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RESUMEN

TITULO Nanoencapsulacion de ofloxacina y vancomicina con acido polilactico-co glicélico
(PLGA) y su evaluacion antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina y Escherichia coli O157:H7*

Autor: RODRIGUEZ AGUILLON, Anderson”

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de acido poli-lactico-co-glicdlico (NPs PLGA),
nanoprecipitacién, Concentracion minima inhibitoria (CMI), vancomicina , ofloxacina

DESCRIPCION

Se realiz6 la sintesis de vancomicina y ofloxacina encapsulados en nanoparticulas poliméricas de
acido poli-lactico-co-glicolico (NPs PLGA) utilizando el método de nanoprecipitacion. Con el
objetivo de modificar la carga superficial de los antibiéticos nanoencapsulados, se emplearon 3
tipos de polimeros catiénicos: gelatina, polietiienimina y albimina de suero bovino. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de los antibiéticos encapsulados en NPs PLGA fueron evaluadas
mediante técnicas como: dispersion de luz en modo dinamico (DLS), microscopia de barrido
electrénico (SEM), medidas de potencial zeta, espectroscopia de fluorescencia y cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC). Los diferentes antibidticos encapsulados en NPs PLGA se
obtuvieron como liquidos blancos de aspecto lechoso, con tamafios entre los 100-300 nm e
indices de polidispersién entre los 0,090-0,148. Se evalud la actividad antimicrobiana de muestras
de vancomicina y ofloxacina encapsuladas en NPs de PLGA frente a cepas de Staphylococus
aureus resistente a metilcilina (SARM) y E. coli 0157:H7 empleando el método de microdilusién en
caldo. Se observé que encapsular vancomicina en NPs PLGA con carga positiva, la actividad del
antibiético aument6 considerablemente. Sin embargo, al evaluar la actividad frente E. coli 0157:H7
de ofloxacina libre y encapsuladas en NPs de PLGA con carga negativa, no se observaron
diferencias significativas.

’ Proyecto de grado
" Universidad Industrial de Santander. Facultad de ciencias. Escuela de guimica. Director: Rodrigo
Torres Saez. Facultad de salud. Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico. Codirectora:
Claudia Ortiz Lépez.
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ABSTRACT

TITLE: Encapsulation of vancomycin and ofloxacin in PLGA nanoparticles and its
antimicrobial a(itivity in vitro against Escherichia coli O157:H7 and methicillin-resistant
Sthapylococcus

AUTHOR: RODRIGUEZ AGUILLON, Anderson’

Keywords: Poly lactide-co-glycolide nanoparticles (PLGA NPs), nanoprecipitation, Minimum
Inhibitory concentration,Vancomycin, Ofloxacin.

DESCRIPTION

In this thesis, vancomycin and ofloxacin were loaded poly-lactic-co-glycolic acid nanoparticles
(PLGA NPs) by nanoprecipitation method. We used three different cationic polymers:
polyethyleneimine, gelatin and BSA with the goal to modifying nanoparticle’s surface charge.
Antibiotics loaded PLGA NPs were characterized by dynamic light scattering (DLS), scanning
electron microscopy (SEM), zeta potential and fluorescence measurements, and by high
performance liquid chromatography (HPLC). Different antibiotics loaded PLGA nanoparticles were
obtained as white milky liquids, with sizes (z-average) ranging from 100-300 nm and polidispersion
index between 0.090 and 0.148, and zeta potential values between -22 and 27 mV. The
antimicrobial activity of the samples of vancomycin and ofloxacin, free and loaded PLGA
nanoparticles, was investigated against methicillin-resistant Staphylococus aureus (MRSA) and E.
coli O157:H7 strains by broth microdilution method. We observed that PLGA nanoparticles loaded
vancomycin improved the antimicrobial activity against MRSA due to electrostatic interactions
between bacteria cell wall negatively charged and surface of nanoparticles positively charged.
However, when PLGA nanoparticles negatively charged and loaded with ofloxacin were evaluated
in antimicrobial tests against E. coli O157:H7, no significant differences were observed.

" Project Grade
Universidad Industrial de Santander. Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Director: Rodrigo

Torres Saez. Facultad de salud. Escuela de Bacteriologia y Laboratorio Clinico. Codirectora:
Claudia Ortiz Lépez.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas poliméricas (NPs) se definen como sélidos de particulas
coloidales a base de polimeros (sintéticos, semisintéticos o naturales) u otros
materiales de naturaleza biodegradable, que sirven de vehiculo para farmacos y
otras sustancias(Mora-Huertas, Fessi, y Elaissari, 2010). En la actualidad, existe
una gran variedad de métodos para la sintesis de NPs, incluyendo técnicas como:
emulsién/evaporacion de solvente, doble emulsion, nanoprecipitacion y salting
out.(Reis y Neufeld, 2006).

Se han utilizado una amplia variedad de materiales para la sintesis de NPs, siendo
éstos tanto sintéticos como naturales. Polimeros sintéticos como el &cido poli
lactico-co-glicélico, PLGA, y el acido poli lactico, PLA, han sido ampliamente
utilizados en la liberacién controlada de farmacos encapsulados, debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad(Mundargi, Babu, Rangaswamy, Patel, y
Aminabhavi, 2008). Ademas, estos polimeros han sido aprobados por la FDA
(Food and Drug Administration) para la elaboracién de sistemas poliméricos en

la administracion de sustancias activas por via parenteral(Danhier et al., 2012).

Por otro lado, se ha demostrado la eficiencia de los agentes antimicrobianos
tradicionales en el tratamiento de enfermedades infecciosas. No obstante, el uso
inadecuado de los antibibticos, dosis excesivas, interrupcion prematura del
tratamiento, el uso de combinaciones inapropiadas y la toxicidad celular de
algunos antibiéticos han generado complicaciones, ocasionando el fracaso
terapéutico y desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos (Maguifia
Vargas, Ugarte Gil, y Montiel, 2006).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se ha planteado el uso de

nanoparticulas poliméricas como una alternativa para facilitar la administracion
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de compuestos antimicrobianos. En general, el uso de nanoparticulas poliméricas
ha generado gran interés en el desarrollo de sistemas innovadores para la
administracion de farmacos, ofreciendo ventajas como reducir los efectos
secundarios y mejorar la eficacia de los farmacos, debido a la posibilidad de
orientar el principio activo hacia 6rganos o células especificas (Bender et al.,
2012). Ademéas, la nanoencapsulacién permite reducir la toxicidad del farmaco y
retrasar su degradacion quimica y enzimatica (Jornada et al., 2012).

El presente trabajo describe la sintesis y caracterizacién de vancomicina (VAN) y
ofloxacina (OFL) encapsulados en NPs de PLGA, empleando el método de
nanoprecipitacion. Ademas, se estudié el efecto de polimeros catiénicos como:
gelatina (GEL), polietilenimina (PEI) y albumina de suero bovino (BSA) sobre la
modificacion de la carga superficial de las NPs de PLGA. Posterior a la sintesis de
los antibiéticos encapsulados en NPs de PLGA, se evalué la actividad
antibacteriana sobre cepas patdégenas de Escherichia coli O157:H7 vy

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).
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1. MARCO CONCEPTUAL Y ANTECEDENTES

1.1 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la habilidad de trabajar a nivel atdbmico, molecular y
supramolecular (en una escala de 1- 1000nm) con el fin de entender, crear y
utilizar materiales, dispositivos y sistemas con nuevas propiedades y funciones,
como resultado de su pequefia estructura (Roco, 2003). A esta escala, la materia
presenta propiedades fisico-quimicas que han permitido el desarrollo de nuevas

aplicaciones en diversos campos(Balogh, 2010).

