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Resumen

El quitosano (Qs) es ampliamente utilizado
en el desarrollo de nanosistemas de libera-
cion de componentes bioactivos en areas
de la biomedicina, debido a su biocompa-
tibilidad, biodegradabilidad y baja toxici-
dad. En el presente trabajo se reporta la
obtencién de nanoparticulas de quitosano
modificado con acido octanoico (QsH) y
la encapsulaciéon y transporte de un com-
puesto bioactivo. Se selecciond el carvacrol
(CAR), compuesto monoterpenoide princi-
pal del aceite esencial de oréganoy tomillo,
debido a sus propiedades antimicrobianas
y antioxidantes. La estructura quimica del

Qs se modificé mediante una reaccion de
amidacion, injertando cadenas hidrocarbo-
nadas de 8 carbonos a lo largo del esqueleto
quimico del Qs (grado de sustitucion 15 %),
por medio de la unién del acido carboxilico
del acido octanoico y los grupos amino del
Qs. El éxito de la reaccién se monitorizé
por espectroscopia de infrarrojo (FTIR). Las
nanoparticulas (NPs) de QsH se obtuvieron
por el método de gelificacion iénica usan-
do tripolifosfato pentasddico (TPP) como
agente reticulante. Para favorecer la en-
capsulacién del CAR en las NPs de QsH, se
prepard una emulsion de Tween 80:CAR la
cual se utilizé en diferentes proporciones de



QsH/CAR (25.0, 50.0 y 75.0 % (p/p)) para la
obtencidén de las NPs de QsH/CAR. Una vez
obtenidas las NPs de QsH con y sin CAR se
les determind el tamano hidrodinamicoy el
potencial Z. En particular, las NPs de QsH/
CAR preparadas a la proporcion del 50 %
(p/p) Mmostraron un tamafio de promedio
de 200 nm y un potencial Z de 13.44 mV,
las cuales muestran una forma ovoide, se-
gun las imagenes de Microscopia de Fuerza
Atémica (AFM). Los ensayos de viabilidad
bacteriana muestran que tanto E. colicomo
S. aureus son susceptibles a la actividad de
las NPs de QsH/CAR, observandose una
drastica disminucién de la viabilidad bac-
teriana, mas para la bacteria Gram (+). Estos
resultados sugieren que las NPs de QsH/
CAR son biomateriales nanoestructurados
novedosos con posibles aplicaciones en el
area de la biomedicina.

Palabras clave

Nanoparticulas basadas en quitosano, qui-
tosano, actividad antibacteriana, aceites
esenciales, carvacrol.

Introduccién

Las bacterias forman parte de la microbiota;
algunas son incluso de beneficio para el hos-
pedero, ya que estas desempenan funciones
importantes en diversos procesos bioldgicos,
como la regulacion del proceso de digestion,
modular el sistema inmunitario, evitar la co-
lonizacion de patégenos oportunistas, entre
otros [1, 2]. Sin embargo, una infeccién bacte-
riana puede ocurrir debido a un desequilibrio
entre el hospedero y las bacterias. Ademas,
el problema de infecciéon puede agravarse
cuando esta es ocasionada por bacterias re-
sistentes a multiples farmacos (BRMF) [1]. Al
respecto, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha publicado una lista de (BRMF), tales
como Staphylococcus aureus (S. aureus) y
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Escherichia coli (E. coli), bacterias a las que se
les busca, de manera prioritaria, novedosas
estrategias terapéuticas utilizando antibi6-
ticos existentes o nuevos compuestos con
capacidad antibacteriana [3,4].

Los aceites esenciales han generado gran
interés en el area de la medicina debido a
su alta bioactividad, por lo que grandes es-
fuerzos se han realizado para utilizarlos en el
tratamiento de infecciones ocasionadas por
BRMF [5]. Por ejemplo, se ha comprobado
la actividad bactericida de diferentes acei-
tes esenciales como el carvacrol [6], clavo
[7], canela [8], entre otros. La naturaleza
lipofilica de los componentes de los aceites
esenciales permite interactuar facilmente
con acidos grasos de la densa membra-
na celular microbiana [9, 10], afectando la
permeabilidad y propiedades mecanicas
de estas, conduciendo a la muerte de las
bacterias. Por ejemplo, el carvacrol (CAR,
2-metil-5-(1-metiletil) fenol, Figura 1a) aceite
esencial del orégano (entre 60-70 %) y tomi-
llo (en un 45 %) [11] ha generado interés para
combatir infecciones bacterianas, ya que es
capaz de desintegrar la membrana externa
de las bacterias Gram (-), afectando la inte-
gridad de la membrana citoplasmatica [12]
y provocando con ello la salida del ATP, la
inhibicién de la actividad de las ATPasas y
disminucioén de la fuerza motriz de los pro-
tones [13]. Sin embargo, el potencial uso del
CAR en practicas clinicas esta limitado por
su volatilidad y labilidad a la temperatura,
luz y aire [14] y baja solubilidad en agua. La
nanotecnologia aplicada ofrece una solu-
cidn a estos inconvenientes mediante el
diseno y fabricaciéon de dispositivos poli-
meéricos de escala nanométrica (nanoparti-
culas, nanoacarreadores, nanoplataformas,
nanosistemas) que sirvan como matrices de
carga, transporte y liberacién de estos com-



