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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA in vitro DE VANCOMICINA Y
OFLOXACINA ENCAPSULADAS EN NANOPARTICULAS POLIMERICAS DE PLGA-mPEG
SOBRE Staphylococcusaureus RESISTENTE A LA METICILINA Y Escherichiacoli O157:H7"

AUTOR: ORTIZ ORTIZ, Keyla~

PALABRAS CLAVES: Nanoparticulas de acido poli-lactico-co-glicélicopegilado (NPs PLGA-
mPEG), Doble emulsion solvente-evaporacién, Concentracidn minima inhibitoria (CMI),
vancomicina,ofloxacina.

Se realiz6 la sintesis de vancomicina y ofloxacina encapsulados en nanoparticulas poliméricas de
acido poli-lactico-co-glicélicopegilado (NPs PLGA-mPEG) utilizando el método de doble emulsién
solvente-evaporacion. Con el objetivo de modificar la carga superficial de los antibioticos
nanoencapsulados, se emplearon 2 tipos de polimeros catidnicos, gelatina y polietilenimina. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de los antibiéticos encapsulados en NPs PLGA fueron evaluadas
mediante técnicas como: dispersion de luz en modo dindmico (DLS), microscopia de barrido
electrénico (SEM), medidas de potencial zeta, espectroscopia UV-Vis y cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Los diferentes antibidticos encapsulados en NPs PLGA-mPEG se
obtuvieron como liquidos blancos de aspecto lechoso, con tamafios alrededor de los 300 nm y
carga superficial positiva. Se evalué la actividad antimicrobiana de muestras de vancomicina y
ofloxacina encapsuladas en NPs de PLGA-mPEG frente a cepas de Staphylococusaureus
resistente a metilcilina (SARM) y E. coliO157:H7 empleando el método de microdilucién en caldo.
Se observé que encapsular vancomicina en NPs PLGA-mPEG con carga positiva, la actividad del
antibidtico frente a SARM disminuy6 con respecto al antibiético sin encapsular. Por otro parte, al
evaluar la actividad de ofloxacina encapsulada frente E. coli 0157:H7 y SARM se observé que el
antibiético encapsulado mejoro la actividad antimicrobiana con respecto al antibiético libre.

’ Trabajo de grado

“Universidad Industrial de Santander. Facultad de ciencias. Escuela de guimica. Director: Rodrigo
Torres Saez. Codirectora: Daissy Paredes. Facultad de salud. Escuela de Bacteriologia y
Laboratorio Clinico. Codirectora: Claudia Ortiz Lopez
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF in vitro ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF VANCOMYCIN AND
OFLOXACIN ENCAPSULATE IN PLGA-Mpeg POLYMERIC NANOPARTICLES ON METHICILLIN-
RESISTANT Sthapylococcusaureus AND Escherichia coli O157:H7*.

AUTHOR: ORTIZ ORTIZ, Keyla™

Keywords: Pegylated Poly lactide-co-glycolide nanoparticles (PLGA-mPEG NPs), double emulsion
solvent evaporation, Minimum Inhibitory concentration, Vancomycin, Ofloxacin.

In this work, vancomycin and ofloxacin were encapsulated in pegylated poly-lactic-co-glycolic acid
nanoparticles (PLGA-mPEG NPs) by double emulsion solvent evaporation. We used two different
cationic polymers, polyethyleneimine and gelatin with the goal to modifying nanoparticle's surface
charge. Antibiotics encapsulated in PLGA-mPEG NPs were characterized by dynamic light
scattering (DLS), scanning electron microscopy (SEM),zeta potential, and by high performance
liquid chromatography (HPLC). This antibiotics encapsulated in PLGA-mPEG nanoparticles were
obtained as white and milky liquids, with sizes (z-average) around 300 nm and zeta potential values
between +9 mV and +15 mV. The antimicrobial activity of the samples of vancomycin and ofloxacin,
free and loaded PLGA nanoparticles, were evaluated against methicillin-resistant
Staphylococusaureus(MRSA) and E. coli O157:H7 strains by broth microdilution method. We
observed that the activity of PLGA-mPEG nanoparticles loaded withvancomycin decreased
compared to free antibiotic antimicrobial against MRSA. On the other hand, the antimicrobial activity
of the PLGA-mPEG nanoparticles loaded withofloxacin against E. coli O157: H7 and MRSA was
improved compared to free antibiotics.

“Universidad Industrial de Santander. Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Director: Rodrigo
Torres Saez. Codirectora: Daissy Paredes. Facultad de salud. Escuela de Bacteriologia y
Laboratorio Clinico. Codirectora: Claudia Ortiz Lopez
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibidticos ha permitido que diferentes
microorganismos patdégenos desarrollen multiples mecanismos de resistencia
para evadir la efectividad de los mismos. A su vez, la aparicidbn de bacterias
multirresistentes a los antibidticos convencionales, ha aumentado
significativamente la morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas
atribuidas a estos patdgenos (Cabrera et al. 2007). Dentro de este grupo de
bacterias patdgenas se encuentran las cepas infectivas E. coli O157:H7 y
Staphyloccocus aureus resistente a la meticilina (SARM)(Cosgrove et al. 2003).
La prevalencia de infecciones, tanto nosocomiales como brotes en la
comunidad causados por S. aureus,representan ungrave problema de salud
publica, particularmente en Colombia, donde se ha observado un incremento de
las patologias asociadas a esta bacteria (Alvarez et al. 2010). Por ejemplo, S.
aureus ha mostrado disminucion en la sensibilidad a diferentes clases de
antibioticos, tales como: fluoroquinolonas, clindamicina, tetraciclina, meticilina,
entre otros. Varios estudios demuestran que los pacientes colonizados con
SARM presentan un mayor riesgo de mortalidad que los pacientes colonizados

por S. aureus sensible a la meticilina (Cosgrove et al. 2003).

Otro de los patdgenos que presenta un mayor numero de brotes esEscherichia
coli, una bacteria Gram-negativa que se encuentra generalmente en la flora
intestinal de los seres humanos. Sin embargo, algunas cepas pueden causar
efectos adversos, como por ejemploE. coli 0157:H7, que es el serotipo aislado
mas importante causante del sindrome urémico hemolitico (SUH). ElI SUH se
caracteriza por provocar dafio renal agudo, deficiencia plaquetaria, anemia
hemolitica precedida por diarrea con presencia de sangre, dolor abdominal,
fiebre, nduseas y vomito(Abong’o & Momba 2009; Smith et al. 2013).
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La resistencia que han desarrollado los microorganismos a los tratamientos
terapéuticos preocupa a la comunidad cientifica y ha despertado un gran interés
por la busqueda de nuevas alternativas para combatirlos.En este contexto, la
nanotecnologia ha hecho un esfuerzo notable en el desarrollo de nuevos
nanosistemas de liberacion de farmacos, tales como, micelas lipidicas,
nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, nanotubos, entre otros. En general,
estos sistemas mejoran la biodisponibilidad y biodistribucion del farmaco,
ofreciendo proteccion en el medio bioldgico al evitar la degradacion enzimatica.
Debido a su tamafio, los nanosistemas de liberacion de farmacos pueden
superar las barreras fisiologicas, pueden ser modificados y funcionalizados de
modo que realicen una entrega mas eficiente sobre la diana biolégica y mejorar
la interaccidon con la misma(Huh & Kwon 2011; Chan et al. 2012). Estudios
recientes han demostrado que las nanoparticulas poliméricas presentan
grandes ventajas debido a sus caracteristicas fisicoquimicas de tamafio,
morfologia y carga superficial. Estas caracteristicas pueden ser controladas de
acuerdo con la eleccién de la matriz polimérica, adicion de agentes catidénicos o
aniénicos que modifiquen la carga superficial, y por los métodos de sintesis
empleados(Karavelidis et al. 2010). Los polimeros mas utilizados para la
sintesis de nanopatrticulas poliméricas son el acido poli-lactico (PLA), acido poli-
glicélico (PGA) y su co-polimero acido poli-lactico co-glicolico (PLGA); en
general, estos polimeros se caracterizan por ser polimeros biodegradables,
biocompatibles, y no inmunogénicos, y estan aprobados por la agencia de
drogas y alimentos de Estados Unidos (FDA)(Danhier et al. 2012).La naturaleza
hidrofébica de estos polimeros hace que sean facilmente eliminados por el
sistema fagocitico endotelial mononuclear,disminuyendo asi el tiempo de vida
en el sistema biolégico(Beletsi et al. 2005). Una de las estrategias para
aumentar la permanencia en el torrente sanguineo es la modificacion de las
propiedades hidrofilicas de estos polimeros realizando una funcionalizacién
estructural con polimeros de caracter hidrofilico. Entre las modificaciones mas

comunes esta la funcionalizacién con polimeros de caracter hidrofilico como el
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polietileglicol (PEG), el cual es un polimero biocompatible y no inmunogénico;
caracteristicas que le permiten ser usado para aplicaciones
biologicas(Govender et al. 2000; Murugesan et al. 2007).

Actualmente, uno de los tratamientos empleados contra infecciones causadas
por SARM incluyeel uso del antibidtico vancomicina, el cual presenta actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas (An et al. 2013) y ofloxacina
cuyo espectro de accidn se extiende a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas como E. coli O157:H7 (Sato et al. 1982). En este trabajo de
investigacion, se encapsulé6 vancomicina y ofloxacina en nanoparticulas
poliméricas de acido poli-lactico-co-glicdlico pegilado (PLGA-mPEG),
empleando un agente catidénico polietilenimina (PEI) para conferir una carga
superficial positiva y lograr mejorar la interacciéon con la membrana celular de la
bacteria. Finalmente, se evalu6 la actividad antimicrobiana in vitro de los
antibioticos nanoencapsulados frente a SARM y E. coli 0157:H7 empleando el

método de microdilucién en caldo.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Nanosistemas de liberacién de farmacos

La medicina requiere que los sistemas de administracion de farmacos sean
precisos en su control, distribucion y que respondan directamente al entorno
local de la patologia con el fin de lograr una interaccion con la diana biolégica.
La nanobiotecnologia ha desarrollado nuevos nanosistemas biocompatibles
para la liberacion de farmacos, tales como, nanoparticulas poliméricas,
liposomas, nanotubos, sistemas micelares, dendrimeros, entre otros.
Generalmente,el farmaco de interés es funcionalizado a la superficie y/o
cargado en el interior de las nanoestructuras para ser transportado y liberado.
Los compuestos nanoestructurados como sistemas de liberacion controlada de
farmacos han mostrado ser altamente eficaces, mejorando la interaccion con la
diana biologica por sus caracteristicas superficiales y la liberacién de acuerdo

con su degradacion in vitro(Ravi Kumar et al. 2004; Huh & Kwon 2011).

