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Resumen

En las últimas décadas se ha evidenciado que los antibióticos no están produ-
ciendo el mismo efecto determinante que cuando fueron originalmente sinteti-
zados, dada la aparición de microorganismos resistentes. Ante esta necesidad, 
la nanotecnología con aplicaciones médicas surge como una alternativa de 
sistemas de entrega que permitan mantener o mejorar el efecto antimicro-
biano. En este escenario, los polímeros biodegradables, biocompatibles, y no 
inmunogénicos, como el caso del ácido poli-láctico-co-glicólico (PLGA) cobran 
gran relevancia como sistemas de nanoencapsulamiento. El presente trabajo 
muestra la síntesis de nanopartículas poliméricas cargadas con vancomicina 
mediante doble emulsión solvente-evaporación, su caracterización fisicoquí-
mica, el efecto del agente estabilizante en la síntesis y el efecto antimicrobia-
no de las mismas frente a SARM. Se obtuvieron nanopartículas poliméricas 
PLGA-mPEG cargadas de vancomicina de menos de 300nm, de carga positiva 
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y estables, con una actividad antimicrobiana frente a SARM comparable con el 
antibiótico libre.

Palabras clave: nanopartículas poliméricas, nanotecnología, nanopartículas 
encapsuladas, PLGA, vancomicina, SARM.

Abstract

In recent decades it has become clear that antibiotics are not producing the 
same determining effect as when they were originally synthesized, considering 
the emergence of resistant microorganisms. In the face of this necessity, nano-
technology with medical applications emerges as an alternative delivery sys-
tem that allows maintaining or improving the antimicrobial effect. In this sce-
nario, biodegradable, biocompatible, and non-immunogenic polymers, such 
as poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA), become highly relevant as nanoencap-
sulation systems. The present work shows the synthesis of polymeric nanopar-
ticles loaded with vancomycin through double solvent-evaporation emulsion, 
their physicochemical characterization, the effect of the stabilizing agent on 
the synthesis and their antimicrobial effect against MRSA. Vancomycin-loaded 
PLGA-mPEG polymeric nanoparticles of less than 300nm, positively charged 
and stable, with antimicrobial activity against MRSA comparable to the free 
antibiotic, were obtained.

Keywords: polymeric nanoparticles, nanotechnology, encapsulated nanoparti-
cles, PLGA, vancomycin, MRSA.

Introducción

El uso indiscriminado de antibióticos 
ha propiciado el desarrollo de diver-
sos mecanismos de resistencia en mi-
croorganismos patógenos, compro-
metiendo la eficacia de estos agentes 
(1). A su vez, la aparición de bacterias 
multirresistentes a los antibióticos 
convencionales ha aumentado signi-

ficativamente la morbilidad y morta-
lidad por enfermedades infecciosas 
atribuidas a estos patógenos (2). La 
prevalencia de infecciones causados 
por Staphylococcus aureus, represen-
tan un grave problema de salud pú-
blica (3), especialmente en Colombia, 
donde se ha evidenciado un incre-
mento de las patologías asociadas a 
esta bacteria (4–6). S. aureus ha mos-
trado disminución en la sensibilidad a 
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diferentes clases de antibióticos, tales 
como: fluoroquinolonas, clindamici-
na, tetraciclina, meticilina, entre otros 
(7–9). Según las estadísticas, los pa-
cientes colonizados con Staphylococ-
cus aureus resistente a la meticilina 
(SARM) presentan un mayor riesgo de 
mortalidad que los pacientes coloni-
zados por S. aureus sensible a la me-
ticilina (10,11).

La resistencia que han desarrollado 
los microorganismos a los tratamien-
tos terapéuticos ha despertado un 
gran interés por la búsqueda de nue-
vas alternativas para combatirlos. Se 
destaca la necesidad de explorar con-
ceptos novedosos y no convenciona-
les en el desarrollo y formulación de 
medicamentos para superar la crisis 
global de antibióticos. La nanotec-
nología biomédica se presenta como 
una estrategia prometedora para re-
formular antibióticos establecidos de 
manera que recuperen su actividad 
contra patógenos resistentes (12). En 
este contexto, la nanotecnología ha 
permitido el desarrollo de nuevos na-
nosistemas de liberación de fárma-
cos, los cuales mejoran la biodispo-
nibilidad, biodistribución y evitan la 
degradación enzimática del fármaco 
(13,14). Debido a su tamaño, los na-
nosistemas de liberación de fármacos 
pueden superar las barreras fisiológi-
cas, pueden ser modificados y funcio-
nalizados de modo que realicen una 
entrega más eficiente sobre la diana 

