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A través de muchos kilómetros, nunca he dejado de sentir el apoyo y el interminable amor 

de mis amigos de toda la vida: Zaci, gracias por no dejar que la distancia aminore nuestras 
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Resumen e ı ́ndice de la tesis 

RESUMEN	E	ÍNDICE	DE	LA	TESIS		
La presente Tesis Doctoral, titulada “Control	 farmacocinético	 en	 la	 liberación	 de	

antimicrobianos	desde	apósitos	avanzados	y	desde	nanopartículas	dirigidas:	Evaluación	

de	 su	 e icacia	 bactericida	 en	 heridas	 tópicas	 infectadas”, se ha desarrollado en el 

Departamento de Ingenierı́a Quıḿica y Tecnologı́as del Medio Ambiente de la 

Universidad de Zaragoza (España), dentro del Instituto de Nanociencia y Materiales de 

Aragón (INMA). Para su implementación, se ha colaborado con miembros del grupo de 

investigación de Partı ́culas y Pelı ́culas Nanoestructuradas (NFP, Nanostructured	Films	

and	Particles) perteneciente a la Universidad de Zaragoza y con miembros del grupo de 

Materiales Avanzados en Biomedicina (AMiB, Advance	 Materials	 in	 Biomedicine) 

perteneciente al Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA). La investigación 

que se expone a continuación ha sido desarrollada bajo la codirección de la Dra. Silvia 

Irusta y el Dr. Manuel Arruebo. La investigación fue inanciada por la beca CVU: 710618 

otorgada por el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologı́as (CONAHCyT) 

del Gobierno Mejicano. Además del apoyo prestado por el Ministerio de Economı ́a y 

Competitividad de España (código de subvenciones CTQ2017-84473-R y PID2020-

113987RB-I00). También se contó con el apoyo del CIBER-BBN que es una iniciativa 

inanciada por el VI Plan Nacional de I+D+i 2008-2011, Iniciativa Ingenio 2010. Las 

acciones de CIBER están inanciadas por el Instituto de Salud Carlos III (España) con la 

ayuda del Fondo Europeo de Desarrollo Regional.  

En esta Tesis Doctoral, se han empleado diversas estrategias con el objetivo de 

desarrollar sistemas de liberación de antimicrobianos basados en polı́meros 

biocompatibles para abordar la naturaleza polimicrobiana de las infecciones tópicas y 

el creciente problema de la resistencia bacteriana a los antibióticos. El enfoque principal 

es lograr la liberación de agentes antibacterianos de una manera óptima para mejorar 

su e icacia en el tratamiento de infecciones en heridas tópicas. 

Para ello, se han diseñado sistemas que proporcionan una liberación sostenida 

de los agentes antibacterianos, permitiendo una actividad antimicrobiana e icaz 

durante un perı ́odo prolongado de tiempo. La elección de polı ́meros se basó en su 

capacidad para interactuar de manera segura con los tejidos, minimizando la potencial 
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toxicidad y los efectos adversos en el entorno de la herida. Se compararon sistemas 

compuestos por nano ibras formando apósitos cargados con tres agentes terapéuticos 

diferentes: antibióticos (rifampicina y cipro loxacino), antisépticos sintéticos 

(clorhexidina) y antisépticos naturales (timol) presentes en aceites esenciales de 

tomillo y de orégano entre otras plantas. Además, para potenciar la e icacia de los 

antibióticos y reducir las concentraciones necesarias para producir una inhibición en el 

crecimiento bacteriano, se investigó el direccionamiento del antimicrobiano a través de 

un anticuerpo especı́ ico que reconoce una bacteria patógena o mediante la sinergia de 

dos antibióticos en un mismo apósito.  

La tesis se estructura en cinco capıt́ulos descritos brevemente a continuación:  

 El Capítulo	 I corresponde a la introducción, donde se abordan los conceptos 

generales relacionados con las heridas tópicas y su proceso de cicatrización. Se 

examinan las caracterı ́sticas de las heridas agudas y crónicas, ası ́ como los 

factores que in luyen en el proceso regenerativo, incluyendo aspectos 

isiológicos y las potenciales infecciones causadas por patógenos. Con relación a 

las infecciones, se profundiza en la evolución temporal de una infección y la 

potencial formación del bio ilm bacteriano, incluyendo el microbioma presente 

en las heridas infectadas y se exploran los diferentes tratamientos utilizados 

para curar dichas heridas, tales como antisépticos, antibióticos, compuestos 

naturales y los nanomateriales empleados para la liberación de estos fármacos 

como sistemas de liberación controlada. Además, se enuncian los objetivos 

generales de esta tesis. 

 En el Capítulo	II se aborda la incorporación de: Rifampicina (RIF), Clorhexidina 

(CHX) y Timol (THY) en apósitos elaborados con ibras electrohiladas de 

copolı́meros de metacrilato ácido, Eudragit® L100-55 y S100, cuya respuesta 

está condicionada por el pH del medio, ası́ como un copolı́mero pH-

independiente, Eudragit® RS100. Se detalla la caracterización isicoquı́mica de 

los apósitos y se evalúa su capacidad de liberación de los compuestos contenidos 

en la ibras en disoluciones con diferentes valores de pH, ya que el pH de una 

herida varı́a según la carga bacteriana presente. Asimismo, se analiza la 
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actividad antibacteriana frente a Staphylococcus	aureus GFP y Escherichia	coli 

S17, tanto de los compuestos libres como de los apósitos cargados con los 

mismos. Para evaluar dicha actividad, se determinan la Concentración Mı́nima 

Inhibitoria (MIC) y la Concentración Mı ́nima Bactericida (MBC). Finalmente, se 

realiza un estudio de citocompatibilidad de estos apósitos frente a macrófagos 

murinos J774, al igual que frente a los fármacos libres. 

 El Capitulo	III	aborda la incorporación de dos antibióticos, la rifampicina (RIF) 

y el cipro loxacino (CIP), en un apósito compuesto por dos estructuras distintas 

preparadas mediante técnicas electrohidrodinámicas. Las ibras del polı ́mero 

Eudragit® RS100 cargadas con RIF fueron decoradas con partı́culas también de 

Eudragit® RS100, cargadas con CIP. El objetivo principal de esta estrategia es 

lograr una reducción de las dosis de antibióticos necesarias para el control 

bacteriano aprovechando la posible sinergia entre los mismos y las distintas 

cinéticas de liberación de los antibióticos desde las ibras y desde las partı ́culas. 