1.1.1 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas estan compuestas por agregados moleculares
de una matriz polimérica, presentando generalmente una morfologia esférica
con tamafios menores a 1 micrémetro.En general, se usan como vehiculo de
liberacion de farmacos debido a que permiten la funcionalizacion de principios
activos a su superficie como en el caso del transporte de proteinas y
DNA(Schaffazick & Pohlmann 2002); también pueden contener el principio
activo en su interior y ofrecer una liberacién controlada del mismo de acuerdo
con la velocidad de biodegradacion de la matriz polimérica y/o fugacidad del

farmaco hacia el exterior, manteniendo asi una liberacién sostenida sobre la

21



diana biolégica.Las nanoparticulas poliméricas pueden clasificarse en dos tipos

de acuerdo con su estructura y morfologia:

a. Nanoesferas:Pueden ser definidas como sistemas nanoparticulados de

caracter matricial en donde se puede dispersar el farmaco.

b. Nanocéapsulas: Se definen como nanosistemas vesiculares, es decir,

presentan una cavidad interior que contiene al farmaco.
Los nanosistemas poliméricos como vehiculo para el transporte y liberacion de

farmacos mejoran su farmacocinética, su perfil de distribucién en el tejido y

aumentan su biodisponibilidad (Ravi Kumar et al. 2004).

POLIMERO

PRINCIPIO
ACTIVO

a rh .
Nanoesfera Narfocapsula

Figura 1. Representacion grafica de los tipos de nanoparticulas
poliméricas(Tomado de Nokhodchi et al. 2012)
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1.2 Polimeros biodegradables

Se consideran polimeros biodegradables aquellos que pueden ser degradados
facilmente en los procesos metabolicos. Estos pueden ser de tipo sintético o
natural (proteinas o polisacéaridos), sin embargo, estos ultimos han recibido
pocas aplicaciones para este proposito ya que varian en su pureza y con
frecuencia requieren reticulacién que podria desnaturalizar el farmaco que se
incorpore a la nanoparticula. Por consiguiente, son los polimeros sintéticos los
gue han despertado mayor interés en esta area(Hans & Lowman 2002). Las
matrices poliméricas para la fabricacibn de nanosistemas de liberacién
controlada mas ampliamente utilizadas son el poli acido lactico (PLA), poli &cido
glicélico (PGA) y su copolimero poli acido lactico co-glicélico (PLGA); ya que
son biodegradables, biocompatibles, y no inmunogénicos. Ademas, han sido
aprobados por la agencia de drogas y alimentos de Estados Unidos (FDA)(Park
et al. 2005; Hans & Lowman 2002).El PLGA se biodegrada por un proceso de
hidrolisis en acido lactico y acido glicolico. El acido lactico entra en el ciclo de
Cori para ser transformado en piruvato y de alli puede ser re-utilizado para
formar glucosa o entrar en otras rutas metabdlicas (Lasprilla et al. 2012). El
acido glicdlico es eliminado sin cambios por el rifiobn o es transformado en
glioxilato y posteriormente en glicina por reacciones de transaminacion, para
finalmente transformarse en piruvato para formar glucosa o tomar otra ruta
metabdlica (Ciccone et al. 2001). Sin embargo,varios estudios han evidenciado
que las nanoestructuras hechas con estos polimeros son facilmente eliminadas
por el sistema reticulo-endotelial debido a sus caracteristicas
hidrofébicas(Beletsi et al. 2005; Dhar et al. 2008; Yadav et al. 2010). Por esta
razon, se han desarrollado diferentes estrategias para conferirle un caracter
hidrofilico a las nanoparticulas realizando una modificacion en la estructura
polimérica con polimeros hidrofilicos como el poliéxido de etileno (PEO) o el
polientilenglicol (PEG) (Wang & Thanou 2010). EI PEG ha sido aprobado por
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FDA para investigacion y aplicaciones biomédicas (Kim et al. 2005). Las
cadenas de PEG sobre la superficie forman una barrera estérica en la superficie
de las nanoparticulas impidiendo la opsonizacion y el reconocimiento por parte
de los macréfagos; por lo tanto, la PEGilacion incrementa el tiempo de vida
media de las moléculas encapsuladas en el sistema biologico(Senthilkumar et
al. 2008; Danhier et al. 2012).

1.3 Métodos de sintesis de nanocapsulas

Existen diferentes métodos para la obtencion de nanoparticulas poliméricas.
Dependiendo de la eleccion del método de sintesis se obtiene una organizacion
estructural de “nanoesfera” o “nanocapsula” (Danhier et al. 2012). Entre los
métodos mMAas comunes estan: nanoprecipicitacion, emulsion-evaporacion de
solvente, emulsién-difusion de solvente, doble emulsién solvente-evaporacion, y

precipitacion por sales.

1.3.1 Nanoprecipitacion

Se requiere de dos disolventes miscibles, idealmente tanto el polimero como el
farmaco deben disolverse en el primero, denominado “solvente”, pero no en el
segundo, denominado “no-solvente”. La nanoprecipitacion se produce por una
desolvataciéon rapida del polimero al afiadir el "solvente" al "no solvente"; tan
pronto como el “solvente” que contiene al polimero se afiade sobre el "no
solvente”, el polimero se precipita atrapando inmediatamente el farmaco. La
formacion rapida de las nanoparticulas se rige por el efecto Marangoni, el cual

se debe a las turbulencias en la interfase “solvente”’-“no-solvente”, como
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resultado de la variacion en el flujo, la difusién y la tension superficial(Bilati et al.
2005). Este método permite la obtencibn de nanoparticulas de forma
instantanea, es sencillo y facil de realizar; evita el uso de solvente organicos
toxicos, y se ha usado para nanoencapsular farmacos hidrofobicos. Sin
embargo, se ha demostrado que los porcentajes de encapsulaciéon son bajos
para farmacos hidrofilicos; ademas, conduce a la adsorcién del farmaco en la

superficie y no en el interior de la nanoparticula (Cheow & Hadinoto 2010).

1.3.2 Precipitaciéon por sales

El principio de esta técnica es el uso de un solvente hidromiscible que tiene
rapida difusion a la solucion acuosa rica en electrolitos; el solvente mas utilizado
es la acetona ya que cumple con estas caracteristicas y es de baja toxicidad. El
polimero y el farmaco son disueltos en el solvente organico; posteriormente,
esta solucién es emulsificada en la solucion acuosa que contiene electrolitos y
un surfactante. Después de formada la emulsion, se agrega agua para
aumentar la difusion de la acetona hacia el medio acuoso; de esta manera, el
solvente organico es evaporado y los electrolitos son separados por filtracion de

flujo transversal(Zweers et al. 2006).

1.3.3 Emulsificacién-Difusion de solvente

Este método consiste en el uso de un disolvente parcialmente miscible en agua.
El polimero y el farmaco son disueltos en el disolvente y son emulsificados en
una fase acuosa que contiene el surfactante. Posteriormente, se adiciona un
volumen de agua para facilitar la difusion del solvente a la fase externa dando
paso a la formacion de las nanoparticulas, el solvente organico es retirado de la

emulsion por presion reducida(Cohen-sela, Teitlboim, et al. 2009).
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1.3.4 Emulsificacién-evaporacion del solvente

Esta técnica se basa en una fase organica (insoluble en agua) que contiene
disueltos el polimero y el farmaco; esta solucion organica es emulsificada en
una fase acuosa que contiene un surfactante. Durante la emulsion, el polimero
se rompe en nanogotas por accion de un homogenizador en presencia del
surfactante; estas nanoparticulas preformadas se terminan de formar tras

evaporar el solvente organico de la emulsion (Rosca et al. 2004).

1.3.5 Doble emulsién (A1/O/A,)

Es una técnica usada para nanoencapsular farmacos hidrofilicos. El farmaco se
solubiliza en agua y, posteriormente, se emulsiona en un solvente organico en
el que se ha disuelto previamente el polimero para formar una primera
emulsién, A;/O (agua: solvente organico). La primera emulsion es afadida a
una solucion acuosa que contiene un surfactante para formar una doble
emulsion, Ai/O/A;(agua:solvente organico:agua). Finalmente, se evapora el
solvente organico y las nanoparticulas quedan en la fase acuosa para su
purificacion. Las emulsiones se forman con ayuda de agitacibn mecanica o por

sonicacion.

Para el método de doble emulsion solvente-evaporacion, las variables que
influyen en el tamafio promedio, carga superficial y porcentaje de encapsulacion
de las nanoparticulas son: peso molecular y concentracién del polimero,
concentracion del farmaco, velocidad y tiempo de agitacion, concentracion del
surfactante, concentracién del agente cationico, y la relacion de las fases
acuosa:organica:acuosa (A1/O/Az)(Hachicha et al. 2006; Cohen-sela, Chorny, et
al. 2009; Rahman et al. 2010).

26



Una de las desventajas de esta técnica es la polidispersion en el tamafio de las
nanoparticulas. Sin embargo, presenta una gran ventaja respecto a los demas
métodos de obtencion de nanoparticulas mostrando altos porcentajes de

encapsulacion para farmacos hidrofilicos (Liu et al. 2005).

1.4 Técnicas de caracterizacion del blogue polimérico PLGA-mPEG

Es importante conocer la estructura y organizacion molecular del polimero
sintetizado. La espectroscopia infrarroja y la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protones son las técnicas méas usadas para la
identificacion y determinacion estructural de polimeros, debido a que permiten
detectar los principales grupos funcionales y la organizacion de los monémeros

en la cadena.

1.4.1 Espectroscopiainfrarroja con reflectancia total atenuada (IR-ATR)

Es una técnica que se emplea para realizar el andlisis del espectro vibracional
de las moléculas. El rango espectral se encuentra entre 4000 y 600 cm™. Los
espectros de absorcion, emision y reflexion en el infrarrojo son resultado de
distintos cambios energéticos producidos por las moléculas desde unos estados
vibracionales y rotacionales a otros. De este modo, se presentan un conjunto de
bandas caracteristicas de la estructura del sistema molecular, permitiendo la
identificacion de grupos funcionales, interacciones y conformaciones
estereoquimicas. El ATR es una técnica de muestreo utilizada en el infrarrojo, la
cual se produce cuando una radiacion infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccion. El cristal esta disefiado para permitir

una reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie
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del cristal. Esta onda se extiende a la muestra que se mantiene en contacto
intimo con el cristal, registrandose el espectro infrarrojo del analito(Skoog et al.
2001).

1.4.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Es una técnica no destructiva que permite el analisis de compuestos organicos
y algunos inorganicos. Se basa en un fendbmeno fisico por el que nucleos
atomicos situados bajo la influencia de un campo magnético exterior de
intensidad determinada, absorben selectivamente energia del rango de
radiofrecuencias para pasar luego a un estado excitado. Al cesar el aporte
energético externo, estos mismos nucleos devuelven (liberan) la energia
absorbida en un proceso de relajacion que puede ser captado, medido y
cuantificado, permitiendo la identificacion de la molécula. RMN presenta una
ventaja respeto a las demas técnicas de caracterizacion pues permite el estudio
del movimiento y posiciones de los protones. La aplicacion mas importante de
RMN a los polimeros se da en el estudio y determinacién de la secuencia de los
monomeros en la macromolécula y la relacibn de cada monémero en la
estructura del polimero (Shit & Maiti 1986).

