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Introduccion. Las nanoparticulas poliméricas constituyen una herramienta nanotecnoldgica que podria
ayudar a combatir los microorganismos patdgenos que han desarrollado resistencia a los antibiéticos
convencionales.

Objetivo. Sintetizar nanoparticulas de acido polilactico cargadas con ofloxacina y vancomicina, y
determinar su actividad antibacteriana frente a Escherichia coli O157:H7 y Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM).

Materiales y métodos. Las nanoparticulas de acido polilactico cargadas con ofloxacina y vancomicina
se sintetizaron utilizando el método de emulsion y evaporacion de solvente. Se caracterizaron mediante
dispersion de luz en modo dinamico, electroforesis Doppler con laser y microscopia electronica de
barrido (S-TEM). Se evalud la actividad antibacteriana in vitro de las nanoparticulas de acido polilactico
con ofloxacina contra E. coli O157:H7 y nanoparticulas de acido polilactico con vancomicina contra
SARM, mediante el método de microdilucion en caldo.

Resultados. Se obtuvieron nanoparticulas poliméricas con tamafios inferiores a 379 nm y carga
superficial positiva de hasta 21 mV. Las nanoparticulas cargadas con ofloxacina presentaron una
concentracion inhibitoria minima (CIM, ) de 0,001 pg/ml frente a E. coli 0157:H7, valor 40 veces menor
que la concentracion de antibiotico libre necesaria para lograr el mismo efecto (CIM,,=0,04 pg/ml).
Para SARM, las nanoparticulas mejoraron la potencia farmacoldgica in vitro de la vancomicina al
exhibir una MIC, de 0,005 pg/ml, comparada con la de 0,5 pg/ml del antibiotico libre.

Conclusiones. Se mejor0 el efecto antibacteriano de la ofloxacina y la vancomicina incorporadas en la
matriz polimérica de acido polilactico. Las nanoparticulas poliméricas constituirian una alternativa para
el control de cepas bacterianas de interés en salud publica.

Palabras clave: Escherichia coli; Staphylococcus aureus resistente a la meticilina; nanoparticulas:
antibacterianos.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v37i1.2995

Synthesis of antibiotic loaded polylactic acid nanoparticles and their antibacterial activity
against Escherichia coli 0157:H7 and methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Introduction: Polymeric nanoparticles are promising nanotechnology tools to fight pathogenic bacteria
resistant to conventional antibiotics.

Objective: To synthesize polylactic acid nanoparticles loaded with ofloxacin and vancomycin, and
to determine their antibacterial activity against Escherichia coli O157:H7 and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA).

Materials and methods: We synthesized ofloxacin or vancomycin loaded polylactic acid nanoparticles
by the emulsification-solvent evaporation method, and characterized them by dynamic light scattering,
laser Doppler electrophoresis and scanning electron microscopy. We evaluated in vitro antibacterial
activity of ofloxacin- and vancomycin-loaded polylactic acid nanoparticles against E. coli 0157:H7 and
MRSA using the broth microdilution method.

Results: Ofloxacin- and vancomycin-loaded polylactic acid nanoparticles registered a positive surface
charge density of 21 mV and an average size lower than 379 nm. In vitro minimum inhibitory concentration
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(MIC,,) of ofloxacin-polylactic acid nanoparticles was 0,001 pg/ml against E. coli O157:H7, i.e., 40
times lower than the free ofloxacin (MIC_: 0.04 pg/ml), indicating enhanced antibacterial activity while
the in vitro MIC_, of vancomycin-polylactic acid nanoparticles was 0,005 pg/ml against MRSA, i.e., 100
times lower than that of free vancomycin (MIC_: 0.5 ug/ml).

Conclusion: Polylactic acid nanoparticles loaded with ofloxacin and vancomycin showed a higher
antibacterial activity. Polymeric nanoparticles are a possible alternative for drug design against

pathogenic bacterial strains of public health interest.

Key words: Escherichia coli; methicillin-resistant Staphylococcus aureus; nanoparticles: anti-

bacterial agents.
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Escherichia coli y Staphylococcus aureus consti-
tuyen especies bacterianas relevantes en salud
publica debido a la alta prevalencia y complejidad
de las enfermedades que causan (1), asi como
por su capacidad para desarrollar resistencia a los
antibiéticos (2). Las infecciones ocasionadas por
la cepa enterohemorragica de E. coli O157:H7
producen complicaciones gastrointestinales que
ocasionalmente conducen al sindrome urémico
hemolitico, principalmente en la poblacion infantil. El
cuadro clinico se caracteriza por trombocitopenia,
deficiencia renal y anemia (3).