Para ello se llevó a cabo inicialmente la determinación del Indice de 

Concentración Inhibitorio Fraccional (FICI) para conocer si existe dicha sinergia 

cuando se encuentran en forma libre. Posteriormente, se realizaron evaluaciones 

biológicas para determinar la actividad antimicrobiana a través de la 

determinación de la MIC y la MBC, tanto del apósito cargado como de los 

fármacos libres. Asimismo, se analiza la capacidad de los antibióticos para 

inhibir la formación de bio ilms y su capacidad de disrupción sobre bio ilms 

preformados. Además, se examina la citocompatibilidad de los antibióticos 

combinados y de los mismos incorporados en el apósito utilizando 

queratinocitos humanos (HaCaT), ibroblastos humanos (NHDF-Ad) y 

macrófagos murinos (ATCC-TIB-67™). Este análisis permite evaluar el impacto 

de los antibióticos en la viabilidad y funcionalidad de estas células clave en el 

proceso de cicatrización.  

 En el Capítulo	 IV se llevó a cabo un análisis exhaustivo de la e icacia y 

selectividad de nanopartı́culas de PLGA funcionalizadas con un anticuerpo 

especı ́ ico dirigido a los epı ́topos de S.	aureus y cargadas con un antibiótico (RIF) 
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respecto de las mismas partı́culas sin direccionar. La actividad antimicrobiana 

se evaluó en bacterias planctónicas, sésiles e intracelulares. Además, se 

utilizaron modelos de cocultivo de E.	 coli	 y	 S.	 aureus para demostrar la 

selectividad del agente de direccionamiento seleccionado. Asimismo, se empleó 

un modelo de macrófagos humanos infectados para demostrar la capacidad de 

dirigirse a las células bacterianas intracelulares. En este capı ́tulo se seleccionó la 

RIF como antibiótico modelo para analizar exclusivamente la e icacia de las 

nanopartı́culas dirigidas en comparación con las no funcionalizadas en 

escenarios tan complejos como aquellos en los que el patógeno bacteriano 

infecta a las células humanas y permanece en su interior como patógeno 

persistente.  

 El Capítulo	 V presenta las conclusiones generales obtenidas en esta Tesis 

Doctoral.  

Por último, se incluyen tres anexos:  

 Anexo	 I, contiene los reactivos utilizados, la descripción de las técnicas y 

equipos de caracterización empleados para la sı ́ntesis y caracterización de 

los materiales estudiados en esta Tesis Doctoral.  

 Anexo	II, describe las optimizaciones seguidas durante la deposición de las 

ibras del capı ́tulo II, junto a las cinéticas de liberación de cada fármaco 

contenido en los apósitos del Capı́tulo II.  

 Anexo	III, señala las contribuciones a congresos y la lista de publicaciones 

cientı́ icas derivadas directa o indirectamente de esta Tesis.
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SUMMARY	AND	THESIS	OUTLINE		
This Doctoral Thesis, entitled "Pharmacokinetic	 control	 in	 the	 release	 of	

antimicrobials	from	advanced	dressings	and	targeted	nanoparticles:	Evaluation	of	their	

bactericidal	ef icacy	in	infected	topical	wounds”, has been developed in the Department 

of Chemical Engineering and Environmental Technologies of the University of Zaragoza 

(Spain). For its elaboration, a scienti ic collaboration was established between the 

Nanostructured Films and Particles (NFP) research group and the Advanced Materials 

in Biomedicine (AMiB) research group, the later belonging to the Biomedical Research 

Center of Aragon (CIBA). The research herein presented has been conducted over a 

period of four years (2019 - 2023), under the co-supervision of Dr. Silvia Irusta and Dr. 

Manuel Arruebo, and has been funded by the CVU scholarship: 710618 provided by the 

National Council of Science and Technology (CONACyT) of the Mexican Government. In 

addition, inancial support has been provided by the Ministry of Economy and 

Competitiveness of Spain (grant number CTQ2017-84473-R). CIBER-BBN is an 

initiative funded by the VI National R&D&I Plan 2008-2011, Ingenio 2010 Initiative, and 

CIBER's actions are funded by the Carlos III Health Institute (Spain) with the help of the 

European Regional Development Fund. 

This Doctoral Thesis compiles diverse strategies to develop biocompatible 

polymer-based systems to address polymicrobial topical infections and the increasing 

issue of bacterial resistance. The main objective is to deliver antibacterial agents in an 

optimal manner to increase their ef icacy, thereby reducing the risk of antimicrobial 

resistance. To accomplish this, different approaches involving the design of suitable 

polymeric systems have been explored. These systems are designed to sustainably 

release antibacterial agents, ensuring prolonged and effective antimicrobial activity.  

The selection of biocompatible polymers is based on their ability to safely 

interact with tissues, minimizing potential toxicity and adverse effects in the wound 

environment. In this context, systems composed of nano iber-based dressings loaded 

with three different therapeutic agents, namely antibiotics (rifampicin and 

cipro loxacin), synthetic antiseptics (chlorhexidine), and antiseptics present in 

essential oils (thymol), were compared on the evaluation of their antimicrobial action. 
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Additionally, systems were designed to enhance the ef icacy of antibiotics at low 

concentrations to minimize resistance. This was achieved through a speci ic antibody 

targeting to Gram-positive bacteria or through the synergistic combination of two 

antibiotics within a single dressing, thereby reducing the required concentration to 

bacterial elimination.  

To facilitate reading and improve the comprehension, and to offer a detailed 

analysis of the work conducted, the thesis is structured into ive chapters, which are 

brie ly described as follows: 

 Chapter	 I corresponds to the introduction, which addresses fundamental 

concepts related to the physiology of topical wounds and their healing process. 

It explores the characteristics of both acute and chronic wounds, as well as the 

factors in luencing their healing process, including physiological aspects and 

potential infection caused by pathogens. Regarding infections, it delves into the 

progression of an infection and bio ilm formation, including the description of 

the wound's microbiome in infected wounds. Furthermore, it examines various 

treatment modalities to promote wound healing, such as antiseptics, antibiotics, 

natural compounds, and nanomaterials employed for drug delivery. The general 

objectives of this thesis are also stated. 