Las primeras aplicaciones practicas de la nanotecnologia se pueden remontar a
los avances en las comunicaciones, la ingenieria, la fisica, la quimica, la biologia,
la robdtica y la medicina (Faraji y Wipf, 2009). Sin embargo, el desarrollo de un
amplio espectro de tecnologias a nanoescala esta empezando a cambiar el
panorama cientifico en términos de diagndstico, tratamiento y prevencion de
enfermedades. Estas innovaciones tecnoldgicas, definidas como nanomedicina
por el Instituto Nacionales de Salud de EE.UU. (National Institutes of Health),
tienen el potencial de convertir los descubrimientos moleculares derivados de la
gendmica y la protedmica en un beneficio generalizado para los pacientes (Singh y
Lillard, 2009).

Se espera que los productos de la nanotecnologia revolucionen la medicina
moderna, como resultado de los avances cientificos y las iniciativas mundiales por
apoyar la nanotecnologia y la investigacion en nanomedicina(Farokhzad y Langer,
2009). Una de las areas con mayor impacto es el desarrollo de sistemas de

liberacion de farmacos, debido a su versatilidad en la orientacion de farmacos
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hacia tejidos especificos, el acceso a dianas moleculares profundas, y el control
de la liberacion del farmaco(Gupta y Kompella, 2006).

Actualmente, se ha estudiado una gran variedad de nanomateriales como
plataforma para el transporte de farmacos, utilizados en aplicaciones industriales y
académicas(Acharya y Sahoo, 2011). La creacibn de materiales
nanoestructurados como: nanoparticulas poliméricas, micelas, liposomas,
dendrimeros, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono y nanocristales (ver
figura 1), ha permitido el desarrollo de nuevas aplicaciones en el campo
biomédico(Faraji y Wipf, 2009).

232880 Q%8e%,
%ﬁg gNN s
o oy
KRy
Nanoparticula Nanoparticula Nanoparticula Liposoma

inorganica polimérica soélida lipidica

Nanocristal

Dendrimero

Figura 1. Diferentes tipos de nanoparticulas usadas en aplicaciones
biomédicas(Faraji y Wipf, 2009).

1.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS (NPS)
Las nanoparticulas poliméricas (NPs) se definen como particulas solidas

coloidales, en las cuales, el farmaco (o principio activo a encapsular) se encuentra

disperso dentro de una matriz polimérica amorfa (Hans y Lowman, 2002).
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Las NPs pueden ser clasificadas como nanoesferas, en las que el farmaco se
dispersa uniformemente por toda la matriz polimérica (tipicamente como una
solucion sdlida), o como nanocapsulas, en las que el farmaco esta presente en el
nacleo de la particula (ya sea como un solido en solucién acuosa o en aceite) (ver
figura 2). Ademés, de acuerdo con los métodos de preparacion, las NPs también
pueden llevar la sustancia activa en su superficie 0 embebida en la membrana

polimérica (Kumari, Yadav, y Yadav, 2010; Mora-huertas, Fessi, y Elaissari, 2010).

- Centro liquido (acuoso)

Membrana polimérica
Sustancia activa

Nanocapsula \ Centro lipidico
Membrana polimérica
Sustancia activa
O—> Membrana polimérica
Sustancia activa

Nanoesfera

Figura 2. Dibujo esquematico de una nanocapsula y una nanoesferas(Kumari et
al., 2010).

Desde el punto de vista tecnoldgico, las nanoparticulas poliméricas presentan una
serie de ventajas:

» Alta estabilidad

» Pueden transportar una amplia variedad de farmacos

» Capacidad de incorporacion de sustancias tanto hidrofilas como hidrofobas
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» Propiedades de libracion controlada

Estas cualidades permiten mejorar la biodisponibilidad del farmaco, modificacion
de los perfiles farmacocinéticos y especificidad de accion y penetracion intracelular

de farmacos macromoleculares (Soppimath, Aminabhavi, y Kulkarni, 2001).

Se han utilizado una amplia variedad de materiales sintéticos y naturales para la
preparacion de NPs. Entre los polimeros sintéticos destacan los poliésteres,
debido a su biodegradabilidad y biocompatilidad (Feng, 2004). Los poliésteres mas
utilizados son el &cido poli lactico (PLA) y los copolimeros formados por unidades
monomeéricas de acido lactico y glicélico, denominado acido poli-lactico-co-glicolico
(PLGA, por sus siglas en inglés acid poly lactic-co-glycolic), aprobados por la FDA
(por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) para elaborar sistemas
para la administracion de sustancias activas por via parental (Vauthier y
Bouchemal, 2009). Por otro lado, a través de la modificacion del peso molecular, el
grado de hidrofilia y la proporcién de cada uno de los monémeros, es posible
controlar caracteristicas como: la velocidad de degradacion de los mismos, el
porcentaje de encapsulacion y la liberacion del farmaco o principio activo(Lassalle
y Ferreira, 2007). Otros polimeros empleados para la obtencion de NPs son la
poli-€ -caprolactona (PCL) (Ray et al., 2003), el poli-B-hidroxibutirato y el acido 3-L-

malico.

El PLGA es uno de los polimeros sintéticos mas utilizados para la administracion
de farmacos (Makadia y Siegel, 2011). Dentro de sus principales caracteristicas
seencuentran: (i) su biodegradabilidad y biocompatibilidad, (ii) copolimero
aprobado por la FDA y de la Agencia Europea de Medicina (EMA) para sistemas
de administracién de farmacos por via parental (iii) capacidad para encapsular una
gran variedad de farmacos o moléculas con actividad bioldgica; (iv) posibilidad de
proteger al farmaco frente a la degradacién (v) habilidad para generar sistemas de

liberacion sostenida; (vi) posibilidad de modificar las propiedades superficiales
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para proporcionar una mejor interaccion con los materiales biolégicos y (vii)
direccionar el principio activo hacia 6rganos o células especificas(Danhier et al.,
2012; Dinarvand, Sepehri, Manoochehri, Rouhani, y Atyabi, 2011).

Durante las ultimas dos décadas, el PLGA se ha convertido en material para el
desarrollo de nuevos sistemas para el reparto de farmacos y algunos de éstos ya
se encuentran en el mercado (ver tabla 1)(Zhang, Chan, y Leong, 2013).

Tabla 1. Productos aprobados por la FDA para el desarrollo de sistemas de envio

de farmacos utilizando PLGA.

Nombre del Ao de S
» Tecnologia Indicacion
producto aprobacion
Zoladex 1989 PLGA/acetato de goserelina Cancer d;g:r?;tata y de
Lupron Depot 1989 PLGA / acetato de leuprolida Cancer de pro_sta_ta yla
endometriosis
Sandostin LAR 1998 GIUCOS&'PLG,A/_ acetato de Acromegalia
octeotrido
. PLGA/hormona recombinante del Deficiencia de hormona del
Nutropindepot 1999 o o
crecimiento humano crecimiento
Trelstar 2000 PLGA/triptorelina pamoatea Cancer de prostata
avanzado
Arestin 2001 PLGA/minocilina Periodontitis en adultos
Eligard 2002 PLGA/acetato de leuprolida Cancer de prostata
avanzado
Risperdal 2003 PLGA/risperidona Esqmzofrema y el trastorno
Consta bipolar |
Vivitrol 2006 PLGA/naltrexona Dependencia al alcohol y
opioides
Somatulina 2007 PLGA/lanreotido Acromegalia
Ozurdex 2009 PLGA/dexametasona Edema macular

1.3. METODOS DE ELABORACION DE NANOPARTICULAS DE ACIDO POLI-
LACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)

De acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, existe una gran

variedad de métodos para la sintesis de NPs de PLGA. La eleccion del método

determinara caracteristicas fisicoquimicas y estructurales como: su naturaleza
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(nanocépsula o nanoesfera) tamafio, carga y porcentaje de encapsulacion (Reis y
Neufeld, 2006).