El primer brote epidémico causado por E. coli
0157:H7 se registr6 en Estados Unidos en 1982
debido al consumo de hamburguesas contamina-
das con este agente, lo cual produjo diarrea con
sangre y dolor abdominal grave entre las personas
afectadas (4). En la década de los noventa, también
se presentaron brotes en Canadd, Reino Unido,
Bélgica, Irlanda, Africa y Nueva Zelanda (5-8). Dos
de los mayores brotes se han registrado en Japon
e Inglaterra. En 1996, en un comedor escolar de
Japoén, se diagnosticaron 7.966 casos, en 106
de los cuales se presentd el sindrome urémico
hemolitico (9). Asimismo, en el brote en Inglaterra
en el 2009, hubo 95 personas afectadas, 17 de las
cuales desarrollaron un cuadro clinico mas grave
con deficiencia renal y anemia (10).

En Suramérica hay menos informacion sobre los
brotes causados por E. coli 0157:H7 debido a la
falta de un sistema riguroso de vigilancia epidemio-
I6gica para este agente. No obstante, Argentina es
uno de los paises con mayor nimero de casos de
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nifios con diarrea con sangre (alrededor de 7 %)
asociados a infecciones con esta cepa bacteriana
(11). Del mismo modo, en algunas investigaciones
en Colombia se ha encontrado una prevalencia
de 4,7 % en niflos afectados por E. coli 0157:H7
causante de diarrea. Recientemente, esta condicion
ha sido categorizada como “enfermedad humana
en progreso” por los organismos de vigilancia (12).

En cuanto a S. aureus, desde los afios sesenta se
han venido identificando cepas con resistencia a los
antibiéticos betalactamicos, como la penicilina y la
meticilina causantes de infecciones, principalmente
en hospitales. Las cepas de S. aureus resistente a
la meticilina (SARM) son responsables de enfer-
medades graves como la sepsis y la neumonia
necrosante (13,14). La enfermedad infecciosa
causada por SARM puede ser letal en pacientes
inmunosuprimidos que se hayan contagiado
mediante el contacto directo con un individuo
portador o con dispositivos médicos contaminados,
lo cual contribuye en gran medida a la colonizacién
e invasion bacteriana (15).

En 1999, la causa de méas de 25 % de las
enfermedades registradas en Europa fue SARM
(16), especialmente en Italia, con unaincidencia de
35 % (17). Asimismo, 25 % de las enfermedades
registradas en Estados Unidos se atribuyeron a
cepas de S. aureus resistente a los antibiéticos
betalactamicos (18). En Latinoamérica ha habido
un continuo incremento de las enfermedades
infecciosas asociadas a SARM. Asi, en el 2004,
la prevalencia de S. aureus como agente infec-
cioso fue de 80 a 82 % en Pert y Chile, en tanto
que en México fue de 52 %, en Colombia de
47 %, en Argentina de 42 % y en Venezuela de
25 % (19-21).

Hoy en dia, los tratamientos disponibles para
combatir las enfermedades infecciosas causadas
por E. coli O157:H7 se centran en el uso de
antibioticos del tipo de las quinolonas, por ejemplo,
la ofloxacina, y en las causadas por SARM, se
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emplean los glucopéptidos, como la vancomicina.
A pesar de que ya hay cepas resistentes a estos
antibidticos, se contindan prescribiendo para
afecciones causadas por cepas sensibles, aun-
gue desencadenan efectos secundarios (cefalea,
anemia, trombocitopenia, diarrea) y, ademas, se
sabe que son poco eficaces, principalmente por su
baja solubilidad y la dificultad para llegar hasta su
blanco terapéutico (13,22-24).

De alli la necesidad de alternativas que permitan
contrarrestar las infecciones bacterianas causa-
das por E. coli O157:H7 y SARM. Una de las
opciones promisorias para mejorar la eficacia y la
biodisponibilidad de los antibiéticos convencionales
es su incorporacion en polimeros biodegradables.
Los antibiéticos incorporados en una particula
polimérica de tamafio nanométrico tienen mejor
solubilidad, distribucion en los tejidos y penetracion
celular, con menor citotoxicidad y efectos secun-
darios, entre otras ventajas (1,24,25).

