacidn  se  llevd a cabo  en  una  columna  de  Sephadex G - 5 0  ( 9 4 . 5  x 

1 cm),  equilibrada  con  regulador  de  fosfatos 0.05 M pH.7.O y 0 . 1  

M de  NaC1. Se utilizaron  marcadores  de  bajo  peso  molecular 

( 3 , 5 0 0  a 1 4 , 0 0 0  daltons)  de  Sigma.  La  elucidn  se  llevd a cabo 

a una  velocidad  de 3 . 1  ml/h y se  colectaron  fracciones  de  3.3ml. 

b) Filtracidn  en  gel  usando  clorhidrato  de  guanidina 6M 

(Fish, elt at. 1 9 6 9 ) .  

Se prepard  una  columna  de  Sephadex G - 5 0  superfino 

( 9 4 . 3  x 1 cm)  la  cual  se  equilibrd  con  guanidina 6M  en  regulador ' ! 

de  fosfatos 0 . 0 5  M pH 7.0. Tanto  la  hevelna  como las,protelnas 

tipo  de  bajo  peso  molecular  fueron  disueltas a una  concentra- 

cidn  del 1 % ,  en  guanidina  6M y mercaptoetanol 0 . 1  M, ajustando 

el  pH a 8 . 6 .  Las  muestras  permanecieron  bajo  estas  condiciones 

reductoras 1 8  hrs a 25O C. Posteriormente  se  llev6 a cabo  una 

carboximetilacidn  de  los  grupos  sulfhidrilos  reducidos  por  adi- 

cidn  de  yodoacetamida  al 0 . 1 5  M ajustando  el  pH a 8.6  con  NaOH 

5M. Esta  reaccidn  se  complet6  en 1 h  a temperatura'  ambiente. 

El  volumen  total  fue  en  todos  los  casos  de 0.5 ml.  En  la  misma 

columna y bajo  condiciones  idgnticas  primero  se  realizd  la  cur- 

va  de  calibracidn  con  las  protelnas  tipo y posteriormente  se 

llev6 a cabo  la  elucidn  de  la  hevefna. 

La  velocidad  de  flujo  se  ajustd a 2 . 5  ml/h y se  colec- 

taron  fracciones  de 1.7 ml,  registrdndose  la  absorcidn a 2 8 0  nm. 



2.6 Pruebas de i n h i b i c i d n  de papalna por hevelna 

Se u t i l i z 6  papaha de Sigma 2 veces  cristalizada como 

proteinasa a i n h i b i r ,  siguiéndose e l  metodo d e  Kunitz  modificado 

(Del Cast i l lo ,  d. 1966)  para  determinar la  actividad  proteols - 
tics. Este metodo consistid en aiiadir 0 .1  m1 de l a  soluci6n en- 

zimdtica sola y en presencia de  hevefna en concentraciones  equi- 

molares (1.02 x 10Z4 moles/l) a 1.9 m1 de casefna  tipo Hammers- 

ten a l  1% e n  regulador de fosfatos 0.05M pH 7,6. La reacci6n 

se  l lev6 a cabo a 35 OC durante 20 min, despues de los cuales  se 

añadieron 3 m1 de dcido tr ic loroacgt ico   a l  5% y se centr i fugd a 

2000 rpm 30 rnin. La actividad  se  expresa como l a  diferencia de 

absorcidn  entre e l  problema y e l   t e s t i g o ,  e l  cual  se.mepar6 

agregando l a  solucidn  enzimatica despues del dckdo tricloroace-  

.' . . t i co .  

' 2  ;:I Espectroscopfa en soluci6n 
. .  al Se determind e l  espectro de absorcidn de l a  hevefna pura 

disuelta en agua, a una concentracidn de 0.086 mg[ml, de 

400 nm a 250 nm usando un espectrofot8metro~Pek~n-Elmer 

modelo 552. 

bl. Espectro  difere.nc$al por efecto de l a  temperatwa 

Este  espectro C32Q - 250 m1 fue  obtenido e n  un espectro- 

fot6metro Yarian mode%o DMS - 80 equipado con chaquetas t@rm$cqs 

para las  celdas, La temperatura de las  celdas de referencia y 

muestra pod$an ser  controladas en forma independiente mediqnte 

e l  uso de bqfios circulantes sepqrados. 
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La  solucidn de hevelna  (0.1  mg/ml)  en  regulador  de 

glicina  pH  2.6  fue  filtrada a traves de membranas  de  Millipore, 

y se  colocaron 3 m1 de esta  solucibn  en  ambas  celdas.  La  lInea 

base  del  espectro  diferencial,  esto  es  el  espectro  de  las 2 so- 

1u.ciones a la  misma  temperatura  (15.2" C) , fue  obtenida y resta- 

da  de  los  espectros  subsecuentes. 

