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1. INWRODUCCION

La heveina es una proteina pequena obtenida del sedi-
mento del litex de Hevea brasiliensis (§rbol del hule) centrifugado
a altas velocidades y representa el 70% de la proteina soluble
en.ag-. Este sedimento consiste principalmente de los lutoides.

Archer (1960) aisl6é por vez primera a esta protefna a
partir del sedimento de l&tex liofilizado y obtuvo un producto
homoglseo con un peso molecular de alrededor de 10,000 daltons.
El determind la composicibén de aminodcidos por cromatograffa en
papel de hidrolizados de heveina y demostrd la ausencia de iso-
leucime, metionina y fenilalanina yiun alto contenido de cistei-
na (16 residuos para un peso molecular de 10,000). Este autor no
enconteb grupos sulfhidrilo libres por lo que concluy6 que la mo
l&cula de hevefna contenfia ocho puentes disulfuro, lo que la ha-
cia sswejante a algunos inhibidores naturales. También observd
que eska protefna en solucifén no es coagulada por calor.

| Posteriormente dos grupos de investigacifn repdrtan
otros resultados con respecto a esta proteina. Tata (1975) 1la
purified por cromatograffia de intercambio ibnico y obtuvo un
peso molecular de 5,000 daltons determinado por cromatografia
en capae fina. Simultineamente Walujono y Beintema (1975) puri-
ficares a la heveina de acuerdo a Archer y utilizaron esta pre-
paracﬁl para determinar la secuencia de amino&cidos a partir
del»_z_!siduo N-terminal. La cadena polipeptidica resultante con-

sistil de 43 amino&cidos y calcularon un peso molecular de 4729



daltons; ademds intentaron determinar su peso molecular utili-
zando una columna de Sephadex G-25, sin embargo, la heveina era
retardada mucho en la columna. Beintema et af. sugieren que la
diferencia entre los pesos moleculares obtenidos por €1 y Tata
y el valor de 10,000 daltons obtenido éor Archer puede deberse
a que este filtimo hubiera trabajado con un dfmero.

Por otra parte Walujono y Beintema demuestran qué esta
proteina no tiene actividad inhibitoria sobre tripsina, quimo-
tripsina y carboxipeptidasa, a pesar de que senasemeja a inhibi-
dores de proteinasas en cuanto a caracteristicas estructurales
y localizacibn intracelular.

A pesar de que la funcibn de la heveina en el l&tex
es todavia 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 heveina para obtener una preparacién homo-
génea, y preparar cristales con la calidad adecuada para llevar
a cabo la determinacibén de la estructura tridimensional por di-
fraccibn de rayos X. La informacidn estructural de la heveina,
asi como una comparacibén con otras protefnas de bajo peso mole-
cular y ricas en cisteina puede ser de gran importancia para el
entendimiento de su funcibn, asi como para la relacibn entre la
secuencia de amino&cidos y la estructura terciaria. Por otra
parte, también se estudiarén algunaé propiedades de esta protei-

na en solucién utilizando técnicas espectrofotométricas.
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Es importante sefialar que la elucidacibén de la estruc-
tura de una macromolécula por anflisis de difraccibn requiere
que la mol&cula sea aislada del organismo.de interés, sea puri-
ficada a un alto grado de homogeneidad y sea cristalizada en
forma adecuada para la obtencibn de datos. En algunos casos esta
etapa puede constituir la mitad o m&s del tiempo y esfuerzo que
se invierte en un an8lisis estructural. Las caracteristicas
esenciales que debe reunir un cristal para un estudio por difrac
cibn de rayos X son: ser finicos, tener un tamano mayor a 0.2 mm
y ser estables a la radiaci6n de rayos X.

‘La cristalizacibn de macromoléculas biol6gicas no es
una t8cnica analftica, sino contiene una parte sustancial de
ensayo y error, Asimismo, la cristalizacibén es un fen6meno de
equilibrio reversible, y los par8metros cinéticos y termodin&mi-
cos especificos para lograrla depender&n de las propiedades fi-
sicas y quimicas del disolvente y el scoluto involucrados. En
general, la estrategia utilizada para inducir ia cristalizacibn
de macromol&culas es llevar muy lentamente el sistema soluto-di-
solvente a un estado de solubilidad minima y asi alcanzar un
grado limitado de supersaturacibén (McPherson, 1976). Esto pue-
de ser logrado alterando gradualmente la fuerza ibnica, el pH,
la temperatura y las concentraciones de protefina y/o agente pre-
cipitante. Los precipitantes para cristalizar protefnas caen en
tres categorias: (1) las sales, taleé como el sulfato de amonio
o citrato de sbdio; (2) precipitantes orgénicbs de volatilidad

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



(3) polietilenglicoles (PEG) de diversos grados de polimeriza-
cibn. En algunés ocasiones se afiaden cantidades micromolares
de sales de metales mono y divalentes, o bien cofactores e inhibi-
dores que han demostrado ser necesarios para lograr cristales o
mejorar la calidad de.los mismos.