biológica y mejorar la interacción con 
la misma (15,16). Estudios recientes 
han demostrado que las nanopartí-
culas poliméricas presentan grandes 
ventajas debido a sus características 
fisicoquímicas de tamaño, morfología 
y carga superficial. Estas característi-
cas pueden ser controladas de acuer-
do con la elección de la matriz poli-
mérica, adición de agentes catiónicos 
o aniónicos que modifiquen la carga 
superficial, y por los métodos de sín-
tesis empleados (17,18).

Los polímeros más utilizados para la 
síntesis de nanopartículas polimé-
ricas son el ácido poli-láctico (PLA), 
ácido poli-glicólico (PGA) y su co-po-
límero ácido poli-láctico co-glicólico 
(PLGA); en general, estos polímeros 
se caracterizan por ser polímeros 
biodegradables, biocompatibles, y 
no inmunogénicos, aprobados por 
la agencia de drogas y alimentos de 
Estados Unidos, FDA (18,19). Sin em-
bargo, se ha demostrado que estos 
polímeros por ser hidrofóbicos son 
fácilmente eliminados por el sistema 
macrófago (20,21). Una de las estra-
tegias para aumentar la permanen-
cia de estos materiales en el sistema 
biológico es la modificación de las 
propiedades superficiales de estos 
polímeros realizando una funcionali-
zación estructural con polímeros de 
carácter hidrofílico. Entre las modifi-
caciones más comunes está la funcio-
nalización con polietileglicol (PEG), el 
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cual es un polímero biocompatible y 
no inmunogénico; características que 
le permiten ser usado para aplicacio-
nes biológicas (20,21).

Actualmente, uno de los tratamientos 
empleados contra infecciones causadas 
por SARM incluye el uso del antibióti-
co vancomicina, el cual presenta acti-
vidad antimicrobiana frente a bacterias 
Gram-positivas (22). Es por tanto, que 
la encapsulación de antibióticos se per-
fila como un nanosistema viable para 
el mejoramiento de las propiedades del 
antibiótico y combatir más eficiente-
mente las enfermedades causadas por 
estos dos patógenos. En este trabajo de 
investigación, se empleó vancomicina, 
antibiótico empleado para tratamien-
to de infecciones causadas por SARM, 
el cual fue encapsulado en nanopartí-
culas poliméricas de ácido poli-lácti-
co-co-glicólico pegilado (PLGA-mPEG). 
La síntesis de las nanopartículas se lle-
vó a cabo empleando un agente catió-
nico para conferir una carga superficial 
positiva y lograr mejorar la interacción 
con la membrana celular de la bacteria. 
Finalmente, se evaluó la actividad anti-
microbiana in vitro de los nanosistemas 
obtenidos frente a SARM empleando el 
método de microdilución en caldo.

Materiales y Métodos

Materiales y cepas

El ácido poli láctico-co-glicólico (PLGA 
50:50, PM 38000-54000 Da), poloxá-
mero 407, Poli etilenglicol monometil 
éter (mPEG, PM 5000 Da), clorhidra-
to de vancomicina de Streptomyces 
orientalis, polietilenimina (50%(v/v) 
en solución acuosa, PM 2000), fueron 
adquiridos de Sigma Aldrich (St Louis, 
Missouri). Los medios de cultivo, cal-
do Muller-Hilton (MH) e infusión ce-
rebro corazón (BHI), fueron obtenidos 
de Oxoid. D-(+)-glucosa fue obtenida 
de Merck Novabiochem. El tolueno, 
diclorometano, acetato de etilo fue-
ron obtenidos de Panreac. Todos los 
reactivos usados eran de grado ana-
lítico y se emplearon sin purificación 
posterior. Agua MilliQ con resistividad 
de 18.3 MΩ fue usada para la pre-
paración de todas las soluciones. La 
cepa SARM es un aislado clínico de la 
Escuela de Bacteriología y laboratorio 
clínico de la Universidad Industrial de 
Santander.

