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RESUMEN

ABSTRACT

Las avenantramidas son compuestos tinicos presentes en
la avena, han demostrado tener caracteristicas antioxidan-
tes, antiinflamatorias, anticancerigenas y neuroprotecto-
ras. Sus propiedades benéficas se atribuyen a la interac-
cion con biomoléculas presentes en el organismo como
lipidos y proteinas por lo que, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la interaccion entre el principal compuesto
fenolico en la avena, la avenantramida-C (Avn-C) y la
albumina sérica bovina (BSA) mediante espectroscopia
de fluorescencia. Los resultados demuestran una disminu-
cion gradual en la intensidad de fluorescencia de la BSA
conforme aumenta la concentracion de Avn-C indicando
la interaccion y formacion de un complejo Avn-C/BSA

Palabras clave: Avenantramida-C, BSA, apagamiento de fluorescencia, poli-
fenol, triptéfano, avena.

Avenanthramides have been highlighted as unique bioacti-
ve compounds present in oats with antioxidant, anti-inflam-
matory, anticancer and neuroprotective activity features.
These beneficial properties are ascribed to the interaction
with other biomolecules present in the body such as lipids
and proteins, so the objective of this work was to evalua-
te the interaction between the main phenolic compound in
oats, the avenanthramide-C (Avn-C), and bovine serum
albumin (BSA) by fluorescence spectroscopy. The results
shows a gradual decrease in the protein’s tryptophan fluo-
rescence emission intensity with the addition of Avn-C in-
dicating interaction between molecules and confirming the
formation of a complex between Avn-C and BSA.

Key words: Avenanthramide-C, BSA, fluorescence quenching, polyphe-
nol, tryptophan, oat.

Las avenantramidas (Avns) son fitoquimicos en-
contrados exclusivamente en la avena en intervalos
de 5-120 mg/kg en las hojas y 2-289 mg/kg en el
grano. La avenantramida-C (Avn-C) es la que se
encuentra en mayor cantidad, de 36.5 a 61.77 mg/
kg masa fresca (Wu ez a/., 2018). El estudio de las
Avns se ha intensificado recientemente debido a los
efectos benéficos en la salud que estos compuestos
otorgan, entre los que destacan: capacidad antioxi-
dante (Bratt ez a/., 2003), antiinflamatoria (Wang es
al., 2020), antiaterogénica (Sang ez a/., 2017), an-
ticancerigena (Rasane ez @/., 2013) y antiamiloide
(Quiroz-Vazquez, 2020). Esta ultima propone a la
Avn-C como una molécula con potencial terapéu-

tico en el tratamiento de enfermedades como el Al-
zheimer o el Parkinson, cuyo origen es la agregacion
proteica de tipo amiloide.

La conexion de algunos polifenoles de origen vegetal con
la albimina sérica bovina se ha analizado extensivamente,
ya que las seroalbiiminas desempefian un papel primordial
en el transporte, disposicion y eficacia de los polifenoles en
células y tejidos (Bose, 2016; Bourassa ef @/, 2010). Sin
embargo, a la fecha no se han encontrado reportes que de-
muestren la interaccion de la BSA con las fenolamidas, por
lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la correlacion
de la avenantramida C, principal fenolamida en la avena,
con la BSA mediante espectroscopia de fluorescencia.
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METODOLOGIA

Los experimentos de extincion de la fluorescencia del
triptéfano se llevaron a cabo a 30, 35, 40 y 45°C en
una celda de cuarzo de 1.5 ml usando un espectrofluo-
rimetro LS-45 (Perkin Elmer) a partir de una solucion
de BSA a una concentracion de 6 pM en regulador
PBS 20mM pH 7.4, a la cual se le anadio Avn-C (4, 6,
9,12 y 18uM). Se recogieron los espectros de emision
empleando una lexc 280nm. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado.

El apagamiento de la fluorescencia es descrito por
la ecuacion de Stern-Volmer (Lakowicz, 2006):

FO/F=1+kqT0[Q]=1+KSV [Q]

Donde FO y F son las intensidades de fluorescencia
antes y después de la adicion del apagador (Avn-C),
respectivamente, [Q] es la concentracion del apagador
y KSV es la constante de apagamiento Stern-Volmer.
Siendo kq la constante de apagamiento bimolecular,
TO es el tiempo de vida promedio del fluor6foro (en
este caso de los residuos aromaticos dentro de la albu-
mina) en ausencia del apagador. Con ella se determi-
naron los valores de KSV por regresion lineal a través
de una grafica FO/F contra [Q].

La formacion de un complejo se confirmé median-
te los valores de la constante de apagamiento (kq) cal-
culada con la ecuacion 2:

kq=KSV/TO0

asumiendo un tiempo de vida de fluorescencia del biopo-
limero BSA de 10-8 (Suryawanshi ez @/, 2015). Para el
docking molecular se empleo el programa AutodockVi-
na de cddigo abierto, el cual fue disefiado con el fin de
realizar de forma precisa la simulacion de acoplamiento
molecular proteina-ligando mediante célculos compu-
tacionales (Eberhardt ez @/, 2021). Se utilizé el codigo
PDB:40OR0 para la BSA y la herramienta bioinformatica
USFC Chimera en la visualizacion y el analisis de estruc-
turas moleculares de forma interactiva.