 Chapter	 II focuses on the incorporation of therapeutic agents, speci ically 

Rifampicin, Chlorhexidine, and Thymol, into dressings composed of copolymeric 

ibers derived from methacrylic acid, Eudragit® L100-55 and S100. The response 

of these dressings is in luenced by the surrounding pH, while a pH independent 

copolymer, Eudragit® RS100, is also investigated. This chapter provides a 

comprehensive characterization of the dressings and evaluates their 

antimicrobial release capacity at different pH values. Furthermore, it analyzes 

their ability to exert antibacterial activity against GFP-expressing S.	aureus and 

against E.	coli S17, analyzing both the free therapeutic agents and equivalent 

doses of the loaded dressings. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) are determined to evaluate such 

activity. Finally, a cytocompatibility study of these drug-loaded dressings is 



  

XVII 
 

Summary and tesis outline 

conducted using J774 murine macrophages, as well as the equivalent doses of 

the free drugs. 

 Chapter	III addresses the incorporation of two antibiotics, Rifampicin (RIF) and 

Cipro loxacin (CIP), into a dressing that features two distinct structures 

prepared using electrohydrodynamic techniques. Speci ically, ibers based on 

Eudragit® RS100 polymer loaded with RIF were decorated with particles, also of 

Eudragit® RS100, loaded with CIP. The main objective of this strategy is to 

achieve a sustained release of the antibiotics. Initially, the Fractional Inhibitory 

Concentration Index (FICI) is determined to assess the potential synergy 

between those free antibiotics, thereby evaluating whether their antibacterial 

activity is enhanced when combined. Subsequently, biological evaluations are 

conducted to analyze the antimicrobial activity by determining the MIC and MBC 

against S.	aureus and E.	coli, both for the loaded dressing and for the equivalent 

doses of the free drugs. Additionally, the ability of the antibiotics to inhibit 

bio ilm formation and their disruptive capacity against preformed bio ilms are 

analyzed. Furthermore, the cytocompatibility of the antibiotic combination and 

the antibiotics incorporated in the dressing are examined using human HaCaT 

keratinocytes, human ibroblasts (NHDF-Ad), and murine macrophages (ATCC-

TIB-67™). This analysis allows for an assessment of the antibiotics impact on the 

viability and functionality of these crucial cells involved during the healing 

process. 

 Chapter	IV presents a comprehensive analysis of the ef icacy and selectivity of 

PLGA nanoparticles functionalized with selective antibodies carrying 

antibiotics, speci ically targeting S.	 aureus in its different states: planktonic, 

sessile, and intracellular, to evaluate the effectiveness of targeted antibiotic 

therapy in these distinct environments. Co-culture models of E.	coli and S.	aureus 

are used to demonstrate the selectivity of the chosen targeting agent. Moreover, 

a model of infected human macrophages is employed to demonstrate the ability 

of the developed nanoparticles to target intracellular bacterial cells. In this 
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chapter, RIF is selected as a model antibiotic to exclusively analyze the 

effectiveness of targeted nanoparticles compared to non-functionalized ones. 

 Chapter	V presents the general conclusions obtained in this Doctoral Thesis. 

Finally, three appendices are included: 

 Appendix	I contains the reagents used, the description of the techniques 

and characterization equipment employed for the synthesis and 

characterization of the materials developed in this Doctoral Thesis. 

 Appendix	 II describes the optimizations carried out during iber 

deposition described in Chapter II, along with the antimicrobial release 

kinetics and mathematical models used. 

 Appendix	III highlights the contributions to conferences and the list of 

scienti ic publications directly or indirectly derived from this Doctoral 

Thesis.
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I.2.1 Evolución cinética de una infección ......................................................................................... 8 

I.2.2 Bio ilm ............................................................................................................................................... 10 

I.2.3 Patógenos y microbioma en heridas infectadas .............................................................. 11 

I.3	Tratamientos	farmacológicos	para	la	curación	de	heridas	..................................	15 
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I.1	Heridas	tópicas	
La piel es el órgano más grande del cuerpo humano y cumple una función vital 

como barrera protectora contra diferentes agresiones, como bacterias, xenobióticos y 

frente a la deshidratación. Sin embargo, cuando la estructura y el funcionamiento de 

esta barrera se ve dañada por diferentes factores, por ejemplo: fricción, traumas, 

procedimientos quirúrgicos, enfermedades como la diabetes o quemaduras, entre 

otros, se genera una herida tópica, la cual, dependiendo de la gravedad de la lesión, 

puede resultar en un desequilibrio isiológico sustancial o incluso producir una 

discapacidad signi icativa, afectando la calidad de vida de la persona afectada1. Por ello, 

es importante la investigación orientada a reducir el tiempo de cicatrización de la 

herida evitando ası́ complicaciones e infecciones y que, al mismo tiempo, la piel 

regenerada cuente con las mismas funciones y apariencia estética.  

I.1.1	Proceso	de	curación	de	heridas	tópicas	

Las fases de curación de una herida se pueden clasi icar en 4 grandes bloques 

que se enumeran a continuación (Fig. 1): 

1. Hemostasia	(Fig.	1A): Es un proceso que comienza inmediatamente después de 

la lesión con el objetivo principal de detener la hemorragia mediante el 

estrechamiento de los vasos sanguı ́neos y la activación de las plaquetas y la 

formación de la ibrina para formar un coágulo en el lugar de la lesión. El coágulo 

sirve como andamiaje para las células implicadas en la fase inicial de 

in lamación, además de proteger al sistema vascular y al funcionamiento de los 

órganos vitales2.   

2. In lamación	(Fig.	1B): Esta fase comienza en las primeras 24 horas después de la 

lesión, donde los mastocitos liberan enzimas y aminas (ej., histamina) como 

mediadores de la in lamación que causan dolor, enrojecimiento e hinchazón. Los 

macrófagos, neutró ilos y monocitos son importantes para eliminar potenciales 

patógenos, impurezas y restos de células dañadas. Además, liberan citoquinas y 

factores de crecimiento que activan la regeneración del tejido en las siguientes 

fases3.  
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3. Proliferación	(Fig.	1C): Esta fase comienza al tercer dıá después de producirse la 

lesión, y su objetivo principal es crear una barrera protectora para evitar el 

acceso de agentes nocivos y permitir que los procesos regenerativos sean 

adecuados. Los procesos clave de esta fase incluyen la angiogénesis, la migración 

de ibroblastos y la creación de una matriz extracelular provisional, que 

proporciona soporte para la epitelización4.  

4. Maduración/Remodelación	(Fig.	1D): Durante esta fase inal, los mio ibroblastos, 

una subpoblación de ibroblastos, desempeñan un papel esencial en la 

cicatrización de heridas. Estas células se contraen y producen colágeno, 

fortaleciendo el tejido recién formado. Los mio ibroblastos también son 

responsables de la producción de matriz extracelular, que proporciona un 

andamiaje crucial para la reparación del tejido dañado. La maduración del tejido 

granular conduce a la organización de la nueva epidermis, culminando en el 

proceso de cicatrización4.  