La  temperatura  de  la  celda  de  referencia  se  mantuvo 

constante a 15.2O C durante  el  experimento y la de la  celda  de 

muestra  se  elev6 a 77.2O C con  incrementos  de 3 6 4 O  C, permi- 

tiendo  que  se  alcanzard  el  equilibrio a cada  temperatura  antes 

de obtener  el  correspondiente  espectro  diferencial. 

2.8 Cristalizacidn 

Se  utili26  el  metodo de difusidn de vapor  de  gota  sus- 

-pendida  (McPherson,  1976,  1982).  Para  las  pruebas  preliminares 

se  utilizaron  cajas de Petri,  cuyas  tapas,ligeramente  engrasadas 

con  grasa  de  silicones,  fueron  usadas  para  colocar  las  gotas  de 

la  muestra;  al  colocar  las  tapas  sobre  los  recipientes,  estas 

gotas  quedaron  suspendidas,  Fig. 1. En  estos  experimentos  inicia- 

les  se  probaron  los  siguientes  agentes  precipitantes : 2-metil-2, 

4-p.entanodio1 (MPD) en  regulador  de  Tris 40 mM, pH 8 y MES 4 0  mM, 

pH  6.0;  PEG  6000  en  regulador  de  Tris 4 0  mM pH 8 .0 ,  sulfato  de 

amoni-o y algunas  sales como LiC1,  NaC1,  KC1,  CaC12,  CdC12 y MgC12. 

Posteriormente  para  las  pruebas  mbs  finas  se sigui6 el 

siguiente  procedimiento : se  usaron  cajas  tipo  Linbro,  Fig.  2, 

con 20 "pozos" 6 recipientes  individuales (4 2. O cm y 1.5 cm  de 
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Gota de 2 0  p 1  conteniendo a l a - p r o t e f n a  
en e l  medio de c r i s t a l i z a c i 6 n  

Portaobjeto 
Grasa  de si l icones 

gente  precipitante 

Figura 1. Recipiente  para  cristalizar  protelnas por difusi6n de 
vapor en microescala...  Técnica de gota su-spendida. 
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t 

-Figura  2 .  R e c i p i e n t e s   u t i l i z a d o s  para c r i s t a l i z a r   p r o t e l n a s  
por e l  m6todo de d i f u s i 6 n  de vapor d e   g o t a   s u s - e n -  
dida. 
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altura).  Como  tapas se usaron  portaobjetos  ligeramente  engra- 

sados  con  grasa de silicones.  Se  aplicd  grasa  en  los  bordes  de 

los  "pozos" y recipientes y se  colocd 1 m1  de  la  solucidn  preci- 

pitante  apropiada en cada  uno.  Posteriormente,  sobre  el  porta- 

objetos  engrasado se colocaron 10 p 1  de la  solucidn de proteha, 

en  concentracidn  de 5-20 mg/ml,  previamente  centrifugada  para 

eliminar  cualquier  partzcula  de  polvo.  Entonces  se  invirtid  el 

portaobjetos  sobre  el  recipiente  adecuado  sellando  con  la  grasa 

de  silicones.  Finalmente  se  almacenaron  los  recipientes  en  un 

refrigerador a 6O C. 

Los  agentes  precipitantes  en  estos  casos  fueron: 

a) MPD desde 35-60% con  intervalos  de 5% en  regulador 

de  Tris 4 0  mM pH 8.06. 

b) MPD desde 35-60% en  regulador  Tris 4 0  mM pH 8.06 y 

LiCl 0.1 M. 

c) MPD desde 35-60% en  regulador  Tris 40 mM pH 8.06 y 

CaC12 0.1 M. 

d) MPD desde 35-60% en  regulador  Tris 4 0  mM pH 8.06 y 

NaCl 0.1 M. 