Las investigaciones en nanotecnologia sobre el
transporte de compuestos biolégicamente activos
hacia sitios de interés han resultado en el desarrollo
de sistemas nanoestructurados con fines terapéuti-
cos, como las nanoparticulas poliméricas (26).
Los polimeros biodegradables mas empleados
para la sintesis de nanoparticulas han sido el
acido polilactico y el acido polilactico coglicolico
(polylactic-co-glycolic acid, PLGA) debido a que son
materiales biocompatibles y presentan una libera-
cién controlada del principio activo. Ademas, han
sido aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA) para la elaboracion de sistemas de liberacion
de farmacos y otros usos biomédicos (27,28).

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue
sintetizar y caracterizar nanoparticulas de &cido
polilactico (PLA) cargadas con ofloxacina (PLA-
ofloxacina) y vancomicina (PLA-vancomicina)
segun su tamafo, forma, carga superficial neta
y concentracién de antibidtico en el polimero.
Ademas, se determiné la actividad bacteriostatica y
bactericida in vitro de la ofloxacina y la vancomicina
en acido polilactico frente a E. coli O157:H7 y
SARM, respectivamente.

Materiales y métodos
Reactivos y cepas bacterianas

El acido polilactico (con peso molecular, PM, de
85 a 160 kDa), la ofloxacina (OFLX, PM: 361,37 g/
mol), la vancomicina (VCM, PM: 1485,71 g/mol), el
poloxamero 407 (PM: 12,5 kDa) y la polietilenimina

Nanoparticulas de acido polilactico con antibiéticos

(PM: 2 kDa) se adquirieron de Sigma-Aldrich. El
acetonitrilo de maximo grado de pureza (High
Purity Liquid Chromatoghaphy, HPLC) y el metanol
en grado HPLC (MetOH) se obtuvieron de J.T.
Baker. El diclorometano y el medio de cultivo de
Mueller-Hinton (MH) se adquirieron de Merck. El
medio de cultivo de infusién de cerebro y corazén
(Brain Heart Infusion, BHI) se obtuvo de Oxoid. La
cepa E. coli 0157:H7 fue donada por la Escuela de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana
y la cepa de S. aureus resistente a la meticilina
(SARM) fue donada por la Escuela de Microbiologia
de la Universidad Industrial de Santander. Las dos
cepas bacterianas se mantuvieron en medio de
cultivo BHI.

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico
cargadas con ofloxacina

Las nanoparticulas de ofloxacina en &cido polilactico
se sintetizaron mediante el método de emulsion y
evaporacion de solvente descrito por Jeffery, et
al. (29,30). Inicialmente, se prepar6 una solucién
de ofloxacina en acido polilactico en una relacion
de 1 a 5 en diclorometano. Esta primera solucién
se homogeneizé en un voértex a 300 rpm durante
20 minutos y se la agregd a una fase acuosa
formada por un agente estabilizante, el poloxamero
(0,5 % plv), y un agente cationico, la polietileni-
mina (0,0025 % p/v). Posteriormente, la mezcla se
homogeneizé utilizando un homogeneizador Ultra-
Turrax® (IKA) a 15.500 rpm durante cinco minutos.
El solvente organico se evaporé a presion de 120
mbar a 23 °C en un rotoevaporador Heidolph. Las
nanoparticulas se purificaron mediante centrifuga-
cién a 6.000 rpm durante 20 minutos, y se lavaron
con agua desionizada. La emulsién blanquecina
obtenida se almacend bajo refrigeracion a una
temperatura entre 4y 8 °C.

Sintesis de nanoparticulas de acido polilactico
cargadas con vancomicina

Las nanoparticulas de vancomicina en &acido
polilactico se sintetizaron segun el método de
doble emulsién y evaporacion de solvente (31-33).
Se preparé la primera emulsién de vancomicina en
acido polilactico, usando diclorometano con una
relacion de medicamento y polimero de 1 a 5, y
esta emulsion se afiadio a la fase acuosa que con-
tenia el poloxamero (0,5 % p/v) y la polietilenimina
(0,0025 % p/v). Estas dos fases se sometieron
a emulsion utilizando el homogeneizador Ultra-
Turrax® (IKA). El diclorometano se evapor6 a pre-
sion reducida y las nanoparticulas de vancomicina
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en acido polilactico se purificaron mediante centri-
fugacion y posteriormente se lavaron con agua
desionizada. La emulsion final fue almacenada
bajo refrigeracién a temperaturas entre 4y 8 °C.

Caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas

Se caracterizd el tamafio hidrodinamico de las
nanoparticulas mediante dispersion de luz dinamica.
La carga superficial se determiné mediante el
potencial zeta, utilizando un equipo Malvern
Zetasizer Nano Series Nano-zs90, equipado con
un laser operado a 633 nm, 25 °C y un angulo de
dispersion fijo de 90°. Las muestras se diluyeron
diez veces con agua desionizada y cada medicion se
hizo por triplicado. También, se empled la técnica de
microscopia electronica de barrido para determinar
la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas.
Para ello, se us6 el microscopio FEI Quanta 650 del
Laboratorio de Microscopia del Parque Tecnoldgico
de la Universidad Industrial de Santander. La con-
centracién de antibidtico se determiné utilizando
cromatografia liquida de alta eficiencia (High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC).

Determinacién de la concentracion del
antibidtico cargado en las nanoparticulas de
acido polilactico

Para determinar la cantidad de ofloxacina o
vancomicina cargada en la matriz polimérica, las
nanoparticulas se centrifugaron durante 40 minutos
a 12.000 rpm. El precipitado se disolvié en 1 ml
de diclorometano, se afiadieron 4 ml de solucion
tampon fosfato (pH 3) y se agité durante 20 minutos
con el fin de extraer el antibiético de la solucion
tampodn a partir de la solucion organica. Después
de separar las dos fases mediante decantacion
durante 30 minutos, la solucién tampén se filtré y
la concentracién del medicamento se determiné
mediante HPLC (34,35).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minimay la concentracion bactericida minima

La actividad antibacteriana se evalué mediante
la metodologia de microdilucién en caldo (36,37).
Inicialmente, se prepararon el preinéculo de E.
coli 0157:H7 en caldo de Luria-Bertani (LB) y el
de SARM en caldo de Muller-Hilton (MH) durante
12 a 14 horas a 37 °C y a 200 rpm. El inéculo
final para cada cepa se ajust6 a la escala 0,5
de McFarland (108 UFC/mI). La cinética de creci-
miento de cada microorganismo se determind
mezclando una parte de suspension bacteriana
con una parte de suspension de nanoparticulas en
diferentes concentraciones, utilizando los 96 pozos
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de microplacas de la prueba ELISA, y se incubaron
a 37 °C en agitacién orbital a 200 rpm durante
ocho horas. Se tomaron muestras cada hora y
se analizaron en un espectrofotometro lector de
microplaca ELISA (Bio Rad, iMarck™) a 595 nm.
Los ensayos se hicieron por triplicado con los
respectivos controles de esterilidad del medio de
cultivo (éste Unicamente), el control de antibiético
(en ausencia de nanoparticulas) y el control de
crecimiento para cada bacteria (medio de cultivo
mas indculo bacteriano). Las concentraciones
inhibitorias minimas de 50 % (CIM, ) y de 90 %
(CIM,,) se definieron como la menor concentracion
del nanomaterial capaz de reducir la concentracion
bacteriana en un 50 y 90 %, respectivamente, en
relacion con el control de crecimiento y en ausencia
de los inhibidores. Asimismo, se evaluo la actividad
antibacteriana de los polimeros empleados en la
sintesis de las nanoparticulas (polietilenimina 0,00
25 % p/v y poloxamero 0,5 % p/v).

Para determinar la concentracion bactericida
minima (CBM), se tomaron alicuotas 100 pl a partir
de la CIM, determinada para cada bacteria, y para
las concentraciones de nanoparticulas cargadas
con medicamento en las cuales no se evidenci6
crecimiento, se tomé una alicuota de 100 pl que
se agreg6 a 900 pul de caldo de cultivo BHI, con el
fin de revitalizar las células bacterianas existentes.
Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Los cultivos liquidos obtenidos se sembraron
en superficies utilizando agar BHI en cajas de
Petri durante 24 horas a 37 °C, con el fin de
corroborar la ausencia de crecimiento bacteriano.
Se definié la CBM como la menor concentracion
de nanoparticulas que produjo una reduccion de
unidades formadoras de colonias (UFC) mayor
de 99,9 % en comparacion con el inodculo sin
tratamiento.