Síntesis del bloque polimérico  
PLGA-mPEG

La síntesis del bloque polimérico se 
llevó a cabo por polimerización en 
masa fundida usando como catali-
zador 2-etilhexanoato estañoso si-
guiendo la metodología encontrada 
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en la literatura tal como se describe a 
continuación (21,23). En detalle, 1 gra-
mo de PLGA y 0.2 gramos de mPEG 
fueron disueltos en 15 mL de tolueno 
seco, añadiendo como catalizador 2 
mg de 2-etilhexanoato estañoso a la 
solución. La reacción se llevó a cabo 
a 114 ºC en baño de aceite, con agi-
tación a 250 rpm y atmósfera de N2 
durante 8 h en un matraz de tres bo-
cas equipado con agitador magnético 
y reflujo. Posteriormente, el tolueno 
fue retirado bajo presión reducida; el 
sólido obtenido fue disuelto en diclo-
rometano (DCM), para posteriormen-
te añadir la solución orgánica sobre 
un volumen de agua de 100 mL a esta 
solución orgánica a 60º C con agita-
ción vigorosa. Finalmente, el sólido 
fue separado por decantación y seca-
do al vacío durante 3 horas.

Caracterización del bloque polimérico

Se obtuvo el espectro infrarrojo usan-
do un espectrofotómetro de infrarrojo 
marca Bruker-Tensor 27, con celda ATR 
Platimun A225/Q de cristal de diamante 
en un ancho espectral entre 4000 y 600 
cm-1. El espectro RMN-1H fue adquiri-
do utilizando un equipo de Resonancia 
Magnética Nuclear marca Bruker Avan-
ce III de 400 MHz equipado con sonda 
para muestras líquidas usando como 
solvente CDCl3 y como patrón interno 
de referencia TMS. El tratamiento del 
espectro de RMN-1H se realizó en el 
software MestreNova 5.1.1.

Preparación de vancomicina encapsulada 
en nanopartículas poliméricas  
de PLGA-mPEG

De acuerdo con las características 
hidrofílicas que presenta la vanco-
micina se eligió el método de doble 
emulsión solvente-evaporación para 
la obtención de las nanopartículas 
tal como se describe a continuación 
(24). Se tomó un volumen de solución 
acuosa (A1) que contenía previamente 
disuelto el fármaco, se añadió sobre 
el solvente orgánico que contenía di-
suelto una cantidad de PLGA-mPEG; 
esta mezcla se colocó en un Vórtex 
a 3000 rpm para formar la prime-
ra emulsión (A1/O). Inmediatamente 
después, esta primera emulsión fue 
añadida a una solución acuosa (A2), 
que contenía disuelto el surfactante 
y un agente catiónico y se agitó em-
pleando un homogenizador Ultratu-
rrax a 15500 rpm. Una vez formada 
la segunda emulsión (A1/O/A2), el sol-
vente orgánico fue retirado por roto 
evaporación dando paso a la forma-
ción de las nanopartículas poliméri-
cas. Posteriormente, se realizó la pu-
rificación de las nanopartículas por 
centrifugación a 14000 rpm durante 
30 minutos a 4ºC. Se realizaron tres 
lavados con agua tipo I para garan-
tizar la completa eliminación de los 
remanentes de polímero, fármaco, 
surfactante y agente catiónico.
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Caracterización fisicoquímica de las 
nanopartículas poliméricas  
del PLGA-mPEG.

La determinación del tamaño hidrodi-
námico promedio y el índice de poli-
dispersión, se realizó a 25ºC usando 
una cubeta plástica de volumen redu-
cido utilizando la técnica DLS operado 
en un ángulo de incidencia de 90º, con 
un equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS. 
La carga superficial fue evaluada a tra-
vés de la medición del potencial zeta 
tomando una dilución de muestra 1:10 
con una solución fosfato 1 mM pH 6.0. 
Las medidas del potencial zeta se lle-
varon a cabo en el equipo zetasizer 
Nano-ZS (Malvern, USA) por triplicado 
con cubeta capilar plástica DST 1060 
con electrodos de oro. El estudio de 
las características morfológicas de los 
encapsulados de vancomicina en na-
nopartículas de PLGA-mPEG se llevó 
a cabo utilizando un microscopio de 
barrido electrónico (FE-SEM, QUANTA 
47FEC 650) con un detector de elec-
trones secundario, mediante el modo 
STEM. La muestra fue depositada so-
bre un grid con recubrimiento de oro 
(EMS, 100–400 mesh). Posteriormen-
te, se evaporó el solvente acuoso de 
las NPs a temperatura ambiente y se 
analizaron las muestras empleando 
un voltaje de aceleración de 30 kV y 
60000 X de ampliación.

