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INTRODUCCION

La investigacion sobre nuevos compuestos antimicrobianos de origen natural
constituye un campo de creciente interés cientifico. El reino vegetal ofrece una amplia
variedad de estos compuestos los que, por lo general, se producen a partir del
metabolismo secundario de plantas bajo respuesta a diversos factores
medioambientales. Debido a sus caracteristicas hidrofobicas, estos compuestos se
encuentran en aceites esenciales (a nivel de trazas) y sus propiedades
antimicrobianas son atribuidas a la accion individual y/o combinada de sdélo unos
pocos compuestos bioactivos. Actualmente, los compuestos fendlicos, carvacrol (Car:
5-isopropil-2-metilfenol) y timol (Thy: 2-isopropil-5-metilfenol), obtenidos a partir de los
aceites esenciales de orégano y tomillo, han despertado interés debido a sus potentes
acciones contra bacterias, levaduras, hongos y virus. Como puede apreciarse en la
Fig. 1, ambos compuestos son isémeros que defieren en la posicion del grupo —OH, el
cual se conoce es responsable de la actividad antimicrobiana (Tajkarimi y col. 2010).
Sin embargo, el empleo de los mismos es restringido por su escasa solubilidad acuosa
y elevada volatilidad.
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Figura 1: Estructura quimica de los compuestos carvacrol (izq.) y timol (der.).

Estos compuestos fendlicos podrian encontrar mayor nimero de aplicaciones si de
alguna manera son convenientemente vehiculizados. Una estrategia para incrementar
su solubilidad y retencion en medios acuosos podria hacer uso de la capacidad
intrinseca de unir ligandos hidrofébicos que presentan algunas proteinas globulares,
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entre ellas, las albuminas (Perez y col. 2014). Sin embargo, hasta el presente, se
dispone de un conocimiento limitado sobre los aspectos moleculares y termodinamicos
que rigen la vehiculizacion de los compuestos fendlicos, Car y Thy, bajo la forma de
nanocomplejos proteicos. Por lo tanto, el objetivo de la presente contribucion es
brindar informacion sobre estos aspectos.

METODOLOGIA
Materiales

Ovoalbumina (OVA, pureza 98%), carvacrol (Car) y timol (Thy) (ambos de pureza
295.0%) fueron adquiridos de Sigma Aldrich (USA). La sonda fluorescente &cido 1,8
anilino-naftalen sulfénico (ANS) fue comprada en Fluka Chemie AG (Suiza).

Formacion de nanocomplejos

La vehiculizacién de Car y Thy bajo la forma de complejos con OVA fue monitoreada
por espectroscopia de fluorescencia intrinseca. Para ello se realiz6 la titulacion de una
solucion de OVA 1 uM (buffer fosfato 50 mM pH 7,0) con concentraciones crecientes
de Car y Thy (0-200 uM). Los espectros de emisién se obtuvieron a una longitud de
onda de excitacion de 295 nm (debido a Trp). Los datos experimentales fueron
ajustados al modelo de Scatchard modificado para la obtencién de la estequiometria
de unién o nimero de moléculas de Car y Thy unidas por unidad monomérica de OVA
(n) y la constante de asociacién (Ka,), de acuerdo al siguiente par de ecuaciones:
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donde Puwia €S la concentracion total de OVA, [L] es la concentracion total de ligando
(Car o Thy), n es el nimero de moléculas de ligando unidas a OVA en la saturacion, Ka
es la constante de afinidad, fi es la fraccién de sitios ocupados por el ligando. Para su
mejor interpretacion los datos de fluorescencia fueron expresados en términos de
intensidad de fluorescencia relativa, IFRt, = IF/IFo, donde IF es la intensidad de
fluorescencia a una dada concentracion de ligando e IFy es la intensidad de
fluorescencia de OVA pura. Los ensayos intrinsecos se realizaron en el rango de
temperatura comprendido entre 15 y 45 °C a fin de calcular los parametros
termodinamicos involucrados en la vehiculizacién. Para ello se aplico el siguiente para
de ecuaciones (Sponton y col. 2016):
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Por otro lado, con el objeto de conocer el modo de union de Car y Thy a OVA se
realizaron ensayos de fluorescencia extrinseca usando la zona fluorescente, acido 1,8
anilino-naftalen sulfénico (ANS). Para ello, posteriormente a los ensayos intrinsecos,
se adicionaron 9 ul de ANS 15 mM a cada tubo y se determinaron los espectros de
emision a una longitud de onda de excitacién de 390 nm (Hitachi F2000, Japon).
Ademas, los resultados fueron expresados en términos relativos como
IFRans=IFans/IFoans, siendo IFans la intensidad de fluorescencia extrinseca a una dada
concentracion de ligando e IFoans €s la intensidad de fluorescencia extrinseca de OVA
pura (Perez y col. 2014). Las determinaciones extrinsecas se realizaron a 25°C al
menos por triplicado.