En la préctica, la bisqueda de las condiciones de su-
persaturacibén para inducir la cristalizacibn puede ser lograda
en una "micro" escala (McPherson, 1976, 1982; Blundell, 1976).
Algunos métodos se han utilizado con &xito para crecer cristales
de proteinas, y &stos son:

a) Diflisis. Tradicionalmente, la didlisis a través
de una membrana semipermeable ha sido una técnica muy usada,
aplicable a proteinas que cristalizan a fuerzas ibnicas bajas.
El método m&s favorecido es el de Zeppezauer, et af. (1968,1971)
que consiste en llevar a cabo una microdiflisis usando un capi-
lar. Este método tiene la ventaja de que se requiere poco mate-
rial proteico, sin embargo, es un mé&todo dificil de montar y los
cristales no pueden observarse con facilidad.

b) Difusidén de vapor. Este método es quiz&s el mis po-
pular y ha demostrado ser Gtil para el examen de numerosas con-
diciones con cantidades minimas de protefina. Existen dos té&cni-
cas que utilizan la difusibfn de vapor, la de la "caja de sand-
wich“>(McPherson, 1976; Blundell, 1976) y la de "gota suspendi-
da" (McPherson, 1976; Wlodawer, 1975). Esta fGltima es la m&s
usada y consiste en suspender gotas de proteina y precipitante

sobre una solucibn mis concentrada del agente precipitante. A




medida que el vapor difunde de la gota ai recipiente inferior,
la soluci6n proteica se concentra al punto de supersaturacibn.
Con esta técnica pueden probarse alrededor de 20 condiciones di-
ferentes con s6lo 1 mg de proteina.

c) Cristalizacifn por concentracifn. Este método se
utiliza poco y consiste en concentrar gradualmente la solucidén
de proteina para producir cristales (Camerman, ef al. 1969);

d) Cristalizacidn por variacibn de temperatura. Este
es otro procedimiento poco utilizado en donde se disminuye la
solubilidad de la proteina por aumento o disminucifn gradual de
la temperatura (Baker, et af. 1970).

Una vez que se ha obtenido un cristal adecuado, es ne-
cesario llevar a cabo un anélisis‘preliminar de la calidad del
mismo, esto puede realizarse, ya sea por métodos fotogrificos o
mediante el uso del difractbmetro autom&tico. Si se utiliza una
camara de precesibn, los rayos X dispersados por el cristal in-
ciden sobre una placa fotogr&fica colocada detrds de &l. Las
manchas en la fotografia forman una red bidiménsional, existien-
do una marcada simetria en los cuatro‘cuadrantes de la misma. A
partir de una serie de fotografias se puede determinar la cali-
dad del cristal, obtener las longitudes y &ngulos de la celda
unitaria y junto con las medidas de las intensidades es posible
establecer la estructura tridimensional de la macromolé&cula.

La calidad de los cristales es un factor muy importan-

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

soluciébn.




2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales

Litex de Hevea brasiliensis. Este fue colectado de va-
rios individuos de los clones HV-42 y IAN-710, del Campo Experi-
meﬁtal "El Palmar" (CAEPAL), situado en el municiéié de Tezona-
pa, Ver. E1l latex se recolectb6 en frascos de pléstico y se
transport6 al laboratorio en un refrigerador con hielo. Alli
se centrifugd en una ultracentrifuga Beckman L-2-HV a 70;000 q
durante 50 min y el sedimento fue inmediatamente alﬁacenado a
-20° C.

Reactivos. Todos los reactivos y disolventes utiliza-

dos fueron de grado analitico.

2.2 Extraccibn de la proteina

VLbs pasos experimentales subsecuentes se llevaron a
cabo a 4° C y las condiciones de centrifugacién fueron, en todos
los casos, las siguientes: 20,000 rpm, 20 min a 10° C.

El sedimento del l4tex de Hevea congelado fue homoge-
neizado en una solucién de NaCl 0.1 M en una proporcién de 1lg:
30 ml de solucibn a 4° C por 3 min en un homogenéizador Ultra-
Turrax. Después de centrifugar, el sedimento fue nuevamente
homogeneizado con otra porcibn de la misma solucibn y centrifu-
gado. Los sobrenadantes fueron combinados, se ajust® el pH a
6.0 (Archer, 1960) y se llev6Aa cabo una precipitacibn fraccio-

nada con sulfato de amonio s6lido. Primero, la saturacibn se




llevé a 65% (para eliminar otras proteinas presentes en el sedi-
mento), y se almacend a 4° C durante 12 hrs. Después de centri-
fugar, el sedimento se desechS6 y la hevefna se precipité del so-
brenadante elevando la saturacidn a 100% con m&s sulfato de amo-
nio. Esée precipitado, después de separado por centrifugacibn,

fue redisuelto en una solucibén de sulfato de émonio al 65%, eli-
min&ndose el material insoluble. El sobrenadante nuevamente se

llev6é a saturacién del 100%, dejéndolo en reposo 12 h a 4° C.