Determinación del porcentaje de 
encapsulación

El contenido de vancomicina encap-
sulados en las nanopartículas (NPs) 
de PLGA-mPEG fue determinado em-
pleando cromatografía líquida de alta 
resolución en fase reversa RP-HPLC. 
Para calcular el porcentaje de encap-
sulación de los antibióticos se destru-
yeron las nanopartículas poliméricas 
en solución orgánica y se realizó una 
extracción líquido-líquido de los fár-
macos para su posterior cuantificación. 
Los cálculos del porcentaje de encap-
sulación se llevaron a cabo por medio 
de la siguiente ecuación:

La vancomicina fue cuantificada por 
HPLC con un cromatógrafo Agilent, 
modelo 1100, equipado con una bomba 
cuaternaria G1311A, detector de arre-
glo de diodos (DAD), modelo G1315A y 
un inyector automático, G1321. El mé-
todo para la cuantificación de vanco-
micina se basó en el desarrollado por 
la FDA (24) Se empleó una columna 
C18 (Zorbax GF-250) y como fase mó-
vil isocrática 9% ACN/tampón 25 mM 
KH2PO4 (pH 3,2) y un flujo de 1 mL/min 
con detector UV-230 nm.
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Determinación del efecto antimicrobiano 
de vancomicina libre y encapsulados en 
nanopartículas de PLGA-mPEG

Se determinó la concentración míni-
ma inhibitoria (CMI) y concentración 
mínima bactericida (CMB) de vanco-
micina sin encapsular y encapsula-
dos en nanopartículas de PLGA-mPEG 
usando el método de microdilución 
en caldo en placas multi-pocillo de 
ELISA. Los protocolos para el control 
y crecimiento de bacterias fueron es-
tandarizados previamente en el Gru-
po de Investigación en Bioquímica y 
Microbiología (25).

Inicialmente, se preparó un preinócu-
lo para cada una de las bacterias en 
medio líquido, caldo Muller-Hilton 
(MH) para SARM. Los preinóculos se 
realizaron en el 10% del volumen fi-
nal de crecimiento, y se llevó a incu-
bación por un período de 12 h a 37 ºC 
y 200 rpm. Después de transcurrido 
el tiempo se llevó al volumen final, se 
ajustó a la escala McFarland hasta al-
canzar una concentración bacteriana 
de 7x108 UFC/mL para SARM.

Posteriormente, se hizo el segui-
miento de la cinética de crecimiento 
empleando 100 µL de este inóculo 
bacteriano durante 8 horas, en mi-
croplacas que previamente contenían 
diluciones acuosas de vancomicina 
(0.3– 3.2 µg/mL) o de antibiótico en-
capsulado en nanopartículas de PL-

GA-mPEG. A continuación, se incu-
baron las microplacas a 37°C con una 
agitación de 200 rpm. Las medidas de 
absorbancia se realizaron en un es-
pectrofotómetro lector de microplaca 
ELISA (Biorad, imarck) a 595 nm du-
rante 8h. La CMI fue definida como la 
menor concentración de antibiótico 
(encapsulado y sin encapsular) que 
produce una inhibición en el creci-
miento de la bacteria. Los valores de 
CMI50 y CMI90 corresponden a las dosis 
que inhibieron el 50% y 90% del creci-
miento bacteriano, respectivamente.

Los porcentajes de inhibición para 
cada uno de los antibióticos (libres y 
encapsulados) se calcularon por me-
dio de la siguiente ecuación:

Af= Absorbancia final de crecimiento 
en la concentración del fármaco eva-
luada

A0= Absorbancia inicial de crecimien-
to en la concentración del fármaco 
evaluada

Ac= Absorbancia final de la bacteria 
en ausencia de fármaco

La concentración mínima bactericida 
(CMB) se determinó a partir de los va-
lores que presentaron una CMI≥50%. 
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Inmediatamente después de realizada 
la determinación de las CMIs, se tomó 
una alícuota de 100 µL en cada uno de 
los pocillos con las concentraciones a 
evaluar y se inocularon con 900 µL de 
medio de cultivo líquido infusión de 
cerebro corazón (BHI). Los cultivos se 
llevaron a cabo en tubos Eppendorf 
previamente esterilizados y fueron 
incubados a 37ºC con los respecti-
vos controles. Después, se confirmó 
la CMB sembrando en medio sólido 
aquellas concentraciones donde la 
absorbancia haya sido igual a la del 
medio puro. Posterior a la incubación 
en medio sólido BHI durante 24h, se 
determinó como CMB aquella con-
centración donde no hubo crecimien-
to alguno de colonias microbianas.

