DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE FIJACION DEL Cr*

A LA ALBUMINA SERICA BOVINA
"Bertoluzzo SMR, 'Bertoluzzo MG, 'Quattrin FE, 'Rigatuso RO, >Godoy N, *Corchs JL

! Taller de Fisica: Una alternativa Pedagogica — Area Fisica-Fac. de Cs. Biog. y Farm.-UNR
? Cétedra de Biofisica-Fac. Cs. Médicas -UNR
3Cétedra de Fisiologia- Fac.Cs.Médicas -UNR
Suipacha 531-(2000) Rosario

mgbysmb@cablenet.com.ar

La contaminacién por cromo es un tema preocupante por las consecuencias sanitarias de toxicidad de este
elemento y su condicién de carcinogénico. Tales propiedades son consecuencia de su afinidad bacia
macromoléculas biologicas. En el presente trabajo se estudia la afinidad a la albamina sérica, principal
carrier de la sangre. Se trabajo con albumina sérica bovina (ASB) y una sai de cromo y potasio. Por medio
de espectrometrfa de fluorescencia, se midid la fijacion del ANS (anilino-8-naftalen sulfénico) a la
albimina por emisién de fluorescencia cuando el ANS se une a la proteina en presencia y en ausencia de
Cr*. De los resultados obtenidos se evidencia cierta competencia del Cr™ por los sitios de fijacion del ANS
a la alblimina.

In the present work Cr*? affinity to the serum albumin is studied. Bovine serum albumin (BSA) and anilino-
8-naphtalene sulfonate (ANS) were used. The ANS binding to the BSA was followed by fluorescence
emission when the ANS bound to the protein in presence and in absence of Cr**. From the results obtained
it could be concluded that there is a competition between Cr*® and the ANS for the binding sites to the

albumin,

INTRODUCCION

Metales pesados, como el cinc( Zn), cobre (Cu)
y cromo (Cr), ocupan un lugar frecuente ¢
importante en la literatura toxicologica. El gran
numero de hechos toxicologicos mds o menos
importantes es la razén por la cual los metales
pesados son considerados como elementos toxicos.
Pero por otro lado en la literatura no toxicologica
son descriptas las acciones favorables de los
metales pesados por lo cual se podria considerar a
los metales pesados como elementos esenciales. El
concepto esencial o toxico es relativo y depende de
un nimero de factores y datos (dosis, tiempo, forma
quimica, individualidad del organismo, interaccion
con otras sustancias en el medio ambiente, etc.) Esta
vista relativa tiene validez para elementos traza en
general y es muy importante en particular con
respecto a la prevencion de dafio de salud causado
por deficiencia o exceso de una sustancia. Aunque
algunos aspectos del metabolismo de los metales
pesados como por ejemplo su transporte no se
entienden completamente, muchas lineas de
evidencia  indican que  ciertas  protefnas
especializadas juegan un rol muy importante en el
control de la homeostasis de elementos traza. En
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nuestro caso nos interesa analizar los problemas
concernientes a la presencia de cromo en el sistema
biolégico, debido a que en nuestra zona hay casos de
contaminacién de agua por cromo, causando
problemas sanitarios. Esto se debe especialmente a
la presencia de industrias papeleras y curtiembres.
Estas industrias generan miles de toneladas de
desechos solidos, potencialmente toxicos debido
precisamente a su alto contenido de cromo. Al
respecto la Agencia de Proteccion Ambiental de
EEUU (EPA), advirtié que el © .. el cromo,
arsénico, mercurio y los sulfuros que utilizan las
curtiembres y que éstas no saben eliminar o que son
lanzados a la superficie, causan severos dafios como
por ejemplo, leucemia. Pero ademéas son
carcinogénico de pulmoén, cavidad nasal y seno
paranasal...””. [Estd comprobado también que
provoca irritacioén gastrointestinal, tlcera estomacal,
dafios renales hepéticos, enfermedades de la piel y
afecciones respiratorias agudas. Cuando las dosis de
cromo son bajas, éste se deposita en la piel,
pulmones, musculos y grasas. Pero cuando las dosis
son muy altas, (0 también bajas pero con
exposiciones  durante largo tiempo), pasa a
acumularse en el higado, bazo, espina dorsal, cabello,
ufias, y placenta. Esto nos indica que entonces altas
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dosis de cromo pueden provocar mucho dafio por
contaminacion de la sangre. Tales propiedades son
consecuencia de su afinidad hacia macromoléculas
biolégicas’”.  El cromo fue descubierto por el
quimico francés Louis Nicola Vangelis en el afio
1797. Si bien este elemento tiene un rango de
valencia que va desde (2) a (+6 ), en el medio
ambiente, el cromo existe en estado trivalente o
hexavalente.

El objetivo de nuestro trabajo, por lo
anteriormente expuesto, es estudiar la afinidad del
Cr " al principal carrier (transportador) de la
sangre, la albimina, o sea a la albumina sérica.