1.5 Meétodos de caracterizacion fisicoquimicas de las nanoparticulas

poliméricas

Las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas como el tamafo
hidrodinamico, carga superficial, morfologia, y porcentaje de encapsulacion,
confieren las principales propiedades de las nanoparticulas poliméricas como
sistema de liberacion de farmacos. Entre las técnicas mas empleadas para la

determinacion de tamafo promedio y distribucion de tamafios se encuentra la
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dispersion de luz en modo dindmico (DLS), la cual da informacién del diametro
hidrodinAmico de las nanoparticulas en suspension. La carga superficial de
lasnanoparticulas puede ser determinada por la medida de potencial zeta
atribuido al desplazamiento electroforético de las nanoparticulas en solucion.
Los porcentajes de encapsulacion pueden ser determinados por diferentes
técnicas analiticas como espectroscopia UV-VIS, espectroscopia de
fluorescencia, y técnicas cromatograficas. La morfologia de las nanoparticulas
puede ser determinada por microscopia electrénica de barrido (SEM) o

transmision (TEM).

1.5.1 Dispersién de luz dinamica (DLS)

Es una técnica o6ptica utilizada en la medicion de didmetros de particulas de
sistemas coloidales metalicos y poliméricos con particulas de tamafio
nanometrico. Las particulas suspendidas en disolventes liquidos experimentan
un movimiento Browniano aleatorio, al hacer incidir un haz de luz, éste es
dispersado por las particulas en suspension. Dado que las nanoparticulas
causan cambios localizados en el indice de refraccion, las variaciones de
intensidad producidas por las particulas son evaluadas utilizando una funcion
de autocorrelacion normalizada. Basicamente, el instrumental empleado
consiste en: A) una fuente de luz laser monocromatica que incide sobre una
solucion muy diluida a analizar; B) un fotdbmetro posicionado a un dado angulo
de deteccion, Or, medido con respecto a la direccidon de incidencia del laser
sobre la muestra, y que colecta la luz dispersada por las particulas; y C) un
correlador digital que conjuntamente con un software especifico, permiten
obtener la funcién de autocorrelacion de primer orden de la intensidad de luz

dispersada a cada angulo (Hoo et al. 2008).
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1.5.2 Carga superficial (potencial zeta)

El potencial zeta (), es una medida de la magnitud de la repulsidon o atraccion
eléctrica entre las particulas que componen el coloide. Su medicion confirma el
mecanismo de estabilizacion de un coloide, ya sea electrostatico o estérico. La
existencia de una capa de iones absorbidos y disolvente sobre las particulas
coloidales esta bien establecida en la ciencia de los coloides, esta interfaz
recibe el nombre de capa Stern y se puede representar con modelos de
absorcion en equilibrio. La carga neta se refleja en las propiedades dinamicas
de particulas coloidales, puede ser estudiada mediante la movilidad
electroforética o la conductividad de la suspension(Zukoski & Saville 1986).La
carga netase observa desde donde termina la capa de Stern y empieza la capa
difusa (figura 2). Un potencial zeta de gran magnitud se correlaciona con una
buena estabilidad coloidal; las particulas con un alto potencial zeta tantopositivo
como negativo, se repelerdn unas con otras. Valores de { <-30 mV 6 > + 30
mV son considerados estables(Guerrero 2008).

Patencial

c Distancia

Figura 2.Representacién del potencial zeta de una nanoparticula esférica
(Tomado de Guerrero 2008)
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1.5.3 Microscopia de barrido electrénico (SEM)

Es una técnica que utiliza electrones secundarios en lugar de luz para formar
una imagen. Para lograrlo, el equipo cuenta con un dispositivo (filamento) que
genera un haz de electrones para iluminar la muestra y con diferentes
detectores se recogen después los electrones generados de la interaccion con
la superficie de la muestra para crear una imagen que refleja las caracteristicas
superficiales de la misma, pudiendo proporcionar informacion de las formas,

texturas y morfologia de la muestra (Pino 2008).

1.5.4 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La HPLC (High Performance Liquid Cromatography) o Cromatografia liquida de
alta resolucion, es una técnica cromatografica usada para separar componentes
de una muestra que se reparten entre una fase moévil liquida y una fase
estacionaria sélida compuesta por particulas muy finas contenidas en una
columna, y donde se utiliza una presion muy elevada para forzar el paso del
disolvente a través de ella, consiguiendo asi separaciones de gran resolucién,

permitiendo su identificacion y cuantificacion.

La muestra se introduce en pequefios voliumenes a la corriente de la fase mévil
bombeada con alta presion a una columna rellena de fase estacionaria y alli el
analito se retarda separandose por medio de interacciones quimicas con la fase
estacionaria mientras atraviesa la columna. El retardo se conoce como tiempo
deretencion, Unico para cada analito. Depende de la naturaleza del analito, de

la faseestacionaria y de la composicion de la fase movil.

La HPLC permite muy buenas separaciones e identificaciones de sustancias o

grupos de sustancias en un tiempo corto, tanto cualitativa como
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cuantitativamente. Como condicién, es imprescindible que la muestra sea
soluble en un disolvente al ser la fase movil un liquido. Es la técnica analitica de
separacion mas ampliamente utilizada debido a sus cualidades de sensibilidad,
su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su gran
adaptabilidad a sustancias que son de gran interés para la industria, la ciencia 'y
la sociedad, incluyendo sustancias tan diversas como aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenos, plaguicidas,
antibioticos, esteroides, especies organometalicas y una gran variedad de

sustancias inorganicas.

La cromatografia liquida permite cuantificar un analito de una muestra por

adiciénestandar o por curva de calibracion. (Zambrano Herrera 2011).

1.5.5 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis, permite tener un espectro de la region
electromagnética comprendida entre longitudes de onda de 250 a 800 nm,
dando lugar a las transiciones que involucran a los electrones de valencia. Esta
region del espectro, es la Unica detectable por el ojo humano, en el cual las
soluciones coloreadas absorben selectivamente, como producto de las
transiciones electrénicas de mas baja energia. La concentracion del analito es
directamente proporcional a la absorbancia. Esta técnica permite cuantificar
analitos que presentan absorcion de luz en esta region del espectro

electromagnético (Skoog et al. 2001)
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1.6 Microoganimos de estudio

Se eligieron SARM y E. coli O157:H7 como modelo de estudio de
microorganismos, ya que estas bacterias difieren en la estructura de la
membrana, son microorganismos patégenos y presentan resistencia a

antibioéticos.

1.6.1 Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli es encontrada comunmente en el tracto gastrointestinal de los
humanos y animales como parte de la flora normal (Schroeder et al. 2002).
Aungue la mayoria de las cepas aisladas de E. coli en el tracto gastrointestinal
no son patdgenas, existe un porcentaje que lo son y pueden producir una gran
variedad de lesiones en diferentes hospederos especialmente en aquellos que
se encuentran inmunocomprometidos. Entre las enfermedades que puede
causar se encuentran algunas letales como: la meningitis, endocarditis,
infeccion del tracto urinario, septicemia, diarrea epidémica en adultos y nifios,
infeccién del saco vitelino, onfalitis, entre otros. En las Ultimas décadas se han
observado brotes severos de enfermedad gastrointestinal producidos por E. coli
transmitida por contaminacion fecal durante el procesamiento de los alimentos,
en especial de la cepa O157:H7(Al-Ghamdi et al. 1999)

Se ha evidenciado que el uso de antibiéticos puede llevar a la aparicion y
diseminacién de E. coli resistentes, las cuales pueden pasar a la poblacion a
través de las comidas o el contacto directo con animales contaminados. El
centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) estima que E. coli
0157:H7 causa mas 73.000 enfermedades y 60 muertes cada afio en Estados
Unidos(Schroeder et al. 2002). Entre los factores de virulencia de esta cepa
estan la produccion de una o mas toxinas Shiga, el plasmido pO157, el cual

codifica para la hemolisina y el locus de desprendimiento de enterocitos.(Rahal
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et al. 2012).Estas cepas deE. coli resistentes a una gran gama de antibioticos y
altamente toxico-génicas, se han encontrado tanto en Europa como en
Colombia y son motivo de preocupacion de las autoridades en salud (Pérez et
al. 2011; Maria et al. 2008).

1.6.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

Staphylococcus aureus es un patdgeno oportunista, Gram-positivo, con
morfologia de cocos agrupados en racimos y que se encuentra presente en la
piel y mucosas de individuos sanos. Es causante de infecciones comunes como
forunculosis, infeccion de heridas en el periodo postoperatorio e incluso
enfermedades mas graves como septicemia, neumonia, osteomielitis,
endocarditis, sindrome de piel escaldada y sindrome de Shock toxico, entre
otros(Castillo et al. 2012; Zurita et al. 2010; Tarai et al. 2013).

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) fue aislado por primera
vez en la década del 1960. Esta cepa presenta resistencia inherente a todos los
B-lactamicos e incluso algunos clones presentan resistencia a multiples tipos de
antibioticos (Ansari et al. 2011). Esta resistencia conlleva a mayores costos
clinicos, secuelas y tiempo de recuperacion del paciente, junto con un aumento
de la mortalidad y morbilidad de estas infecciones. Esta cepa de S. aureus ha
adquirido el gen mecA el cual codifica para una proteina de unién a la penicilina
(PBP2a), la cual interfiere con los antibi6ticos B-lactdmicos, inhibiendo el efecto
de éstos sobre la pared celular de las células bacterianas; este gen le confiere
resistencia completa a todos los B-lactdmicos incluyendo penicilinas
semisintéticas (The Center for Food Security & public Health 2011). En
Colombia el incremento de infecciones por SARM se ha transformado en un

problema de salud publica en los hospitales, en los cuales al 2013 se habia
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calculado una prevalencia aproximada del 40-60%(Machuca et al. 2013; Zurita
et al. 2010; Olarte & Valderrama 2010).

1.7 Antibiéticos

1.7.1 Vancomicina

* HCI

Figura 3. Estructura de vancomicina(Tomado de Sigma-Aldrich 2014b).

Es un antibiético glicopeptidico que consta de siete residuos aminoacidicos,
desarrollado en 1950 como un antimicrobiano activo frente a microorganismos
Gram-positivos y, sobre todo, frente a los estafilococos productores de B-

lactamasa (Reynolds 1989). La aparicion en los aflos 80 de las cepas de
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y el aumento en el numero de
pacientes susceptibles de presentar infecciones por microorganismos Gram-
positivos condujo al uso de la vancomicina para el tratamiento de infecciones.
Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la sintesis de la pared
celular de los microorganismos uniéndose a los residuos terminales D-alanil-D-
alanina interfiriendo en las reacciones de trans-glicosilacién (Van Bambeke et
al. 2004). Sin embargo, este antimicrobiano presenta varias limitaciones como
la poca penetracidon en algunos tejidos, el incremento de la concentracion
minima inhibitoria y el desarrollo de resistencia en algunos microorganismos
(Kullar et al. 2011).

1.7.2 Ofloxacina

F COOH

N 0
H,C” CH

Figura 4. Estructura ofloxacina(Tomado de Sakore et al. 2010).

La ofloxacina es un antibiético derivado del acido piridonacarboxilico que
pertenece a la familia de las fluoroquinolonas. Es un antimicrobiano que
presenta un amplio espectro de accion frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas (Leroy 1991); el mecanismo de accién de este farmaco esta
relacionado con la inhibicién de la DNA-girasa y la topoisomerasa |V bacteriana.