ponentes bioactivos. Estos nanomateriales
poliméricos pueden proteger al CAR de la
actividad del agua, evitar que se volatilice,
se oxide o se descomponga por efecto de
la temperatura y la luz, aumentando la efi-
ciencia bactericida del CAR.

Los materiales mas utilizados en el disefo
de este tipo de nanodispositivos de carga,
proteccion, transporte y liberacién de com-
puestos bioactivos son de origen bioldgico,
como carbohidratos, lipidos, proteinas y
polisacaridos, con los cuales se fabrican
micelas, liposomas y nanoparticulas po-
liméricas [15]. De estos biopolimeros, los
polisacaridos son los mas utilizados para
este propdsito, debido a que son altamente
abundantes en la naturaleza y su obten-
ciéon es de bajo costo. Ademas de que los
polisacaridos son materiales seguros, no
toxicos, biodegradables y biocompatibles
[16]. Por otra parte, la bioadhesividad y la
alta capacidad de asociacién que tienen
los polisacaridos con otros componentes
permite disenar dispositivos de liberaciéon
controlada de componentes bioactivos a
través de las barreras epiteliales [17].

En particular, el quitosano (Qs) es un poli-
sacarido obtenido a partir de la desacetila-
cién parcial o total de la quitina, el segundo
biopolimero mas abundante en la naturale-
za (el segundo después de la celulosa) [18,
19]. La quitina es un heteropolimero confor-
mado por unidades de N-acetil-D-glucosa-
mina (Figura 1b) y N-glucosamina (Figura
1c) unidas por un enlace glucosidico B-(1-4).
Debido a la alta proporcién de la unidad
N-acetil-D-glucosamina (>90 %) la quitina
es un polisacarido insoluble en agua y en
solventes organicos. Por otra parte, el Qs, al
ser un derivado de la quitina, su estructura
también estd conformada por unidades de
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N-acetil-D-glucosamina y N-glucosamina,
sin embargo, la proporcién de glucosami-
nas (>50 %) es mayor que la unidad aceti-
lada, por lo que el Qs es soluble en medios
acuosos ligeramente acidos debido a la
proporcion [18,19]. En adicién, este biopoli-
mero se caracteriza por ser biodegradable,
biocompatible, mucoadhesivo, modulador
del sistema inmune, hemostatico antibac-
teriano, antifungico y cicatrizante [18-21],
propiedades que han permitido que el Qs
sea ampliamente utilizado en diferentes
campos de ciencia, industria y tecnologia.
Se han desarrollado diversos materiales
funcionales a base de quitosano, tales como
hidrogeles, membranas de dialisis, suturas
biodegradables, produccién de gasas, cre-
mas bactericidas, apdsitos para tratamiento
de quemaduras y nanoparticulas de libera-
cion de farmacos.

Las nanoparticulas de Qs tiene particular
interés para la biomedicina, debido a su
capacidad de encapsular, transportar y li-
berar un farmaco en un sitio blanco. Ohya
y col. [22] fueron los primeros en proponer
un nanosistema de liberacion de farmacos
(con 5-fluoroacilo) a base de Qs. Las NPs de
Qs fueron sintetizadas por emulsién sim-
ple utilizando glutaraldehido como agente
entrecruzante. Sin embargo, el potencial
efecto toxico del glutaraldehido limita su
aplicaciéon en el area de la medicina. Poste-
riormente, Calvo y col. [23] prepararon NPs
de Qs por gelificacién ionotrépica usando
tripolifosfato pentasddico (TPP) como agen-
te entrecruzante. Las NPs de Qs obtenidas
por este método es un proceso mas gentil,
conservando las propiedades de biodegra-
dabilidad y biocompatibilidad del material
resultante. Ademas, el TPP tiene menor
grado de toxicidad que el glutaraldehido, lo
que lo hace un candidato importante para



su aplicacién en el darea biomédica. Este
proceso de sintesis se ha popularizado para
obtener nanosistemas poliméricos basadas
en quitosano para el transporte de macro-
moléculas (proteinas, ADN y ARN) [24, 25],
asi como para encapsular quimiofarmacos
tradicionales y otras moléculas de origen
bioldégico con potencial terapéutico, como
son los aceites esenciales.