MATERIALES Y METODO:

Dado que las propiedades fisicoquimicas de la
albtimina sérica humana, (ASH) son practicamente
las mismas que las de la albiimina sérica bovina,
(ASB), se trabajé con esta tltima (ASB) con una
concentracién de 20 uM y en buffer fosfato, pH= 7,4
(pH fisiologico) para preservar las condiciones de
bioseguridad. Como fluor6foro® se utiliz6 ANS
(anilino-8-naftalen sulfénico) y como fuente de
cromo se utilizdé alumbre de cromo, 5 mM
(CrK(80,),..12H,0) de grado analitico.

La fijacién de ANS a la ASB fue seguida
mediante la medicién del incremento de emision de
fluorescencia cuando el ANS se une a la
proteina®?. Se titulé ASB (20 uM, pH 7.4) con
ANS (1 mM) en ausencia y eh presencia de Cr'". De
las isotermas de fijacion se determinaron las
constantes de afinidad, y el namero de sitios de
fijacion, asi como también las caracteristicas de la
interaccion. Las medidas de fluorescencia se
realizaron con un espectrofluorémetro Jasco FP 770,
con una cubeta termostatizada de 10 mm de espesor.
Se trabajé con una longitud de onda de excitacion,
Aex de 370 nm y longitud de onda de emisién, A, de
470 nm. Se obtuvieron asi las isotermas de fijacién,

ar.

Gréfica 1
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las que nos permitieron determinar los parametros de
fijacion del cromo a la albtimina; o sea, determinar e}
namero de sitios de fijacion y la constante de
afinidad. Para ello se utilizaron los graficos de
Scatchard, y para descartar cooperatividad, se
analizaron los gréficos de Hill correspondientes. Para
averiguar si hay competencia por el sitio entre el
cromo y el ANS, se midi6 la variacién de
fluorescencia en funcién de la concentraciéon de
cromo, cuando la solucion de ASB se hallaba
saturada de ANS

RESULTADOS

La grafica 1 representa el incremento de emision
de fluorescencia (AF) cuando €l ANS se une a la
ASB que contiene Cr™,

El namero de moléculas de ligando fijado estd
relacionado con la constante de equilibrio, el nimero
de sitios de fijacién de la macromolécula y con las
concentraciones de macromolécula y de ligando.
Por ello usualmente para estudiar los sitios de
fijacién de una macromolécula se utiliza la técnica de
Scatchard®. La ecuacion de Scatchard establece:

,
S =KN-K
c r

Donde :

r:numero promedio de ligando fijado ala
macromolécula

C : concentraci6n de ligando libre

K : constante de equilibrio para la unién a un
determinado sitio

N : Numero de sitios totales por macromolécula

De manera que la grafica de r/C en funcién de r
nos permite determinar las constantes de fijacion y
el nimero de sitios. (Ver grafica 2).

De estas isotermas de fijacién, podemos obtener dos

Gréfica 2
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En la tabla se resumen los resultados obtenidos.

[Cr] [ Namero

Cte. de alta | Cte. de baja
uM | de sitios | afinidad afinidad
totales (KD (K2)

(N) M'x10° | M'x10

16 1,75 | (1,39+0,04)
32 2,08 (2,0+0,5) (7,1£0,2)
48 1,87 (1,6+0,2) (7,3+0,8)
64 1,38 | (1,6£0,5) | (7,1%0,3)

Los resultados obtenidos evidenciaron dos sitios
de fijacion, y como la distribucién espacial de los
sitios no tiene efecto en la ecuacién de Scatchard,
para determinar si son sitios independientes entre
si, se grafico el log(t/N-r) en funcién de log
[Cr'®},conocido como gréfico de Hill, cuya
pendiente resultd cercana a uno, indicando entonces
que los sitios son efectivamente independientes.

' . Finalmente, para comprobar que efectivamente,

el Cr compite por los sitios del ANS, en la ASB, se.

saturé la ASB, con ANS, y luego se titulé con Cr™.
Los resultados obtenidos se informan-en la gréfica 3.

CONCLUSIONES .

06% -

Grafica 3

055 4 F=0615-0242[Cr)

Fiuotescencia

050 -~

0.45

040

if B T P Yy

De los resultados obtenidos podemos concluir
que existe un sitio de fijacién de alta afmidagl del
¢romo a la albamina y otro-de baja afinidad®®. La
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constante de alta afinidad resulta ser de (1,6 + 0,3)
10° M y Ia constante de baja afinidad de (7,1 £ 0,3)
10*°M™. Como el grafico de Hill resulté ser lineal, y

" de pendiente (1.16+0.01), se evidencia que no hay
. cooperatividad entre los sitios, es decir, los sitios son

independientes entre sf.

Al saturar la albtimina con ANS hasta una
concentracion final de ANS de 62uM, agregandole
alicuotas de cromo se observa una extinciéon de la
fluorescencia en forma lineal hasta una relacion de 8
moles de cromo por cada mol de albamina.

" * Podriamos decir entonces que el cromo desplazaria al
- ANS de su sitio de fijacion; a partir de que el

comportamiento deja de ser lineal se supondria que

la concentracién de cromo es tan alta que produciria

la agregacion de la albumina.
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