Resultados y discusión

Caracterización del bloque polimérico

La identidad del bloque polimérico 
sintetizado PLGA-mPEG (Figura 1) fue 
determinada por espectroscopia in-
frarroja y espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear.

Figura 1. Estructura bloque polimérico PLGA-mPEG.

El espectro infrarrojo del produc-
to sintetizado (Figura 2) muestra las 

principales bandas características de 
los grupos funcionales presentes en 
la estructura del bloque polimérico 
PLGA-mPEG.

Figura 2. Espectro infrarrojo del bloque PLGA-mPEG sintetizado.

En el espectro se observa una ban-
da a 3376 cm-1 correspondiente a la 
tensión del enlace OH presente en 
el extremo glicólico de la estructura; 
mientras que a 2996 cm-1 se obser-
van las tensiones generadas por los 
grupos CH2 y CH del residuo glicólico 
y láctico, respectivamente. La banda 
observada a 1751 cm-1 es atribuida a 
la vibración del enlace C=O presen-
tes en los residuos del ácido láctico y 
glicólico del copolímero. Finalmente, 
a 1171 y 1085 cm-1 aparecen las vibra-
ciones de la flexión del enlace C-O de 
los ácidos láctico y glicólico (23,26).

El análisis de RMN-1H se realizó usan-
do como patrón de referencia el des-
plazamiento químico de tetrametilsi-
lano (TMS) (Figura 3). En el espectro 
se observa un singulete con despla-
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zamiento químico de 3.65 ppm ge-
nerado por los grupos metilenos del 
mPEG. La superposición de dobletes 
observada a 1.56 ppm es atribuida a 
los protones de los grupos metil del 
ácido láctico en la cadena polimérica. 
Finalmente, las señales observadas en 
5.2 ppm y 4.8 ppm corresponden a 
los multipletes del grupo CH del ácido 
láctico y CH2 del ácido glicólico, res-

pectivamente La relación monoméri-
ca del ácido láctico, ácido glicólico y 
etilenglicol en la composición del blo-
que polimérico PLGA-mPEG se calculó 
integrando las señales normalizadas 
tomando como referencia la señal de 
1.56 ppm del ácido láctico que pre-
senta la mayor intensidad; la relación 
encontrada fue 1:0.70:0.21 respectiva-
mente (27,28).

Figura 3. Espectro RMN-1H del bloque polimérico PLGA-mPEG sintetizado

Los análisis llevados a cabo por espec-
troscopia infrarroja y resonancia mag-
nética nuclear confirmaron la identidad 
del bloque polimérico sintetizado.

Caracterización de vancomicina 
encapsulada en nanopartículas 
poliméricas de PLGA-mPEG

Se realizó la caracterización fisicoquí-
mica determinando el tamaño hidro-

dinámico promedio, carga superficial, 
morfología y porcentaje de encapsu-
lación para cada uno parámetros eva-
luados. Se estudió el efecto sobre el 
tamaño hidrodinámico promedio y la 
carga superficial de las nanopartículas 
mediante la variación de los agentes 
estabilizante-agente catiónico mante-
niendo una concentración constante 
(Tabla 1).
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Tabla 1. Tamaño hidrodinámico promedio.

Agente
Estabilizante

[0.5 %p/v]

Agente
Catiónico

[0.5 %p/v ]

Tamaño ±DS
[nm]

PdI
(índice de 

polidispersión)

Potencial zeta 
[mV]±DS

PVA Gelatina 710±12 1 + 0,94±0,2

PVA PEI 452±19 1 + 6,25±0,3

Poloxámero 407 Gelatina 233±13 0,3 + 0,33±0,06

Poloxámero 407 PEI 292±17 0,3 + 3,14±0,70

*Concentración del polímero 25 mg/mL, concentración de vancomicina 12,5 mg/mL, relación A1:O:A2 1:10:100, pH:7.4