Una de las técnicas mas utilizadas es el método de emulsidon/evaporacion de
solvente, la cual consiste de dos fases inmiscibles entre si: una fase organica (O)
donde el PLGA y el farmac son disueltos en un solvente organico (por ejemplo,
diclorometano o cloroformo), y una fase acuosa (A), conformada principalmente
por un agente estabilizante (PVA o poloxamero-407). La emulsion (O/A) se forma
al afadir la fase organica sobre la fase acuosa y homogenizar la mezcla inmiscible
por medio de un equipo de homogenizaciébn o sonicacion. Finalmente, el
disolvente se evapora o0 se extrae, y las nanoparticulas se purifican por
centrifugacion (ver figura 3). Esta técnica permite la encapsulacion de moléculas
hidrofobas (Holgado et al., 2008).

Fase organica
Polimero +
farmaco

>
>

Evaporacion

S Fase acuosa
E Agente
A l I estabilizante

Figura 3. Representacion esquematica del método de emulsién/evaporacion de

solvente

solvente

Una modificacién de la técnica emulsidon/evaporaciéon de solvente es la técnica de
doble emulsién (A/O/A), empleada para encapsular farmacos hidrofilos (por ej.
péptidos, proteinas y acidos nucleicos). En general, la técnica de doble emulsién
consiste en la emulsificacion de una emulsion previamente preparada. En primer
lugar, la fase acuosa (A) en la cual el principio activo y el agente estabilizante
estan disueltos se afiade a una fase organica donde se encuentra disuelto el

polimero, para formar una emulsién (A/O) por medio de un homogenizador o un
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sonicador. Finalmente, se afiade otra fase acuosa (que puede contener un agente
estabilizante) a la primera emulsion y se somete a las mismas condiciones
(homogenizacidbn o sonicacion) para formar una segunda emulsion (A/O/A)
(Cohen-Sela, Chorny, Koroukhov, Danenberg, y Golomb, 2009; Jain, 2000; Mora-
huertas et al., 2010).

Otra técnica para la sintesis de NPs de PLGA es el método de nanoprecipitacion o
desplazamiento de solvente. El método de nanoprecipitacion fue introducido por
Fessi y colaboradores (Fessi, Puisieux, Devissaguet, Ammoury, y Benita, 1989),
con el propésito de desarrollar un protocolo simple y rapido para la sintesis de
NPs.

En general, el método de nanoprecipitacion permite la encapsulacién de farmacos
(hidrofobos e hidréfilos) y la formacion de NPs pequefias (entre 100 y 300 nm) con
un bajo indice de polidispersion (Bilati, Allémann, y Doelker, 2005). Sin embargo,
este tipo de propiedades van a depender de pardmetros como: la naturaleza del
solvente o mezcla de solventes, la concentracion del polimero, el peso molecular

del polimero y el pH de la fase acuosa (Schubert, Delaney, y Schubert, 2011).

Ademas, la técnica de nanoprecipitacion involucra la presencia de dos fases
miscibles denominadas solvente y no solvente, llamados en la mayoria de los
casos fase organica y fase acuosa. En la fase organica el polimero, el farmaco, y
de manera opcional un estabilizante lipofilico son disueltos en un solvente polar

miscible en agua, como acetona o etanol (ver figura 5).

Durante la sintesis, la fase organica es afiadida gota a gota a la fase acuosa, la
cual contiene un surfactante (PVA o poloxamero-407), provocando la precipitacion
del polimero debido a la rapida difusion del solvente organico en el medio acuoso

y, la formacion de la emulsion de manera espontanea (Vauthier y Bouchemal,
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2009).Finalmente, se realiza la eliminacion del solvente y se purifican las NPs

utilizando técnicas como centrifugacion o ultrafiltracion.

>
Evaporacion de
| >
solvente

Fase Organica surfactante Nanoparticulas
polimero + (en medio acuoso)
farmaco

Figura 4. Representacién esquematica del método de nanoprecipitacion (Reis y
Neufeld, 2006).

Existen otras técnicas para la elaboracion de NPs como spray-drying (Gavini et al.,
2004; Wang, Kho, Cheow, y Hadinoto, 2012), salting out (Ibrahim, Bindschaedler,
Doelker, Buri, y Gurny, 1992) o a través de fluidos supercriticos(Cocero, Martin,
Mattea, y Varona, 2009). En los métodos descritos anteriormente, el farmaco
puede incorporarse de dos formas: (i) durante la formacién de las NPs o (ii) por
adsorcién en las NPs después de su formacion.

1.4. CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS
NPS

Una vez obtenidas las NPs, la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas
se convierte en un paso fundamental para el desarrollo de futuras aplicaciones
(Dinarvand et al., 2011). La caracterizacion fisicoquimica consiste en evaluar
propiedades como: tamafio promedio, distribucibn de tamafio (indice de
polidispersion) y carga superficial de las NPs; ademas, medidas del farmaco

encapsulado tales como: porcentaje de encapsulacion, cinética de liberacion,
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estudios in vitro e in vivo que revelen la biodistribucion del farmaco,
biodisponibilidad y eficacia de la droga encapsulada (Bala, Hariharan, y Kumar,
2004).

1.4.1 Tamafo y distribucion de NPs. Una de las técnicas que proporciona una
medida del tamafio hidrodindmico de las NPs, es la técnica de dispersion de luz
dinamica (DLS, por sus siglas en inglés, dynamic light scattering) (Walker, 2011).
En DLS, la emulsion es iluminada por un laser monocromatico y la intensidad de
dispersion se registra con un detector de fotones en un angulo de dispersion fijo o
variable. La intensidad de luz dispersada es dependiente del tiempo, en una
escala de tiempo de microsegundos debido al movimiento browniano de las
nanoparticulas. Esto provoca un efecto Doppler cuando la luz incide en la particula
en movimiento, cambiando la longitud de onda incidente. Este cambio es

relacionado al tamafio de la NPs (Walker, 2011).

1.4.2 Morfologia. El estudio morfolégico de las NPs se realiza a traves de
técnicas de microscopia electronica como SEM (por sus siglas en inglés, scanning
electron microscopy); este tipo de técnicas permiten observar de manera directa
las NPs y, corroborar la informacién de tamafio promedio de las NPs obtenido por
otras técnicas como DLS (Sahoo y Labhasetwar, 2006; Walker, 2011). La técnica
de SEM consiste en que un haz de electrones altamente energéticos incide sobre
la muestra, la irradiaciébn de la muestra afecta el haz de electrones, y estas

interacciones se detectan y transforman en una imagen (Bala et al., 2004).
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1.4.3 Carga superficial. Otra caracteristica importante de las NPs es la carga
superficial, determinada mediante la cuantificacion del potencial zeta () de la
emulsion. La determinacion de carga superficial se realiza estudiando la movilidad
de las particulas cargadas a través de un potencial eléctrico. Los valores del
potencial zeta de las NPs pueden ser positivos 0 negativos dependiendo de la
naturaleza del polimero o el material usado para modificar la superficie (Soppimath
et al., 2001). Los valores del potencial zeta representan un indice de la estabilidad
de las NPS, y cuanto mayor sea el valor absoluto de potencial zeta mayor es
carga en la superficie de las NPs, aumentado de esta manera la estabilidad de las

NPs debido a las repulsiones electroestaticas(Mohanraj y Chen, 2006).