En el presente trabajo, se disend y fabricd
una nanoparticula a base de quitosano la
cual fue cargada con CAR como componente
bactericida. Para esto, la estructura quimica
del quitosano se modificé con acido octa-
noico, mediante una reaccién de amidacion
con la finalidad de modular las propiedades
de agregacion del quitosano y aumentar la
capacidad de carga del CAR. Las NPs de Qs
se obtuvieron por el método de gelificacion
idnica, ajustando el pH de la disolucién de
guitosano a 4.2, la cantidad de TPP utilizado
y la proporcién de CAR adicionado durante
el proceso de gelificacion. Las NPs de Qs tie-
nen una morfologia esférica y se encuentran
en el rango de la escala nanomeétrica con
una carga superficial de aproximadamen-

a)

CH,

Figura 1. Estructura del a) carvacrol, b) la quitinay c) del Qs
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te 30 mV. Una vez obtenida la NP de QsH
cargada con carvacrol (QsH/CAR) se evalud
su potencial antibactericida usando cepas
Gram (-) y Gram (+) modelos, Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, respectivamente.

Metodologia

Determinacion de nimero de
grupos ionizables del Qs

El nUmero de grupos aminos presentes en la
molécula del Qs se determind por valoracién
potenciomeétrica, anadiendo cantidades de
disolucién de HCI 0.1 M y registrando los
cambios de los valores del pH y la conduc-
tividad. Brevemente, 0.1 g de Qs de bajo
peso molecular (120 000 g/mol), propor-
cionado por Sigma-Aldrich (Toluca, Estado
de México, México), se agregd a 50 mL de
agua desionizada. A la suspensién acuosa,
la cual se colocd bajo agitacion magnética
suave y constante, se le agregaron 200 uL
de una disolucion de HCI (0.1 M) y el valor
de pH y conductividad se registré una vez
que estos valores variaban por 0.01. Los va-
lores de pH y conductividad obtenidos se
graficaron contra la concentracion de HCI
anadida a la suspension de Qs.

H OH
H
o

OH




Hidrofobizacion del Qs con acido
octanoico

La hidrofobizacién del Qs se obtuvo unien-
do quimicamente acido octanoico a la es-
tructura quimica del Qs, con un grado de
modificacion del 15 % [26]. Brevemente, se
pesaron 1.5 g de Qs, los cuales se disolvie-
ron en 150 mL de HCI (0.1 M) para formar
una solucién de Qs al 1.0 % p/p, ajustando
inmediatamente el pH de la disolucién a 3.0
con NaOH (1 M). Por separado, se prepard
una solucién de acido octanoico (0.58 M),
N-(3-Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimi-
da (EDAC) (0.6 M) y N-Hidroxysuccinimida
(NHS) (0.6 M) en 15 mL de dimetilformamida
(DMF). Finalmente, 4.5 mL de esta solucién
fue adicionada a la solucién de Qs al 1.0 %,
ajustando el pH a 5.0 con NaOH (0.2 M).
Durante el experimento, el pH se mantuvo
entre 4.9 a 5.0,y se dejo reaccionar durante
24 horas. Una vez pasado este tiempo, el
guitosano hidrofobizado (QsH) se recuperd
por un proceso de dialisis para eliminar los
reactantes en exceso. Posteriormente, QsH
fue liofilizado y almacenado a temperatura
ambiente para posteriores analisis.

Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR)

El éxito de la reaccidn se corroboré por es-
pectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (FT-IR)-ATR, (espectrémetro Per-
kin-Elmer, Connecticut, USA). Los espectros
de FT-IR fueron obtenidos usando 64 esca-
neos a una resolucién de 4 cm™ de 4000 a
400 cm™.