	

Fig.	1 Etapas	del	proceso	de	curación	de	heridas.	

Cada etapa dentro del proceso es diferente, pero para que la curación se lleve a 

cabo con éxito debe haber una correcta secuencia y superposición entre cada una de las 

fases lo que conlleva a una curación en un corto perı́odo de tiempo.   
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I.1.2	Heridas	agudas	y	crónicas		

La curación de una herida implica procesos complejos y coordinados a nivel 

celular, molecular y humoral. Cuando todas las fases anteriormente descritas ocurren 

isiológicamente de manera exitosa y en el orden correcto, a la lesión se le conoce como 

herida aguda y en la mayorı ́a de los casos, estas heridas no necesitan intervención 

hospitalaria5 produciéndose una regeneración perfecta del tejido. Sin embargo, en la 

mayorı́a de los casos, la curación de las heridas conduce a la formación de cicatrices 

dada una elevada respuesta ibrótica, y en otros casos, debido a distintas causas, el 

proceso de curación se alarga en el tiempo y puede conducir a la generación de heridas 

crónicas.	

Una herida se considera crónica si no muestra mejorı́a después de 4 semanas. 

Esta condición se debe a un estado de in lamación patológica que resulta en un proceso 

prolongado, descoordinado y en ocasiones incompleto de curación6, lo que puede 

resultar en cicatrización de iciente o disfunción anatómica de la zona lesionada. Las 

úlceras de pie diabético (UPD), úlceras venosas en la pierna (UVP), úlceras por presión 

(UP), infecciones en el sitio quirúrgico (ISQ), abscesos y úlceras traumáticas7 son 

algunos de los tipos más prevalentes de heridas crónicas. Además, factores negativos 

internos y externos, como trastornos metabólicos, de iciencias en el sistema 

inmunológico, lesiones vasculares, circulación sanguı́nea de iciente, diabetes, mala 

alimentación, edad avanzada, inactividad o un tratamiento inadecuado, pueden 

obstaculizar la progresión adecuada del proceso de curación de la herida, aumentando 

la croni icación. Cuando una herida se encuentra en un estado de in lamación 

patológica, como en el caso de las úlceras diabéticas3, la alta concentración de glucosa 

en la sangre puede prolongar la in lamación y afectar a la liberación adecuada de 

factores de crecimiento necesarios para una cicatrización adecuada. Esto puede resultar 

en retrasos en la curación de la herida y aumentar el riesgo de infección, lo que complica 

aún más el tratamiento. Las heridas crónicas no solo impactan negativamente en la 

calidad de vida del paciente, sino que también representan un problema de salud 

pública. A nivel mundial, la prevalencia global de diabetes en personas de 20 a 79 años 

se estimó en un 10.5% en 2021, lo que equivale a 536.6 millones de personas8. En 
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Europa, especı ́ icamente, la cantidad de personas con diabetes supera los 55 millones, 

de las cuales aproximadamente 8 millones presentan un riesgo potencial de desarrollar 

úlceras en los pies debido a su condición. Lamentablemente, la ine icacia en el 

tratamiento de estas úlceras contribuye a un alarmante número de amputaciones de 

extremidades inferiores, estimadas en alrededor de 450,000 casos anuales, con un coste 

económico que oscila entre 2-2.5 mil millones de euros9.  

Estas heridas crónicas son una preocupación creciente para los profesionales de 

la salud, debido a que otras patologı́as crónicas asociadas, como la hipertensión venosa 

y la diabetes, están en aumento debido al envejecimiento de la población y representan 

un alto coste para los sistemas de salud pública. Para favorecer la curación y 

cicatrización de una herida es necesario no solo poner atención en el tratamiento y 

cuidados si no también considerar otras patologı ́as potencialmente pre-existentes 

además de abordar los aspectos isiológicos presentes en el ambiente de las lesiones, 

como el pH10. 

I.1.3	Variaciones	del	pH	en	las	diferentes	etapas	de	curación	de	una	
herida	

Dentro del proceso de curación de una herida existen diferentes factores 

isiológicos que pueden in luenciar este proceso, uno de ellos es el pH11. Normalmente, 

la piel tiene un pH entre 4 y 611,12, que es óptimo para la salud de la piel en términos de 

hidratación, mantenimiento de la microbiota natural, descamación natural y función 

como barrera cutánea13, aunque puede variar según la localización anatómica y la edad 

de la persona. 

Se ha descrito que cuando ocurre una lesión, las heridas agudas pueden 

presentar un proceso de acidosis isiológica (Fig. 2A), provocada por la generación de 

ácidos orgánicos, como el ácido láctico, ayudando a la producción de colágeno y a la 

proliferación de ibroblastos durante el proceso de cicatrización14,15.  Por el contrario, 

en las heridas crónicas se ha observado un desplazamiento en el pH hacia unas 

condiciones más alcalinas16 (pH >7) que persiste por mucho tiempo (Fig. 2B). Aunque 

este fenómeno no ha sido completamente corroborado y se necesiten muchos más datos 

recogidos de manera sistemática11, resulta de gran interés debido a que este cambio en 
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el pH puede ser un indicador temprano de infección en la herida17 o puede provocar 

efectos que impidan la curación correcta de la misma. Este aumento de la alcalinidad 

puede deberse a la presencia de microorganismos, especialmente anaeróbicos, que 

generan subproductos, como el amonı́aco y las poliaminas, que pueden tener un 

impacto adverso en la oxigenación del tejido de la herida, y, además, mediante el 

proceso de necrosis, contribuyen a crear un entorno más alcalino en la herida16. 

Durante el proceso de curación de una herida, el pH puede variar según la fase 

en la que se encuentre. Se han realizado estudios que demuestran que el pH promedio 

durante la fase de hemostasia es de 5.7 ± 0.5, mientras que, durante la fase de 

in lamación y proliferación, los valores de pH aumentan a 6.9 ± 1 y 7.6 ± 0.2, 

respectivamente 18. Estos datos indican una clara diferencia en el pH de una herida en 

una fase temprana en comparación con una fase crónica, a menos que se produzca la 

reepitelización durante la fase in lamatoria, la cual reduce el pH 18. 