La héveina precipitada y separada por centrifugacibn fue disuel-

ta en regulador de fosfatos 0.05 M pH 7.0.

2.3 Purificacién de la hevefna y criterios de pureza.
a) Cromatografia por filtracibén en gel

Esta se llevd a cabo en un refrigerador Minicold Lab
a 6° C, cont&ndose con un colector de fracciones Ultrorac 1I,
una bomba peristéltica Varioperpex, un monitor de absorbancia
con filtro para 280 nm, Unicord S y un registrador de doble ca-
nal, todo marca LKB.

La solucibn de proteina fue aplicada a una columna de
Ultrogel ACA 54 (LKB) (77 x 1.6 cm) equilibrada con regulador
de fosfatos 0.05 M pH 7.0. La velocidad de flujo se ajust8 a
10 ml/h, registrandose la absorbancia a 280 nm y colecté&ndose
fracciones de 5 ml.

La fraccidn correspondiente a la hevefna fue recircu-

lada en la misma columna.




b) Desalinizacifn de la muestra
Se llev6 a cabo utilizando una columna de Sephadex

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

c) Concentracibn de la muestra
La fraccién conteniendo a la hevefna fue concentrada
por liofilizacién o por ultrafiltracifn utilizando el minicon-
centrador Amicon modelo 8MC, con membrana YM-2 (retiene molécu-
las con peso molecular mayor a 1000 daltons).
La concentracifn de proteina fue medida por absorcidn
1%

lem

a 280 nm usando un coeficiente de extincidbn e = 2.56 ({(Archer,

1960).

d) Electroforesis en gel de pdliacrilamida - SDS

En general, el procedimiento utilizado fue el presen-
tado en la nota de aplicacibén No. 306 de LKB. La separacibn de
la protefna 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 ul de la solucibn protéiCa (2 mg/ml) se
le adicion® un volumen igual de regulador de fosfatos 0.01 M
pPH 7.1 conteniendo mercaptoetanol al 1% y SDS al 0.1%, esté so~-
lucidn se incubd® a 98° C en bafio maria durante 2 min, se enfrib

y se le afladieron 10 ul de azul de bromofenol como marcador del

frente.
Antes de colocar las muestras se llevd a cabo una

preelectroforesis a 5° C, 150 mA durante 30 min, después de co-




locar las muestras se ajust8 la corriente a 190 mA y se efectud
la electroforesis en 4 h a 5° C. Los geles se tifieron de acuer-
do al método de Blakesley, et af. (1977), utilizando una solu-
cién de azul de Coomasie G-250 al 0.2% P/V en H,SO, 2N, 1/9 vo-
lumen de KOH 10 N y &cido triclofoacético al 12% P/V, durante

8 h y se conservaron en agua.

e) Cromatogfafia de Intercambio I6nico de Alta Resolucidbn

. Se utiliz® un cromatbgrafo de ligquidos de alta resolu-
cibén Marca Varian Modelo 5020 B y una columna TSK-CM-35 W
(7.5 x 75 mm) equilibrada con regulador de fosfatos 0.1 M ph 7.0.
El volumen de inyeccidn fue de 10 ul de una solucibén de heveina
de 10 mg/ml. Para la elucibén de la muestra se usd un gradiente
de NaCl de 0 a 1.0 M en el mismo Regulador. La velocidad de flu
jo se ajustd6 a 0.5 ml/min, detect&ndose las fracciones por absor-

cibn a 280 nm.

2.4 BAndlisis de Amino&cidos

La composicifn de amino&cidos fue determinada después
de la hidr6lisis &cida en HCl 6M a 110° C durante 20 y 48 hrs.
(Moore, et al. 1963), y 20 hrs. en &cido perf6rmico 4 N para la
determinacidn de cistefina, como &cido cisté&ico. Tambi&n se 1lle-
v6 a cabo un hidrblisis a 20 hrs. con &cido metanosulfénico 4N
a 110° C, para la determinacibn dé Triptofano (Simpson, et al.
1976). El1 andlisis se realizb en un analizador de amino&cidos

Durrum Modelo 5000. Se hicieron correcciones por destruccibn

parcial de hidroxiamino&cidos.
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2.5 Determinacibén del Peso Molecular
, a) Filtracibn en gel
Este método fue descrito por Andrews (1965). La deter-
minacibn se llevd a cabo en una columna de Sephadex G-50 (94.5 x
1 cm), equilibrada con regulaéor de fosfatos 0.05 M pH 7}0Hy 0.1
M de NaCl. Se utilizaron marcadores de bajo peso molecular
(3,500 a 14,000 daltons) de Sigma. La elucibn se llevd a cabo

a una velocidad de 3.1 ml/h y se colectaron fracciones de 3.3 ml.

b) Filtracibn en gel usando clorhidrato de guanidina 6M
(Fish, et alf. 1969).