Preparacion de NPs de QsH Carga-
das con CAR

Antes de cargar las NP de QsH con CAR, se
prepard una emulsion de CAR con Tween 80
(1% p/p), en agua destilada a temperatura
ambiente. Posteriormente, la emulsién de
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CAR fue agregado a la suspensién de QsH
para obtener relaciones de Qs/CAR al 25,
50y 75 % p/p. La emulsidon se mezcld en un
sonicador Q500 a una amplitud del 50 %
durante 2 minutos. Las NPs de QsH fueron
obtenidas por gelificacidon idnica usando
TPP como agente entrecruzante [23], con
pequenas modificaciones; se prepard una
disolucién de QsH (50 mg/mL) en acido
acético (0.050 M). Después de dejar toda
la noche en agitacién magnética el pH de
la disolucion se ajustd a 4.2. Por otra parte,
se prepard una solucién de TPP (2 mg/mL)
en agua desionizada. A la disolucion de QsH
se le aRadieron por separado 512,1024, 1536
ML de la emulsidon con CAR, para tener una
relacién de QsH/CAR al 75, 50 y 25 % p/p,
respectivamente y se colocaron en un bano
de agua a 60 °C durante 10 minutos, para
inmediatamente después pasar la disolu-
cién a un bano de agua a 4 °C, anadiendo
inmediatamente la solucién de TPP (relaciéon
TPP/QsH 1.2,1,0.8, 0.6 % p/p), dejando agitar
durante 20 minutos. Las NPs de QsH-CAR
se recuperarony lavaron por centrifugacion
a 9 000 rpm durante 30 minutos y resus-
pendidas en 5 mL agua desionizada, como
se muestra en la Figura 2.

QsHICAR QsHI/CAR
25% plp 50 % p/p

QsH/CAR
75 % plp

e;:? —
|

Figura 2. Resuspensidén en agua desionizada de NPs de
QsH cargadas con CAR

La Figura 3 muestra un esquema del pro-
ceso de fabricacion de la NP de QsH-CAR.
La particula de quitosano muestra que el
CAR se encuentra adentro de la red de la
NP de QsH con carga positiva externa. Es-
tas caracteristicas pueden representar una
gran ventaja, porque los sistemas con carga



superficial positiva suelen mostrar una alta
adherencia a las membranas celulares, las
cuales normalmente representan una carga
negativa [27].

Anadlisis del Tamano de las NPs y
Potencial Z

El tamano de NPs se determind por dis-
persiéon dindmica de luz (DDL), usando un
sistema digital ALV-5000 (ALV 5000/ E, ALV
GmbH, Alemania) equipado con un control
de temperatura ajustado a 25 °C, provisto
de un laser de longitud de onda de 633 nm
y 30 mW de potencia. Los experimentos
se realizaron a un angulo de 90 ° y el radio
hidrodinamico (RH) se obtuvo utilizando el
algoritmo CONTIN desarrollado por Proven-
cher y Stepanak35 y aplicando la ecuacion
de Stokes-Einstein, R, = KT/6mnD (ecuacién
1), donde k es la constante de Boltzmann, T
la temperatura absoluta, n la viscosidad de
la soluciény D el coeficiente de difusion de
las particulas en solucién diluida. Las me-
diciones se realizaron por triplicado con un
tiempo de muestreo de 120 segundos para
cada medicién. El radio se obtuvo prome-
diando las tres mediciones.

|
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1
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El valor del potencial zeta o carga superficial
de las NPs se midieron utilizando un Nano
ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, Reino
Unido). El instrumento mide la movilidad
electroforética de las particulas y el valor
del potencial zeta se obtiene usando la ex-
presién clasica de Smoluchowski, o<=¢g {/n
(ecuacion 2), donde q, g, ¢, y n denotan la
movilidad electroforética, permisividad de
los medios, potencial zeta de las particulas
y viscosidad de los medios, respectivamen-
te. Cada muestra se alimentd a un capilar
plegado, célula zeta clara y desechable. Las
mediciones se iniciaron después de alcanzar
el equilibrio térmico a 25 °C. El nUmero de
cargas en cada medida fue determinado
automaticamente por el equipo, los cuales
fueron reportados en milivolts (mV).

Microscopia de fuerza atomica

La morfologia de las NPs de QsH cargadas
con CAR fue observada por Microscopia de
Fuerza atédmica (AFM) JISPM-4210 (JEOL, Ja-
pon). Una gota de suspension NPs fue depo-
sitada en la micay se secé al aire durante 60
minutos. Las imagenes fueron observadas
en el modo no-contacto usando una punta

Tween 80 + CAR
(0.25, 50, 75 QsH/CAR

QsH (0.5 mg/mL)

TPP (2 mg/mL) =

Figura 3. Representacion de la NP de QsH-CAR obtenidas por gelificacién idnica



de silicio NSC15 (MikroMasch, Oregon, USA).
Las imagenes (AFM) se analizaron con el
software WSxM [28].