1.4.4 Eficiencia de encapsulacién. La eficiencia de encapsulacion (EE) es la
relacion entre la cantidad del farmaco encapsulado y la cantidad total del farmaco
afadido en la preparacion (Formiga et al., n.d.). La EE revela la cantidad real del
farmaco encapsulado por unidad de masa del polimero o de la mezcla polimérica
empleada en la formulaciobn. En general, el contenido en principio activo se
determina tras la disolucion de las nanoparticulas en un disolvente apropiado
seguido de la centrifugacién o ultrafiltracion de las mismas. El farmaco se
cuantifica empleando distintos métodos, dependiendo de la naturaleza del
principio activo (espectrofotometria UV-VIS, HPLC, fluorescencia, etc.) (Govender,
Stolnik, Garnett, lllum, y Davis, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar sistemas de nanoencapsulacion para vancomicina y ofloxacina,
utiizando acido poli lactico-co-glicélico (PLGA) con posible actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y
Escherichia coli 0157:H7.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estandarizar la metodologia para la nanoencapsulacién de los medicamentos
utilizando PLGA.

Evaluar las propiedades fisicoquimicas (porcentaje de encapsulacion, tamafio y
carga) de los antibioticos encapsulados en NPs de PLGA, a través de técnicas
espectrofotométricas, Opticas y medidas de potencial zeta.

Determinar in vitro la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion

minima bactericida (CMB) de vancomicina y ofloxacina encapsulados en NPs de
PLGA frente a SARM Yy E. coli O157:H7.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

El &cido poli lactico-co-glicélico (PLGA 50:50, PM 38000-54000 Da), poloxamero
407, clorhidrato de vancomicina de Streptomyces orientalis, ofloxacina,
polietilenimina (%50 v/v en solucién acuosa, PM 2000), fueron adquirido de Sigma
Aldrich (St Louis, Missouri). Los medios de cultivos fueron obtenidos de Oxoid. D-
(+)-glucosa fue obtenida de Merck Novabiochem. La acetona fue adquirida de
Panreac. Todos los reactivos usados eran de grado analitico y se emplearon sin
purificacion posterior. Agua MilliQ con resistividad de 18.3 MQ fue usada para la

preparacién de todas las soluciones.

3.2 MICROORGANISMOS

La bacteria E. coli O157:H7 fue donada por el cepario de la Pontificia Universidad
Javeriana de Colombia. Staphylococcus aureus resistente a meticilina fue obtenida
de la Escuela de Bacteriologia y laboratorio clinico de la Universidad Industrial de

Santander.

3.3 METODOS

3.3.1 Preparacion de vancomicina y ofloxacina encapsulados en NPs de
PLGA. Se realiz6 la nanoencapsulacion de vancomicina y ofloxacina utilizando el
método de nanoprecipitacién (Barichello, Morishita, Takayama, y Nagai, 1999). Se
utilizaron polimeros cationicos tales como: polietilenimina (PEI), gelatina (GEL) y
albumina de suero bovino (BSA), en concentraciones de 0,2 % v/v, 0, 1% p/v y
0,05% pl/v, respectivamente.
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Para la obtencion de los antibidticos encapsulados se preparé una fase orgénica
compuesta por 50,0 mg de PLGA y 2,5 mg del antibiético (ofloxacina o
vancomicina) disueltos en 5 mL de acetona. Con el fin de favorecer la
encapsulacion de la vancomicina (antibiético hidrofilico) se disolvio en 150,0 uL de
HCI 0,1M a pH 4,0 antes de disolver la vancomicina en el solvente orgénico.

A continuacion, se afiadieron los 5 mL de la fase organica empleando una jeringa
sin émbolo, ubicando directamente la aguja sobre el medio acuoso, el cual
contiene poloxamero 407 (0,5 %p/v) y uno de los polimeros cationicos (PEI, GEL
o BSA), manteniendo agitacion magnética, hasta formar una solucion turbia de
aspecto lechoso. A continuacién, se evaporoé la acetona empleando un destilador a

presion reducida, y se concentrd la muestra hasta un volumen de 10 mL.

Finalmente, se purificaron los antibidticos encapsulados en NPs de PLGA
empleando un filtro de exclusién de tamafio AMICON (MWDC=10 KDa) mediante
centrifugacion a 5000 rpm y 4°C.

3.3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los antibi6ticos encapsulados en NPs
de PLGA. Se realizé la caracterizaciéon de las propiedades fisicoquimicas de
vancomicina y ofloxacina encapsulados en NPs PLGA: tamafio y distribucion de

tamafo, carga superficial, morfologia y eficiencia de encapsulacion.

3.3.2.1 Tamafo y distribucién de tamafio. La determinacién del tamafio
promedio y la distribucion de tamafios hidrodindmicos de las NPs se realizaron a
25°C usando la técnica de dispersion de luz dindmica DLS, con un equipo Malvern
Zetasizer Nano-ZS de la Universidad Industrial de Santander.

En cada experimento se tomé un volumen de muestra de 20 pL y se diluyé con
agua desionizada (previamente filtrada usando filtros Millipore® de 0,45um) hasta

un volumen de 2mL.

30



3.3.2.2 Carga superficial. Se cuantificé la carga superficial vancomicina y
ofloxacina encapsulados en NPs de PLGA a través de medidas de potencial zeta.
Las medidas del potencial zeta se llevaron a cabo en el equipo Zetasizer Nano-
ZS, en muestras diluidas (1:2000 muestra-agua) y ajustadas a un pH de 7,4.

Cada una de las medidas se tomo por triplicado.

3.3.2.2 Morfologia. Se realiz6 el estudio de las caracteristicas morfolégicas de
vancomicina y ofloxacina encapsulados en NPs de PLGA utlizando un
microscopio de barrido electronico (FE-SEM, QUANTA FEC 650) que posee un
detector de electrones secundario, mediante el modo STEM, el cual esta ubicado
en el Parque Tecnoldgico Guatiguara, de la Universidad Industrial de Santander.

Para la preparacion de la muestra, se tomaron 10 pL de la NPs PLGA purificadas
y depositaron sobre un grid de oro (EMS, 100-400 mesh). Se evaporoé el solvente
acuoso de las NPs a temperatura ambiente y se analizaron las muestras

empleando un voltaje de aceleracién de 30 kV.

3.3.2.4 Eficiencia de encapsulacion. El contenido de cada uno de los
antibioticos encapsulados en las NPs de PLGA fue determinado empleando las
técnicas de espectrofotometria de fluorescencia y cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa RP-HPLC, respectivamente.

En general, para cada uno de los antibiéticos nanoencapsulados, se calculé la
eficiencia de encapsulacion empleando el método directo (para vancomicina) e

indirecto (para ofloxacina), de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
At — As

%% Encapsulacion = * 100 (indirecto)(1)

As
¥Encapsulacion = yr * 100 (directo)(2)
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Donde At es la cantidad total del antibidtico empleado y As la cantidad de

antibiotico sin encapsular.

3.3.2.4.1 Cuantificacion de vancomicina en NPs-PLGA. Se eligié el método de
cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) para cuantificar de forma directa
el contenido de vancomicina en las nanoparticulas de PLGA, descrito por Faustino
y colaboradores(Faustino y Kham, 2008). La cuantificacion de vancomicina se
realizd en el cromatografo liquido de alta resolucion, Agilent, modelo 1100,
equipado con una bomba cuaternaria G1311A, detector de arreglo de diodos
(DAD), modelo G1315A y un inyector automético, G1321, de la Universidad
Industrial de Santander. En la tabla 2, se muestran las condiciones

cromatograficas empleadas para el analisis.

Tabla 2. Parametros de cuantificacion de vamcomicina empleando RP-HPLC.

Parametro Condicién
Detector UV-230 nm
Columna C1s 250 x 4.6 mm, 5m (Zorbax GF-250)
C1s 3 x4.6 mm, 5m (Zorbax DIOL 2-
Precolumna
Pack)
Elucion Isocratica
Fase movil 9% ACN/ 25 mM KH,PO,
pH 3,2
Flujo 1,0 mL/min
Volumen de inyeccion 50,0 uL
Temperatura 25 °C

Se emplearon soluciones patron de vancomicina con concentraciones de: 1,0, 2,5,
5,0, 10,0, 25,0 y 50,0 pg/mL para realizar una curva de calibracion. Cada patrén
fue filtrado a través de un filtro 0,22 um (Millex®, Millipore, Barcelona, Espafa),

depositadas en viales de vidrio.