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica de las
nanoparticulas de ofloxacinay vancomicina
en &cido polilactico

Las nanoparticulas poliméricas obtenidas se carac-
terizaron mediante dispersion de luz dinamica,
electroforesis Doppler con laser y microscopia
electronica de barrido (S-TEM) (figuras 1 y 2).
El analisis mediante dispersion de luz dinamica
(figuras 1A y 2A) y electroforesis Doppler con
laser (figura 1B y 2B), evidenci6 la obtencién de
nanoparticulas de tamafios hidrodindmicos de 348
a 379 nm y carga superficial maxima de +21 mV.
La carga positiva de las nanoparticulas se debio
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Figura 1. Caracterizacion de nanoparticulas de ofloxacina en acido polilactico. A. Dispersion de luz dindmica. B. Potencial zeta. C.
y D. Imagenes en microscopia electronica de barrido (S-TEM)
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Figura 2. Caracterizacion de nanoparticulas de vancomicina en acido polilactico. A. Dispersion de luz dinamica. B. Potencial zeta.
C. y D. Imagenes en microscopia electronica de barrido (S-TEM)
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a la presencia del agente catiénico polietilenimina,
el cual también estabiliz6 la emulsion mediante
repulsiones electrostaticas. Los tamafios menores
de 379 nm y la carga superficial de las nano-
particulas obtenidas fueron comparables e, incluso,
mejores que las obtenidas por otros autores (38,39).
En las microfotografias S-TEM se evidencian las
nanoparticulas monodispersas, sin agregados y
de morfologia esférica (figuras 1, C-D y 2, C-D).
En el cuadro 1 se presenta un resumen de las pro-
piedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de
acido polilactico cargadas con los medicamentos.

Determinacién delaconcentracion del antibidtico
cargado en las nanoparticulas

Mediante HPLC en fase inversa se determind
una concentracién de la vancomicina en las
nanoparticulas de acido polilactico de 0,090 ug
del medicamento por mg de polimero. Para la
ofloxacina, se obtuvo una mayor concentracién,
de 0,73 pg de medicamento por mg de polimero
(cuadro 1).

Actividad antibacteriana de las nanoparticulas
de acido polilactico cargadas con antibiéticos

En las figuras 3 y 4 se presentan la CIM,,, la CIM,
y la CBM de la ofloxacina y la vancomicina en acido
polilactico, y de los medicamentos libres para las
cepas patogenas estudiadas. Las nanoparticulas de
ofloxacina en acido polilactico inhibieron el 50 % de
las células de E. coli O157:H7 en una concentracion
de 0,001 pg/ml, concentracién 40 veces menor que
la requerida por el antibiotico libre (CIM_=0,04
ug/ml). En cuanto a SARM, la CIM, obtenida de las
nanoparticulas de vancomicina en acido polilactico
fue de 0,005 pg/ml, la cual es 100 veces menor que
la necesaria para que el antibiotico libre alcance el
mismo efecto de inhibicion (CIM,,=0,5 pg/ml). En
el cuadro 2 se presenta el resumen de todos los
resultados de actividad antibacteriana obtenidos.
Los polimeros empleados en la sintesis de las
nanoparticulas, polietilenimina (0,0025 % p/v) y
poloxamero 407 (0,5 % p/v), no tuvieron ningun
efecto inhibitorio contra E. coli 0157:H7 y SARM.

Discusion

Uno de los objetivos del empleo de nanoparticulas
poliméricas como dispositivos de entrega de medica-
mentos es optimizar su eficacia terapéutica. Se ha
demostrado que los sistemas nanoestructurados son
una alternativa en el tratamiento de enfermedades

infecciosas; por ejemplo, las nanoparticulas de
rifampicina en alginato mejoraron la eficacia del
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medicamento contra Mycobacterium turberculosis,
las nanoesferas de anfotericina en policaprolactona
contra Candida albicans disminuyeron la toxicidad
in vivo de la anfotericina, y las nanoparticulas de
ciprofloxacina en poliacrilato ‘glicosilado’ contra
S. aureus mejoraron la biodisponibilidad de la
ciprofloxacina (24).