Las  gotas  fueron  equilibradas  'contra  las  correspondien- 

tes  soluciones  precipitantes,  pero  usando  NaCl 0.2 M en  todos 

los  casos. 

La  formacidn  de  los  cristales  en  .las  gotas y su  cre- 

cimiento  se  observd  al  microscopio  polarizado a intervalos de 

tiempo. 
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2.9 Montado  del  Cristal 

Se  utilizaron  capilares  de  vidrio  Mark-R8hrchen de 0 . 5  

y 0.7 mm de  didmetro,  los  cuales  se  sumergieron  en  soluci6n  di- 

luida  de  HC1 

ron. 

El 

nectando  una 

toda  la  noche,  posteriormente  se  enjuagaron y seca- 

cristal  seleccionado  en  alguna  gota  se  succi0116  co- 

manguera  de  Tygon  en  el  extremo  ancho  del  capilar. 

DespuBs  se  elimin6  el  exceso  de  lfquido  del  capilar  usando  papel 

filtro  recortado  finamente;  estas  operaciones  se  realizaron  bajo 

el  microscopio  polarizado.  En  un  extremo  se  dejd  un  poco  del 

lfquido  madre  para  evitar  que  el  cristal  se  secara.  Finalmente . .  

se  cort6  el  capilar a una  longitud  de 1.5-2.0 cm y se  sellaron 

d o s  extremos,  primero  con  grasa  de  silicones y despues  con  ce- 

ra  dental . 
2.10 Determinacidn  de  la  Calidad  de  los  Monocristales 

El  capilar  conteniendo  el  cristal  de  hevefna  adecuado 

,se. colocd  en  un'alfiler  metdlico y despues  en  una  cabeza  de  go- 

niómetro y este a su  vez  en  un  difract6metro  de  rayos X automb- 

tic0  de  cuatro  cfrculos (28, w ,  4, x)  Figura 3 ,  con  radiacidn  mo- 

nocromdtica  de CuKa, con  un  filtro  de  Ni y equipado  con  un  de- 

tector  de  6rea,  Figura &. 

Dentro  de  los  metodos  experimentales  que  se  utilizan 

para  obtener  un  diagrama  de  difraccibn, se encuentran los mgto- 

dos  fotogrdficos y difractometricos. Los mQtodos  fotogrbficos, 

particularmente  el  de  precesibn,  nos  proporciona  toda  la  infor- 
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Figura 3. Difract6metro  de  cuatro  cfrculos  equipado  con  detec- 

tor  de  area 
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Figura 4 .  Osciloscopio y detector de drea 
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macidn  necesaria  para  la  determinacidn  del  sistema  cristalino, 

dimensiones  de  la  celda.unitaria,  grupo  espacial y establecer 

el contenido  electrdnico  de  la  celda  unitaria.  Desafortunada- 

rente,,  los  metodos  fotogrdficos  r.equieren  de  tiempos  de  exposi- 

cidn  de  la  muestra a la  radiacien  muy  prolongados (& 24  hrs), 

con la  consecuencia  de  un  daño  muy  grande  en los cristales.  Los 

&todos  difractom6tricos  tienen  una  mayor  precisidn  en  las  medi- 

das  de  las  intensidades,  pero  la  desventaja  de  poder  medir  sola- 

write una  reflexidn  en  un  tiempo  dado. 

En  el  detector  de  drea (Cork e t  at, 1974) se han  con- 

juntado  las  excelencias  de ambos metodos  fotogrdficos y difrac- 

tom6tricos e incorporando  un  densitemetro,  obteniendose  en  esta 

forma,  un  dispositivo  fotogrbfico'electrbnico  (Figura 4 ) .  

La  utilidad  del  detector  de  drea  en la determinacibn 

de la estructura.tridimensiona1 de  macromol6culas  frente a los 

&todos  convencionales  es  la  de  poder  medir  un  mayor  ntimero  de 

intensidades  en  tiempos  cortos  de  exposicien,  sin  causar  daño a 

los cristales.  Adembs,  este  metodo  nos  permite  medir  celdas  uni- 

tarias  de  gran  tamaño 100 -150 A sin  dificultad  alguna. 
O 

Los cristaIes.de protelnas  tienen  celdas  unitarias 

grandes,  existe  un  desorden  molecular  en  el  cristal  debido a su 

alto  contenido  de  mol6culas  de  agua  dentro  de  la  celda  unitaria, 

decaen  con  relativa  facilidad  cuando  son  irradiados  con  rayos x 
y finalmente  dispersan  la  radiacidn  de  rayos X debilmente.  De- 

bido a estas  caracterfsticas  especiales  de  los  cristales  de  pro- 

telna,  se  recomienda  que  toda  la  informacidn  necesaria  para  la 

http://cristaIes.de
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d e t e r m i n a c i 6 n  de la  e s t r u c t u r a   t r i d i m e n s i o n a l  se o b t e n g a  de  i n -  

mediato. 