Con el uso de poloxámero 407 se ob-
tuvieron nanopartículas con un ta-
maño hidrodinámico promedio alre-
dedor de 300 nm y menor índice de 
polidispersión. La mayor estabilidad 
estérica del poloxámero frente al PVA 
podría estar asociada al volumen de 
los grupos hidrofílicos de polioxietile-
no POE orientados hacia la fase acuo-
sa evitando la aglomeración y precipi-
tación de las mismas (29–31)

Se buscó la obtención de nanopartí-
culas poliméricas con carga superfi-
cial positiva para mejorar la interac-
ción electrostática con la membrana 
bacteriana la cual posee una carga 
superficial negativa (32–34). Como 
puede observarse en la Tabla 1, el 
uso de PEI aumentó significativa-
mente la carga superficial positiva 
de las nanopartículas respecto al uso 
de gelatina. Estos resultados podrían 
estar atribuidos a la abundancia de 
grupos amino en la estructura del PEI 
(35). Por otro lado, la menor carga 
superficial positiva conferida por la 
gelatina con respecto a PEI se debe 

a que su punto isoeléctrico está en 
un rango de pH entre 7.0 y 9.0, por lo 
tanto, a pH 7.4 la carga neta tiende a 
ser cero (36,37), de manera que existe 
una menor interacción con la superfi-
cie de las nanopartículas. Además, la 
adición de gelatina causó formación 
de agregados al cabo de tres horas, 
evidenciando una baja estabilidad de 
la emulsión.

Se ha demostrado que la carga super-
ficial es directamente proporcional al 
pH (34,38), por esta razón, se estudió 
el cambio del potencial zeta a dife-
rentes pH. Utilizando la mezcla po-
loxámero-PEI (Figura 4).
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Figura 4. Evaluación de la carga superficial de las nanopartículas recubiertas con PEI a diferentes pHs. Condiciones: 25 mg/mL PLGA-mPEG, 
1 mL DCM, 100 µL vancomicina 12,5 mg/mL como fase acuosa interna, 10 mL de 0,5% p/v poloxámero y PEI (0,25 y 0,5) % p/v como fase 

acuosa externa.

Los resultados mostraron una de-
pendencia de la carga superficial res-
pecto al pH. Este hecho podría estar 
asociado a una mayor adsorción del 
PEI sobre las nanopartículas. Debido 
a la disminución del pH, un mayor nú-
mero de grupos amino presentes en 
la estructura del PEI podrían encon-
trarse protonados, de manera que la 

potencial zeta tiende a valores posi-
tivos (36). Además, se encontró que 
a pH 6.0 se obtiene un potencial zeta 
positivo de mayor magnitud. Por esta 
razón, y con el fin de aumentar esta 
carga superficial se estudió el efecto 
de la concentración de PEI (0.15, 0,25, 
0.35, 0,5 y 1 % p/v) a pH 6.0 (Tabla 2).

Tabla 2. Evaluación del efecto de la variación de la concentración de PEI a pH 6.0

Porcentaje PEI %(p/v) Tamaño±DS [nm] Carga ± DS [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

1 223±7 + 0,13±0,05

*Concentración del polímero 25 mg/mL, concentración de vancomicina 12,5 mg/mL, relación  
A1:O:A2 1:10:100, pH:6,0 poloxámero 407 0.5% p/v

Como se puede observar en la tabla 
2, dado que el PEI es un polielectro-
lito, el aumento de su concentración 
incrementa la fuerza iónica del medio, 
lo que da como resultado una dismi-

nución de las interacciones iónicas con 
la nanopartícula que se ve reflejado 
en un potencial zeta bajo (36). La ma-
yor carga superficial positiva se obtu-
vo a una concentración de PEI de 0,15 
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%(p/v). Esta concentración se mantuvo 
constante en los ensayos posteriores 
de porcentaje de encapsulación, mor-
fología y ensayos microbiológicos.