En cuanto a los medicamentos de naturaleza hidro-
fobica, el principal método empleado para la sintesis
de nanoparticulas poliméricas es el de emulsion y
evaporacion del solvente (13,40,41). Utilizando este
método, las nanoparticulas de ofloxacina en &acido
polilactico presentaron forma esférica y un tamafio
promedio de 379 nm (figura 1, cuadro 1). Un posible
mecanismo de formacién de las nanoparticulas
poliméricas es la progresiva disminucion del tamafio
de las gotas de emulsion durante la evaporacion del
solvente (en este caso, diclorometano), hasta la
obtencién de las nanoparticulas que se estabilizan
debido a la presencia de agentes como la gelatina,
el polivinilalcohol o los poloxameros (42-44).

En este estudio se us6 poloxamero 407 como agente
emulsionante, el cual estabiliza las nanoparticulas
al absorberse en la superficie de las particulas
formadas mediante interacciones hidrofobicas por
medio del bloque de 6xido de polipropileno y el
bloque hidrofilico (6xido de polietileno), los cuales
se extienden hacia el medio acuoso. De esta
manera, se forma una capa hidrofilica que estabiliza
las nanoparticulas de acido polilactico (45).

Algunos autores han empleado la técnica de emul-
sion y evaporacion del solvente para encapsular
medicamentos hidrofobicos y han obtenido tamafios
entre 0,2 y 8 um (46,47). Sin embargo, son pocos
los estudios en los cuales se ha implementado
para la encapsulacion de ofloxacina; por ejemplo,
Abazinge, et al., obtuvieron particulas entre 37 pm
y 425 um (38); Cheow, et al., prepararon nanopar-
ticulas de alrededor de 360 nm (48), tamafios
comparables con los obtenidos en este trabajo
(<379 nm) (cuadro 1).

Porotrolado, las nanoparticulas de vancomicinaen
acido polilactico sintetizadas mediante el método
de doble emulsién y evaporacion del solvente,
también se estabilizaron empleando poloxamero
(49). Se ha descrito que la formacion de las
nanoparticulas mediante esta técnica, se presenta
en el momento de evaporacion del solvente
organico, proceso mediante el cual se acelera
la precipitacion del polimero atrapando el prin-
cipio activo (antibiético) y formando las particulas
nanomeétricas (31). Algunos autores han obtenido
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Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de antibiético en &cido polilactico

Sistema nanoestructurado Tamafo (nm)

indice de
polidispersion (Pdl)

Potencial zeta
(mV)

Mg de antibidtico por mg
de acido polilactico

Ofloxacina en acido polilactico
Vancomicina en &cido polilactico

379,3+3,372
348,248,869

0,335+0,004
0,299+0,002

+16,4+3,70
+21,6+3,70

0,730+5,4
0,090+7,3

Densidad 6ptica (595 nm)

0,0+ T T T T
0 2 4 6 8
Tiempo (horas)

E Control E. coli O 157:H7

—O— 0,8 ug/mL ofloxacina

—~A— 0,04 ug/mL ofloxacina

—Vv— 0,9 ug/mL de ofloxacina en &cido polilactico
—8— 0,04 ug/mL de ofloxacina en é&cido polilactico
—&— 0,001 ug/mL de ofloxacina en acido polilactico

Figura 3. Actividad antibacteriana de ofloxacina libre y nano-
particulas de ofloxacina en acido polilactico frente a E. coli
0157:H7 (ofloxacina libre, CIM_,=0,04 pg/ml, CIM_,>3,2 pg/ml;
nanoparticulas de ofloxacina en acido polilactico, CIM, =0,001
pg/ml, CIMy>0,9 pg/ml). Todos los ensayos se hicieron por
triplicado.