Para evaluar las muestras se separaron las NPs PLGA del antibidtico sin

encapsular centrifugando la muestra a 14000 rpm durante 30 minutos. El
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precipitado se lavd 3 veces con agua y se centrifugé durante 5 minutos y 14000
rpm en cada lavado. Se afiadié 2 mL de diclorometano por cada 10 mg de NPs
precipitadas. Las muestras se agitaron vigorosamente en un vortex durante 5
minutos para solubilizar todo el precipitado. Posteriormente, se realiz6 la
extraccion de la vancomicina en la solucion organica empleando 10 mL de una
solucién de buffer fosfato 25 mM a pH 3,2 (se emplearon 3 extracciones). Las
muestras se filtraron con filtros de jeringa de 0,22 um (Millex®, Millipore,
Barcelona, Espafia) y se inyectaron en el equipo de HPLC (Ozalp, Ozdemir,
Kocagoz, y Hasirci, 2001).

3.3.2.4.2 Cuantificacién de ofloxacina en NPs-PLGA. Para la cuantificacion de
ofloxacina encapsulada en las NPs de PLGA, se empleé el método de
espectrofotometria de fluorescencia, ya que, durante el proceso de purificacion no
se pudo realizar la precipitacién de las mismas para su posterior extraccion y

cuantificacion por HPLC.

La NPs PLGA se separaron de la ofloxacina sin encapsular utilizando filtros
ultraFree, MC 10KDa, Amicon, centrifugando las muestras durante 30 minutos.y
5000 rpm. El antibiético separado se cuantificé utilizando un espectrofotémetro de
fluorescencia (Photon Tecnology International, modelo QM-40). Las intensidades
de fluorescencia para cada una de las muestras fueron medidas a 483 nm
(longitud de onda de emision), usando una longitud de onda de excitacion de 280

nm.
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3.3.1 Determinacion del efecto antibacteriano de los antibidticos libres y
encapsulados en NPs de PLGA. Se determindé y comparé la concentracion
minima inhibitoria CMI y concentracion minima bactericida (CMB) de los
antibioticos (vancomicina y ofloxacina) libre y encapsulados en NPs de PLGA, a
través del método de microdilucién en caldo en placas multi-pocillo de ELISA, de
acuerdo con los protocolos realizados anteriormente en laboratorio GIBIM para las

bacterias estudiadas (Paredes Guerrero, 2011).

Inicialmente, se preparé un preinéculo de E. coli O157:H7 en caldo Luria-Bertani
(LB), durante 12h a 37°C y 200rpm. De igual manera, se prepar0 un
preinéculo de SARM en caldo Muller-Hilton (MH), durante 14 horas a 37°C y
200rpm. Cada uno de los preindculos contenia un 10% del volumen final.

Posteriormente, se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando
100 pL de este inbéculo bacteriano durante 8 horas, en microplacas que
previamente contenian diluciones acuosas de: vancomicina (0,8 — 1,2 pg/mL),
ofloxacina (0,05-0.5 pg/mL) y de los antibiéticos encapsulados en NPs de PLGA
a 37°C con una agitacion de 200rpm. Las medidas de absorbancia se
realizaron en un espectrofotometro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck) a
595 nm. La CMI fue definida como la menor concentracion de antibiético
(encapsulado y sin encapsular) que produce una inhibicién en el crecimiento de la
bacteria. Los valores de CMI 99 y CMI 90 corresponden a las dosis que inhibe

el 99%y 90% del crecimiento bacteriano, respectivamente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de cada uno de los antibidticos vancomicina y ofloxacina encapsulados
en NPs de PLGA, se realiz6 por el método de nanoprecipitacion empleando 3
polimeros catiénicos (PEI, gelatina y BSA), tal como se ha descrito en la seccion
anterior. Cada uno de los antibidticos encapsulados en NPs de PLGA en
presencia de los polimeros catiénicos generé emulsiones de apariencia lechosa,

con propiedades fisicoquimicas diferentes.

La caracterizacion de vancomicina y ofloxacina encapsulados en NPs de PLGA
se estudié en funcion del tamafio promedio de la particulas, expresado como el
diametro hidrodinamico; distribucion de tamafo, expresado como indice de
polidispersion (IP); estudios de morfologia, carga de las NPs por la medida del

potencial zeta y eficiencia de encapsulacion.

4.1 DETERMINACION DE DIAMETRO HIDRODINAMICO PROMEDIO Y LA
DISTRIBUCION DE TAMARNOS

Se estudi6 el efecto de diferentes polimeros cationicos sobre el diametro
hidrodindmico promedio de los antibidticos encapsulados en NP de PLGA. Cada
uno de los polimeros cationicos se emplearon con el fin de mejorar la interaccion
de las antibiéticos encapsulados en NPs de PLGA frente a las bacterias E. coli
0157:H7 y SARM, debido a la posibilidad de localizar cargas positivas sobre la
superficie de los antibiétios encapsulados en NPs de PLGA, favoreciendo asi la
interaccion de las mismas con la pared celular de las bacterias con carga negativa.
Ademas, cada uno de los polimeros catiénicos empleados en la sintesis presenta
baja toxicidad (Yu, Zhang, Zhou, Mao, y Gao, 2012).
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Se utilizaron aditivos tales como: polietilenimina (PEI), gelatina (GEL) y albumina
de suero bovino (BSA), en concentraciones de 0,2 % v/v, 0,1% p/v y 0,05% plv,

respectivamente.

En la tabla 3, se resumen los valores del diametro hidrodinamico promedio (dH) y
la distribucién de tamafos obtenidos (IP) para vancomicina y ofloxacina

encapsulados en NPs de PLGA.

Tabla 3. Diametro hidrodindmico y distribucion de tamafos de los antibioticos

encapsulados en NPs de PLGA en funcion del aditivo utilizado.

Muestra Agente catiénico dH*nimDS** IP™" +DS
OFL-PLGA-C NE™ 107 #1 0,09 + 0,02
OFL-PLGA-BSA BSA (0,05 %p/v) 127 + 2 0,12 + 0,005
OFL-PLGA-GEL GEL (0,1 %p/v) ND™ ND
OFL-PLGA-PEI PEI (0,2% V/V) 234 + 4 0,15+ 0,02
VAN-PLGA-C NE 261 +1 0,09 + 0,02
VAN-PLGA-GEL GEL (0,1% p/v) 281 +4 0,10 +0,06
VAN-PLGA-PEI PEI (0,2 %V/V) 233+3 0,15+ 0,02

*dH indica diametro hidrodinamico promedio; **DS, desviacién estandar (n=3); ***IP, significa
indice de poli-dispersion, el cual se expresa usando una escala de 0 a 1; OFL simboliza ofloxacina

y VAN, vancomicina; ****ND, no detectado y *****NE, no empleado.

Como se puede observar, los antibidticos (ofloxacina y vancomicina)
encapsulados en NPs de PLGA sin modificar (en ausencia de un polimero
cationico) mostraron un tamafos promedios de 107 y 261 nm, y un indice de
polidispersion alrededor de 0,01, para ofloxacina y vancomicina, respectivamente.
Al comparar los valores de tamafio obtenidos por Barichello y colaboradores para

vancomicina encapsulada en NPs de PLGA (189 nm), se observé un incremento
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en el tamafo de las mismas. Este incremento puede ser atribuido al mayor peso
molecular del PLGA empleado en la sintesis de NPs(Astete y Sabliov, 2006).