Una vez  montada l a  c a b e z a  de g o n i 6 m e t r o   d e n t r o  d e l  e q u i -  

po d e   d i f r a c c i d n  se p r o c e d i 6  a a l i n e a r   6 p t i c a m e n t e  e l  cr is ta l  

d e  heveha,  de t a l  forma q u e   f u e r a  bañado e n   s u  tota l idad por l a  

r a d i a c i 6 n .   ; . i n d e p e n d i e n t e m e n t e  de s u   o r i e n t a c i b n ;  esto se r e a l i z d  

con  l a  ayuda de un microscopio graduado,  La d i s t a n c i a   e n t r e  e l  

d e t e c t o r  y e l  cristal f u e  de 10 c m  de l o n g i t u d ,   e n  donde se ob- 

tuvo  e l  mayor n b e r o  y l a  mayor i n t e n s i d a d  de l o s  rayos d i f r a c -  

tados por e l  cristal,  E l  cristal de h e v e f n a   f u e  irradiado con  

r a d i a c i d n  Cu Ka, d u r a n t e  3-5 min y se obtuvo   una  fotograffa d e l  

diagrama de d i f r a c c i b n .  
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3 .  RESULTADOS Y DISCUSION 

Purificaci6n de la  Proteina 

En  el  Gltimo  paso de la  extraccidn  de la  hevelna,  el  pre 

cipitado  final  fue  disuelto  en  regulador  de  fosfatos 0.05 M, pH 

7.0 y  se  aplicd  a  una  columna  de  Ultragel  ACA-54.  El  patrdn  de 

elucidn se  muestra  en  la  Fig. 5, en  donde  se  observa  un  pico 

predominante que corresponde  a  la  heveina,  detectada  por  su  es- 

pectro de absorcidn  en  la  regidn  del  ultravioleta  (Archer, 1960). 

Esta  fraccidn  fue  recirculada  en  la  misma  columna  obteniendose 

un  pico  muy  agudo,  el  cual fue  desalinizado  en  una  columna  de 

Sephadex G-10, utilizando  agua  como  eluyente.  Finalmente  la  pro- 

teina  se  concentr6  por  liofilizacidn  hasta  alcanzar  una  concen- 

traci6n  mayor  a 10 mg/ml;  otra  porcidn  de  la  soluci6n  proteica 

fue  concentrada  por  ultrafiltracibn. 

Criterios de Pureza 

Cuando  una  porci6n de esta protelina fue  sometida  a 

electroforesis  en  geles  de  SDS  poliacrilamida se  observ6  una so- 

la  banda  para  todos  los  lotes de heveina  obtenidos.  Tambign  se 

obtuvo  el  espectro de  absorcidn  (Fig. 6) en  el  ultravioleta, 

que  result6  ser  identic0  al  reportado  por  Archer (1960). 

El  intercambio  ibnico,  por  HPLC,  de  la  preparaci6n  de 

hevefna  (Fig. 7) mostrd  un  solo  pico  muy  agudo,  indicando  que 

la  protelina  estaba  adecuadamente  purificada. 
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FSgura 5. Diagrama de  eluci6n  de la fraccidn  precipitqda  con 
sulfato  de  amonio saturado. El, pico predominante 
corresponde  a la hevefna. 