Analisis estadistico

Para el presente trabajo se realizdé un analisis
de varianza (ANOVA), asignando como fac-
tores la relacion las NPs nativas, modificadas
y cargados con CAR a diversas concentra-
ciones y se asigno al radio hidrodinamico
(nm) como variable de respuesta. Las dife-
rencias de las variables fueron asumidas a
través de la prueba de comparacién multi-
ple de Duncan (a=0.05). Las demas variables
fueron presentadas de manera categdricay
descriptiva. El analisis estadistico se realizd
con un paquete estadistico NCSS, 2000.

Resultados y discusién

Numero de grupos ionizables y
grado de desacetilacion

El nUmero de grupos aminos (grado de des-
acetilacion) presente en el Qs se puede de-
terminar por varios métodos analiticos tales
como curva de titulacién de pH y conduc-
tividad, espectroscopia UV [29], espectros-
copia infrarroja [30], analisis elemental [31],
espectroscopia 'H NMR y *C NMR [32]. En
este trabajo, el nUmero de grupos aminos
en el Qs se realizé por medio de un analisis
potenciométrico (conductividad y pH) [24].
La Figura 4 muestra la curva de titulaciéon
de pHy conductividad para Qs usando HCI.
Esta se construyd graficando los valores
de la conductividad y pH contra la canti-
dad de HCI que se adiciond a la disoluciéon
de Qs, presentandose tres fases: |) a bajas
concentraciones de HCI se observa que la
conductividad de la disolucién de Qs se in-
crementa progresivamente de -50 mV a 90
mV, mientras que el valor de pH disminuye
de 7.6 a 5.4; esto se debe al incremento en la
concentracion de iones H*, en cada adicion
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de HCI. ll) En la segunda fase, se puede ob-
servar una zona pseudoplana, en donde los
valores de conductividad y pH se mantienen
practicamente constantes. En esta fase, los
iones H* presentes en la suspensién del Qs
protonan a los grupos aminos presentes
en la molécula del Qs, razén por la cual los
valores de la conductividad y pH practica-
mente no varian. Conforme el numero de
grupos aminos protonados aumenta con
cada alicuota de HCl afladido, el quitosano
empieza a hidratare hasta solubilizarse, ob-
servandose que a un pH de 4.7 la suspen-
sion polimérica se observa transparente. Ill)
la fase lll se identifica cuando se observa
un incremento en la conductividad y una
disminucién en pH, debido a que todos los
grupos aminos se han protonado, dando
como resultado un exceso de iones H+ pre-
sentes en la solucién. El nUmero de grupos
aminos presentes en el Qs se determind en
el punto de interseccién de dos lineas rectas
entre la fase Il y Ill, indicando que 0.00053
moles de HCI fueron necesarios para neu-
tralizar la misma cantidad de grupos amino.
Por lo tanto, la cantidad de grupos aminos
para un mol de Qs (120 000 g/mol) es de 627
moles, lo cual corresponde a un grado de
desacetilacion del 84 %. De los 627 moles de
NH,, se modificé el 15 % con acido octanoico.

Espectroscopia de infrarrojo
(FTIR-ATR)

El grado de la modificacion del Qs se deter-
mMind por espectroscopia de infrarrojo (los
espectros FTIR-ATR representados en la
Figura 5). Los espectros de FTIR-ATR mues-
tran las senales caracteristicas de los grupos
funcionales presentes en el Qs nativo [33],
primeramente, se observa una banda ancha
a 3421 cm”, la cual se asocia al estiramiento
de los grupos -NH, y —OH, un pico situado
a 1661 cm™ que corresponde al enlace C=0



de las amidas secundarias, asi como una
banda a1073 cm™ correspondiente al enlace
C-O-C del anillo de piranosa. Por otro lado,
el espectro de infrarrojo del QsH muestra
diferencias significativas con respecto al
espectro FTIR-ATR del Qs nativo. La ampli-
tud de la banda de los grupos-NH,y -OH a
3421 cm™ disminuye, indicando una reduc-
cién del niumero de puentes de hidrégeno
entre las cadenas del biopolimero, debido
al impedimento estérico provocado por la
presencia de cadenas alifaticas de 8 carbo-
nos del &cido octanoico. Ademads, se observa
que la intensidad de los picos a 1661 cm™y
1519 cm corresponden al estiramiento C=0
y -NH, correspondientemente, del grupo
amida, confirmando el éxito de la reaccién
de amidaciéon [34, 35], determinando un
grado de modificacion del 12 %.