Por otro lado, se ha observado que farmacos de naturaleza hidréfoba como la
ofloxacina conducen a la formacion de nanoparticulas mas pequefias que las
obtenidas en farmacos hidrofilos, debido a la disminucion en la tension interfacial
entra la fase acuosa y la fase orgénica, lo cual se traduce en un aumento de la
relacion area-volumen generando particulas mas pequefas(Pillai, Somayaiji,

Rabinovich, Hudson, y Gonsalves, 2008).

Al estudiar el efecto de polimeros catiénicos sobre el tamafio promedio de los
antibioticos encapsulados en NPs de PLGA, se observaron valores de diametro
hidrodindmico superiores a los obtenidos en ausencia de un polimero catidnico
(ver tabla 3). Asi, para cada una las diferentes formulaciones, se obtuvieron
valores de dH entre 127-234 nm para ofloxacina, y 233-281 en el caso de
vancomicina. Este aumento en el tamafio promedio de las NPs de PLGA se puede
deber a la adsorcién de los polimeros cationicos dentro y sobre la superficie del
antibidtico nanoencapsulado durante la formacion de las NPs a través de
interacciones electroestaticas entre la interfase hidréfoba de las NPs de PLGA y el
polimero catiénico en el medio acuoso. Sin embargo, al utilizar gelatina como
polimero catidnico en la encapsulacion de ofloxacina en NPs de PLGA, no se logré
formar la suspension, precipitando rapidamente en el medio acuoso. Este
comportamiento, estaria indicando que se estd produciendo la aglomeracion de
diferentes NPs de PLGA, generando particulas de mayor tamafio molecular, las

cuales precipitan en el medio acuoso(Lee, Khan, y Lim, 2011).
A modo de ejemplo, la figura 5 muestra los histogramas que ilustran la distribucion

de tamafios obtenidos para las muestras de vancomicina (VAN-PLGA-C) y
ofloxacina (OFL-PLA-C) encapsulados en NPs de PLGA.
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Figura 5. Histogramas de la distribucién de tamafio de ofloxacina (A) y
vancomicina (B) encapsulada en NPs de PLGA.

4.2 DETERMINACION DE LA CARGA SUPERFICIAL

La carga superficial de los antibidticos encapsulados se estudio por la
determinacion del potencial zeta (PZ). Una carga superficial alta (negativa o
positiva), es un parametro para medir la estabilidad de las particulas en el medio,

ya que una carga superficial alta conduce a una mayor repulsion electrostatica en
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entre las mismas, previniendo asi su aglomeracion (Dillen, Vandervoort, Mooter,
Verheyden, y Ludwig, 2004; Mora-Huertas et al., 2010).

Se estudio el efecto de diferentes polimeros cationicos (PEI, GEL y BSA) sobre la
carga superficial de ofloxacina y vancomicina encapsulados en NPs de PLGA. En
la tabla 4 se muestran los valores de PZ obtenidos.

Tabla 4. Medidas de potencial zeta de los antibioticos encapsulados en NPs de

PLGA en funcién del aditivo utilizado.

Muestra Agente cationico PexDS
mV
OFL-PLGA-C NE -22,66 + 1,00
OFL-PLGA-BSA BSA (0,05 %pl/v) -18,20 + 4,60
OFL-PLGA-GEL Gelatina (0,10 %v/v) ND
OFL-PLGA-PEI PEI (0,2% v/v) 11,23 £ 0,20
VAN-PLGA-C NE -4,40 + 0,02
VAN-PLGA-GEL Gelatina (0,1 %p/v) 24,00£1,00
VAN-PLGA-PEI PEI (0,2 %vV/v) 27,73 £0,37

PZ indica el potencial zeta promedio; DS, desviacion estandar (n=3); OFL simboliza ofloxacina y

VAN, vancomicina; ND, no dectectado.NE, no empleado

Los resultados mostraron que, muestras de vancomicina Yy ofloxacina
encapsulados en NPs de PLGA, sintetizadas en ausencia de polimeros catidnicos
en el medio acuoso (OFL-PLGA-C y VAN-PLGA-C, respectivamente), presentaban
valores de potencial zeta negativos (-4.4 y-22.66 mV) a pH 7.4. Se ha reportado
en la literatura que NPs de PLGA presentan valores de potencial zeta negativos
debido a la presencia de grupo &cidos en el polimero precursor (PLGA-
COOH)(Radovic-Moreno et al., 2012). En este caso, los grupos carboxilo de las
NPs de PLGA son disociados a pH 7.4 en el en medio acuoso confiriéndole una
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carga negativa a la superficie de las NPs(Sahoo, Panyam, Prabha, y Labhasetwar,
2002).

Por otro lado, las diferencias en los valores de potencial zeta para vancomicna y
ofloxacina encapsulados en NPs de PLGA se deberian probablemente a la
adsorciéon de farmaco sobre la superficie de las NPs PLGA, modificando los
valores de potencial zeta obtenidos. De esta manera, para las muestras de OFL-
PLGA-C, la presencia de ofloxacina (pK; 6,05) podria disminuir los valores de PZ
obtenidos a pH 7,4 (Pillai et al., 2008).

Ademas, se encontré que al afiadir polimeros cationicos como PEI, GEL o BSA a
las NPs, se observaron diferentes valores de PZ. Para muestras como OFL-PLGA-
PEI, VAN-GEL-PEI y VAN-PLGA-GEL, en las que se emplearon aditivos como PEI
y GEL, los valores de potencial zeta fueron positivos para ambos antibiéticos
(entre 11 - 27 mV). Sin embargo, al emplear BSA como aditivo, se obtuvieron

valores de PZ negativos (-18 mV).

Los valores positivos de PZ obtenidos para los antibiéticos encapsulados en NPs
de PLGA, modificados con PEI y GEL se deben esencialmente a la naturaleza
policationica de estos polimeros, en cuyas estructuras se encuentra una alta
densidad de grupos amino primarios, los cuales pueden ser protonados a pH

7,4.(Lallemand, Daull, Benita, Buggage, y Garrigue, 2012).

4.3 DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA Y ASPECTO

La determinacién de las caracteristica morfoldgicas de las muestras VAN-PLGA-
GEL, OFL-PLGA-C y OFL-PLGA-PEI se realizé mediante microscopia electronica
de barrido usando electrones secundarios (SEM), a través del método STEM. En

la figura 6 se muestran las imagenes obtenidas para las muestras mencionadas.
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Figura 6. Morfologia de vancomicina encapsulada en NPs de PLGA, gelatina (A)
como aditivos; (C) ofloxacina encapsulada en NPs de PLGA, empleando PEI como
aditivo (B) y en ausencia de un polimero, OFL-PLGA-C, (C).

Fotografia tomada por el autor empleando un equipo de microscopia SEM en el

laboratorio de microscopia (sede UIS, Guatiguara).

Como se puede observar, las imagenes de SEM revelaron que las nanoparticulas
son de forma esférica y con una distribucion homogénea. Sin embargo, no se
logré diferenciar claramente una estructura del tipo nucleo-corteza, caracteristica
de las nanocapsulas. Ademas, las imagenes de microscopia revelan la porosidad

de la pelicula de carbono, la cual hace parte del grid (portamuestras) de oro.
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4.4 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ENCAPSULACION

La determinacion del contenido de ofloxacina y vancomicina encapsulados en NPs
de PLGA se llevdo a cabo mediante los métodos de espectroscopia de
fluorescencia y HPLC, reportados en la literatura (Faustino y Kham, 2008; Ozalp et
al., 2001; Ulu, 2009).

Se estudié el porcentaje de encapsulacion en funcion del polimero catiénico
empleado en las diferentes muestras de vancomicina y ofloxacina encapsuladas
en NPs de PLGA. En la tabla 5, se muestran los porcentajes de encapsulacion

para cada uno de los antibiéticos.

Tabla 5. Eficiencia de encapsulacion de ofloxacina y vancomicina en NPs de
PLGA.