0,51 ¥

Densidad 6ptica (595 nm)

0,0 T T
0 2 4 6
Tiempo (horas)

o |

—— Control SARM

—e— 1,3 ug/mL vancomicina

—A— 0,5 ug/mL vancomicina

—¥— 0,25 ug/mL vancomicina

—%— 0,11 ug/mL de vancomicina en &cido polilactico
—O— 0,01 ug/mL de vancomicina en acido polilactico
—&— 0,005 ug/mL de vancomicina en &cido polilactico

Figura 4. Actividad antibacteriana de vancomicina libre y
nanoparticulas de vancomicina en &cido polilactico frente a
SARM (vancomicina libre, CIM,>0,5 ug/ml, CIM,=1,3 g/
ml; nanoparticulas de vancomicina en &cido polilactico,
CIM,,=0,005 pg/ml, CIM,;: 0,01 pg/ml). Todos los ensayos se
hicieron por triplicado.

nanoparticulas y microparticulas poliméricas car-
gadas con vancomicina con tamafos entre 466
nm y 11,8 um (33,50). Sin embargo, en este
trabajo se obtuvieron nanoparticulas esféricas
con un tamafio promedio de 348 nm, resultados
comparables e incluso mejores que los obtenidos
en las investigaciones antes mencionadas.

Se considera que la técnica mas adecuada para
la preparacion de nanoparticulas de vancomicina
en &cido polilactico y para la encapsulacion de
otras moléculas hidrosolubles como péptidos,
proteinas y vacunas, es el método de sintesis
de doble emulsion agua-aceite-agua (water-oil-
water, W/O/W) y evaporacion del solvente (51,52).
Con esta técnica se han encapsulado diferentes
sustancias de caracter hidrofilico, como la albimina
de suero bovino (35), asi como la insulina y la
lisozima (53), y los tamafios obtenidos fluctuaron
entre 200 nmy 1.200 nm (39).

Con respecto a la concentracién de la vancomicina
en nanoparticulas de acido polilactico (0,09 ug de
vancomicina por mg de acido), esta fue suficiente
para evaluar el efecto antibacteriano. Sin embargo,
fue dificil alcanzar una concentracion mayor del
medicamento, porque en la mayoria de moléculas
hidrofilicas se presenta unarapida difusion en la fase
acuosa durante la emulsion (54-56). La liberacion
rapida de vancomicina en acido polilactico se ve
favorecida durante el proceso de evaporacion del
solvente, pues la sustancia encapsulada puede
liberarse en la fase acuosa a través de poros
presentes en las nanoparticulas (31,39). Ademas,
la baja concentracion de antibiético encapsulado
podria deberse a la localizacion del medicamento
en la superficie de las nanoparticulas (57), el cual
se elimina en el momento de la purificacion (41).

Es importante mencionar que la cantidad de
medicamento incorporada en el polimero depende
de las interacciones entre este y la presencia de
grupos funcionales como los ésteres o los carboxilos
(58). En este contexto, para las nanoparticulas
de ofloxacina en acido polilactico se obtuvo una
mayor concentraciéon de antibiético (0,73 ug de
medicamento por mg de polimero), probablemente
debido a una mayor interaccion electrostatica entre
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Cuadro 2. Actividad antibacteriana de compuestos contra E. coli 0157:H7 y SARM

Cepa bacteriana Compuesto CIM,; (pg/ml) CIM,, (ug/ml) CBM (pg/ml)

E. coli O157:H7 Ofloxacina 0,040 >3,2 >3,2
Ofloxacina en &acido polilactico 0,0010 0,90 >0,90
Vancomicina 0,50 1,3 >2,0

SARM Vancomicina en &cido polilactico 0,0050 0,010 >0,10

CIM,,: concentracion inhibitoria minima de 50 %; CIM, : concentracion inhibitoria minima de 90 %; CBM: concentracién bactericida minima. Todos

los ensayos se hicieron por triplicado.

las cargas negativas de los grupos carboxilos
terminales del acido polilactico (59) y las cargas
positivas generadas en el nitrogeno de la piperazina
presente en la ofloxacina (con valores de pH
inferiores a pKa,<6,08) (60).