Por ultimo, la distribuciéon de tamafio de particula (PSD) de OVA y de los complejos



OVA-Car y OVA-Thy fue determinada en un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern,
UK). Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

Propiedades fluorescentes de complejos OVA-Thy y OVA-Car

La Fig. 1 presenta el efecto de la concentracion de los compuestos fendlicos
antimicrobianos, Thy y Car, sobre la intensidad de emision de fluorescencia intrinseca
(IFtp) y extrinseca (IFans) de OVA. Se observé que el aumento en la concentracion de
ambos ligandos produjo un incremento en IFr, de OVA (Fig. 2A y 2C), lo que se
relacionaria con la formacién de complejos macromoleculares en solucién acuosa. En
el rango de concentraciones evaluado, se observo que la vehiculizacion de ambos
ligandos alcanzé la saturacion de sitios de union disponibles en OVA (como puede
deducirse a partir del plateau observado en los insertos en la Fig. 2A 'y 2C).
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Figura 2: Efecto de la concentracion de ligando (0 a 200 uM) sobre la emisién de fluorescencia
intrinseca (IFtp) y extrinseca (IFans) de Ovoalbumina: (A) y (B) Corresponden al efecto de
Timol, (C) y (D) Corresponden al efecto de Carvacrol. Los insertos refieren a la intensidad de
fluorescencia relativa tanto intrinseca (IFRtp) como extrinseca (IFRans). Temperatura 25°C, pH

7 (buffer fosfato 50 mM), 1uM OVA.

El ajuste de los datos experimentales al modelo de Scatchard modificado (Ec. 1) rindio
en los siguientes valores de n y Ka: (i) Complejo OVA-Thy, n: 146 + 2 y Ka: (7,2 £
0,5)x10° M, (ii) Complejo OVA-Car, n: 189 + 5y Ka: (6,0 £ 0,8)x10° M. A partir de estos
resultados puede deducirse que la vehiculizacion de los ligandos se produce a nivel de
un Unico dominio sobre el monémero de OVA, el que puede unir en promedio 146
moléculas de Thy y 189 moléculas de Car, en un orden de afinidad de unién similar
(10° M). La diferencia en el numero de moléculas de ligando vehiculizadas serian
atribuidas a la diferente posicion del grupo —OH en la estructura quimica de estos



compuestos (Fig. 1). Para el caso de Car, la ubicacion del grupo —OH respecto a la
posicién de los grupos metilo e isopropilo podria promover una mayor carga de ligando
a nivel del dominio de union en OVA.

Por otro lado, como puede apreciarse en las Fig. 2B y 2D, el aumento en la
concentracion de los compuestos antimicrobianos, Thy y Car, influyé levemente sobre
la IFans de OVA. Es bien conocido que ANS se une de manera no covalente a los
sitios hidrofébicos expuestos sobre la superficie de proteinas globulares (Perez y col.
2014). Por lo tanto, a partir de los insertos en las Fig. 2B y 2D pueden deducirse dos
comportamientos o modos de unién: (i) ANS desplazaria completamente a los ligandos
superficialmente unidos, o (ii) ANS se uniria en un dominio diferente sobre la superficie
de OVA. La prevalencia de esta ultima hipétesis indicaria que la vehiculizacién de Car
y Thy bajo la forma de complejos con OVA implicaria cierto nivel de especificidad
molecular. Sin embargo, la comprobacion de dicha hipétesis requeriria abordar
estudios moleculares complementarios. Por otra parte, el andlisis de PSD permitié
confirmar la escala de tamafio en la que transcurre la formacién de estos complejos.
Para ambos sistemas, se obtuvieron tamafos inferiores a 100 nm, por lo que los
mismos podrian considerarse nanoparticulas, nanocomplejos o nanovehiculos (datos
no mostrados).

Por altimo, la aplicacion de las ecuaciones (2) permitié la obtencion de los parametros
termodindmicos involucrados en la vehiculizacion de Car y Thy bajo la forma de
nanocomplejos con OVA. Para OVA-Thy se obtuvieron: AH% 82,8x10° J/mol, AS®:
0,4x10° J/mol.K y AG%sec: -30,1x10° J/mol. Por otra parte, para OVA-Car se
obtuvieron: AH% 81,5x10° J/mol, AS% 0,4x10® J/mol.K y AG%se: -34,6x10° J/mol.
Debido al signo de los parametros termodinamicos, podria concluirse que la
vehiculizacibn de ambos compuestos antimicrobianos constituye un proceso
espontaneo, endotérmico y conducido entrOpicamente mediante interacciones
hidrofébicas (Sponton y col. 2016). Un analisis de la magnitud de los mismos sugeriria
que la vehiculizacion de Car constituye un proceso levemente mas espontaneo y, por
lo tanto, requeriria una menor energia que la vehiculizacion de Thy. Estas diferencias
podrian ser atribuidas al coeficiente de reparto o particiéon (P) que presentan estos
compuestos. El log P (considerado una medida de la hidrofobicidad molecular) de Car
(3,52) es levemente superior al de Thy (3,30) (Tajkarimi y col. 2010). Por lo tanto, la
magnitud de la hidrofobicidad molecular que manifiestan estos compuestos podria
explicar el comportamiento termodinamico de la vehiculizacion.

En resumen, la vehiculizacién de los antimicrobianos fendlicos, Car y Thy, bajo la
forma de nanocomplejos de OVA, pudo ser descripta en términos moleculares,
estequiométricos y termodinamicos. La formacién de estos nanocomplejos en solucion
acuosa supone un incremento de su solubilidad y retencién en formulaciones acuosas,
lo que amplia sus potenciales aplicaciones. Por Ultimo, se tiene que alteraciones en la
locacion de ciertos grupos funcionales (en este caso -OH) podria promover diferencias
en la carga, modo de unién y energia requerida para la construccion de sistemas
antimicrobianos innovadores basados en nanocomplejos proteicos.
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