Muestra Antibiético Agente cationico E/IOE
OFL-PLGA-C Ofloxacina NE 33,18
OFL-PLGA-BSA Ofloxacina BSA (0,05 %p/v) 27,79
OFL-PLGA-GEL Ofloxacina Gelatina (0,1%v/v) ND
OFL-PLGA-PEI Ofloxacina PEI (0,2 %vV/v) 0,91
VAN-PLGA-C Vancomicina NE 1,98
VAN-PLGA-GEL Vancomicina Gelatina (0,1%v/v) 5,38
VAN-PLGA-PEI Vancomicina PEI (0,2 %p/v) 0,53

EE indica eficiencia de encapsulacion; OFL simboliza ofloxacina y VAN, vancomicina; ND, no

dectectado, NE, no empleado

Las tablas y curvas de calibracion de vancomicina y ofloxacina se muestran en los
ANEXOS Aly A2.
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Se observé que al emplear PElI como polimero cationico, los porcentajes de
encapsulacién no superaron el 1% en cada uno de los casos bajo las condiciones
de sintesis empleadas. Al comparar los resultados obtenidos para las muestras
VAN-PLGA-PEI y OFL-PLGA-C, en los que no se utilizé ningun polimero catiénico,
con las muestras en las que se emple6 PEI (VAN-PLGA-PEI y OFL-PLGA-PEI), la
presencia de este polimero cationico no favorece la encapsulacién de vancomicina
y ofloxacina, bajo las condiciones empleadas. Esto resultados sugieren que la PEI
dificulta la interaccion de los antibiéticos con el PLGA, necesaria para la

encapsulacion de los mismos dentro de la membrana polimérica.

Ademas, se observo que para la muestra VAN-PLGA-GEL, la gelatina tuvo un
efecto positivo en la encapsulacion del farmaco en las NPs de PLGA (5,38 %)
comparado con los resultados obtenidos en ausencia de GEL como aditivo
(1,98%). La presencia de aditivos de alto peso molecular como la GEL podria
disminuir la porosidad de las NPs de PLGA, impidiendo asi la rapida difusion de la

vancomicina a la fase acuosa.

Ademas, se encontr6 que en general los porcentajes de encapsulacién para
ofloxacina, comparados con los encontrados en vancomicina, fueron mas altos
para cada uno de los polimeros empleados. Estos resultados pueden atribuirse a
la naturaleza lipofilica de la ofloxacina, cuya solubilidad en agua es de 3,46
mg*mL™ (a 25 °C) (Ross y Riley, 1990), lo cual dificulta la difusién a la fase
acuosa, y en consecuencia, gue aumente el contenido del farmaco en las NPs de
PLGA. Autores como Barichello y colaboradores han reportado que antibioticos
altamente hidrofilos como la vancomicina presentan problemas de baja afinidad
con el PLGA, generando porcentajes de encapsulacion bajos, debido a la rapida

difusién de la vancomicina al medio acuoso.(Barichello et al., 1999).
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A partir de los resultados obtenidos para las diferentes muestras de vancomicina y
ofloxacina encapsulados en NPs de PLGA, se construy0 la tabla 6, la cual resume
caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, carga y porcentaje de encapsulacion) para

cada una de las formulaciones.

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de vancomicina y ofloxacina encapsulada
en NPs de PLGA.

Tamairio
Agente PZ + DS EE
Muestra o DS IP +DS
catiénico mV %
nm
OFL-PLGA-C NE 107 +1 -2266+100 009+002 3318
0
OFL-PLGA-BSA BSAp(/?/’)% © 127+2 -1820+460 012 £001 27,79
Gelatina
OFL-PLGA-GEL 908 ND ND ND ND
0
OFL-PLGA-PE] PE'VES)’Z ® 234+4 11234020 0154002 091

VAN-PLGA-C NE 261+1 -4,40+0,02 0,09 + 0,02 1,98

VAN-PLGA-GEL Ge'{'j‘/z'g/‘f‘/)(o’l 281 +4 24,00¢1.00 0,10 +0,06 5,38
PEI (0,2
VAN-PLGA-PE] 233+3 27.73+037 015+002 053
%V/V)

EE indica eficiencia de encapsulacion; dH indica didmetro hidrodinamico promedio; DS, desviacion
estandar (n=3); PZ, potencial zeta; PI, significa indice de poli-dispersion, el cual se expresa usando
una escala de 0 a 1. OFL simboliza ofloxacina y VAN, vancomicina; ND, no detectado; NE, no

empleado

4.5 PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS
De acuerdo con los resultados anteriores (ver tabla 6), se eligieron en términos de
tamafo, carga y eficiencia de encapsulacion, las muestras VAN-PLGA-GEL vy

OFL-PLGA-C, para realizar su evaluacion antimicrobiana in vitro frente a SARM y
E. coli O157:H7, respectivamente.
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La determinacion del efecto antibacteriano se llevé a cabo empleando el método
de microdilucién en caldo. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos
de inhibicion del crecimiento en presencia de vancomicina y ofloxacina, libre y
encapsulada en NPs de PLGA (VAN-PLGA-GEL y OFL-PLA-C, respectivamente)

4.5.1 Determinacion del CMI y CMB de vancomicina libre y encapsulada en
NPs de PLGA frente a SARM. Se realiz0 la cinética de crecimiento de SARM en
presencia de vancomicina (libre y encapsulada) a diferentes concentraciones,
siguiendo la metodologia descrita en el apartado anterior. Para validar el ensayo,
se empled NPs PLGA vacias como control de crecimiento.

En la figura 7, se muestran los resultados de la cinética de crecimiento obtenidos
para la vancomicina libre y encapsulada en NPs PLGA, empleando diferentes

concentraciones

—=— 0,8 van pug*mL" libre
—e— 0,9 van pg*mL" libre
—a— 1,0 van pg*mL" libre
—v— 1,1 van pg*mL" libre
—<— 1,2 van pg*mL" libre
—»— 2,0 van pg*mL" libre
—o— Control SARM

D.O a 595nm

Tiempo (h)

—=— 0,14 van-PLGA pg*mL’
—e— 0,15 van-PLGA pg*mL™
—a— 0,17 van-PLGA pg*mL™
—v— 0,19 van-PLGA pg*mL’
—<— 0,21 van-PLGA pg*mL’

—»— 0,35 van-PLGA pg*mL’
»|—— Control SARM

D.O a 595 nm

0 2 4 6 8
Tiempo (h)
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Figura 7. Cinética de crecimiento de SARM en presencia de vancomicina libre (A)
y encapsulada en NPs de PLGA, VAN-PLGA-C (B).

A patrtir de los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antimicrobiana, se
realizaron los célculos para encontrar las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI 50 y CMI 90) para la vancomicina libre y encapsulada (ver ecuaciones en el
anexo B).

En la tabla 7, se resumen los resultados de inhibicién del crecimiento bacteriano
por el método de microdilucibn en caldo, para la vancomicina libre y

encapsulada frente a SARM.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana in vitro de vancomicina libre y encapsulada

frente a Sthaphylococus aureus resistente a la meticilina (SARM)

o . *CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
Agente antimicrobiano
50% 90%
Vancomicina libre >2
. 0,90 2,00
experimental
VAN-PLGA-GEL 0,21 0,35 >2

* CMI, simboliza la concentracién minima inhibitoria

Autores como Hirschle y colaboradores han reportado valores de CMI 50 y CMI 90
entre 2,0y 4,0 yg/mL. Sin embargo, los valores de CMI dependen de las variables
experimentales tales como: método implementado, medio de cultivo, entre otras.
Los resultados mostraron que, a partir de concentraciones de 0,90 pg/mL de
vancomicina libre, se logra inhibir en un 50% el crecimiento de SARM. Sin
embargo, al emplear vancomicina encapsulada en NPs de PLGA, se logra mejorar
la actividad del antibiético, obteniendo valores de CMI 50 y CMI 90 de 0,21y 0,35
pg/mL, respectivamente.
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Estos resultados sugieren que al encapsular antibiéticos como vancomicina en
NPs de PLGA con carga positiva, se logra mejorar la actividad del antibiotico
frente a SARM. Se ha determinado que las cargas positivas de NPs PLGA son
esenciales para la atraccion electroestatica del antibiético nanoencapsulado y la
membrana de la bacteria, mejorando de esta manera la especificidad del
antibiético (Dillen et al., 2008; Radovic-Moreno et al., 2012).