..... .. . . - . - _. . ""... ". .. - . . . . . . . 
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Figura 6 .  Espectro de absorcidn de l a  hevelna. 
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F i g u r a  7 .  Diagrama de e l u c i 6 n  de l a  heveha u t i l i z a n d o  una 
columna de i n t e r c a m b i o   i d n i c o ,  por HPLC. 
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Determinacidn  del  Peso  Molecular 

Al  deterininar el  peso  molecular  de  la  hevefna,  utili- 

zando  una  columna  de  Sephadex G-50 superfino,  esta  protefna  fue 

retardada.en  la columna y eluida en un  volumen  que  corresponde- 

r4a a un  peso  molecular  de 2,000 daltons.  Este  resultado  con- 

cuerda  con  el  reportado  por  Walujono; e t  al. (1975) quienes  su- 

girieron que  la  retencien  en  la  columna  era  debida a un  alto 

contenido  en  aminodcidos  aromdticos,  sin  embargo,  esta protelina 

solo  contiene 2 residuos  de  triptofano y uno  de  tirosina. 

Cuando  se  us6  el  metodo de filtracidn  en  gel  en  pre- 

sencia de guanidina 6 M, se  estimd  un  peso  molecular  de 4750 

daltons  para  la  hevefna.  En  este  caso  todas  las protehas se 

encuentran  desnaturalizadas  por lo que  se  comportan  como  cadenas 

aleatorias.  Este  resultado  concuerda  con  el  valor  de 4729 dal- 

tons  determinado  por  Walujono, e t  al. (1975) a partir  de  la  se- 

cuencia  de  aminodcidos. 

Andlisis de Aminodcidos 

Los resultados  de  la  composicidn  de  aminodcidos  para 

la  hevefna  se  muestran  en  la  Tabla I, donde  se  expresan  como  re- 

siduos  de  aminodcidos  por 4750 daltons.  Se  observd  una  gran 

concordancia  entre  nuestros  datos y los  reportados  por  Walujano, 

e t  al. (1975) a excepci6n  de  la  prolina,  en  donde  obtuvimos  el 

doble  que  el  valor  reportado  por  ellos. 

Essectroscopza  en  Solucidn 

a) El espectro  de  absorcidn  en  la  regidn  ultravioleta 

de  la  hevefna  pura  se  ilustra  en  la  Fig. 6. La curva  de  absor- 
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TABLA I. COMPOSICION  DE  AMINOACIDOS DE LA HEVEINA 

Valores  expresados  en  residuos  por  mol.  Los  valores  corre- 
gidos  se  calcularon  tomando  el  ntímero  de  residuos  por  mol 
de as&-tim, gluthim y glicina cdm 6, 6 y 5 re~ivamenteo 

minodcido Hidrdlisis  HC1 6N Valores  Entero  mds 
20 H 48 H corregidos  cercano 

Acido  Aspdrtico 6.37  6.22  6.36 6 

Treonina 0.85  0.91  0.85 1 

Serina 4.72  5.10  4.70 5 

Acido gluthico 5.98  6.21  5.98 6 

Prolina 3.76  3.52  3.75 4 

Glicina 5.44  5.31  5.43 5 

Alanina 1.36  1.19 1-40 1 

CistePnaa 7.64 ” 7-63 8 

Leucina 2.06  2.35  2.05 2 

Tirosina 1.44  1.5  1.43 1 

Histidina 0.97 0.876 0.97 1 

Lisina 2.28  2.26 ’ 2.27 2 

Arginina 1.19 0-90 1.02 1 

Triptofano ” 1.5 2 b 1.5 

a Determinada  como  dcido  ci.st6ico.  Oxidacidn  con  dcido  perfdr- 
mico. 

Hidrolizado  preparado  con  %cid0  metanosulfbnico. 

I 
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cidn  es  la  tfpica  de  una proteka, con  un  hombro  en 288 m, ca- 

racterlstico de los  residuos  de  triptofano. 

b)  Espectroscopla  diferencial  por  efecto  de  la  tempe- 

ratura.  Debido a que  la  hevefna  en  solucidn  no  es  coagulada  por 

calor y tampoco  precipita  en  presencia de dcido  tricloroac&ico, 

se  pens6  en  realizar  un  estudio  sobre  los  cambios  conformaciona- 

les  que  sufre  esta  protefna  por  aumento  en  la  temperatura. 