Las topoisomerasas cumplen la funcién de incluir pliegues helicoidales en el
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DNA de doble cadena, lo cual facilita el desenrrollamiento de estas cadenas.
Por otra parte, la DNA-girasa rompe el cromosoma bacteriano, para luego
plegarlo al terminar la transcripcion y replicacion(Yoshida et al. 1993; Sato et al.
1986). La inhibicion de estas dos proteinas conlleva a la muerte de la bacteria
por mecanismos aun desconocidos. La ofloxacina es uno de los antibioticos
mas usados contra infecciones pulmonares, oculares, en el tracto digestivo y en
el tracto urinario(Kam et al. 2006; Nayak et al. 2013). Sin embargo, se ha
encontrado que diferentes bacterias como Streptococcus pneumonia, S. aureus,
Streptococcus viridans, entre otras,han desarrollado resistencia a este
antibiotico (McGee et al. 2002; Kowalski et al. 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Encapsular vancomicina y ofloxacina en nanoparticulas poliméricas de PLGA-
MPEG y evaluar su actividad antimicrobiana in vitro frente Staphyloccucos

aureus resistente a la meticilina y Escherichia coli 0157:H7.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Sintetizar y caracterizar el bloque polimérico de PLGA-mPEG.

v' Encapsular vancomicina y ofloxacina en nanoparticulas poliméricas de
PLGA-mPEG.

v Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas
poliméricas: tamafio hidrodinamico, carga superficial, morfologia y porcentaje

de encapsulacion.
v' Determinar in vitro la concentracion minima inhibitoria y bactericida de

vancomicina y ofloxacina libres y encapsuladas sobre cepas de SARM y 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),
poloxadmero 407, Poli etilenglicol monometil éter (mPEG, PM 5000 Da),
clorhidrato de vancomicina de Streptomyces orientalis, ofloxacina,
polietilenimina (50 %(v/v) en solucién acuosa, PM 2000), fueron adquiridos de
Sigma Aldrich (St Louis, Missouri). Los medios de cultivo, caldo Luria-Bertani
(LB), caldo Muller-Hilton (MH) e infusiébn cerebro coraz6on (BHI), fueron
obtenidos de Oxoid. D-(+)-glucosa fue obtenida de Merck Novabiochem. El
tolueno, diclorometano, acetato de etilo fueron obtenidos en 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

preparacion 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 es un aislado clinico de la Escuela de Bacteriologia y laboratorio
clinico de la Universidad Industrial de Santander.
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3.3 Métodos

3.3.1 Sintesis del bloque polimérico de PGLA-mPEG

La sintesis del bloque polimérico se llevd a cabo por polimerizacibn en masa
fundida usando como catalizador 2-etilhexanoato estafioso siguiendo la
metodologia encontrada en la literaturatal como se describe a continuacién(Li et
al. 2001; Murugesan et al. 2007).La reaccion se realiz6 empleando el montaje
ilustrado en la figura 5.En la reaccion se us6 1 gramo de PLGA y 0.2 gramos de
MPEG los cuales fueron disueltos en 15 mL de tolueno seco, afiadiendo como
catalizador 2 mg de 2-etilhexanoato estafioso a la solucion.La reaccion se llevo a
cabo a 114°C en bafio de aceite, con agitacion a 250 rpm y atmésfera de N,
durante 8 h. Posteriormente, el tolueno fue retirado bajo presion reducida; el solido
obtenido fue disuelto en diclorometano(DCM), para posteriormente afadirun
volumen de agua de 100 mL a esta solucion organica a 60° C con agitacion
vigorosa. Finalmente, el sélido fue separado por decantacion y secado al vacio
durante 3 h.

Burbujeador
Condensador

Termométro

PLGA + mPEG

Bafio de aceite +Catalizador + Tolueno

114 8C

Figura 5.Montaje sintesis del bloque polimérico PLGA-mPEG.
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3.3.1.1 Caracterizacion del bloque polimérico

La caracterizacion estructural se llevd a cabo por diferentes técnicas

instrumentales con el fin de confirmar la estructura del bloque polimérico.

3.3.1.1.1 Espectroscopia infrarroja

La caracterizacion de espectroscopia infrarroja se llevé a cabo usando un
espectrofotometro de infrarrojo marca Bruker-Tensor 27, con celda ATR

Platimun A225/Q de cristal de diamante.

Se tomo6 una muestra solida representativa (15-20 mg) del bloque polimérico
sintetizado, la cual se llevo a la celda ATR para la toma del espectro. El

espectro fue tomado en un ancho espectral entre 4000 y 600 cm™.

3.3.1.1.2 Resonancia magnética nuclear de protones

El espectro RMN-'H fue adquirido utilizando un equipo de Resonancia
Magnética Nuclear marca Bruker Avance Ill de 400 MHz equipado con sonda
para muestras liquidasusando como solvente CDCI; (cloroformo deuterado) y
como patron interno de referencia trimetilsilano. Se tomaron 15 mg de PLGA-
MPEG y se disolvieron en 1 mL de CDCls, con una frecuencia de pulsos de 400
MHz. RMN-'H acompafiado de espectroscopia IR permite la identificacién de la
estructura. Adicionalmente RMN-'H permite calcular la relacién monomérica de
Lactico:glicolico:etilenglicol en la estructura del bloque polimérico PLGA-mPEG.
No fue necesario realizar RMN-*C, ya que esta técnica si bien permite

corroborar los desplazamientos quimicos caracteristicos para cada mondémero
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en la estructura, no es posible integrar la sefial, por tanto no da informacion
sobre la abundancia de los mondmeros en la estructura.El tratamiento del

espectro deRMN-'H se realizé en el software MestreNova 5.1.1.

3.3.2 Preparacion de vancomicina y ofloxacina encapsuladas en

nanoparticulas poliméricas de PLGA-mPEG

De acuerdo con las caracteristicas hidrofilicas que presentan los farmacos,
vancomicina (Faustino & Khan 2008) y ofloxacina (Wongsinsup et al. 2009), se
eligi® como método de obtencion de las nanoparticulas doble emulsion

solvente-evaporacion.

Para determinar las variables que influyen significativamente en el tamafio y la
carga superficial, se plantedé y desarroll6 un disefio experimental Placket-
Burman a dos niveles con las variables normalizadas en una relacion 1:5 entre
el nivel bajo y alto, respectivamente. Las variables estudiadas en el disefio
experimental fueron: concentracion del polimero, velocidad de agitacion,
concentracion del surfactante, concentracién de agente catidnico, concentraciéon
del farmaco, relacién A;/O/A; yrelacion farmaco:polimero. El analisis estadistico
se realizd por el calculo de la t-student comparando el efecto de cada variable
independiente con la variable respuesta (relaciébn carga/volumen). Los
resultados del disefio mostraron que ninguna de las variables tenia una
influencia significativa en el tamafio y carga de las nanoparticulas (ver Anexo 1
analisis estadistico t-student). Por tanto, se tomaron las siguientes se los
siguientes parametros fijos: 25 mg de polimero, 100 pL (12.5 mg/mL) de
vancomicina, 1 mL de solvente organico, 10 mL de fase acuosa externa a pH
7.0.Se decidié variar las mezclas agente estabilizante-agente cationico para
buscar los tamafios en un rango de 200 — 400 nm y nanoparticulas con carga

positiva.
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3.3.2.1 Encapsulacion de vancomicina en nanoparticulas poliméricas de
PLGA-mPEG

La vancomicina fue encapsulada en nanoparticulas poliméricas de PLGA-
mPEG utilizando el método doble emulsion-solvente evaporacion como se
describe acontinuacion: 100 pL de solucion acuosa (A;) con una concentracion
12.5 mg/mL de vancomicina se afiadié sobre 1 mL de solvente organico ( DCM
0 acetato de etilo) (O) que contenia previamente disuelto 25 mg de PLGA-
MPEG; esta mezcla se colocé en un Vortex a 3000 rpm durante 20 minutos
para formar la primera emulsion A;/O. Inmediatamente después, esta primera
emulsion fue afiadida sobre 10 mL de una solucion acuosa (A) a pH 7.0, que
contenia una mezcla de surfactante (Poloxdmero o PVA 0.5 % p/v) y un agente
cationico (gelatina 6 PEI0.5%), la cual se agité con un Ultraturrax a 15500 rpm
durante 5 minutos en un bafio de hielo externo para evitar la degradacion del
polimero. Una vez formada la segunda emulsién, el solvente organico fue
retirado por presion reducida dando paso a la formacion de las nanoparticulas
poliméricas. Posteriormente, se realizé la purificacion de las nanoparticulas por
centrifugacion a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C.Se realizaron tres lavados
con agua tipo | para garantizar la completa eliminacion de los remanentes de

polimero, farmaco, surfactante y agente catiénico.

3.3.2.2 Ofloxacina encapsulada en nanoparticulas de PLGA-mPEG

La ofloxacina fue encapsulada bajo las mismas condiciones estandarizadas
para vancomicina. Debido a la diferencia de solubilidad de ofloxacina en agua
respecto a vancomicina, se us6é como fase acuosa interna solucién tampoén
fosfato 25 mM pH 3.2, donde la ofloxacina presenta una mayor solubilidad. La

concentracion de ofloxacina en la fase acuosa interna fue de 5 mg/mL.
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3.3.3 Caracterizacion fisicoquimica de vancomicina y ofloxacina
encapsuladas en nanoparticulas poliméricas del PLGA-mPEG

Las caracteristicas fisicoquimicas de las nanopatrticulas, tales como el tamafio
hidrodinamico, carga  superficial, morfologia, y  porcentaje de
encapsulacion,estan estrechamente relacionadas con la internalizacion celular,
la interaccion con la diana bioldgica y la eficiencia de las nanoparticulas como
sistemas de liberacion de farmaco(Huh & Kwon 2011; Chan et al. 2012). De
manera que la caracterizacion fisicoguimica de las nanoparticulas es un paso

determinante en la evaluaciéon como nanosistemas de liberacion de farmacos.

3.3.3.1 Tamarfo hidrodinamico promedio

La determinacion del tamafio hidrodinamico promedio y el indice de
polidispersion, que indica la distribucién de tamafios hidrodinamicos de las
nanoparticulas poliméricas, se realizé6 a 25 °C usandouna cubeta plastica de
volumen reducido utilizando la técnica DLS operado en un angulo de incidencia
de 90°, con un equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS. En cada experimento se
tomo un volumen de muestra de 520 uL a pH 6.0 con una concentracion de 0.5

mg/mL de nanopatrticulas.
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3.3.3.2 Carga superficial

La carga superficial fue evaluada a través de la medicion del potencial zeta
tomando una dilucion de muestra 1:10 con una solucién fosfato 1 mM pH 6.0.
Las medidas del potencial zeta se llevaron a cabo en el equipo Zetasizer Nano-
ZS (Malvern, USA) por triplicado con cubeta capilar plastica DST 1060 con

electrodos de oro.

3.3.3.3 Morfologia

El estudio de las caracteristicas morfolégicas de los encapsulados de
vancomicina y ofloxacina en nanoparticulas de PLGA-mPEG se llevé a cabo
utilizando un microscopio de barrido electronico (FE-SEM, QUANTA FEC 650)

gue posee un detector de electrones secundario, mediante el modo STEM.