Se prepard una columna de Sephadex G-50 superfino
(94.3 x 1 cm) la cual se equilibrd con guanidina 6M en regulador
de fosfatos 0.05 M pH 7.0. Tanto la heveina como las proteinas
tipo de bajo peso molecular fueron disueltas a uﬁa concentra-
cibn del 1%, én guanidina 6M y mercaptoetanol 0.1 M, ajustando
el pH a 8.6. Las muestras permanecieron bajo estas condiciones
reductoras 18 hrs a 25° C. Posteriormente se llevd a cabo una
carboximetilacibén de los grupos sulfhidrilos reducidos por adi-
cibén de yodoacetamida al 0.15 M ajustando el pH a 8.6 con NaOH
5M. Esta reaccifn se completd 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 idénticas primero se realizf la cur-
va de calibracibn con las proteinas tipo y posteriorménte se
llevd a cabo la elucibn de la heveina.

La velocidad de flujo se ajust6 a 2.5 ml/h y se colec-

taron fracciones de 1.7 ml, registrindose la absorcifn a 280 nm.

070088
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2.6 Pruebas de inhibicibn de papaina por heveina
Se utilizd papaina de Sigma 2 véces cristalizada como

proteinasa a inhibir, siguiéndose el método de Kunitz modificado
(Del Castillo, ef al. 1966) para determinar la'actividad proteoli
tica. Este método consistié en afiadir 0.1 ml de la solucién en-
zim&tica sola y en presencia de heveina en concentraciones equi-
molares (1.02 x 10=" moles/1l) a 1.9 ml de caseina tipo Hammers-
ten al 1% en regulador de fosfatos 0.05M pH 7.6. La reaccién

se llevd a cabo a 35 °C durante 20 min, después de los cuales se
afiadieron 3 ml de &cido tricloroacético al 5% y se centrifugd a
2000 rpm 30 min. La actividad se expresa como la diferencia de
"absorcifn entre el problema y el testigo, el cual se prepard
agregando la solucién enzimdtica después del dcido tricloroacé-

‘tico.

 ”2;7 Espectroscopfa en solucifn
. a) Se determinf el espectro de absorcién de la heveina pura
disuelta en agua, a una concentracifén de 0.086 mg/ml, de
400 nm a 250 nm usando un espectrofot&metfé'Perkin—Elmer
modelo 552,
b) Espectro diferencial por efecto de la temperatura
Este espectro (320 - 250 nm) fue obtenido en un espectro-
fotémetro Varian'modelo DMS - 80 equipado con chaquetas térmicas
parallas celdas. La temperatura de las celdas de refeyxencia y |
muestra podfan ser controladas en forma independiente mediante

el uso de banos circulantes separados.
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La solucibén de heveina (0.1 mg/ml) en regulador de
glicina pH 2.6 fue filtrada a través de membranas de Millipore,
y se colocaron 3 ml de esta solucién en ambas celdas. La linea
base del espectro diferencial, esto es el espectro de las 2 so-
luciones a ia 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;2° C durante el experimento y la de la celda de
muestra se elevd a 77.2° C con incrementos de 3 6 4° C, permi-
tiendo que se alcanzard el equilibrio a cada temperatura antes

de obtener el correspondiente espectro diferencial.

2.8 Cristalizacibn

Se utiliz6 el método de difusibn dAe vapor de gota sus-
~pendida (McPherson, 1976, 1982). Para las pruebaé 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_éxperimentos inicia-
les se probaron los siguientes agentes precipitantes : 2-metil-2,
4-pentanodiol (MPD) en regulador de Tris 40 mM, pH 8 y MES 40 mM,
pH 6.0; PEG 6000 en regulador de Tris 40 mM pH 8.0, sulfato de
~amonio y algunas sales como LiCl, NaCl, KCl, CaCl,, CdCl; y MgCl..

Posteriormentevpara las pruebas mis finas se siquib el
siguiente procedimiento : se usaron cajas tipo Linbro, Fig. 2,

con 20 "pozos" 6 recipientes individuales (4 2.0 cm y 1.5 cm de

L SRRUNTHEE SRS S S - - F U S . s o A
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Gota de 20 pl conteniendo a la protefna
en el medio de cristalizacién

Portaobjetosg
Grasa de silicones

e N e e

gente precipitante

Figura 1. Recipiente para cristalizar protefnas por difusibn de
' vapor en microescala.. Técnica de gota suspendida.
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_Figura 2. Recipientes utilizados para cristalizar proteinas
por el método de difusibén de vapor de gota suspen-
dida.
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~altura). Como tapas se usaron portaobjetos ligeramente engra-
sados con grasa de silicones. Se aplic6 grasa en los bordes de
los "pozos" y recipientes y se coloc6 1 ml de la solucibn preci-
pitante apropiada en cada uno. Posteriormente, sobre el porta-
objetos engrasado se colocaron 10 ul de la solucibn derroteina,
en concentracidén de 5-20 mg/ml, previamente centrifugada para
eliminar cualquier particula de polvo. Entonces se invirtib el
'portaobjetos sobre el recipiente adecuado sellando con la grasa
de silicones. Finalmente se almacenaron los recipientes en un
refrigerador a 6° C.