En general,  cuando  una  protelna  sufre  un  cambio  con- 

formational por  el  desdoblamiento  de  la  cadena,  los  grupos  cro- 

mdforos  (aminobcidos  arombticos)  son  transferidos  del  interior 

de la  protefna  al  disolvente.  La  alteracidn  en  su  ambiente  es- 

td acompañada  por  pequeñas  variaciones  en  su  espectro  de  absor- 

cibn,  el  cual  es  desplazado  tanto  en  longitud  de  onda ( A A )  como 

en  intensidad (A As). Cada  cambio  en  el  ambiente  produce  un  es- 

pectro  diferencial  de los crom6foros  encontrados  mds  comunmente 

en  las  protelnas. 

El  espectro  diferencial  de la hevezna a 77.2O C y pH 

2.6 se  muestra  en  la  Fig. 8. Las  bandas 0btenidas.a 293 y 285.3 

nm son  de  signo  positivo,  mientras  que  en  otras  protefnas  estu- 

diadas  anteriormente  (Ghglis, e t  aL . ,  1 9 8 2 )  se  ha  demostrado 

que  el  proceso de desnaturalizaci6n  se  acompaña  de  bandas  nega- 

tivas,  originadas  por  la  transferencia  de  residuos  aromdticos 

del  interior  hidrofdbico'de  la  protefna,  al  disolvente  acuoso. 

En  la  Fig. 9 se  muestra  la  variacidn  del A As de  las 

bandas  obtenidas a 293 y 285.3  nm en  funcidn  de  la  temperatura. 

Aunque  la  curvatura  que  aparece  en  la  zona  de  baja  temperatura 
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FIGURA 8 ,  ESPECTRO DIFERENCIAL  DE LA HEVEfNA A 77,'2 "c. 
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Figura 9 ,  Variacidn de A A s  en funcidn de l a  temperatura, 
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pued.e  indicar  la  presencia 53 !art cambio  conformacional,  en  ge- 

neral  la  tendencia de  la  curva no .mue&tra  la  forma  sigmoidal  ca- 

racterfstica  de  un  fen6meno  cooperativo. Afín. mds,-a partir de 

los 32OC la  dependencia  de A As con'la temperatura  es  mbs  bien 

lineal, lo cual  indica  que  el  efecto  observado  es  debido  a  la 

simple  perturbaci6n  tgrmica de los residuos  de  triptofano y ti- 

rosina  de  la  protefna  (Lehrer  y  Barker, 1971). De acuerdo  a 

lo anterior  puede  pensarse  que los residuos  aromdticos  de  la  mo- 

1,Qcula de  la  hevefna se encuentran,  en  su  mayorfa,expuestos  al 

disolvente.  Este  resultado  explicarla el  hecho  de  que  la  pro- 

tefna  sea  retardada  en  la  columna  de  Sephadex,  no  siendo  la  can- 

tidad de  aminodcidos  aromdticos  presentes  la  responsable de este 

fenbmeno,  sino  la  posicidn  de los mismos. A l  estar  expuestos  al 

i 

disolvente  pueden  interaccionar  con  estos  soportes. 

Inhibicidn  de Papaha por  Hevefna 

Debido  a  las  similitudes  en  cuanto a peso rnolecuLar y 

alto contenido  de  puentes  disulfuro  entre  la  hevefna y los inhi- 

.-bidores  de  protefnasas,  tales  como  el  inhibidor  de  tripsina  del 

frijol  ,(Tan, e t  d . ,  1971), Walujono, e t  al. (1975) probaron  si 

la  hevefna  mostraba  propiedades  de  inhibidor  sobre  proteinasas 

de  tipo  serenico, como son la tripsina y la quimotr2psin.a y obser 

varon  que  no  inhibla  a  estas  enzimas. 
- 

En  nuestro  caso  realizamos  algunas  pruebas  sobre  pa- 

palna,  que  es  una  proteinasa  de  tipo  cistelnico,  observando  que 

la  hevefna  tampoco  inhibe  a  esta  enzima. 