Los valores altos de pH pueden tener varios efectos en el proceso de curación de 

la herida. Por un lado, pueden aumentar la probabilidad de infección, ya que muchos 

microorganismos patógenos requieren un ambiente alcalino (pH >6) para proliferar, 

mientras que ambientes ácidos inhiben su crecimiento12. Por otro lado, algunas enzimas 

relacionadas con la degradación del tejido, como la elastasa o la plasmina, tienen 

números de recambio elevados a pHs mayores que 7, lo cual puede ser perjudicial para 

la reconstrucción del tejido11,12. 

Una variación en el pH puede también afectar la efectividad de los antibióticos 

utilizados en el tratamiento de infecciones. El pH puede tener varios efectos en la 

actividad de los antibióticos, como alterar su e icacia al modular las interacciones 

moleculares del fármaco o afectar a los sitios especı́ icos donde el antibiótico debe 

actuar, lo que puede hacer que las bacterias sean más o menos tolerantes a los 

antibióticos16.  

Como se ha dicho anteriormente, aunque se dispone de una amplia información, 

los cambios en el pH en el interior de una herida aún no son concluyentes y requieren 

de más estudios sistemáticos. Sin embargo, varios investigadores han sugerido que la 
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medición del pH puede ser una herramienta útil tanto en el diagnóstico de las 

infecciones tópicas como en el tratamiento de la herida 11,19,20. 

 

Fig	2. Variaciones	del	pH	en	(A)	heridas	agudas	y	(B)	heridas	crónicas.	(Adaptada	de	

Scheneider	et	al.)11 

Se han realizado investigaciones que han establecido una correlación entre el pH 

super icial de la piel y los patrones de colonización bacteriana. Los estudios han 

demostrado que a niveles de pH ácido (pH 4.7), la bacteria comensal S.	 epidermidis 

presenta un crecimiento óptimo, mientras que la bacteria S.	aureus experimenta una 

fuerte inhibición de su crecimiento en comparación de cuándo se encuentra en un 

medio alcalino (pH 7.9)21. Estos hallazgos resaltan la importancia del pH cutáneo en la 

regulación de la colonización bacteriana y su potencial impacto en la salud de la piel. En 

un estudio realizado por Sim et	al. 22 se demostró que el tratamiento con tampones de 

ácido cı́trico y fosfórico fue más efectivo que el uso de una solución salina de hidróxido 

de sodio para favorecer la reepitelización en un modelo in	 vivo. Especı́ icamente, al 

séptimo dı́a de tratamiento, se observó una mayor regeneración epitelial en los 

animales tratados con los tampones de ácido cı́trico y fosfórico en comparación con los 

tratados con la solución salina de hidróxido de sodio.  

I.2	Infecciones	en	heridas	crónicas	

I.2.1	Evolución	cinética	de	una	infección	

Uno de los principales problemas de las heridas agudas es el contacto directo 

con agentes microbianos y su proliferación dentro del área afectada lo cual puede 

conllevar a una posible infección23. Aun cuando las bacterias comensales son una parte 
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común en la microbiota cutánea hay que considerar que, en las heridas, se ha 

establecido el lı ́mite de 105 CFU/mL de bacterias como el lı́mite entre la colonización y 

una infección clı ́nicamente relevante que pueda afectar negativamente la cicatrización 

de la herida24.  

Cuando una herida permanece abierta, se encuentra más expuesta al ambiente y 

su interacción con los microorganismos puede ser descrita en tres etapas (Fig. 3)25: 

contaminación, colonización e infección. La contaminación se re iere a la presencia de 

microorganismos en la herida abierta que aún no han comenzado a replicarse. Sin 

embargo, una vez que encuentran un medio favorable, comienzan a proliferar, lo que 

lleva a la etapa de colonización. Aunque la presencia de un pequeño número de 

microorganismos generalmente no afecta a los procesos de in lamación y cicatrización 

de la herida26. 

 
Fig.	3 Etapas	y	tratamientos	de	la	infección	en	heridas.	

Con el tiempo, si los microorganismos migran a una zona más profunda de la 

herida, la colonización progresa a una infección local, lo que puede prolongar la fase 

in lamatoria de la curación de la herida y provocar daño en el tejido27. Es importante 

tener en cuenta que la contaminación en las heridas es polimicrobiana, lo que signi ica 

que contiene no solo bacterias, sino también hongos y otros microorganismos. Más 

adelante, se abordará en detalle la presencia de estos distintos microorganismos y su 

impacto en el proceso de cicatrización. Esta acción microbiana desencadena una 

respuesta inmunológica con sı́ntomas como enrojecimiento, in lamación, calor y dolor.  
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Es importante señalar que clasi icación en estas etapas sigue debatiéndose, ya 

que no todas las infecciones en heridas crónicas progresan a través de todas las etapas, 

y que la velocidad y la gravedad de la progresión de la infección pueden variar 

dependiendo de factores como el tipo de microorganismo involucrado, la respuesta 

inmunológica del paciente y la presencia de otros problemas de salud28. 

I.2.2	Biofilm		

La presencia y replicación de las células bacterianas pueden desencadenar la 

producción de una matriz compleja protectora, llamada bio ilm, que está presente en la 

mayorı́a de las heridas crónicas, que provoca que las heridas infectadas sean más 

difı́ciles de tratar29. El bio ilm se de ine como una comunidad estructurada de células 

microbianas irmemente adheridas a una super icie e incrustadas en una matriz 

compuesta de sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta matriz comprende 

exopolisacáridos, ácidos nucleicos (ADNe y ARNe), proteı ́nas, lı́pidos y otras 

biomoléculas30. La presencia del bio ilm protege a las bacterias de cualquier agente 

antimicrobiano e incluso del sistema inmune del hospedador, evitando el efecto de los 

cambios isiológicos que podrı ́an ser bene iciosos para la erradicación de la infección y 

la correcta cicatrización de la herida16,31.  

El desarrollo de un bio ilm comprende cinco etapas claramente de inidas y que 

se esquematizan en la Fig. 4. En la primera etapa (Fig. 4A), las células bacterianas se 

adhieren de manera reversible a la super icie a través de apéndices móviles como los 

lagelos. Posteriormente, esta adhesión se vuelve irreversible en una segunda etapa 

(Fig. 4B), lo que marca un punto crı́tico en el proceso. En la tercera y cuarta etapa (Fig. 