Otros autores como (Esfandyari-Manesh et al., 2013) sugieren que, NPs de PLGA
podrian penetrar la pared celular de la bacteria, mejorando el envio del agente
antimicrobiano al sitio de accion. Sin embargo, este tipo de hipotesis no pudo ser

confirmada a partir de estudios de realizados en este trabajo.

4.5.2 Determinacion del CMlI y CMB de ofloxacina libre y encapsulada en
NPs de PLGA frente a E. coli O157:H7. Se realiz6 la cinética de crecimiento de
E. coli O157:H7 en presencia de ofloxacina (libre y encapsulada) a diferentes
concentraciones, siguiendo la metodologia descrita en el apartado anterior.

En la figura 8, se muestran los resultados de la cinética de crecimiento obtenidos
para la ofloxacina libre y encapsulada en NPs PLGA (OFL-PLGA-C), empleando

diferentes concentraciones.

09- —=— 0,10 OFL pg*mL™*
’ —e— 0,13 OFL pg*mL™
—4— 0,15 OFL pg*mL™
—v— 0,20 OFL pg*mL™*

€ 0,6 1
UC) —<— 0,50 OFL pg*mL"
o —»— 0,70 OFL pg*mL™
S 53] —e— 0,10 OFL pg*mL"™
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0,0 T T T T
0 2 4 6 8
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Figura 8. Cinética de crecimiento de E. coli 0157:H7 en presencia de ofloxacina
libre (A) y encapsulada en NPs de PLGA (B).

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antimicrobiana de
E. coli O157:H7, se realizaron los calculos para encontrar las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI 50 y CMI90) para la ofloxacina libre y OFL-PLGA-C (ver

ecuaciones en el anexo B)

En la tabla 8 se resumen los resultados de inhibicién del crecimiento bacteriano
por el método de microdilucién en caldo, para la ofloxacina libre y encapsulada
frente a E. coli O157:H7.

Tabla 8. Actividad antimicrobiana in vitro de ofloxacina libre y encapsulada frente
a E. coli O157:H7

*CMI (ug/mL)

Agente antimicrobiano CMB (upg/mL)
50% 90%
Ofloxacina libre experimental <0,15 0,15 >1,0
OFL-PLGA-C <0,15 0,15 >1,0
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Al comparar los resultados de concentracion minima inhibitoria y bactericida no se
observaron diferencias entre el antibiotico libre y encapsulado. Estos resultados
podrian atribuirse al mecanismo de accién de la ofloxacina. Se sabe que la
ofloxacina es un antibiético que actua sobre la topoisomerasa IV y la DNA-girasa
bacterianas impidiendo la replicacion y la transcripcién del DNA bacteriano.

Debido a que este tipo de enzimas se encuentran en el interior de la bacteria, la
ofloxacina (libre o encapsulda) tiene que penetrar las membranas celulares para

inhibir el crecimiento del microorganismo(Liliam et al., 1998).
Por lo tanto, el uso de NPs de PLGA para la encapsulacion de antibioticos

hidrofobos como ofloxacina, bajo las condiciones implementadas, no mostraron

mejorar la actividad antimicrobiana del mismo frente a Escherichia coli O157:H7.
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CONCLUSIONES

El método de nanoprecipitacion permitié la encapsulacién de vancomicina y
ofloxacina en NPs de PLGA.

La presencia de polimeros catiénicos como PEI, BSA y gelatina permiten modificar
las propiedades fisicas y quimicas de las NPs de PLGA mediante interacciones
electroestéticas, afectando en ocasiones la estabilidad de las mismas.

Se generaron nanoparticulas esféricas, con tamafos entre los 107-237 nm, para
las muestras de ofloxacina, y 233-281 para las diferentes muestras de
vancomcina; Se obtuvieron indices de polidispersion inferiores a 0,2 y valores de

potenciales zetas positivos y negativos.

Se demostrd que, al encapsular antibiéticos como vancomicina en NPs de PLGA
con carga positiva, se logra mejorar la actividad del antibiético frente a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), obteniendo valores de CMI
50 y CMI 90 de 0,21 y 0,35 pg/mL, respectivamente. Por otro lado, al evaluar la
actividad de ofloxacina libre y encapsuladas en NPs PLGA, con carga negativa,
no se observaron diferencias significativas en los valores de CMI 90, presentado

valores alrededor de 0,15 pg/mL frente a E. coli O157:H7.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios del perfil de liberacion de vancomicina y
ofloxacina encapsulada en NPs de PLGA, por medio de técnicas como
espectrofotometria de fluorescencia o cromatografia liqguida HPLC en funcion del

tiempo.

Es necesario realizar estudios de citotoxicidad de las muestras VAN-PLGA-GEL y
OFL-PLGA-C que permitan establecer los posibles efectos téxicos del uso de NPs
PLGA y sus aditivos para el transporte de vancomicina y ofloxacina, utilizando

como modelo experimental cultivos celulares y/o ensayos in vivo en animales.

Realizar estudios que permitan esclarecer las interacciones entre la vancomicina
encapsulada en NPs de PLGA y la membrana exterior de la bacteria, empleando
técnica como espectroscopia de fluorescencia empleando un marcador

fluorescente.
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ANEXOS

ANEXO A CURVAS DE CALIBRACION

ANEXO A1l. Curvas de calibracién de vancomicina mediante HPLC-

12 16
Tiempo (minutos)

Figura N. Perfil cromatografico, obtenido a 230 nm mediante HPLC-DAD. Fase
movil conformada por 91% Buffer fosfato 25 mM (pH 3,2) y 9% Acetonitrilo.

Tabla N. Datos de curva de calibracién de vancomicina, obtenidos a través de

HPLC-DAD.
Concentracion Area DS
pg*mlL-1 mUA +
1,0 58,08333 0,15011
2,5 149,7967 0,44287
5,0 305,2733 0,50013
10,0 604,8200 0,67439
25,0 1544,887 2,46982
50,0 3146,223 0,50143
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Valor Error R cuadrado
Intercepto -6,17872 0,13992 0,99996
3000 H |Pendiente 62,99305 0,01059 -
<
> 2000 H
=
) ——
®
(D]
-
< 1000-
O — T T T T T
0 20 40
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ANEXO A2. Curvas de calibracion de ofloxacina mediante espectroscopia de

fluorescencia
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Figura N2. Espectro de fluorescencia (a) y curva de calibracion (b) para
ofloxacina. Las intensidades de fluorescencia fueron medidas a 483 nm, usando

un longitud de onda de excitacion de 280 nm

ANEXO B. CALCULO DE PORCENTAJE DE INHIBICION BACTERIANA

Al realizar la cinética de crecimiento bacteriano en presencia de los antibiéticos
libres y encapsulados, se midi6 la absorbancia cada hora determinando con punto
final t = 8h, con el fin de aplicar la siguiente ecuacién para el calculo del porcentaje
de inhibicién:
(Ar —A,) =100
AE

¥Y=100—

Dénde:

Ap = La absorbancia en T = 8h en presencia del antibidtico (libre y encapsulado)
A, = La absorbancia en T = Oh en presencia del antibidtico (libre y encapsulado)

A = La absorbancia de la bacteria en ausencia del antibidtico
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