Para la preparacion de la muestra, se tomaron 5 pL de la NPs purificadas y se
depositaron sobre un grid con recubrimiento de oro (EMS, 100-400 mesh).
Posteriormente, se evaporé el solvente acuoso de las NPs a temperatura
ambiente y se analizaron las muestras empleando un voltaje de aceleracion de
30 kV y 60000 X de ampliacion.

3.3.3.4 Porcentaje de encapsulacion

El contenido de vancomicinay ofloxacina encapsulados en las NPs de PLGA-
mMPEG fue determinado empleando cromatografia liquida de alta resolucion en
fase reversa RP-HPLC y espectrofotometria UV-VIS, respectivamente.
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En general, el porcentaje de encapsulacion de losantibidticos se calculo
empleando el método directo, es decir, se destruyeron las nanoparticulas
poliméricas en solucion organica y se realizé una extraccion liquido-liquido. Los
calculos del porcentaje de encapsulacion se llevaron a cabo por medio de la

siguiente ecuacion:

» Antibidtico encapsulado
%Encapsulacion = — — x100
Total antibibtico utilizado

Después del proceso de purificacibn de las nanoparticulas, éstas fueron
disueltas enDCM; se us6 1 mL de DCM por cada 10 mg de polimero; se agité a
3000 rpm durante 5 minutos en Vortex para garantizar la solubilizacion de las
nanoparticulas en la fase organica. Posteriormente, se realizé una extraccion
liquido-liquido para extraer los antibiéticos desde la fase organica con solucion
tampon en una relacidon volumétrica 1:2. La vancomicina fue separada usando
una solucién de tampon fosfato 25 mM a pH 3.2 (Ozalp et al. 2001), para
garantizar un mayor contacto entre las fases organica-acuosa se agit6 en un
Vortex a 3000 rpm durante 10 minutos. Para separar las dos fases se centrifug6
a 10000 rpm durante 10 minutos. Se retird el volumen de fase acuosa para su
cuantificacion por HPLC. Para la cuantificacién de ofloxacina se empleé DCM

para destruir las nanoparticulas y posteriormente se cuantificé por UV-VIS.

3.3.3.4.1 Cuantificacién de vancomicina

La cuantificacion de vancomicinase realiz6 por cromatografia liquida de alta
eficiencia con un cromatografo Agilent, modelo 1100, equipado con una bomba
cuaternaria G1311A, detector de arreglo de diodos (DAD), modelo G1315A y un
inyector automatico, G1321.
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El método para la cuantificacion de vancomicina se baso en el desarrollado por
la FDA (Faustino & Khan 2008); las condiciones cromatogréficas se describen

en la Tabla 1.

Tabla 1.Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de vancomicina.

Detector UV-230 nm
Columna C1s 250 x 4.6 mm, 5m (Zorbax GF-250)
Precolumna Cis 3 x4.6 mm, 5m (Zorbax DIOL 2- Pack)
Elucion Isocratica
Fase movil 9% ACN/ tampdn 25 mM KH,PO,4
pH 3,2
Flujo 1,0 mL/min
Volumen de inyeccion 50 pL
Temperatura 25°C

Se emplearon soluciones patr6n de vancomicina con concentraciones en un
rango lineal de: 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 25.0 y 50.0 pg/mL para realizar una curva de
calibracion (anexo 2). Cada patrén fue filtrado a través de un filtro 0.22 um

(Millex®, Millipore, Barcelona, Espafia), depositados en viales de vidrio.

3.3.3.4.2 Cuantificacion de ofloxacina

La ofloxacina fue cuantificada por espectroscopia UV-VIS a una longitud de
onda de 294 nm. La curva de calibracion (anexo 3) se realizé tomando patrones
con concentraciones en un rango lineal de 4.0, 5.0, 6.0,8.0 y 10ug/mL usando

como solvente DCM.
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3.3.4 Determinacion del efecto antimicrobiano de los antibiéticos sin
encapsular y encapsulados en nanoparticulas de PLGA-mPEG

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) de los antibidticos (vancomicina y ofloxacina) sin encapsular
y encapsulados en nanoparticulas de PLGA-mPEG usando el método de
microdilucién en caldo en placas multi-pocillo de ELISA. Los protocolos para el
control y crecimiento de bacterias fueron estandarizados previamente en el

Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (Paredes 2011).

Inicialmente, se prepar6 un preinéculo para cada una de las bacterias en medio
liquido, caldo Luria-Bertani (LB) y caldo Muller-Hilton (MH) para E.coli O157:H7
y SARM, respectivamente. Los preindculos se realizaron en el 10% del volumen
final de crecimiento, y se llevé a incubacion por un periodo de 12 h a 37 °C y
200 rpm. Después de transcurrido el tiempo se llevo al volumen final, se ajusto
a la escala McFarland hasta alcanzar una concentracién bacteriana de 4.6 x 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mLpara E. coli O157:H7 y 7x10°
UFC/mL para SARM.

Posteriormente, se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando
100 pL de este in6culo bacteriano durante 8 horas, en microplacas que
previamente contenian diluciones acuosas de: vancomicina (0,3— 3,2 pg/mL) u
ofloxacina (0,05-0,3 upg/mL) o de cada antibidtico encapsulado en
nanoparticulas de PLGA-mPEG. A continuacion, se incubaron las microplacas a
37°C con una agitacién de 200rpm. Las medidas de absorbancia se realizaron
en un espectrofotbmetro lector de microplaca ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm
cada una hora. La CMI fue definida como la menor concentracion de antibiotico
(encapsulado y sin encapsular) que produce una inhibicion en el crecimiento de
la bacteria. Los valores de CMlsg y CMlgy corresponden a las dosis que

inhibieron el 50% y 90% del crecimiento bacteriano, respectivamente.
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Los porcentajes de inhibicibn para cada uno de los antibidticos (libres vy

encapsulados)se calcularonpor medio de la siguiente ecuacion:

[(A; — 4p) * 100)]

%Inhibiciéon = 100 — e

As= Absorbancia final de crecimiento en la concentracion de farmaco evaluada
Ay= Absorbancia inicial de crecimiento en la concentracién de farmaco evaluada

A.= Absorbancia final de la bacteria en ausencia de farmaco

La concentracion minima bactericida (CMB) se determiné a partir de los valores
que presentaron una CMI=50%. Inmediatamente después de realizada la
determinacion de las CMls, se tomé una alicuota de 100 pL en cada uno de los
pocillos con las concentraciones a evaluar y se inocularon con 900 pL de medio
de cultivo liquido infusion de cerebro-corazon (BHI). Los cultivos se llevaron a
cabo en tubos Eppendorf previamente esterilizados y fueron incubados a 37 °C
con los respectivos controles.Después, se confirmoé la CMB sembrando en cajas
Petri aquellas concentraciones donde la absorbancia haya sido igual a la del
medio puro. Posterior a la incubacion en medio sélido BHI durante 24h, se
determiné como CMB aquella concentracion donde no hubo crecimiento alguno

de colonias microbianas.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencidn y caracterizacion del bloque polimérico
La identidad del blogue polimérico sintetizado PLGA-mPEG fue determinada

por espectroscopia infrarroja y espectroscopia de resonancia magnética

nuclear; la estructura del bloque polimérico se ilustra en la figura 6.
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Figura 6. Estructura bloque polimérico PLGA-Mpeg
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Figura 7.Espectro IR-ATR del bloque polimérico PLGA-mPEG

sintetizado.
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Tabla 2. Resumen bandas de vibracion espectro IR del PLGA-mPEG

3376 -OH Tension
2996 -CH;, -CH Tension
1751 C=0 Tension
1171

-C-0 Flexiéon
1085

El espectro infrarrojo obtenido del producto sintetizado (Figura 7) muestra las
principales bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en la
estructura del blogue polimérico PLGA-mPEG. A 3376 cm™ se evidencia la
banda correspondiente a la tensién del enlace OH presente en el extremo
glicélico de la estructura; mientras que a 2996 cm™ se observan as tensiones
generadas por los grupos CH, y CH del residuo glicélico y lactico,
respectivamente. La banda observada a 1751 cm™ es atribuida a la vibracién
del enlace C=0 presentes en los residuos del acido lactico y glicolico del
copolimero. Finalmente, a 1171 y 1085 cm™ aparecen las vibraciones de la

flexién del enlace C-O de los acidos lactico y glicolico.

Por medio de este andlisis se logré evidenciar las principales bandas de los
grupos funcionales presentes en la estructura del bloque polimérico PLGA-
MPEG de acuerdo con los espectros encontrados de la literatura (Murugesan et
al. 2007).
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4.1.2 Resonancia magnética nuclear de protones (RMN H)
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Figura 8. Espectro RMN-'H del bloque polimérico PLGA-mPEG

El andlisis de RMN-'H se realiz6 usando como patrén de referencia el
desplazamiento quimico de tetrametilsilano (TMS) (Figura 8). En el espectro se
observa un singulete con desplazamiento quimico de 3.65 ppm generado por
los grupos metilenos del mMPEG. La superposicion de dobletes observada a 1.56
ppm es atribuida a los protones de los grupos metil del acido lactico en la
cadena polimérica. Finalmente, las sefales observadas en 5.2 ppm y 4.8 ppm
corresponden a los multipletes del grupo CH del acido lactico y CH, del acido

glicdlico, respectivamente (Li et al. 2001).

La relacibn monomérica del acido lactico, acido glicdlico y etilenglicol en la
composicién del bloque polimérico PLGA-mPEG se calculé integrando las

sefales normalizadas tomando como referencia la sefial de 1.56 ppm del acido
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lactico que presenta la mayor intensidad; la relacién encontrada fue 1:0.70:0.21
respectivamente(Kim et al. 2005; Mattheolabakis et al. 2009).

Los andlisis llevados a cabo por espectroscopia infrarroja y resonancia

magnética nuclear confirmaron la identidad del bloque polimérico sintetizado.

4.2 Preparaciobn de vancomicina encapsulada en nanoparticulas
poliméricas de PLGA-mPEG

La vancomicina y ofloxacina fueron encapsulas por el método de doble
emulsién solvente-evaporacion (A1/O/A;) variando diferentes parametros como:
el solvente organico (diclorometano y acetato de etilo), agente catidnico
(polientilenimina y gelatina) y el pH, con el fin de obtener nanoparticulas con un

tamafio en un rango de 200-400 nm y de carga superficial positiva.

4.2.1 Caracterizacion fisicoguimica

Se realizd6 la caracterizacion fisicoquimica determinando el tamafo
hidrodinAmico promedio, carga superficial, morfologia y porcentaje de
encapsulaciéon para cada uno de los antibiéticos encapsulados con los

diferentes parametros evaluados.