Los agentes precipitantes en estos casos fueron :

a) MPD desde 35-60% con intervalos de 5% en regulador
de Tris 40 mM pH 8.06.

b) MPD desde,35—60% en regulador Tris 40 mM pH 8.06 y
LiCl 0.1 M.

c) MPD desde 35-60% en regulador Tris 40 mM pH 8.06 y
CaCl, 0.1 M.

d) MPD desde 35-60% en regulador Tris 40 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 formacifn de los cristales en las gotas y su cre-
cimiento se observd al microscopio polarizado a intervalos de

tiempo.

S S ¥ S
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2.9 Montado del Cristal

Se utilizaron capilares de vidrio Mark-RBhrchen de 0.5
y 0.7 mm de didmetro, los cuales se sumergieron en solucién di-
luida de HCl1l toda la noche, posteriormente se enjuagaron y seca-
ron. !

El cristal seleccionado en alguna gota se succiond co-
nectando una manguera de Tygon en el extremo ancho del capilar.
Después se eliminé el exceso de lfquido del capilar usando papel
filtré recortado finamente; estas operaciones se realizaron bajo
el microscopio polarizado. En un extremo se dejé un poco del
liguido 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
ambos extremos, primero con grasa?de silicones y despu&s con ce-

ra dental.

2.10 Determinacifn de la Calidad de los Monocristales

El capilar conteniendo el cristal de hevefna adecuado
,se:colocé en un alfiler met&lico y después en una cabeza de go-
nidmetro y &ste a su vez en un difractbmetro de rayos X autom§-
tico de cuatro circulos (26, w, é, x) Figura 3, con radiécién mo-
nocromitica de CuKa, con un filtro de Ni y equipado con un de-
tector de area, Figura 4. |

Dentro de los ﬁétodos experimentales que se utilizan
para obtener un diagrama de difraccién, se‘encuentran los méto-
dos fotogréfiéos y difractométricos. Los métodos fotogr&ficos,

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

tor de area
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XENCROMICY CO
eI DECOOMG TACAET

Figura 4. Osciloscopio y detector de &rea
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macibn necesaria para la determinacién del sistema cristalino,
dimensiones de la celda unitaria, grupo espacial y establecer

el contenido electrbnico de la celda unitaria. Desafortunada-
-énte, los métodos fotogrdficos requieren de tiempos de exposi-
¢ibén de la muestra a la radiacibén muy pfolongados (~ 24 hrs),
coﬁ la consecuencia de un dafio muy grande en los cristales. Los
Iétodos difractométricos tienen uné mayor precisibn en las medi-
das de las intensidades, pero la desventaja de poder medir sola-
mente una.reflexién en un tiempo dado.

En el detector de &rea (Cork et af, 1974) se han con-
juntado las excelencias de ambos métodos fotograficos y difrac-
tométricos e incorporando un densitémetro, obteniéndose en esta
forma, un dispositivo fotdgr&fico;electrénico (Figura 4).

La utilidad del detectof de irea en la determinacibn
de la estructuta tridimensional de macromolé&culas frente a los
métodos convencionales es la de poder medir un mayor nGimero de
intensidades en tiempos cortos de exposicibn, sin causar dafio a
los cristales. Adem&s, este método nos permite medir celdas uni-
tarias de gran tamano 100 ~ 150 i sin dificultad alguna.

Los cristales de proteinas tienen celdas unitarias
grandes, existe un desorden molecular en el cristal debido a su
alto contenido de moléculas de agua dentro de la celda unitaria,
decaen con-relativa fécilidad cuando son irradiados con rayos X
y finalmente dispersan la radiacibén de rayos X débilmente. De-
bido a estas caracteristicas especiales de los cristales de pro-

teina, se recomienda que toda la informacibn necesaria para la
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determinacién de la estructura tridimensional se obtenga de in-
mediato.

Una vez montada la cabeza de gonifmetro dentro del equi-
po de difraccién se procedi6 a alinear Spticamente el cristal
de heveina, de tal forma que fuera bafado en su tétalidad por la
radiacién,{independientemehte de su orientacién; esto se realizé -
con la ayuda de un microscopio graduado. La distancia entre el
detector y el cristal fue de 10 cm de longitud, en donde se ob-
tuvo el mayor nfimero y la mayor intensidad de los rayos difrac-
tados por el cristal. El cristal de heveina fue irradiado con
radiacién Cu Ka, durante 3-5 min y se obtuvo una fotografia del

diagrama de difraccién.