250 9

Conductividad

0.00053 moles

100

Conductividad (mV)

50

-50 0
0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001
HCl (M)

Figura 4. Curva de titulacién de pHy conductividad para
Qs usando HCI

NPs de Aoc-Qs Cargadas con CAR

Las NPs de QsH se obtuvieron por la téc-
nica de gelificacion idnica. Este proceso
de fabricacion se basa en las interacciones
electrostaticas entre los grupos amino del
Qs protonados (catién) y el TPP con carga
negativa (polianion). En medio acuoso, el
TPP (Na_P.O, ) se disocia en iones tripolifos-
fosfatos e iones hidroxilos, lo cual aumenta
el pH de disolucién a pH 9.0. Al afadir la
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solucién de TPP a la solucién de QsH (pH
acido), los iones tripolifosféricos se enlazan
a los grupos -NH_+ del Qs, originandose el
entrecruzamiento idnico y esta interaccion
se favorece a un pH acido.

— Qs nativo
120 Aoc-Qs

Transmitancia (%)

\
1519
lAmIdalI
1661 Yors
C=0,N-H coc
400 300 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda (cm™')

Figura 5. Espectros FT-IR de Qs nativo y Aoc-Qs (*15 %
de sustitucion)

Analisis del tamafo y medicion del
potencial Z

El tamafo y la carga superficial de las NPs
pueden manipularse variando ciertas con-
diciones experimentales del proceso de
obtencidn, como la concentraciéon de Qs, la
proporciéon TPP/Qsy el pH de la disolucién.
Ademas de que la proporciéon de TPP/Qs
es crucial para la formacién de las NPs [36,
37]. Por tanto, para optimizar el proceso
de fabricaciéon de NPs basadas en QsH, se
prepararon disoluciones de QsH a la con-
centracién de 0.5 mg/mL, la proporcién TPP/
Qs utilizada fue de 0.8 % p/p y el pH de la
disolucién de QsH se ajusté a 4.2, para asi
obtener obtener un sistema nanoparticu-
lado estable en medio acuoso. Bajo estas
condiciones experimentales, las NPs de Qs
nativo muestran una forma esférica con una
carga superficial de 36.5 mV, contrastando
con el valor de la carga superficial obteni-
do para las NPs de QsH, 13.56 mV (Tabla 1).
Esta disminucién en el valor del potencial
zeta indica una disminucién del niumero de
grupos -NH3 expuestos en la superficie de
la NP obtenida con QsH, debido a la unién
quimica del &cido octanoico a la estructura



del Qs. Cuando se agregd la emulsién de
CAR en el proceso de sintesis de nanoparti-
culas, se observé que para las proporciones
de QsH/CAR 25 % p/p y 50 % p/p el valor
de potencial Z practicamente se mantiene
constante, sin embargo, a la proporcién de
QsH/CAR al 75 % p/p se observa una dis-
minucion de la carga superficial (7.09 mV)
de las NPs de QsH, indicando un exceso de
surfactante en el sistema, los cuales pro-
vocan un efecto de apantallamiento de los
grupos aminos cargados.

El didmetro hidrodinamico de las NPs tanto
de Qs nativo como de QsH y NPs de Qs car-
gadas con CAR medidas por DLS se mues-
tra en la Tabla 1. Se puede observar que las
NPs elaboradas con QsH son significativa-
mente mas pequenas que las NPs de Qs
nativo (239 nm), excepto para las NPs QsH/
CAR obtenidas al 75 % p/p. La reduccidén
en el tamano de la NP se debe a las inte-
racciones hidrofdbicas intra e intercadena
mediadas por las cadenas alifaticas de los
residuos del acido octanoico. Este mismo
comportamiento fue observado por Robles
y col. [38] para NPs de Qs derivatizado con
aldehidos de cadenas largas. Los autores
concluyeron gque los tamanos promedio de
las NPs de Qs derivatizado son menores a
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los tamanos observado para las NPs de Qs
sin modificar, concluyendo que el tamano
es dependiente del grado de sustitucion,
probablemente debido a la compactacion
del nucleo de la NPs a un proceso de au-
toensamblaje de los Qs derivatizados, que
por efecto del disolvente las interacciones
hidrofébicas se favorecen, resultando en
la compactacion de la NP. Por otra parte,
el didmetro hidrodindmico para NPs QsH/
CAR cambia segun la proporciéon de CAR
afadida. Las NPs QsH/CAR de menor tama-
no fueron obtenidas a la proporcién del 25
% p/p (146 nm), mientras que para las NPs
obtenidas a la proporcion de QsH/CAR al 50
% p/p, el tamarfio de las NPs aumenta a 181
nm. Resultados similares fueron reportados
por Keawchaoon y Yoksan [39], quienes
reportaron que el tamano de las NPs de
Qs aumenta de manera proporcional a la
cantidad de carga del compuesto bioac-
tivo. Ademas, es importante recalcar que
las suspensiones de NPs obtenidas a estas
proporciones de QsH/CAR no sedimentan
en medio acuoso, indicando que la carga
superficial de las NPs es suficiente para
mantener la estabilidad de nanosistema
de quitosano. Sin embargo, de acuerdo con
los resultados obtenidos por DDL, las NPs
QsH/CAR obtenidas al 75 % p/p muestran