4.2.2 Tamaio hidrodinamico promedio

Se estudio la variacion del tamafio hidrodindmico promedio de las
nanoparticulas obtenidas con diferentes mezclas de agentes estabilizante-
agente cationico (Tabla 3), los cuales fueron evaluados en una concentracion

del 0,5 % p/v de acuerdo con la revision bibliografica.
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Tabla 3.Tamafio hidrodinamico promedio agente estabilizante-agente catiénico

DS:
PVA Gelatina 0,5%
710+12 1
0,5% (p/v) (p/v)
PVA
PEI 0,5% (p/v) 452+19 1
0,5% (p/v)
Poloxamero
Gelatina
407 233+13 0,3
0,5% (p/v)
0,5% (p/v)
Poloxamero
PEI
407 292+17 0,3
0,5% (p/v)
0,5% (p/v)

Desviacion estandar para N=3

Con el uso del poloxamero 407 se obtuvieron nanoparticulas con un tamafio
hidrodindmico promedio alrededor de 300 nm y con baja polidispersion, siendo
estos tamafios menores a los obtenidos con PVA. El poloxamero 407 es un
polimero anfipatico no-idnico con un centro hidrofobico de polioxipropileno
(POP) y extremos hidrofilicos de polioxietileno (POE); el poloxadmero se une
sobre la superficie de las nanoparticulas hidrofébicasa través de los grupos
POP mientras sus brazos hidrofilicos son orientados hacia el medio acuoso
proporcionando estabilidad a la suspension por un mecanismo de estabilizacion
estérica (figura 9A)(Moghimi & Hunter 2000; Santander et al. 2006). Por otra
parte, el PVA es un agente estabilizante no i6nico que ha demostrado
permanecer en la superficie de las nanoparticulas aun después de lavados
repetidos, el PVA estabiliza las nanoparticulas poliméricas orientando los
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grupos —OH hacia el medio acuoso e interactla a través de los grupos etileno
con la superficie hidrofébica de las nanoparticulas (figura 9B)(Keegan et al.
2004).

La mayor estabilidad estérica del poloxamero frente al PVA podria estar
asociada al volumen de los grupos POP orientados hacia la fase
acuosaevitando la aglomeracion y precipitacion de las mismas (El Badawy et al.
2010).

Figura 9 Estabilizacién estérica de la nanoparticulas porliméricas. A)
estabilizacion por medio poloxamero (Tomada de Santander et al. 2006) B)
estabilizacion por medio del PVA(Tomada de Keegan et al. 2004)

De acuerdo con los resultados obtenidos de tamafio hidrodindmico promedio y
estabilidad de la emulsién,se eligio el poloxdAmero como agente estabilizante

para los ensayos posteriores.

4.2.3 Carga superficial

Se midi6 el potencial zeta de las nanoparticulas preparadas para cada uno de
los pardmetros estudiados.Se busco la obtencién de nanoparticulas poliméricas

con carga superficial positiva para mejorar la interaccion electrostatica con la
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membrana bacteriana la cual posee una carga superficial negativa(Wilson et al.
2001; Dillen et al. 2008; Radovic-moreno et al. 2012).

Tabla 4. Determinacion del potencial zeta de nanoparticulas de PLGA-mPEG en

diferentes mezclas de agente catiénico —agente estabilizante

PVA Gelatina
+ 0,94+0,2
0,5% (p/v) 0,5% (p/v)
PVA
PEI 0,5% (p/v) + 6,25+0,3
0,5% (p/v)
Poloxamer 407 Gelatina
+ 0,33+0,06
0,5% (p/v) 0,5% (p/v)
Poloxamer 407 PEI
+ 3,14+0,70
0,5% (p/v) 0,5% (p/v)

DS: Desviacion estandar para N=3

Como puede observarse, el uso de PEI frente a la gelatina aumenté
significativamente la carga superficial positiva de las nanoparticulas.Estos
resultados podrian estar atribuidos a la abundancia de grupos amino en la
estructura de la PEI (Hunter 2006) (figural0O). Por otro lado,la menorcarga
superficial positiva conferida por la gelatina con respecto a PElse debe a que su
punto isoeléctrico esta en un rango de pHentre 7,0 y 9,0.(Vandervoort & Ludwig
2004; Kumatri et al. 2010); por lo tanto, a pH 7,4 la carga netatiende a ser cero,
de manera que existe una menor interaccion con la superficie de las
nanoparticulas. Por otro lado, la adicion de gelatina caus6 formacion de
agregados al cabo de tres horas, lo cual mostré la baja estabilidad de la

emulsion.
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Figura 10.Estructura de la PEI(Tomado de Sigma-Aldrich 2014a)

Se ha demostrado que la carga superficial es directamente proporcional al
pH(Radovic-moreno et al. 2012; Rezvani Amin et al. 2013), por esta razon, se
estudio el cambio del potencial zeta a diferentes pH (figura 11).
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Figura 11.Evaluacion de la carga superficial de las nanoparticulas
recubiertas con PEI a diferentes pHs. Condiciones: 25 mg/mL PLGA-mPEG,
1 mL DCM, 100 pL vancomicina 12,5 mg/mL como fase acuosa interna, 10 mL

de 0,5% p/v poloxdmeroy PEI (0,25 y 0,5) % p/v como fase acuosa externa.
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Los resultados mostraron una dependencia de la carga superficial respecto al
pH. Este hecho podria estar asociado a una mayor adsorcion de la PEI sobre
las nanoparticulas. Debido a la disminucion del pH,un mayor numero de grupos
amino presentes en la estructura del PEI podrian encontrarseprotonados, de
manera que el potencial zeta tiende a valores positivos(Vandervoort & Ludwig
2004).

Ademas, se encontré que a pH 6.0 se obtiene un potencial zeta positivo de
mayor magnitud. Por esta razén, y con el fin de aumentar esta carga superficial
se estudio el efecto de la concentracion de PEI (0,15, 0.35, 1 % p/v) a pH6,0
(tabla 5).

Tabla 5. Evaluacion del efecto de la variacion de la concentracion de PEI a pH
6,0 sobre la carga superficial de vancomicina encapsulada en nanoparticulas de
PLGA-mPEG.

Porcentaje TamanoxDS Carga + DS
PEI %(p/v) [nm] [mV]
0 253+1,73 -6,38+0,4
0,15 293+2,6 + 9,3+0,6
0,25 278+13 + 7,9%0,7
0,35 294+8 +3,8%£1,2
0,5 243+11 + 3,14+0,3
1 2237 + 0,13+0,05

Se demostré que en ausencia de PEI, las nanoparticulas presentaron un

potencial zeta negativo debido a que a pH 6,0 los grupos carboxilicos presentes
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en la estructura del bloque polimérico se encuentran disociados, lo cualles

confierecarga negativa.

La tendencia de los datos mostré que al incrementar la concentracion de PEI la
carga superficial de la nanoparticula disminuye, esto se debe a que la PEI es un
polielectrolito, por tanto, incrementa la fuerza i6nica del medio debido a los
grupos ionizables presentes en su estructura, de manera que disminuyen las
interacciones i6nicas con la nanoparticula, en consecuenciael potencial zeta
disminuye(Boussif et al. 1995). Ademés, se puede observar que el tamafo
hidrodindmico promedio incrementa de manera proporcional al incremento de la
carga positiva de la nanoparticula. Este hecho estad asociado con una mayor

adsorcion de la PEI sobre la superficie.

Se logré obtener vancomicina encapsulada nanoparticulas positivas de PLGA-
MPEG con el uso de PEI en la fase acuosa externa permitiendo modificar la
carga superficial de la NPs en un solo paso de obtencion de nanoparticulas tal
como se ha reportado en la literatura para NPs de PLGA/ADN (Da et al. 2012).
La mayor carga superficial positiva se obtuvo a una concentracién de PEI de
0,15 %(p/v). Esta concentracion se mantuvo constante en los ensayos
posteriores de porcentaje de encapsulaciéon, morfologia y ensayos

microbiolégicos.

4.2.4 Porcentaje de encapsulacion
La cuantificacion de vancomicina se llevo a cabo utilizando HPLC. Este analisis
permitié la identificacion y cuantificacion de vancomicina con un tiempo de

retencion de 6,2 minutos (figura 12), el cual aparece con el mismo tiempo de

retencion de los patrones de la curva de calibracion.
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Figura 12.Cromatograma obtenido para un extracto de vancomicina con
una concentracion de 6,29 ppm. Condiciones:Columna Cig 250 x4.6 mm, 5

um. Fase movil: solucion tampoén fostato 25 mM/ACN 91/9, flujo 1 mL, A=230
nm.tg=6.2 minutos.

Tabla 6.Efecto del tipo de disolvente sobre el porcentaje de encapsulacién de

vancomicina en nanoparticulas de PLGA-mPEG.

DCM 0,21%
Acetato de Etilo 0,53 %

Inicialmente, se evalud el porcentaje de encapsulacion con los parametros ya
estandarizados para el tamafio hidrodinAmico promedio y la carga superficial.
Sin embargo,el porcentaje de encapsulacion fue menor del 1%, debido a la baja
afinidad de la vancomicina por el PLGA y la alta afinidad por la fase acuosa
externa (Barichello et al. 1999). Por tanto, se evalud el acetato de etilo como

solvente, ya que uno de los factores que mayor efecto tiene en el porcentaje de
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encapsulacién es el solvente orgénico, debido a que las diferentes tasas de
precipitacion de nanoparticulas dependen del nivel de miscibilidad en agua
(Cheow & Hadinoto 2010). El uso de acetato de etilo condujo a un mejor
porcentaje de encapsulacion respecto al DCM. Esto se debe a que el acetato de
etilo es parcialmente soluble en agua y puede difundirse en el medio acuoso
méas facilmente que el DCM creando regiones de supersaturacion. Como
resultado de la agregacion de polimero cada gota de solventeen la emulsion en
las regiones de supersaturacion conduce a la formacion de varias
nanoparticulas atrapando una mayor cantidad de farmaco (Cohen-sela, Chorny,
et al. 2009). Otros estudios han demostrado que el uso de acetato de etilo
mejora el porcentaje de encapsulacion con respecto al uso de DCM de
diferentes agentes activos en nanoparticulas poliméricas, hecho que es
atribuido a las diferencias en la precipitacion de las nanoparticulas(Freytag et al.
2000; Cheow & Hadinoto 2010).

La evaluacién de los diferentes parametros permiti6 obtener nanoparticulas
poliméricas con un tamafo hidrodinamico promedio alrededor de los 300
nm,(figural3) con una carga superficial positiva de +9,7 mV (figura 14) y un

porcentaje de encapsulacion de 0,50%.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 13.Histograma del tamafio hidrodinamico promedio de vancomicina
encapsulada en NPs de PLGA-mPEG. Condiciones: 25 mg/mL PLGA-mPEG,
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1 mL DCM, 100 pL vancomicina 12,5 mg/mL como fase acuosa interna, 10 mL

de 0,5% p/v poloxameroy 0,15 PEI % p/v como fase acuosa externa.

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 14.Histograma de distribucion de carga superficial de vancomicina
encapsulada en nanoparticulas positivas de PLGA-mPEG. Condiciones: 25
mg/mL PLGA-mPEG, 1 mL DCM, 100 pL vancomicina 12,5 mg/mL como fase
acuosa interna, 10 mL de 0,5% p/v poloxameroy 0,15 PEI % p/v como fase

acuosa externa.