070085
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacién de la Protefina

En el ﬁlt’imo paso de la extraccién de la hevefna, el pre
cipitado final fue disuelto en regulador de fosfatos 0.05 M, pH
7;0 y se aplic6 a una columna de Ultragel ACA-54. El patr6n de
elucién se muestfa en la Fig. 5, en donde se observa un pico
predominante que corresponde a la heveina, detectada por su es-
pectro de absorcibn en la regibn del ultravioleta (Archer, 1960).
Esta fraccién fue recirculada en la misma columna obteni&ndose
un pico muy agudo, el cual fue desalinizado en una columna de
Sephadex G-lo; utilizando agua como eluyente. Finalmente la pro-
teina se concentrd por liofilizacibdn hasta alcanzar una concen-
traci6n mayor a 10 mg/ml; otra porcibén de la solucibn proteica

fue concentrada por ultrafiltracifbn.

Criterios de Pureza

Cuando una porcién de esta proteina fue sometida a
electroforesis en geles de SﬁS poliacrilamida se observé una so-
la banda para todos los lotes de hevefina obtenidos. También se
obtuvo el espectro -de absorcibn (Fig. 6) en el ultravioleta,
que resultd ser idéntico al reportado por Archer (1960).

El intercambio i6nico, por HPLC, de la preparacibn de
heveina (Fig. 7) mostrd un solo pico mﬁy agudo, indicando que

la proteina estaba adecuadamente purificada.
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Figura 5.

: |
50 SR 100 150
“ml
Diagrama de eluciSn de la fraccifn precipitada con
sulfato de amonio saturado. El pico predominante

corresponde a la hevefna.
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Figura 6. Espectro de absorcién de la heveina.
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MUESTRA: HeveINa

ELUYENTE: 0.1 M NayHPO,/NaH,PO,, PH 7
GRADIENTE: 0-1.0M nNaCl

VEL. DE FLuvo: 0.5 MU/MIN

DETECCION: 280 N

VoL. DE INvEcciON: 10 pi

. CoLumna: TSK-OM-35W (7.5 x 75 mw)

10-0v1£66-00 dNOHD INIWNYLSNI NVIMVYA - -

Diagrama de elucién de la hevefina utilizando una
columna de intercambio i8nico, por HPLC.
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Determinacifn del Peso Molecular

Al determinar el peso molecular de la hevefna, utili-
zando una columna de Sephadex G-50 superfino, esta proteina fue
retardada en la columna y eluida en un volumen que corresponde-
ria a un peso molecular de 2,000 daltons. Este resultado con-
_ éuerda con el reportado por Walujono; et af. (1975) quienes su-
girieron que la retencibdn en la columna era debida a un alto
contenido en amino&cidos aromiticos, sin embargo, esta proteina
solo contiene 2 residuos de triptofano y uno de tirosina.

Cuando se usb6 el método de filtracibn en gel en pre-
sencia de guanidina 6 M, se estim® un peso molecular de 4750
daltons para la heveina. En este caso todas las proteinas se
encuentran desnaturalizadas por 16 que se comportan como cadenas
aleatorias. Este resultado concuerda con el valor de 4729 dal-
tons determinado por Walujono, et af. (1975) a partir de la se-
cuencia de amino&cidos.

Andlisis de Amino&cidos

Los resultados de la composicifn de amino&cidos para
la heveina se muestran en la Tabla I, donde se expresan como re-
siduos de amino&cidos por 4750 daltons. Se observ6 una gran
concordancia entre nuestros datos Yy los reportados por Walujano,
et al. (1975) a excepcibn de la prolina, en donde obtuvimos el

doble que el valor reportado por ellos.

Espectroscopia en Solucibn
a) El espectro de absorcibfn en la regibn ultravioleta

de la heveina 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 nfimero de residuos por mol
de aspirtico, glutimico y glicina cam 6, 6 y 5 respectivamente.

Amino&cido Hidr6lisis HC1 6N Valores Entero més
20 H 48 H corregidos cercano
Acido Aspéartico 6.37 6.22 6.36 6
Treonina | 0.85 0.91 0.85 1
Serina 4.72 5.10 4,70 5
Acido glutémico 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
Cistefna? 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 - 1.5 2

a

mico.
b

Hidrolizado preparado con &cido metanosulfénico.

Determinada como &cido cist&ico. Oxidacién con &cido perfbr-
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cién es la tipica de una proteina, con un hombro en 288 nm, ca-
racterfistico de los residuos de triptofano.

b) Espectroscopia diferencial por efecto de la tempe-
ratura. Debido a que la hevefna en solucibn no es coagulada por
calor y tampoco precipita en presencia de &cido triclofoacético,
se pensb6 en realizar un estudio sobre los cambios conformaciona-
les que sufre esta proteina por aumento en la temperatura.

