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Introduccion

El quenching de fluorescencia de la seroalbumina bovina es un método importante para
estudiar la interaccién de varios compuestos con la proteina. En el presente trabajo se
estudiaron las causas que dan lugar a una progresiva reduccién de la intensidad de
fluorescencia de SAB con la adicién de concentraciones crecientes de los herbicidas
imazetapir (IMA) y clorimurén-etil (CLO), se determiné la accesibilidad a los fluoréforos y
se realiz6 un estudio de los posibles cambios en el entorno de los fluoréforos por
espectrometria de fluorescencia sincronica. En el caso de quenching estatico, se
calcularon también las constantes y los parametros de union correspondientes a la
interaccion con SAB.

Resultados

Se realizé un estudio de quenching de fluorescencia de SAB por los herbicidas excitando
a 277 nm. La posicion del maximo de emision de SAB (347 nm) en presencia de los
herbicidas (Figura 1) no se ve alterada, indicando que las propiedades del entorno de los
residuos de Trp no se ven modificadas por su presencia.
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Figura 1. Espectros de emision de fluorescencia de SAB; Aex = 277 nm; [SAB] = 2.04x10” M; (Izquierda)
[IMA]x10° 0-8: 0, 0.372, 0.744, 1.86, 2.98, 4.09, 6.33, 8.19 y 9.3 M; (Derecha) [CLO]x10° 0-11: 0, 0.531, 1.086,
1.59, 2.86, 3.27, 3.68, 5.32, 6.95, 8.59, 9.40 y 10.2 M.
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La intensidad de fluorescencia se corrigid por efectos de filtro interno utilizando la
ecuacion [1, 2]: Feor = Fobs antilog [(Aex + Aem)/2]. Aun habiendo realizado la correccion, se
sigue observando una disminucién en el maximo de intensidad de fluorescencia de SAB,
lo que indicaria la presencia de mecanismos de quenching colisional y/o de fenébmenos de
unién.



A fin de determinar el mecanismo de quenching involucrado, se estudi6 la dependencia de
la constante dinamica de quenching (k,) con la temperatura y viscosidad haciendo uso de
la ecuacién de Stern-Volmer [1]. Se midieron las intensidades de fluorescencia a tres
temperaturas (293, 300 y 306 K) y se las corrigié por efecto de filtro interno. En el caso de
IMA, a mayor temperatura se observé una disminucion de kg, sugiriendo un quenching
estatico. Este resultado se confirmé al variar la viscosidad (#7) de 0 a 23 cP y observar que
no existe un cambio significativo en la relacion F./F con 1/, y por lo tanto con k,. Con
CLO, al aumentar la temperatura se obtuvieron mayores valores de kq y al variar /7 en un
intervalo de 0 a 40 cP se observd una disminucion aproximadamente lineal de F,/F con
1/n, indicando la presencia de un quenching dindmico.

Para un proceso de quenching estatico, bajo la suposicién que existen n sitios de union
iguales e independientes, el valor de la constante de union K, y el nUmero de sitios de
union n pueden obtenerse representando log (Fo-F)/F vs log{1/{[D{J-(Fo-F)[Pd/Fo}} [3]. La
suposicion es valida ya que al estar el herbicida ionizado al pH de trabajo (buffer Tris-HCI,
pH = 7.4; IMA: pKa; = 2.1, pKa, = 3.9) no se espera que se quenchee la fluorescencia de
los Trp-212 y por tanto existe solamente un sitio de unidn posible (Trp-134 expuestos).

T 293 K 300 K 306 K
n 0.77 0.82 0.83
Ka(M™ 1.51x10° 3.77x10* 1.98x10*

La representacion de In K, vs 1/T revela la existencia de un proceso de unién espontaneo
y exotérmico, donde los enlaces de hidrégeno como las fuerzas de van der Waals juegan
un rol importante [4, 5].

AG 2031 AG 300k AG 306 k AH AS
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SAB-IMA | -28.85 -26.73 -24.92 -117.24 -301.69

El quenching de fluorescencia de proteinas por yoduro ha sido extensamente utilizado
para estudiar la accesibilidad de los residuos de Trp y el cambio inducido por la unién de
ligandos [6]. Se represent6 la ecuacion de Stern-Volmer con [Q] = [KI], manteniendo
constantes las concentraciones de SAB y herbicida (se corrigio por filtro interno). De los
resultados obtenidos se deduce que se forma un complejo de unién en la posicion donde
se encuentra el Trp-134 [7].

La espectrometria de fluorescencia sincrénica ha sido ampliamente utilizada para el
estudio de los cambios que se producen en el entorno de un fluoréforo debido a la
presencia de un quencher. Se realizaron los espectros sincrénicos de SAB con AA = 60
nm (entorno de Trp) en presencia de concentraciones crecientes de herbicida. Se
registraron también los espectros de excitacion y emision. En los espectros sincrénicos,
como asi también en los de excitacion, se observé un leve corrimiento del maximo de
fluorescencia a mayores longitudes de onda, no observandose corrimiento alguno en los
de emisién (Figuras 2 y 3). Al ser el espectro sincrénico una multiplicacién de los
espectros de excitacion y emision [8], la existencia de efectos de filtro interno ocasiona
cambios en el mismo. Es asi como el corrimiento en el maximo sincrénico no se atribuye a
cambios conformacionales en la proteina, como generalmente se suele atribuir, si no a



efectos de filtro interno que producen cambios en el espectro de excitacién y por ende en
el sincrénico.
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Figura 2. Espectros de excitacién de SAB con imazetapir (izquierda) y clorimurén-etil (derecha).
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Figura 3. Espectros sincrénicos de SAB con imazetapir (izquierda) y clorimurén-etil (derecha).

Conclusiones

e Del estudio espectrofluorimétrico de la interaccion de imazetapir y clorimurén-etil con
seroalbumina bovina se pudo establecer la existencia de un mecanismo de quenching
estatico (complejo de unién con Trp-134) y dinamico, respectivamente.

e La espectrometria de fluorescencia sincrénica revel6 la existencia de un notable efecto
de filtro interno, haciendo indispensable la correccién de los espectros de fluorescencia
sincronica para un estudio analitico apropiado.
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