Recientemente, Zakeri y colaboradores(Zakeri-milani et al. 2013)encapsularon
vancomicina en nanoparticulas de PLGA por el método doble emulsién-solvente
evaporacion (A1/O/A;). Lostamafios hidrodinamicos promedio para vancomicina
encapsulada en PLGA fueron mayores que los obtenidos en este trabajo, este
hechopodria ser atribuido a las condiciones de la emulsién utilizados. Las
diferencias en el tamafio de las nanoparticulas podria ser atribuido a las
condiciones para formar las emulsiones. Para la obtencion de nanoparticulas en
este trabajo se us6 unamayor velocidad y tiempo de agitacion lo que conduce a
un disminucién del tamafio hidrodindmico (Ahmed et al. 2012). La carga

superficial aumenté debido a la presencia del agente catidnico PEI. Sin
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embargo, el porcentaje de encapsulacion fue menor con respecto a los
resultados de Zakeri, las diferencias podrian ser atribuidas al mayor tiempo de
formacion de la emulsion lo que facilita la difusion de la vancomicina al medio

acuoso (Loveymi et al. 2012).

Radovic y colaboradores (Radovic-Moreno et al. 2012)encapsularon
vancomicina en NPs de PLGA-mPEG y PLGA-PLH-mPEG ( PLH: polihistidina)
por el método A;/O/A; con un tamafio de 196 nm y 221 nm, respectivamente.El
tamafio hidrodindmico mayor con respecto al obtenido por Radovic podria
atribuirse a una mayor concentracion del polimero en la fase organica y una

menor relacion entre las fases A;/O/A,(Giri et al. 2013).

Finalmente, las mejores condiciones encontradas para obtener vancomicina
encapsulada en un sistema nanoestructurado de PLGA-mPEG con un promedio
hidrodinamico de 300 nm y carga superficial fueron:25 mg PLGA-mPEG, 1 mL
de acetato de etilo, 100 pL (12,5 mg/mL) de vancomicina, 0,5 % (p/v) de
poloxamero 407, 0,15% de PEI, velocidad de emulsién 15500 rpm.

4.2.5 Microscopia electronica de barrido STEM para vancomicina
encapsulada en nanoparticulas poliméricas de PLGA-mPEG

Como puede observarse en la figura 15, la vancomicina encapsulada en
nanoparticulas poliméricas de PLGA-mPEG presenta una morfologia esférica,
con una distribucion de tamafios cercana a 300 nm, tal como fue observada por
DLS. La morfologia de las nanoparticulas fue similar a la obtenida por otros
autores para vancomicina encapsulada en NPs de PLGA-mPEG (Radovic-
moreno et al. 2012). Por otra parte, no fue posible determinar mediante
microscopia STEM el tipo de estructura, nanocapsula o nanoesfera, adoptada
por las nanoparticulas de PLGA-mPEG debido a que no se pudo observar el

interior de la nanoparticula para diferenciar la estructura.
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Figura 15. Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica STEM
para vancomicina encapsulada en nanoparticulas de PLGA-mPEG.
Condiciones:voltaje de aceleraciéon 30 kV, ampliacién 160000 X, modo: STEM.

4.3 Encapsulacién de ofloxacina en nanoparticulas poliméricas de PLGA-
mPEG

Para realizar la encapsulacion de ofloxacina se tomaron las mejores
condiciones evaluadas en la encapsulacion de vancomicina, excepto la
concentracion de la fase acuosa interna debido a que ensayos preliminares

mostraron que la ofloxacina difiere en la solubilidad respecto a vancomicina.

Los resultados mostraron que el tamafo hidrodindmico promedio se mantuvo
alrededor de los 300 nm (figural6) y la carga superficial de las nanoparticulas

se encontrd alrededor de +14,8 mV (figura 17).
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Figura 16.Histograma de distribucion de tamafio hidrodindmico promedio
de ofloxacina encapsulada en nanoparticulas de PLGA-mPEG.
Condiciones: 25 mg/mL PLGA-mPEG, 1 mL DCM, 100 pL ofloxacina 5 mg/mL
como fase acuosa interna, 10 mL de 0,5% p/v poloxamero y 0,15 PEI % p/v
como fase acuosa externa.

Statistics Graph (3 measurements)

1500000_ ....... I I I
1000000+ - - - - - e A R

500000+ - - - - ......

Total Counts

0- : : =
-100 0 100

Apparent Zeta Potential (mV)

Figura 17.Histograma distribucion de carga superficial para ofloxacina
encapsulada en nanoparticulas poliméricas de PLGA-mPEG.Condiciones:
25 mg/mL PLGA-mPEG, 1 mL DCM, 100 pL ofloxacina 5 mg/mL como fase
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acuosa interna, 10 mL de 0,5% p/v poloxamero y 0,15 PEI % p/v como fase
acuosa externa.

El porcentaje de encapsulacion fue determinado por espectroscopia UV-VIS, el
porcentaje de encapsulacion deofloxacina en NPs de PLGA-mPEG positivas fue
de 3,7 % y en NPs de PLGA-mPEGnegativas fue de 2,95%. Los porcentajes de
encapsulacion de ofloxacina fueron mas altos respecto a vancomicina, debido a
que la ofloxacina presenta una menor solubilidad en agua a pH 7, de manera

gue disminuye la fugacidad hacia la fase acuosa externa(Ross & Riley 1990).

El tamafio hidrodinamico promedio obtenido para ofloxacina encapsulada en
nanoparticulas de PLGA-mPEG fue similar al obtenido por Cheow vy
colaboradores (Cheow & Hadinoto 2011) para ofloxacina encapsulada en NPs
de PLGA. Sin embargo, los porcentajes de encapsulacién obtenidos por Cheow
(2011) fueron mayores, debido probablemente al método diferente usado para
la obtencion de las NPs. Se ha demostrado que farmacos que presentan una
solubilidad en agua dependiente del pH, tal como ofloxacina, presentan
mayores porcentajes de encapsulacion en NPs obtenidas por emulsion simple
solvente-evaporacion respecto a doble emulsion solvente-evaporacion (Tewes
et al. 2007).

La morfologia de las nanoparticulas se estudié por medio de microscopia
electrénica STEM (ver figura 18).
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Figura 18. Imagénes obtenidas mediante microscopia electrénica STEM para
ofloxacina encapsulada en nanoparticulas de PLGA-mPEGCondiciones:voltaje
de aceleracion 30 kV, ampliacion 160000 X, modo: STEM.

Como puede observarse en la figura 18, la ofloxacina encapsulada enNPs de
PLGA-mPEG presenta una morfologia relativamente esférica con una distribucion
de tamafios entre los 200 y 300 nm, similar a la distribucién de tamafios obtenida
por DLS. La morfologia de las NPs de PLGA-mPEG es comparable con la
obtenida para otros agentes activos encapsulados en nanoparticulas de PLGA
(Aryal et al. 2012). STEM no permiti6 la identificacion de la estructura,
nanocapsula o nanoesfera, que adopta la ofloxacina encapsuladaen
nanoparticulas de PLGA-mPEG debido a que no se pudo observar el interior de la

nanoparticula para diferenciar la estructura.

4.4 Determinacion del efecto antimicrobiano de los antibiéticos libres y

encapsulados en nanoparticulas de PLGA-mPEG

A continuacion se presentan las caracteristicas fisicoquimicas de los
compuestos nanoestructurados los cuales fueron evaluados frente a los

microorganismos de estudio(tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos nanoestructurados
evaluados frente a SARM y E. coli O157:H7

Vancomicina
NPs negativas

Vancomicina
NPs positivas

Ofloxacina
NPs negativas

Ofloxacina
NPs positivas

NPs positivas

(en ausencia de 290+2,8 +2,38+0,04 ND
farmaco)

NPs negativas

(en ausencia de 261+3,53 -5,41 £ 0,67 ND

farmaco)

*DS: Desviacion estandar para N=3. *ND: No determinado

253+1,7 -6,38+0,48 1,7%

301+10 +9,28+0,51 1,0%

249+11 -9,21+0,08 3,70

294125 + 14,2 + 0,55 2,95

Se evalué la actividad antimicrobiana de los antibioticos libres y encapsulados
frente a las cepas de estudio SARM y%E. coli O157:H7. Adicionalmente, se
determind el efecto antimicrobiano de las NPs de PLGA-mPEGen ausencia
farmaco con cargas positivas (figuras 19 y 20) y NPs de PLGA-mPEG en
ausencia de cargadas negativamente (anexos 4 y 5) en ausencia delfarmaco
sobre cada uno de los microorganismos, para verificar que el efecto
antimicrobiano se atribuye al farmaco y no a las nanoestructuras. Para ello, se
tomaron diferentes concentraciones de NPs y se realizd6 la cinética de

crecimiento para cada una de las cepas de estudio.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de SARM frente a nanoparticulas

positivas en ausencia de farmaco.Condiciones: Incubacion 37 °C a 200

rpm, medio de cultivo Muller Hilton, 100 pL de cultivo.
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Figura 20.Cinética de crecimiento de E.

coli

0O157:H7 frente a

nanoparticulas positivas en ausencia de farmaco.Condiciones: Incubacion
37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Luria-Bertani, 100 pL de cultivo.
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Como se puede observar en la cinética de crecimiento,para cada una de las
bacterias expuestas a diferentes volimenes de nanoparticulasen ausencia del
farmaco, no se prensentodinhibicion significativa en el crecimiento de las
bacterias. De esta manera,se pudo corroborar que el sistema nanoestructurado

en ausencia del farmaco no posee actividad antimicrobiana.

4.4.1.1 Efecto antimicrobiano de vancomicina

Se evalué la actividad antimicrobiana de vancomicina encapsulada en NPs de
PLGA-mPEG con carga positiva (figura 22) y con carga negativa (anexo 6).
Los resultados de la actividad antimicrobiana fueron comparados con la

actividad antimicrobiana del farmaco librefrente a SARM (figura 21).
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Figura 21.Cinética de crecimiento de SARM a diferentes concentraciones
de vancomicina libre.Condiciones: Incubacion a 37 °C a 200 rpm, medio de
cultivo Mueller-Hilton, 100 pL de cultivo.
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Figura 22.Cinética de crecimiento de SARM frente a vancomicina
encapsulada en nanoparticulas de PLGA-mPEG positivas. Condiciones:
Incubacion 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Mueller-Hilton, 100 uL de cultivo

Tabla 8.Concentraciones minimas inhibitorias de vancomicina frente a SARM

Libre 0,5 ug/mL 1,1 pg/mL
| NPs positivas ~0,51pg/mL 1,42 pg/mL ‘
Nps negativas 0,42 pg/mL 1,26 pg/mL

Los ensayos de actividad antimicrobiana de vancomicina encapsulada en

nanoparticulas positivas y negativas mostraron que no hay diferencias

significativas en el efecto antimicrobiano respecto a la vancomicina

libre(tabla8).Los resultados obtenidos son comparables y similares al estudio
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de Radovic y colaboradores (Radovic-Moreno et al. 2012), donde encapsularon
vancomicina en NPs de PLGA-mPEG,y Nps de PLGA-PLH-PEG con carga
positiva y evaluaron la actividad antimicrobiana frente S. aureus. Radovic
demostré por medio de microscopia confocal de fluorescencia que las
nanoparticulas positivas interaccionan con la membrana de la bacteria. Sin
embargo, CMlgen la vancomicina encapsulada en PLGA-mPEG con carga
negativa y PLGA-PLH-PEG con carga positiva no mostré diferencias
significativas sobre S. aureus; por otra parte la vancomicina encapsulada en
NPs PLGA-mPEG y PLGA-PLH-PEGevidencié un aumento de la CMlg, de con

respecto el control de vancomicina libre.