4C y 4D), se produce una propagación de las bacterias en el interior de la EPS, formando 

microcolonias y evidenciando la maduración del bio ilm. En la última etapa (Fig. 4E), el 

centro de la microcolonia se rompe mediante un proceso de autolisis, liberando células 

bacterianas dispersas que tienen la capacidad de colonizar nuevas zonas y ası ́reiniciar 

el ciclo de desarrollo del bio ilm. Estas etapas son esenciales para producir una matriz 

de polisacáridos densa que actúa como una barrera protectora y complica la 

eliminación del patógeno32–34.  
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Fig.	4 Etapas	de	desarrollo	de	bio ilm	(Adaptada	de	Sauer	et	al.)35 

Una vez que se ha formado el bio ilm, algunos patógenos promueven la 

in lamación causando mayor daño al tejido permitiendo que la infección local se 

propague al sistema, lo que puede provocar complicaciones graves como sepsis, shock 

séptico, fallo orgánico e incluso la muerte36,37.  

I.2.3	Patógenos	y	microbioma	en	heridas	infectadas	

La super icie cutánea aloja una comunidad de microorganismos residente 

conocida como microbiota comensal, la cual desempeña un papel fundamental en el 

mantenimiento de la salud humana. Sin embargo, en el caso de heridas crónicas, es 

común encontrar una colonización de comunidades polimicrobianas en la zona 

afectada, que pueden ser patogénicos y que pueden variar en composición dependiendo 

de la naturaleza de la herida. Estas comunidades polimicrobianas suelen estar 

compuestas principalmente por bacterias, hongos y virus, los principales especı ́menes 

de cada tipo de microorganismo se presentan en la tabla 1. 

Como se mencionó previamente, estos microorganismos pueden coexistir y, en 

algunos casos, incluso establecer relaciones simbióticas que favorecen la infección de la 

herida. Por ejemplo, en el caso de Candida	spp., cuando la herida alcanza un pH alcalino, 

el hongo cambia a su fenotipo de micelio38, el cual está asociado con la formación de 

bio ilm. Cuando se une a la bacteria S.	aureus, se forma una adhesión de hifas, lo que 

resulta en un bio ilm sinérgico más denso, protegiendo aún más a la bacteria contra 

agentes antimicrobianos39. 



 

12 
 

Capı ́tulo I 

Tabla	1.		Lista de patógenos asociados con infecciones de heridas crónicas (modi icado 

de Church et	al., 200640–42) 

Grupo	 Patógenos	

Bacterias aerobias 
Gram-positivas 

Staphylococcus	aureus (incluyendo S.	aureus resistente a 
la meticilina) 
Streptococcus	pneumoniae	
Esta ilococos	coagulasa	negativos	
Enterococcus	spp. (incluyendo enterococos resistentes a 
la vancomicina) 
Streptococcus	pyogenes	

Bacterias aerobias 
Gram-negativas 

Pseudomonas	aeruginosa	
Escherichia	coli	
Klebsiella	pneumoniae	
Serratia	marcescens	
Especies de	Enterobacter	
Acinetobacter	baumannii	
Aeromonas	spp.	

Bacterias anaerobias 

Proteus	mirabilis	
Bacteroides	spp.	
Peptococcus	spp.	
Clostridium	spp.	
Fusobacterium	spp.	

Hongos 

Candida	spp.	
Aspergillus	spp.	
Fusarium	spp.	
Alternaria	spp.	
Rhizopus	spp.	
Mucor	spp.	
Candida	parapsilosis 

Virus 
Virus del herpes simple 
Citomegalovirus 
Virus del papiloma humano (VPH) 

 

Otro ejemplo es la bacteria Pseudomonas	 aeruginosa	 (P.	 aeruginosa), la cual, 

mediante la producción de alginatos, puede fortalecer un bio ilm formado por múltiples 

especies. Por este mecanismo puede establecer una relación simbiótica y contribuir a 

la formación de bio ilms más robustos en heridas crónicas u otras condiciones propicias 

para la infección43. Aunque la presencia de diferentes microorganismos y sus relaciones 
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simbióticas son relevantes en las infecciones en heridas crónicas, en esta tesis se 

abordará únicamente la infección por bacterias. También se excluyen las relaciones 

establecidas entre esta microbiota comensal y el sistema inmunitario del hospedador, 

relaciones que están ampliamente descritas en varios artı́culos de revisión44,45.  

Aunque, como ya se mencionó anteriormente, hay muchas bacterias comensales 

que son parte fundamental de la microbiota del cuerpo humano, es importante destacar 

que una gran proporción de las infecciones son causadas por bacterias comensales o 

exógenas, especialmente cuando hablamos de heridas crónicas, lo que subraya la 

necesidad de investigar en su tratamiento y prevención. Este conocimiento es 

fundamental para abordar la problemática de las infecciones bacterianas en la práctica 

clı ́nica y desarrollar estrategias e icaces para su control. 

La composición de la microbiota comensal de la piel no siempre coincide con la 

que se encuentra en las heridas, y se ha establecido una correlación entre la presencia 

abundante de bacterias aeróbicas y la demora en la cicatrización de las heridas46. En las 

infecciones de heridas crónicas, se pueden identi icar diferentes tipos de bacterias, 

siendo las más frecuentes entre las aeróbicas Gram-positivas las de la familia 

Staphylococcus (aureus y epidermis), Corynebacterium	spp.,	Enterococcus	faecalis, y las 

anaerobias Gram-positivas como Finegoldia	y	Peptoniphilus. Asimismo, la presencia de 

bacterias Gram-negativas es predominante en las infecciones de heridas crónicas, 

destacando especies como P.	 aeruginosa,	 Klebsiella	 pneumoniae,	 E.	 coli,	 Serratia,	

Stenotrophomonas,	Proteus	mirabilis y Enterobacter47–49. Sin embargo, la composición 

microbiológica de la herida varı́a de acuerdo a factores como la ubicación anatómica y 

la humedad de la zona lesionada. Por ejemplo, los sitios que contienen muchas 

glándulas sebáceas a menudo presentan una carga bacteriana más alta50. Además, la 

microbiota presente en la herida no es estática sino dinámica51, lo cual complica mucho 

más su tratamiento. Finalmente, una gran cantidad de bacterias no son cultivables por 

los métodos estándar por lo que su identi icación clı ́nica queda limitada a no ser que se 

usen técnicas moleculares (ej., PCR)52. 

La formación de bio ilm en las heridas crónicas es de suma importancia, ya que, 

como se ha dicho anteriormente, la resistencia de la matriz extracelular di iculta la 



 

14 
 

Capı ́tulo I 

acción de los agentes antibacterianos, como los antibióticos. Entre las especies 

encontradas en los bio ilms de heridas crónicas están S.	epidermidis,	S.	aureus,	E.	coli,	E.	

faecalis,	P.	 aeruginosa	 y	K.	 pneumoniae, siendo las más frecuentes P.	 aeruginosa,	 las 

especies de esta ilococos y	E.	coli 53. 