Porcentaje de encapsulación

Se evaluaron dos solventes orgáni-
cos, acetato de etilo y diclorometano 
(DCM), en el porcentaje de encapsula-

ción. Este análisis se realizó debido a 
que el tipo de solvente orgánico ejerce 
una influencia significativa en el por-
centaje de encapsulación. Este efecto 
se atribuye a las diferentes tasas de 
precipitación de las nanopartículas, las 
cuales dependen del nivel de miscibili-
dad del solvente en la fase acuosa (39). 
Los resultados pueden observarse en 
la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto del solvente orgánico sobre el porcentaje de encapsulación

Solvente mg vancomicina/ g de NPs

DCM 0,11

Acetato de Etilo 0,50

*Concentración del polímero 25 mg/mL, concentración de vancomicina 12.5 mg/mL, relación A1:O:A2 1:10:100, 
poloxámero 407 0.5% p/v, PEI 0.15%

El uso de acetato de etilo condujo a 
un mayor porcentaje de encapsulación 
respecto al DCM. Esto se debe a que el 
acetato de etilo es parcialmente soluble 
en agua y puede difundirse en el me-
dio acuoso más fácilmente que el DCM 
creando regiones de supersaturación. 
Como resultado de la agregación de 
polímero cada gota de solvente en la 
emulsión en las regiones de supersatu-
ración conduce a la formación de varias 
nanopartículas atrapando una mayor 
cantidad de fármaco (39–41).

Zakeri y colaboradores (42) encapsu-
laron vancomicina en nanopartículas 
de PLGA por el método doble emul-
sión-solvente evaporación (A1/O/A2). 

Los tamaños hidrodinámicos promedio 
para vancomicina encapsulada en PLGA 
fueron mayores que los obtenidos en 
este trabajo, este hecho podría ser atri-
buido a las condiciones de la emulsión 
utilizados. Para la obtención de nano-
partículas en este trabajo se usó una 
mayor velocidad y tiempo de agitación 
lo que conduce a una disminución del 
tamaño hidrodinámico (43). La carga 
superficial aumentó debido a la presen-
cia del agente catiónico PEI. Sin embar-
go, el porcentaje de encapsulación fue 
menor con respecto a los resultados de 
Zakeri, las diferencias podrían ser atri-
buidas al mayor tiempo de formación 
de la emulsión lo que facilita la difusión 
de la vancomicina al medio acuoso (44).
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Radovic y colaboradores (34) encap-
sularon vancomicina en NPs de PL-
GA-mPEG y PLGA-PLH-mPEG (PLH: 
polihistidina) por el método A1/O/A2 
con un tamaño de 196 nm y 221 nm, 
respectivamente. El tamaño hidrodi-
námico mayor con respecto al obteni-
do por Radovic podría atribuirse a una 
mayor concentración del polímero en 
la fase orgánica y una menor relación 
entre las fases A1/O/A2 (45).

Finalmente, las mejores condiciones 
encontradas para obtener vancomi-
cina encapsulada en un sistema na-
noestructurado de PLGA-mPEG con 
un promedio hidrodinámico de 300 
nm y carga superficial positiva fueron: 

25 mg PLGA-mPEG, 1 mL de acetato 
de etilo, 100 µL (12,5 mg/mL) de van-
comicina, 0,5 % (p/v) de poloxámero 
407, 0,15% de PEI, velocidad de emul-
sión 15500 rpm.

Morfología

Los sistemas nanoencapsulados de 
PLGA-mPEG/PEI con vancomicina pre-
sentan una morfología esférica, con 
una distribución de tamaños cercana 
a 300 nm, tal como fue observada por 
DLS. La morfología de las nanopar-
tículas fue similar a la obtenida por 
otros autores para vancomicina en-
capsulada en NPs de PLGA-mPEG (34).
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Figura 5. Distribución de tamaño y morfología de las nanopartículas de PLGA-mPEG/PEI.
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Concentración del polímero 25 mg/
mL, concentración de vancomicina 
12.5 mg/mL, relación A1:O:A2 1:10:100, 
poloxámero 407 0.5% p/v, PEI 0.15%. 
La figura de la izquierda muestra ima-
gen obtenida por la técnica DLS con 
un equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS 
de las NPs sintetizadas, mientras que 
la figura de la derecha corresponde 
a la imagen obtenida por microsco-
pio de barrido electrónico (FE-SEM, 
QUANTA 47FEC 650) de las NPs sinte-
tizadas.

La evaluación de los diferentes pará-
metros permitió obtener nanopartícu-
las poliméricas con un tamaño hidro-
dinámico promedio alrededor de los 

300 nm, (Figura 5) con una carga su-
perficial positiva de +9.7 mV y un por-
centaje de encapsulación de 0,50%.

Evaluación de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de van-
comicina encapsulada en NPs de PL-
GA-mPEG/PEI mostró que para una 
CMI50 no hay diferencias significativas 
en el efecto antimicrobiano respecto 
a la vancomicina libre, estos resulta-
dos son comparables con los obte-
nidos por (34). Sin embargo, para la 
CMI90 se observó que la vancomici-
na encapsulada tuvo una pérdida de 
actividad del 29.1% con respecto a la 
vancomicina libre.