Prasad y colaboradores (Prasad et al. 2012) estudiaron la vancomicina
encapsulada en nanoparticulas poliméricas de quitosano-2,2-bis etilendioxi-
etilamina folato (CMC-EDBE-FA) y su actividad antimicrobianafrente a
Staphylococcus aureus susceptible a vancomicina (VSSA) y Staphylococcus
aureusresistente a vancomicina (VRSA). Los resultados revelaron que la CMI
frente a las dos cepas estudiadas, VSSA y VRSA, disminuyé en un 46,1% vy
97,5 %, respectivamente. Estos resultados pueden ser atribuidos a un efecto
sinérgico de actividad antimicrobiana entre en el antibiético y el quitosano, ya
que este Ultimo ha demostrado tener actividad antimicrobiana frente a diferentes
bacterias Gram-positivas y Gram negativas (Huh & Kwon 2011). Ademas,
Prasad y colaboradores (2012) demostraron la rapida liberacion de la
vancomicina desde las nanoparticulas de CMC-EDBE-FA, ya que al cabo de 8
h se ha liberado aproximadamente el 90% del total de antibidtico encapsulado y
ésta se estaria produciendo directamente sobre la membrana de la bacteria.

Las concentraciones que mostraron una inhibicion CMI 250 % se evaluaron
para determinar la concentracion minimas bactericidas. Dentro de las
concentraciones evaluadas no se encontré ninguna concentracion bactericida,
esto confirma que la vancomicina a las concentraciones evaluadas actia como

agente antimicrobiano bacteriostatico.
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4.4.1.2 Efecto antimicrobiano de Ofloxacina

Se evalud la actividad antimicrobiana de ofloxacina encapsulada en NPs de
PLGA-mPEG positivas (figura 24) y negativas (anexo 7)frente y E. coli 157:H7,

los resultados fueron comparados con la actividad antimicrobiana de ofloxacina

libre (figura 23).
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Figura 23.Cinética de crecimiento deE. coli O157:H7frente a ofloxacina
libre.Condiciones: Incubacién a 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Luria-

Bertani, 100 pL de cultivo
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Figura 24.Cinética de crecimiento deE. coli O157:H7 frente a ofloxacina
encapsulada en NPs de PLGA-mPEG positivas.Incubaciéon a 37 °C a 200
rpm, medio de cultivo Luria-Bertani, 100 uL de cultivo

Tabla 9.Concentraciones minimas inhibitorias de ofloxacina sobreE. coli O157:H7

Ofloxacina CMilsg CMlgo
Libre 0.1 pg/mL 0.2 ug/mL
NPs positivas <0.07 pg/mL 0.15pg/mL
NPs negativas <0.09 pg/mL 0.28 ug/mL
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Los resultados para los diferentes porcentajes de inhibicion de ofloxacina sobre
E. coli O157:H7 (tabla 9) evidenciaron que el antibiético encapsulado en
nanoparticulas positivas presentomayor porcentaje de inhibicion en el
crecimiento con respecto al farmaco libre. Probablemente, la carga positiva de
las nanoparticulas estd mejorando la interaccidon con la membrana de la
bacteria (Dillen et al. 2008; Radovic-moreno et al. 2012). Por otro lado, el
antibiotico encapsulado en nanoparticulas con carga negativa no mostré

diferencias significativas respecto al farmaco libre.

En la literatura, se encuentran pocos estudios de actividad antimicrobiana de
ofloxacina encapsulada en nanoparticulas poliméricas. Entre ellos se encuentra
la investigacion de Fresta y colaboradores (1995)donde demostraron que las
fluroquinolas, entre ellas ofloxacina, encapsuladas en nanoparticulas de
poliaquil cianoacrilato (PACA) mejoraron la actividad antimicrobiana frente a E.
coli. Los autores sugieren que el aumento la actividad antimicrobiana puede ser
debido a una mejor interaccion de la nanoparticula con la parte exterior de la
bicapa en la membrana de la bacteria de manera que se facilita la penetracién

del farmaco (Fresta et al. 1995).

Para los ensayos de CMB fueron evaluadas las concentraciones que
presentaron un CMI =50%. No obstante, ninguna de las concentraciones
presentd actividad bactericida sobre E. coli O157:H7, por lo que el efecto de
este antimicrobiano a las concentraciones evaluadas se considera

bacteriostatico.

Por otra parte, también se evaluo la actividad antimicrobiana de ofloxacina
encapsulada en NPs de PLGA-mPEG con carga positiva (figura 26) y con
carga negativa (anexo 8) frente a SARM, los resultados obtenidos fueron

comparados con la actividad antimicrobiana de ofloxacina libre (figura 25)
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Figura 25.Cinética de crecimiento de SARM frente a ofloxacina libre.
Incubacion a 37 a °C a 200 rpm, medio de cultivo Mueller-Hilton, 100 yL de
cultivo
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Figura 26.Cinética de crecimiento de SARM frente a ofloxacina encapsulada
en NPs de PLGA-mPEG positivas.Incubacion 37 a °C a 200 rpm, medio de
cultivo Mueller-Hilton, 100 pL de cultivo

Tabla 10.Concentracionesminimas bactericidas de ofloxacina a SARM

Libre 0,5 ug/mL 2,0 pg/mL
NPs positivas 0,59 ug/mL 1,33 pg/mL
NPs negativas ~0,57 pg/mL 1,13 pg/mL

Las concentraciones minimas inhibitorias al 50% (CMIlsp) de la ofloxacina
encapsulada en nanoparticulas poliméricas respecto a ofloxacina libre no
mostraron diferencias significativas. Sin embargo, la actividad antimicrobiana

para una inhibicién del 90% (CMlg) fue mejor en el farmaco encapsulado
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respecto al farmaco libre. Por otra parte, no se observaron diferencias entre la
actividad antimicrobiana del farmaco encapsulado en nanoparticulas positivas y
nanoparticulas negativas (tabla 10). Contrario a lo que se encuentra en la
literatura,la carga superficial no mostr6 un aumento en la actividad
antimicrobiana del farmaco encapsulado en las nanoparticulas (Radovic-
moreno et al. 2012). Por tanto, se requiere de otros estudios para conocer
detalladamente la interaccion que tiene lugar entre la nanoparticula y la

membrana bacteriana.

Se evaluaron las concentraciones con=CMiIsy de ofloxacina libre y encapsulada
frente a SARM para determinar la CMB. Ninguna de las concentraciones
evaluadas mostré actividad bactericida. Por tanto, se consideran estas

concentraciones como bacteriostaticas.
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5 CONCLUSIONES

v Se sintetizd el bloque polimérico PLGA-mPEG con una relacién
monomerica del acido lactico, acido glicélico y etilenglicol de 1:0,70:0,21,
respectivamente, empleando la metodologia de polimerizacidbn en masa
fundida.

v Se logr6 encapsular vancomicina y ofloxacina en nanoparticulas
poliméricas de PLGA-mPEG empleando el método de doble emulsién
solvente-evaporacion. Los tamafios hidrodinamicos promedio obtenidos
para vancomicina y ofloxacina fueron de 301+10 nm y 295+25nm,

respetivamente.

v' El uso de PEI permiti6 obtener nanoparticulas poliméricas de PLGA-
MPEG con carga superficial positiva en un mismo paso de sintesis. Las
cargas obtenidas para vancomicina y ofloxacina fueron de +9,28 + 0,5

mVy 14,2 £ 0,5mV, respectivamente.

v La actividad antimicrobiana de vancomicina encapsulada NPs
poliméricas de PLGA-mPEG no presentd diferencias para una CMisy' sin
embargo para una CMlgy hubo pérdida de actividad del 29,1% con

respecto a la vancomicina libre frente a SARM.

v La encapsulacién de ofloxacina en NPs poliméricas con carga superficial
positiva de PLGA-mPEG mejor6é CMlIsy y CMlgyg frente a E. coli O157:H7

en un 30% y 25% respectivamente, comparado con ofloxacina libre.

v’ La actividad antimicrobiana de ofloxacina encapsulada en NPs
poliméricas de PLGA-mPEG frente a SARM no presentoé diferencias para

una CMlso comparado con ofloxacina libre; sin embargo para un CMlg
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presentd un aumento de actividad del antimicrobiana 33,5%, pero no se
observaron diferencias entre la carga positiva y negativa de las

nanoparticulas
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6 RECOMENDACIONES

v" Realizar estudios del perfil de liberacion de vancomicina y ofloxacina

encapsuladas en nanoparticulas poliméricas de PLGA-mPEG.

v' Estudiar las interacciones de los antibiéticos encapsulados en
nanoparticulas poliméricas con la membrana exterior de la bacteriapor
medio de espectroscopia de fluorescencia empleando un marcador

fluorescente u otra técnica.

v’ Evaluar la posible actividad toxica que puedan presentar las
nanoestructuras frente a fibroblastos. Posteriormente, realizar estudios in
vivo para evaluar el efecto de la encapsulacion para cada uno de los

antibioticos.
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ANEXOS

ANEXO A. Andlisis estadistico t-student

[Polimero] 0,905
[PVA] 0,065
[w:o:w] -0,108
[PEI] -0,892
velocidad 0,962
Polimero:farmaco 0,123
Gelatina -0,956

92



ANEXO B. Curva de calibracién HPLC para cuantificacion de vancomicina
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ANEXO C. Curva de calibracién UV-VIS para cuantificacion de ofloxacinaa
294 nm.
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ANEXO D. Cinética de crecimiento de SARM frente a nanoparticulas
negativas de PLGA-mPEG en ausencia de farmaco
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Cinética de crecimiento de SARM frente a NPs de PLGA-mPEG negativas en
ausencia de farmaco. Incubacién a 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Mueller-
Hilton, 100 pL de cultivo
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ANEXO E. Cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 frente a nanoparticulas
negativas de PLGA-mPEG en ausencia de farmaco
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Cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 frente a NPs de PLGA-mPEG
negativas en ausencia de farmaco. Incubacién a 37 °C a 200 rpm, medio de
cultivo Luria-Bertani, 100 pL de cultivo
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ANEXO F. Cinética de crecimiento de SARM frente a
vancomicinaencapsulada nanoparticulas negativas de PLGA-mPEG
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Cinética de crecimiento de SARM frente a vancomicina encapsula NPs de
PLGA-mPEG negativas. Incubacion a 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Mueller-
Hilton, 100 pL de cultivo
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ANEXO G. Cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 frente a ofloxacina
encapsulada nanoparticulas negativas de PLGA-mPEG
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Cinética de crecimiento de E. coli O157:H7 frente a ofloxacina encapsulada
NPs de PLGA-mPEG negativas. Incubacién a 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo
Luria-Bertani, 100 L de cultivo
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ANEXO H. Cinética de crecimiento de SARM frente a ofloxacina encapsulada
nanoparticulas negativas de PLGA-mPEG
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Cinética de crecimiento de SARM frente a ofloxacina encapsula NPs de
PLGA-mPEG negativas. Incubacion a 37 °C a 200 rpm, medio de cultivo Mueller-
Hilton, 100 pL de cultivo
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