Cristalizacidn 

La cristalizacidn  de  la  hevelna  fue  .lograda  despues 

de  una  exploracibn y un  estudio  sistemdticos  de  algunos  parbne- 

tros  que  controlan  este  proceso,  como  son  el  pH,  la  temperatura, 

la.  presencia  de  agentes  precipitantes,  etc.,  utilizando  el  meto- 

do  de  difusi6n  de  vapor  de  gota  suspendida  para un control  fino 

de  los  contenidos  del  medio  de  cristalizacibn.  En  la  Tabla I1 

se muestran  los  resultados  de  aquellas  pruebas  en  donde  se  ob- 

t 

tuvieron  monocristales  con  un  tamaño  mayor a los 0.2 mm. 
Como  puede  observarse,  en  todos  estos  casos,  el  agen- 

te  precipitante  ideal  fue  el  2-metil-2,4-pentanodiol  en  concen- 

traciones  mayores  al 25% en  la  gota  suspendida y  a un  pH  de 8.06,  

tanto  en  presencia  de  sales  (LiC1 y CaC12),  como  en  ausencia  de 

ellas.  El  tiempo  promedio  de  crecimiento  de  los  cristales  fue 

de 3 semanas. 

Las  Figuras 10 a 13 muestran  los  cristales  obtenidos, 

siendo  los  crecidos  en  presencia  de  sales  como  LiCl  (Fig. 10) y 

CaC12  (Fig. 13) los  de  mayor  tamaño.  Estos  cristales  fueron  es- 

tables a 6 O  C de 3 a 4 meses, y en  experimentos  posteriores.se 

ha logrado  reproducir  su  obtencibn. 

Los cristales  obtenidos  por  aumento  en  la  temperatura 

(Fig. 11) mostraron  una  morfologla  diferente;  eran  hexdgonos  de 

aproximadamente 0.2 mm a lo  largo  del  eje  mayor.  Sin  embargo, 

estos  cristales  resultaron  demasiado  fr6giles.. 



T A B L A  I 1  
CR I STAL I ZAC ION DE - HEVE I NA 

AGENTE PRECIPITANTE 

MPD 60 % EN TRIS 40 MM PH S, OS,: 
011 M.LiC1, vs MPD 60 X , , O , 2  PJI 
NaCl . 

2 SEMANAS A 6"CI DESPUCS  SE 

E L E V ~  LA TEMPERATURA A 40°C .DURA.NTE 
24 HS, COLOCANDOSE DE .NUEVO A 6OC1 

MPD 55 % EN TRIS 40 MM PH 8,O6, vi 
MPD 55 2, O, 2 M, 

flPD 60 Z EN TRJS 40 MM PH 8,O6, 
0;01 M vs plPD 60 X,. ~ a ~ l  O, 2 M I 

CONC, PROTEfNA T (SEMANAS) 
M G ~ L  

16, O 

10. o1 

A P A R I C I ~ N  DE 
CRISTALES 6°C 

2 - 3  

6 -  

3 - 4  

4 - 5  

FORMA DEL 
CR I STAL 

PLACAS LARGAS 

HEXAGO~AL 

PLACAS LARGAS 

FIG, 

10 
\ 

11 

12 

PLACAS LARGAS, 13 
GRUESAS 6 

LAS GOTAS SUSPENDIDAS CONTEN~AN 10 111 DE. LA SOLUCIÓN  PROTEfCA ' Y  10 111 DEL AGENTE PRECIt ' ITANTE, 

* 
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'Figura 10. C r i s t a l e s  de heveha  obtenidos a 6 OC usando MPD 

60% en T r i s  4 0  mM pH 8 . 0 6 ;  0.1M L i c l ,  como agente 
2recipitante.  Longitud  apoximada de 0 . 3  mm. 
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Figura 11. Cristal de heveina   obtenido  con MPD 55% en T r i s  

4 0  mi pH 8 . 0 6 ;  L i C l  0.1M. E l  experimento primero 
se d e j d  dos semanas a 6 O C ,  d e s p g s  se e l e v d  la  
temperatura  a 4 0  OC d u r a n t e  2 4  h r s ,  l levando  nue- 
vamente a 6 OC. Longitud aproximada de 0 . 2 5  m. 
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'Figura 12. C r i s t a l e s  de hevelina obtenidos  a 6 OC usando MPD 
a l  55% en Tris 4 0  mM pH 8 . 0 6 .  Longitud aproxima- 

da de 0 - 4  m. 
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F i g u r a  1 3 .  Cristales de hevefna crecidos a 6 O C  u t i l i z a n d o  MPD 
6 0 % ,  0.01M CaC12 en Tris 4 0  mM pH 8 . 0 6 .  Longitud 
aproximada de 0 . 6  m. 
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Determinacien  de  la  calidad de los  monocristales 

Para  este  andlisis  preliminar  se  selecciond  un  cristal 

de hevefna,  el  cual  crecid  en  un  medio  conteniendo MPD al 60% en 

regulador  de  fosfatos 40 , pH 8.06  y 0.01 M de  CaC12 (Fig. 