La comunicacion entre la Avn-C y la BSA se evalud
mediante el cambio en los espectros de emision de fluo-
rescencia de la proteina en ausencia y presencia de la fe-

nolamida. La BSA tiene dos residuos de triptéfano
(Trp134, localizado en la superficie de la proteina, y
Trp213, dentro del dominio hidrofébico de la BSA)
que muestran fluorescencia intrinseca, por lo que un
cambio en el espectro de emision de fluorescencia
de la BSA ocurrird solo en respuesta a la interaccion
con la Avn-C.

Un cambio en la Imax de 340nm hacia longitudes
de onda mayores (7ed s4if?) indicaria que el Trp213
estd en un entorno mas polar, mientras que un des-
plazamiento hacia menores longitudes de onda (&/ue
s#4if?) indicaria que el Trp213 se encuentra en un en-
torno menos polar, reflejando asi una interconexion
directa o indirecta del polifenol con la region hidrofo-
bica e hidrofilica localizadas alrededor del Trp213 y
sugeriria ciertos cambios conformacionales.

En la figura 1 se muestran los cambios en los es-
pectros de emision de fluorescencia de triptéfano en
funcion del aumento en la concentracion de Avn-C
a diferentes temperaturas. Como puede observarse,
la emision de fluorescencia de la BSA disminuye
gradualmente con la adicion sucesiva de Avn-C, in-
dicando que la Avn-C puede apagar la fluorescencia
intrinseca de la proteina, lo que concuerda con lo
reportado para otros polifenoles (Bourassa es a/,
2010) y biomoléculas (Ma ez @/, 2018). Este apa-
gamiento no va acompanado de un desplazamiento
de los espectros a menores o mayores longitudes
de onda, lo que indica que el Trp213 no ha sido
expuesto a ningun cambio de polaridad, sugiriendo
que la Avn-C se estd uniendo al fluoréforo a través
de intercambios hidrofobicos.

El docking molecular de ambas moléculas se
muestra en la figura 2; como puede observarse, la
avenantramida-C se une a la cavidad hidrofobica de
la proteina tal y como lo sugiere el experimento de
fluorescencia intrinseca.

La intensidad maxima en la emision de fluo-
rescencia de la BSA, medida a 340nm en funcidon
de concentraciones crecientes de Avn-C, se utilizd
para elaborar perfiles de uniéon molecular, ya que
el apagamiento de fluorescencia se debe a la dis-
minucion en el rendimiento cuantico inducido por
una variedad de interacciones moleculares con la
molécula apagadora.
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Figura 1. Espectros de apagamiento de la fluorescencia de la BSA por Avn-C a diferentes temperaturas de incubacion. [BSA]=6.0 x 10-6 M. [Avn-C] (a-¢): 4, 6,

9,12y 18x 10-6 M.

L )
Figura 2. Docting molecular de la BSA y 1a Avn-C. Se muestra el anillo indol
del Trp213 y la estructura de la avenantramida C.

Dicho fenémeno puede dividirse en dos gru-
pos: “colisional o dindmico”, cuando la desac-
tivacion de fluorescencia es el resultado de los
choques entre moléculas (molécula fluorescen-
te y apagador) y “apagameinto estatico”, cuan-
do es resultado de la formacién de un complejo
(Lakowicz, 2016). Ambos tipos de desactivacion
requieren el contacto molecular del fluor6foro y
el apagador, sin embargo, el comportamiento dis-
tinto frente a la temperatura permite distinguir el
estatico del dinamico.

En el segundo, un incremento en la tempe-
ratura origina que la difusién y el apagamiento
colisional incrementen y ocurre lo opuesto en
el primero. En la tabla I se resumen los valores
obtenidos para las constantes de Stern-Volmer
(KSV) y la de apagamiento bimolecular (kq). El
decremento en KSV, conforme aumenta la tem-
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peratura, es indicativo de un apagamiento de tipo
estatico, es decir que existe la formacion de un
complejo entre la BSA y la Avn-C.

Se ha demostrado que los compuestos polifenoli-
cos se relacionan con los residuos de proteinas prin-
cipalmente a través de los grupos hidroxilo presentes
en los anillos de su estructura y forman puentes de
hidrogeno que estabilizan la interaccion. Reinke y
Gestwicki (2007) propusieron, ademas, otras carac-
teristicas importantes que deben poseer las molécu-
las para dicha comunicacion: @/ la existencia de dos
grupos aromaticos terminales, 4/ la presencia de gru-
pos hidroxilo y ¢/ un linker con una longitud de 6 a
19 A que conecte los dos grupos aromaticos presen-
tes en la estructura del polifenol. La Avn-C cumple
con todos estos criterios, lo que la hace una molécula
capaz de conectarse con el interior de las proteinas de
manera eficiente.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demuestra la interaccion de la
Avn-C y la BSA por espectroscopia de fluores-
cencia. Los resultados indican que la Avn-C es
un fuerte apagador de la fluorescencia intrinse-
ca de la BSA y que se une con gran afinidad a
la proteina formando un complejo BSA/Avn-C
bajo las condiciones ensayadas. Esto propone a
la Avn-C como una molécula con potencial tera-
péutico en el area médica y farmacologica, prin-
cipalmente en enfermedades relacionadas con
agregacion proteica.
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Tabla I. Constantes de Stern-Volmer (Ksy) y de apagamiento biomolecular (k)

para la interaccion BSA-Avn-C.

30 15089 15089 10 0.99
35 13732 13732 10® 0.99
40 11827 11827 10° 098
45 1.0450 1.0450 10% 0.98
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