Tabla 4. CMI50 y CMI90 de vancomicina frente a SARM.

Bacteria Antibiótico CMI50 µg/mL CMI90 µg/mL

SARM Vancomicina
Libre 0.50 1.10

Encapsulada ~0.51 1.42

Teniendo en cuenta que la vancomi-
cina actúa inhibiendo la síntesis de la 
pared celular bacteriana, es posible 
que se haya presentado una compe-
tencia entre el antibiótico y la nano-
partícula cargada positivamente con 
PEI por la afinidad de la membrana 
externa de la bacteria. Por lo tanto, 
en presencia de las nanopartículas 
no se observaría un aumento en la 
actividad antimicrobiana sino una 
disminución en la misma (referencia). 
Adicionalmente, la baja relación en-

tre el antibiótico y polímero, es decir 
el porcentaje de encapsulación al-
canzado 0,50 mg vancomicina/ g de 
NPs, pudo haber afectado el efecto 
antimicrobiano dada la baja disponi-
bilidad del fármaco. (referencia)Otros 
autores, han encontrado que algunos 
sistemas nanoencapsulados tienen 
una pérdida de actividad antimicro-
biana posiblemente asociada a la alta 
afinidad de los fármacos con el na-
nocarrier o la lenta tasa de liberación 
del fármaco (46,47).



85

Efecto antimicrobiano de vancomicina encapsulada en nanopartículas cationicas de 
PLGA-mPEG/PEI frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) Ortiz et al.

Posterior a la determinación de la con-
centración mínima inhibitoria (CMI), 
se realizó la evaluación del efecto 
bactericida de las nanopartículas. De 
acuerdo con las concentraciones eva-
luadas se evidenció que la vancomici-
na encapsulada en nanopartículas de 
PLGA-mPEG/PEI presentó actividad 
bactericida. Por tanto, se consideran 
estas concentraciones como bacte-
riostáticas frente a la cepa de estudio.

Conclusiones

Se realizó la síntesis del bloque po-
limérico PLGA-mPEG por polimeriza-
ción en masa fundida, los espectros 
de FTIR y RMN-1H fueron congruen-
tes con la estructura del copolímero. 
Mediante la metodología de doble 
emulsión evaporación de solvente 
se lograron obtener nanopartículas 
de PLGA-mPEG encapsulando dos 
antibióticos de diferente naturale-
za. Las nanopartículas sintetizadas 
presentaron un tamaño hidrodiná-
mico promedio alrededor de 300 
nm y carga superficial alrededor 
de +10 mV utilizando poloxámero 
407 como agente estabilizante y PEI 
como agente catiónico. De acuerdo 
con las imágenes obtenidas se pudo 
confirmar que se obtuvieron nano-
partículas poliméricas cargadas, con 
una morfología esférica, y estables 
en función del tiempo, lo que valida 

los parámetros de síntesis analiza-
dos en el presente trabajo.

Los resultados de actividad antimi-
crobiana mostraron que la vancomi-
cina encapsulada no presentó una 
disminución del CMI50 en tanto que 
los resultados fueron comparables 
con la vancomicina libre. Si bien, es 
probable que la vancomicina haya 
competido con la nanopartícula car-
gada positivamente buscando afini-
dad por la membrana celular de este 
tipo de bacteria gram-positiva, este 
estudio también permite analizar la 
posibilidad de emplear el método de 
síntesis de nanopartículas poliméri-
cas cargadas utilizando antibióticos 
gram-específicos que tengan un me-
canismo de acción dual, no solamente 
enfocado a la inhibición de la forma-
ción de la pared celular sino también 
presenten un mecanismo de acción 
que procure la degradación desde la 
parte interna de la bacteria. De igual 
manera, el presente estudio se limitó 
a la evaluación de la actividad anti-
microbiana frente a una única cepa 
de SARM, por lo que un estudio pos-
terior podría incluir una mayor diver-
sidad de cepas no solo de Staphylo-
coccus resistentes, sino también de 
estreptococos, enterococos de forma 
que se pueda determinar el posible 
cambio en la actividad antibacteriana 
del antibiótico estando en un sistema 
nanoparticulado polimérico.
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