En general, cuando una proteina sufre un cambio con-
formacional por el desdoblamiento de la cadena, los grupos cro-
m&foros (amino&cidos aromdticos) son transferidos del interior
de la proteina al disolvente. La alteracibn en su ambiente es-
t& acompanada por pequehas variaciones en su espectro de absor-
cibn, el cual es desplazado tanto en longitud de onda (AA) como
en intensidad (A As). Cada cambio en el ambiente produce un es-
pectro diferencial de los cromb6foros encontrados m&s comunmente
en las proteinas.

El espectro diferencial de la hevefna a 77.2° C y pH
2.6 se muestra en la Fig. 8. Las bandas obtenidas a 293 y 285.3
nm son de signo positivo, mientras que en otras protefinas estu-
diadas anteriormente (Ghé&lis, et ak., 1982) se ha demostrado
que el proceso de desnaturalizacibn se acompafia de bandas nega-~
tivas, originadas por la transferencia de residuos arom&ticos
del interior hidrof6bico de la proteina, al disolvente acuoso.

En la Fig. 9 se muestra la variacién del A As de las
bandas obtenidas a 293 y 285.3 nm en funcibén de la temperatura.

Aunque la curvatura que aparece en la zona de baja temperatura
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260 NM

FIGURA 8. ESPECTRO DIFERENCIAL DE LA HEVEINA A 77.2 °C.
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Figura 9. Variacién de AAs en funcibén de la temperatura.
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puede indicar la presencia d= ﬁn cambio éonformacional, en ge-
neral la tendencia de la curva nho muestra la fotmé.sigmoidal ca-
racteristicé de ﬁn fenéméno cooperativo. Aﬁn més,-a paftir de
los 32°C la dependencia de A As con la temperatura es mds bien
lineal, lo cual indica que el efecto observédo es debido a la
simple perturbacién térmica de ios residuos de triptofano y ti-
rosina de la proteina (Lehrer y Barker, 1971). De acuerdo a
~ lo anterior puede pensarse que los feSid@ds aromiticos de la mo-
l&cula de la heveinalée encuentran, en su mayoria,expuestoé al
disolvente. Este resultado explicaria el hecho de gque la pro-
. teina sea retardada en la columna de Sephadex, no siendo la can-
tidad de amino&cidos aromédticos pfesentes la responsable de este
fenSmeno, sino la posici6n de los mismos. Al estar ekpﬁestos al
disolvente pueden interaccionar con estos soportes.

Inhibicibtn de Papaina por Heveina

Debido a las similitﬁdes en cuanto a peso molecular y

alto contenido de puentes disulfuro entre la heQeIna y los inhi-
‘bidores de proteinasas, tales cémo ei inhibidor de tripsina del
frijol (Tan, et al., 1971% Waluﬁono, et al. (1975) probaron si
la heveina mostraba propiedadés de inhibidor sobre proteinasas
de tipo seré&nico, como son la tripsina vy la quim&ttipsina y obser
varon que no inhibfa a estas enzimas. |

| | En nuesﬁro caso reélizamos»élgunas pruebas sobre pa-
paina, gue es una proteinasa de tipo cisteinico, observando que

la heveina tampoco inhibe a esta enzima.
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Cristalizacibn

La cristalizacién de la hevefna fue lograda después
de una exploracibn y un estudio sistem8ticos de algunos par&me-
tros que controian este proceso, como son el pH, la temperatura,
la presencia de agentes precipitantes, etc., util%zando el mé&to-
do de difusi6n de vapor de gota suspendida para un control fino
de los contenidos del medio de cristalizacifn. En la Tabla II
se muestran los resultados de aquellas pruebas en donde se ob-
tuvieron monocristales con un tamafio 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 (LiCl y CaCl,), 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
CaCl; (Fig. 13) los de mayor tamano. Estos cristales fueron es-
tables a 6° C de 3 a 4 meses, y en experimentos pésteriores'se
ha logrado reproducir su obtencibn.

Los cristales obtenidos por aumento en la temperatura
(Fig. 11) mostraron una morfologfia diferente; eran hexfgonos de
aprokimadamente 0.2 mm a lo largo déi eje mayor. Sin embargo,

estos cristales resultaron demasiado fréagiles.




TABLA

| Il

CRISTALIZACION DE.. HEVEINA

AGENTE PRECIPITANTE

~ MPD 60 % en Tris 40 MM pH 8,06,
0.1 M.rici, vs MPD 60 %..0.2 M

NacCl.

MPD 55 % en Tris 40 MM pH 8.06,

0,1 M zici, vs MPD 55 %, 0.2 M
NaCl, 7 SEMANAS A 6°C, DESPUES SE
ELEVG LA TEMBERATURA A H0°C .DURANTE
24 Hs, COLOCANDOSE DE Nuevo A 6°C.