Tabla 1. Radio Hidrodinamico (RH) y potencial Z (mV) de NPs de Qs (modificado y nativo) y cargadas con CAR

DDL ¢ potential | Eficiencia | Capacidad | Diametro

(nm) (mV) Carga % Carga % AFM (nm)
NP Qs 239+12 | 36.5+0.5 - - 220 + 20
NP QsH 181+ 1 13.1+£0.2 - - 180 £ 10
QsH/CAR25% p/lp | 146+ 1 12.3+0.2 36.8+9 8.7+0.2 134+ 5
QsH/CAR 50 % p/p | 200+ 1 104+02 | 56.4+058 | 21.9%0.3 187 £ 12
QsH/ICAR75%plp | 578 +18 | 9.1%£0.3 19.3+4.28 | 124+0.11 385+ 30
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Figura 6. Imagenes de AFM de a) NPs de QsH y b) QsH/CAR 25 %, 50 % y 75 % QsH/car (p/p)

un tamano de 578 nm, ademas de que las
NPs sedimentan en un periodo de tiempo
muy corto, resultado que se espera para un
sistema con valores del potencial Z bajos.

Microscopia de fuerza atomica

La Figura 6 corresponde a las imagenes
de microscopia de fuerza atémica (AFM)
de las NPs de QsH (Figura 5a) y QsH/CAR
preparadas a las distintas proporciones de
CAR (Figura 6b-d), para las cuales se obser-
va una morfologia esférica. Los tamanos
observados por esta técnica son similares
a los observados por DLS. El tamano de las
NPs de QsH, QsH/CAR al 25 % p/p, 50 % p/p
y 75 % p/p son180 nm, 134 nm, 187 nm y 385
nm, respectivamente.
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Eficiencia de encapsulacion y
capacidad de carga de CAR

La cantidad de CAR capturado de las NPs
de QsH fue determinada por espectrosco-
pia de UV-visible y se reporté en términos
de eficiencia de carga (EC %) y capacidad
de carga (CC %), la cual se calculé con la
ecuacion 3y 4.

CAR

Ecuacion 3: EE% = ([CAR 1/CAR,,) x100

Total sobrenadante:

Ecuacion 4:CC% = ([CAR, ., - CAR
-CAR 11) x100

sobrenadante:

]/[CsH +[CAR,,

sobrenadante-

Las NPs de QsH tienen la capacidad de
encapsular CAR en la matriz polimérica.
La Tabla 1 muestra los valores de EC %y CC

M S. aureus + NPs Qs
= E. coli+ NPs Qs
M S. aureus + NPs QsH

= E. coli + NPs QsH

(UNNURRRRRARATAL,

e

[ M S aureus + CAR

= E. coli+ CAR

T T

M S. aureus + NPs Qs/CAR

B - Escherichia coli + NPs
— Qs/CAR

B S. aureus + NPs QsH/CAR

(AN RRN RN ARURRNNARR e

@ [T T TITTTT

A9

= E. coli + NPs QsH/CAR

Figura 7. Efecto de las NPs de Qs y QsH sin y cargadas con CAR sobre la viabilidad de E. coliy S. aureus



% para cada formulacidon preparada (QsH/
CAR 25 %, 50% y 75 % p/p), observandose
valores maximos de EC (56.4) y CC % (21.9)
para la las NPs QsH/CAR 50 %. Con base
a la estabilidad de la suspensién, tamano
y altos valores de EC % y CC %, se decidid
seleccionar el sistema de NPs QsH/CAR
50 % para evaluar el potencial bactericida
contra bacterias de interés, tales como E.
coliy S. aureus.