La formación del bio ilm es un proceso que también facilita a las bacterias el 

desarrollo de resistencia a los antibióticos debido a que en estas condiciones sésiles las 

bacterias son más susceptibles a desarrollar mutaciones espontáneas que favorecen 

mecanismos de resistencia como consecuencia de la evolución mediante selección 

natural54. Este fenómeno implica que los microorganismos mutados adquieran la 

capacidad de sobrevivir o resistir los efectos de los antibióticos a dosis que 

teóricamente los eliminarı́an, lo que di iculta el tratamiento de las infecciones55. Según 

la Organización Mundial de la Salud (OMS), la principal causa del desarrollo de esta 

resistencia es el uso inadecuado, excesivo y en ocasiones innecesario de los 

antibióticos56. 

La resistencia a los antibióticos puede surgir a través de varios mecanismos: 

mutaciones genéticas, transmisión horizontal de genes de resistencia, producción de 

enzimas que inactivan los antibióticos, cambios de permeabilidad de la membrana 

celular, expulsión del antibiótico fuera de la célula, modi icación del sitio de acción del 

antibiótico, entre otros.57. Estos mecanismos son posibles debido a la habilidad de las 

bacterias para mutar rápidamente y transferir ADN, lo que les permite evadir o 

neutralizar los efectos bactericidas de los antibióticos. Estas mutaciones pueden ocurrir 

de manera natural o ser adquiridas a través de la transferencia de genes entre 

microorganismos, lo que facilita la propagación de la resistencia58.  

Considerando la complejidad de las heridas crónicas y los diversos factores 

presentes, entre ellos, la presencia de una mezcla de patógenos en la herida, la 

formación de bio ilm y el riesgo de presentar o generar bacterias resistentes a 

antibióticos, resulta de vital importancia seleccionar un tratamiento adecuado que se 

ajuste a las condiciones especı ́ icas de la zona afectada. Es primordial que dicho 

tratamiento sea e icaz con el in de garantizar una óptima y rápida recuperación de la 

herida. 
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I.3	Tratamientos	farmacológicos	para	la	curación	de	heridas	
Cuando se genera una herida, el primer paso fundamental en su cuidado es 

realizar una limpieza profunda y posteriormente cubrirla con un apósito. Sin embargo, 

si la herida persiste sin cicatrizar durante más de 4 semanas, a pesar de estos cuidados 

iniciales, se clasi ica como una herida crónica, como se mencionó previamente, y 

requiere enfoques terapéuticos más especı́ icos. 

Antes de aplicar agentes externos, la mayorıá de las heridas crónicas se someten 

a un proceso de desbridamiento, que implica la eliminación de las áreas de piel que 

presentan in lamación o necrosis. Posteriormente, se pueden utilizar distintos 

tratamientos tales como la aplicación de apósitos especı́ icos, de antisépticos, 

antibióticos, vendajes de compresión, terapia hiperbárica de oxı ́geno, terapia 

electromagnética, terapia de presión negativa e incluso implantes de piel, en caso de 

que la herida tenga gran extensión y se considere poco probable que cierre por sı́ 

sola23,59. En esta tesis nos centraremos en los principales compuestos farmacológicos 

que son utilizados para controlar las infecciones en heridas crónicas: antisépticos, 

antibióticos y compuestos bactericidas que pueden ser sistémicos o tópicos.  

I.3.1	Antisépticos	

Durante el procedimiento clı́nico de cuidado de una herida, para su limpieza se 

utiliza medio salino como enjuague inicial para eliminar contaminantes y restos de 

tejido, aunque no posee acción antibacteriana. Sin embargo, con el objetivo de prevenir 

infecciones, se emplean antisépticos, que son sustancias quı́micas capaces de inhibir o 

reducir la proliferación de microorganismos causando un daño mı́nimo al tejido vivo61. 

Para que un antiséptico se considere e iciente debe actuar contra el mayor número y 

variedad de microorganismos posibles, difundir a través de la materia orgánica 

presente en la herida, como exudados, y no lesionar los tejidos62. Como limitación, los 

antisépticos no son selectivos y eliminan los microorganismos patógenos, pero también 

parte de las células del hospedador, sin embargo, éste posee procesos regenerativos que 

hacen que esas células puedan ser reemplazadas fácilmente. 
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Entre los antisépticos utilizados para la limpieza de heridas, los dos más 

comunes son la clorhexidina (CHXD) y la iodopovidona (también conocida como 

polividona yodada), seguidos por el peróxido de hidrógeno, el hipoclorito diluido y 

algunos compuestos conteniendo plata. Es importante tener en cuenta que el uso 

constante de ciertos compuestos, como la CHXD, puede tener efectos perjudiciales en el 

tejido de la herida63–65, especialmente a nivel celular sobre ibroblastos y queratinocitos, 

además de crear potencialmente resistencia bacteriana66. Dicha resistencia es poco 

frecuente ya que los antisépticos presentan múltiples mecanismos de acción 

antimicrobiana por lo que la probabilidad de que las bacterias desarrollen múltiples 

mecanismos de resistencia se minimiza. Los mecanismos de acción de los antisépticos 

son causar daño a la membrana celular, inhibir la sı ́ntesis de proteıńas, interferir con la 

replicación de su ADN y la desactivación de las bacterias a través de la oxidación y 

alteración de sus enzimas, entre otros63,67.  

I.3.2	Antibióticos	

Entre los antibióticos sistémicos en caso de infección bacteriana severa se 

encuentran las penicilinas, como la amoxicilina; las cefalosporinas, como la cefalexina; 

los aminoglucósidos, como la gentamicina; los macrólidos, como la eritromicina; y las 

quinolonas, como el cipro loxacino. Sin embargo, a pesar de que estos antibióticos son 

en su mayorı ́a de amplio espectro, la aplicación de antibiótico sistémico para el 

tratamiento de una infección en una herida puede presentar efectos adversos, como una 

mayor probabilidad de que las bacterias desarrollen resistencia a los antibióticos y la 

di icultad de acceder al lugar infectado, especialmente en presencia de bio ilm68,69. 