Por otra parte, en los Ultimos afios se ha demostrado
una mayor eficacia de los antibidticos al estar
incorporados en las nanoparticulas poliméricas
(25,61). En este trabajo, las nanoparticulas de
ofloxacina en é&cido polilactico como agente anti-
bacteriano contra E. coli O157:H7 exhibieron un
efecto 40 veces mayor que la CIM,, del antibiotico
libre (cuadro 2 y figura 3). El aumento de la
actividad antibacteriana in vitro puede haberse
debido a una mayor interaccién entre la superficie
de las nanoparticulas y la membrana biolégica
(62). ElI aumento en la capacidad inhibitoria de
la ofloxacina y de otras fluoroquinolonas ha sido
objeto de las investigaciones de Jeong, et al.,
quienes determinaron un incremento del 30 %
en el efecto antibacteriano de la ciprofloxacina
encapsulada en PLGA contra E. coli (63). De igual
manera, se encontré que la ofloxacina encapsulada
en liposomas aumenté dos veces la inhibicién
(CIM=0,0525 pg/ml) contra E.coli ATCC 25922, en
comparacion conelmedicamentolibre (CIM=0,12 pg/
ml) (62). También, se evidencio la potencializacion
del efecto inhibitorio contra E. coli ATCC 35218 en
mas de 200 veces al emplear nanoparticulas de
ofloxacina en polietilencianoacrilato (CIM=0,0005
pg/ml), en comparacion con la ofloxacina
(CIM=0,12 pg/ml) (64).

Cabe destacar que se han hecho pocos estudios
empleando nanoparticulas poliméricas de vanco-
micina contra SARM. En algunas investigaciones
se ha observado una disminucion de la eficacia
antibacteriana contra S. aureus de la vancomicina
en nanoparticulas de acido PLGA y polietilenglicol
(CIM=128 pg/ml), en comparacion con el antibiético
libre (CIM=32 ug/ml) (33). En otros casos, se ha
reportado un aumento en la eficacia del medicamento
al conjugarlo con vancomicina en nanopatrticulas de
quitosano, cuya CIM contra S. aureus resistente a
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vancomicina disminuyé hasta 97 % (65). Resultados
similares se encontraron al usar nanoparticulas de
vancomicina conjugadas con oro y probadas frente
a SARM, con una CIM, de 8 pg/ml, en comparacion
con los 64 ug/ml de la vancomicina libre (66). En
esta investigacion, el uso de nanoparticulas de
vancomicina en acido polilactico redujo la CIM,,
contra SARM hasta en 100 veces comparada con la
del antibidtico libre (cuadro 2; figura 4). En este caso,
la mayor actividad antibacteriana de la vancomicina
cargada en nanoparticulas de acido polilactico se
debid, posiblemente, a una mayor biodisponibilidad
y entrega del medicamento (61). Asimismo, el incre-
mento en la potencia del antibiético puede responder
a la penetracion de las nanoparticulas poliméricas
de vancomicina en la membrana celular (65).

La actividad de los antibiéticos mejord ostensi-
blemente cuando se incorporaron en la matriz
polimérica del &cido polilactico. Los controles
de polietilenimina y de poloxamero 407 en las
concentraciones empleadas en la sintesis (0,0025 %
p/v 'y 0,5 % plv, respectivamente), no tuvieron
ningln efecto inhibitorio contra E. coli O157:H7
y SARM. Una de las principales caracteristicas
de las nanoparticulas sintetizadas favorable para
la actividad antibacteriana es la carga superficial
positiva por la presencia de polietilenimina (67)
(cuadro 1). Se ha comprobado que la carga
positiva en la superficie de las nanoparticulas
es un parametro importante en el anclaje inicial
sobre la superficie bacteriana, ya que genera
uniones electrostaticas con la superficie negativa
de las bacterias (68,69). Debe recordarse que la
superficie de las bacterias Gram negativas y Gram
positivas presenta una carga neta negativa, ya sea
por la presencia de &cidos lipoteicoicos o acidos
teicoicos, o por los lipopolisacéaridos y fosfolipidos
gue conforman la estructura celular (25,58).

Los resultados del presente trabajo demostraron
que caracteristicas tales como un tamafio inferior
a 380 nm y la carga superficial positiva de las
nanoparticulas de &cido polilactico, mejoraron la
potencia farmacologica de los medicamentos contra
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E. coli O157:H7 y SARM, por lo cual se plantean
como una importante alternativa en la inhibicién
del crecimiento de este tipo de cepas patdgenas
multirresistentes. Ademas, es importante destacar
gue no se han publicado otros estudios sobre el
tipo de nanoestructuras sintetizadas empleadas en
este trabajo, por lo cual estos resultados constituyen
una base para continuar el desarrollo de sistemas
de entrega de medicamentos en nanopatrticulas de
acido polilactico.
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