MPD 55 % en Tris 40 mM PHVS.OG. Vs
MPD 55 %, waci (0,2 M,

MPD 60 % en Tris 40 MM PH 8.06,

cacl, 0,01 M vs MPD 60 %, Naci 0.2 M,

Conc., PROTEINA T (semanas)  FORMA DEL Fie.
MG/ML ~ APARICION DE  CRISTAL
CRISTALES 6°C
10.7 .. 2-3 Pacas LARGAs 10
0.7 6 Hexacona 11
16.0 3.y - Puacas LARGAS 12
10.01  4-5 PLACAS LARGAS, 13
- GRUESAS.

LAS GOTAS SUSPENDIDAS CONTENfAN 10 1l

DE LA SOLUCION PROTEICA Y 10 »1 DEL AGENTE PRECIPITANTE.

A
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'Figura 10.

Cristales de heveina obtenidos a 6
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°C usando MPD

60% en Tris 40 mM pH 8.06; 0.1M Licl, como agente
Precipitante. Longitud aproximada de 0.3 mm.




Figura 11.
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Cristal de heveina obtenido con MPD 55% en Tris
40 mM pH 8.06; LiCl 0.1M. E1l experimento primero
se dej6 dos semanas a 6 °C, después se elevb la
temperatura a 40 °C durante 24 hrs. llevando nue-

vamente a 6 °C. Longitud aproximada de 0.25 mm.
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°C usando MPD

Cristales de heveina obtenidos a 6

al 55% en Tris 40 mM pH 8.06

da de 0.

Figura 12.

1

ima-

Longitud aprox

4 mm.
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Figura 13. Cristales de heveina crecidos a 6 °C utilizando MPD
60%, 0.01M CaCl2 en Tris 40 mM pH 8.06. Longitud
aproximada de 0.6 mm.
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Determinacibén de la calidad de los monocristales

Para este an8lisis preliminar se seleccion8 un cristal
de heveina, el cual crecib en un medio conteniendo MPD al 60% en
regulador de fosfatos 40 mM , pH 8.06 y 0.01_M de CaCl, (Fig.
13). Este cfistal se montd en un capilar de vidrio de 0.7 mm
de difmetro interno; esta operacifn se realiz6 con mucho cuidado
ya que los cristales proté€icos contienen alrededor de un 50% de
agua y por lo tanto son muy frégiles.

La fotografia del diagrama de difraccibn de este cris-
tal se presenta en la Fig. 14. El diagrama nos muestra que el
material cristalino es una proteina, con dimensiones de la celda

-]
unitaria de ~ 50 A de longitud.

AR i 3 <
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Figura 14. Fotografia del diagrama de difraccién de un cristal
de heveina (Fig. 13).
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4. CONCLUSIONES

Como se enfatizé en la Introduccifén el primer paso
para um estudio estructural por difraccién de rayos X consis-
te en tener cristales adecuados. En el caso de las proteinas
esta etapa es especialmente critica, debido a las dificultades
que se presentan para‘lograr un cristal como para crecerlo,

Este trabajo forma parte del primer proyecto en nues
tro pafis en el que se pretende obtener la estructura tridimen-
sional de una protefna por difraccifn de rayos X, por lo que
se investigaron sistemfticamente las condiciones mfs adecuadas
para cristalizar a la protefna., Como se sefiala en la seccidn
de Resultados, de los agentes precipitantes que se probaron pa
ra cristalizar a la heveina el mejor fue el 2-metil-2,4-penta-
nodiol, en concentraciones iniciales mayores a un 25% en la go
ta suspendida y a pH de 8.06. La presencia de sales parece te
ner un efecto positivo en el crecimiento de los cristales,
siendo el obtenido en MPD y~CaCl2 el Que'mostré un diagrama de
difraccién de un cristal protéico de buena calidad; por lo tan
to, estos Gltimos se utilizarén para la obtencién de derivados
metdlicos y para la determinacién de la_estructura tridimensio

nal, gque seri el objetivo de un trabajo posterior,

Ya se mencion86 que la heveina se encuentra en el se-
dimento del l1&4tex, el cual consiste principalmente de las par-
tfculas lytoides, Estos lutaides contienen compartamentaliza-

protefma, que al ser liberadas interrumpen el flujo de l&tex
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en los cortes efectuados para su recoleccién (Southorn, 1968).
Muy poco se sabe de la funcibn y mecanismos de control que
efectfian las proteina del l&tex, algunas son enzimas que par-
ticipan en ciclos metab6licos, sin embargo, existen otras con
alﬁa concentracién-en el sedimento, cuya funcibn es desconoéi—
da. Tal eé el caso de la heveina, por lo que la informacién
estructural de la misma, asi como una comparacién con protei-
nas similares, puede ser de gran importancia para el entendi—

- miento de su accién fisiol6gica en el léatex.

P TP SO SRRt S . e
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