13). Este cristal  se  mont6  en  un  capilar  de  vidrio  de 0.7 mm 

de  didmetro  interno;  esta  operacidn  se realiz6.con mucho  cuidado 

ya  que los  cristales  protgicos  contienen  alrededor  de  un 50% de 

agua y por lo  tanto  son  muy  frdgiles. 

La  fotografla  del  diagrama  de  difraccidn  de  este  cris- 

tal  se  presenta  en  la  Fig.  14.  El  diagrana  nos  muestra  que  el 

material  cristalino  es  una  protelna,  con  dimensiones  de  la  celda i 

unitaria  de .. 50  A de  longitud. 
O 

" . . 
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Figura  1 4 .  Fotograffa d e l  diagrama de d i f r a c c i 6 n  de un cristal 
de h e v e h a  ( F i g .  13). 



4 .  COI3CLUSIONES 

Como se  enfatiz6 en l a  Introducci6n e l  primer paso 

para un estudio  estructural por difracci6n de rayos X consis- 

t e  en tener c r i s t a l e s  adecuados. En e l  caso de l a s  protelnas 

esta  etapa es  especialmente c r l t i c a ,  debido a las  dificu1,tades 

que se  presentan  para  lograr un c r i s t a l  como para crecerlo. 

Este  trabajo forma parte  del primer proyecto en  nues - 
t ro  pass en e l  que se  pretende  obtener la  estructura  tridimen- 

s ionalde una protefna por difraccidn de rayos X ,  por l o  que 

se  investigaron  sist.ematicamente l a s  condiciones mas a,decuadas 

para, c r i s ta l izar  a l q  protef.na, Como se señala en & a  secci6n 

de Resulta,dos, de l o s  agentes  pre.cipitantes que se probaron pa - 
ra  crista. l izar a l a   h e v e h a   e l  mejor  fue  el,  2-metil-2,4-penta- 

nodiol, en con,centra,cfoneg inic ia l .es  ma,yores a un 25% an la go - 

t a  suspendida. y a pH de 8 . M .  La presencia de sqles pqrece t e  - 

ner un efecto  positivo en el,  crecimiento de los c r i s t a l e s ,  

siendo e l  obtenido en MPD y CaC12 e l  que .mostr6 un diagrama de 

difraccidn de un crista!  proteico de  buena calidad; por l o  ta,n - 
t o ,  estos Ciltimos se  utilizarbn pqra 13  obtenci6n de  der$,va,dos 

metdlicos y para  l,a de.terminac$bn de. la-estructura tr.id@e.Gsio - 
nal,  qne ser6  el   objet ivo de un trabqjo  poster$or, 

Ya se mencione  que l a  hevefna se encuentra. en e4 se- 

dimenta del  l,$tex,  el  cual  consi.ste  prin,cipahente de h a  Par -  

tfculas  lutoides,  Estos lutdrides contienen compartamentaliza- 

protefma, que al   ser   l iberadas interrumpen e l   f l u j o  de l s tex  



e n  los cortes e f e c t u a d o s  para s u   r e c o l e c c i 6 n   C S o u t h o r n ,  1968). 

Muy poco se sabe de l a  f u n c i d n  y mecanismos de c o n t r o l   q u e  

e f e c t t i a n  las  p r o t e h a  del  l d t e x ,   a l g u n a s   s o n   e n z i m a s   q u e  par- 

t i c i p a n   e n  ciclos m e t a b b l i c o s ,   s i n  embargo, e x i s t e n  otras con  

a l t a  c o n c e n t r a c i 6 n   e n  e l  s e d i m e n t o ,   c u y a   f u n c i 6 n  es d e s c o n o c i -  

da. Tal es e l  caso de l a  h e v e l n a ,  por l o  que l a  i n f o r m a c i 6 n  

e s t r u c t u r a l  de l a  misma, a s l  como una  comparacibn  con protel- 

n a s  similares, puede ser de g r a n   i m p o r t a n c i a  para e l  e n t e n d i -  

miento  de s u   a c c i 6 n   f i s i o l b g i c a   e n  e l  latex. 

. . .. 
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