Actividad antibacteriana de las NPs
QsH/CAR

La actividad antibacteriana de las NPs de
QsH/CAR se evalué en bacterias modelo
Gram (-) y Gram (+), E. coli y S. aureus. La
Figura 7 muestra el efecto de las NPs prepa-
radas con Qsy QsH sin CARy cargadas con
CAR (Qs/CAR) sobre la viabilidad de ambas
cepas bacterianas. Como punto de partida,
se observa que las NPs de QsH (barras color
azul) presentan un mayor efecto antibacte-
riano sobre S. Aureus y E. coli comparado
con el efecto bactericida provocada por las
NPs Qs. (NPs Qs barra color morado), obser-
vandose que a la concentracién de 0.38 mg/
mL de NPs de Qs y QsH hay una reduccién
préoxima al 2%y 20 % para S. Aureusy E. coli
respectivamente. Es importante recordar
gue la pared bacteriana de S. aureus cons-
ta de una capa gruesa de peptidoglicano,
la cual estd compuesta por acido teicoico,
un glicopolimero constituido por numero-
SOs grupos anionicos de fosfatos los cuales
pueden interaccionar fuertemente con la
superficie catidnica de las NPs de QsH, lo
cual provoca la interrupcién de mecanismos
celulares vitales para la bacteria Gram (+) y,
eventualmente, conduciendo a la muerte
la bacteria [41]. Por otra parte, en la Figura
7 se puede observar que el CAR reduce
la viabilidad de E. coli hasta el 8 % para la
concentraciéon de 0.19 mg/mL, mientras
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que la viabilidad para S. aureus se redujo a
53 %, para la misma concentracion de CAR.
Esto se debe a las diferencias que existen
en la composicion y arquitectura entre las
membranas de las bacterias, E. coli que para
S. aureus. La membrana bacteriana de E.
coli consiste en una membrana fosfolipi-
dica, la cual es susceptible a la accion del
CAR el cual interacciona dvidamente con las
moléculas fosfolipidicas de la membrana
bacteriana, afectando la permeabilidad y
propiedades mecanicas de la membrana
[40]. Finalmente, se evalud el efecto de las
NPs Qs y QsH cargadas con CAR sobre la
viabilidad de S. aureus y E. coli. Es de sor-
prender las NPs de Qs/CAR no son tdxicas
para S. aureus, mientras que para E. Coli
la viabilidad se reduce a al 55 %. Sin em-
bargo, cuando las cepas bacterianas son
tratadas con NPs preparadas con QsH/CAR
(barra color rosa), se observa una drastica
disminucion de la viabilidad de S. aureus y
E. coli, siendo mas susceptible la bacteria
Gram (+). Por lo que al considerar la activi-
dad antibacteriana de las NPs QsH y de las
NPs QsH/CAR se puede concluir que existe
una sinergia entre la accién bactericida del
CARYy la accion bactericida del QsH, debido
a la asociacion de las NPs QsH con la pared
celular S. aureus.

Conclusion

En este trabajo se reporta la hidrofobizacién
del quitosano uniendo residuos de acido
octanoico mediante una reaccién de ami-
dacién mediada por EDAC/NHS. El éxito de
la reaccion se confirmé por espectroscopia
de FTIR-ATR, observandose cambios en la
amplitud de la banda a 3421 cm™y el incre-
mento en la intensidad del pico a1519 cm,
asociado con el estiramiento de los grupos
metilo y metileno, confirmando la presencia
de las cadenas alifaticas provenientes del



acido octanoico. Las NPs de QsH se obtu-
vieron por la técnica de gelificacion idnica,
proceso que se optimizé con el objetivo de
obtener una suspensiéon de NPs de QsH es-
table y con capacidad de ser cargadas con
CAR (pH de 4.20, con una concentracion
de TPP de 2 mg/mL y de QsH de 0.5 mg/
mL y una relaciéon TPP/QsH de 0.8 % p/p).
El tamafio promedio de dichas NPs QsH/
CAR mostraron un tamano de 181 nm para
la relacién del 50 % p/p y una reduccién de
la carga superficial (potencial Z de 13.06
mV), con capacidad de atrapar CAR con
alta eficiencia (EC % (56.4) y CC % (21.9)). Con
base a los resultados de viabilidad bacte-
riana, este sistema nanoparticulado afec-
ta la viabilidad tanto de E. coli como de S.
aureus, afectando en mayor proporcién
a la cepa bacteriana Gram (+). Por lo que
el sistema nanoparticulado NPs QsH/CAR
puede considerarse como un biomaterial
con capacidad bactericida, representando
una alternativa en el tratamiento de infec-
ciones bacterianas.
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