En cambio, los antibióticos tópicos son más utilizados para heridas infectadas 

debido a que la administración directa sobre la herida asegura una mayor 

concentración del antibiótico en contacto directo con la infección, y reduce la 

propagación del antibiótico en el sistema y, por lo tanto, los efectos secundarios70. Sin 

embargo, excepto en algunos casos muy especı ́ icos, el tratamiento con antibióticos 

tópicos sobre heridas está desaconsejado. Algunos de los antibióticos tópicos utilizados 

son la neomicina, clindamicina, mupirocina, ácido fusı ́dico y polimixina B. Sin embargo, 

su efectividad se ve reducida cuando la herida ha desarrollado un bio ilm, ya que, 
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además del efecto impermeabilizante, las bacterias dentro del bio ilm se encuentran en 

un estado metabólico latente y algunos de estos antibióticos son más efectivos contra 

bacterias metabólicamente activas. Por lo tanto, la aplicación de agentes anti-bio ilm 

junto con la aplicación de antibióticos tópicos puede tener un mayor valor terapéutico 

en el tratamiento de infecciones68,71,72. 

El mecanismo de acción de los antibióticos se basa en la interrupción de 

procesos esenciales tanto internos como estructurales en la célula bacteriana. Estos 

procesos incluyen la inhibición de la sı ́ntesis de la pared celular (los antibióticos 

betalactámicos y glucopéptidos), la inhibición de la sı́ntesis de proteı́nas (los 

aminoglucósidos y tetraciclinas), la interferencia con la sı́ntesis de ácido nucleico (las 

quinolonas y sulfonamidas), el bloqueo del metabolismo bacteriano (las sulfonamidas 

y trimetoprimas) y la disrupción de la membrana celular (las polimixinas). 

En estos procesos, los antibióticos interrumpen la capacidad de la bacteria para 

obtener los nutrientes necesarios para su supervivencia, replicación y transmisión de 

su material genético. Como se ha mencionado, los antibióticos como las polimixinas 

alteran la membrana celular bacteriana, causando la liberación de los componentes 

celulares y inalmente provocando la muerte de la bacteria57,73,74. 

Es importante destacar que, como es bien sabido, los antibióticos actúan de 

manera selectiva sobre las bacterias, ya que, en su mayorı ́a, estos medicamentos no 

afectan a las células humana a las dosis de uso. Esto los hace una herramienta valiosa 

en el tratamiento de las infecciones bacterianas por lo que es fundamental su uso 

adecuado para evitar el desarrollo de resistencia bacteriana y asegurar su e icacia a 

largo plazo. 

Sin duda, los antibióticos y antisépticos son herramientas valiosas en el 

tratamiento y prevención de infecciones causadas por microorganismos, como las 

bacterias. Sin embargo, debido al aumento de la resistencia bacteriana y a la necesidad 

de desarrollar enfoques más efectivos y sostenibles, la investigación de nuevas 

estrategias para la eliminación de microorganismos o para lograr una liberación 

controlada de los fármacos antimicrobianos es primordial. 
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I.3.3	Alternativas	a	los	antibióticos	

Debido a la creciente problemática de la resistencia bacteriana y la estimación 

de que para el año 2050 ésta podrı́a causar hasta 10 millones de muertes anuales75, es 

imperativo desarrollar alternativas en la lucha contra las infecciones causadas por 

microorganismos. Entre las nuevas estrategias en estudio, destacan, entre otros, los 

fármacos antimicrobianos derivados de fuentes naturales, como los péptidos 

antimicrobianos, el quitosano y los retinoides, ası́ como los compuestos obtenidos de 

plantas, tales como el cinamaldehı́do, la curcumina, el ascorbato y los tocoferoles, los 

cuales han demostrado potencial para combatir infecciones resistentes a los 

antibióticos tradicionales76. Además, la terapia con bacteriófagos, que utiliza virus que 

infectan y destruyen bacterias especı́ icas, ha recuperado el interés de la comunidad 

cientı ́ ica como una opción viable para el tratamiento de infecciones bacterianas77. En 

esta tesis doctoral, nos centraremos en el uso de compuestos presentes en aceites 

esenciales, que han demostrado ser e icaces antibacterianos actuando como 

antisépticos. 

I.3.3.1	Aceites	esenciales	

Los aceites esenciales (AEs)	 son compuestos quı́micos orgánicos sintetizados 

por plantas como metabolitos secundarios con ines de señalización y defensa, estos 

compuestos quı́micos naturales se han utilizado desde la antigüedad debido a sus 

propiedades antisépticas, bactericidas, antifúngicas y aromáticas por lo que se utilizan 

ampliamente en la industria cosmética, la industria alimentaria y la industria 

farmacéutica78,79.	Además, su uso medicinal es amplio debido a que también poseen 

propiedades analgésicas, sedantes, antiin lamatorias y anestésicas, lo que los hace 

útiles en el tratamiento de diversas afecciones80.	

Los AEs han sido objeto de una amplia investigación cientı́ ica, y se ha 

demostrado que tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra 

diferentes microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus80,81. 

Un ejemplo de ello es el cinamaldehı́do que se ha demostrado que inhibe la 

formación de bio ilm de diversas bacterias como por ejemplo de P.	aeruginosa82. Por 

otro lado, se ha investigado el uso de AEs en el tratamiento de infecciones sobre heridas 
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tópicas, por ejemplo,  el aceite esencial de tomillo, que contiene dos compuestos 

mayoritarios timol y carvacrol83, con propiedades antimicrobianas y antioxidantes 

favorables para la curación de heridas.  Algunos estudios han demostrado que pueden 

ayudar a combatir las infecciones de heridas, disminuyendo la colonización de 

patógenos, promoviendo la cicatrización, y reduciendo la in lamación84,85. Algunos de 

los principales AEs utilizados para el tratamiento de heridas crónicas están recopilados 

en la Tabla 2. 

Tabla	2. Aceites esenciales: propiedades y aplicaciones86,87 

Aceite	
Esencial	

Propiedades	 Aplicación	
Bactericida	

Microorganismos	objetivo	

Aceite de 
Cajuput 

(Melaleuca 
cajuputi) 

Antibacteriano 
Inhibe el 

crecimiento de 
diversas bacterias 

Bacillus	cereus,	Bacillus	subtilis,	
Corynebacterium	diphtheriae,	
Enterococcus	faecium,	Listeria	
monocytogenes,	Micrococcus	
luteus,	Staphylococcus	aureus,	

Klebsiella	spp. 

Aceite de 
Canela 

(Cinnamomum 
verum) 

Antibacteriano, 
Antiviral 

Inhibe el 
crecimiento de 

bacterias y virus 

Bacillus	cereus,	Bacillus	subtilis,	
E.	coli,	Salmonella	typhi,	Listeria	

monocytogenes, Candida 
albicans 

Aceite de 
Clavo 

(Syzygium 
aromaticum) 

Antiviral 
Inhibe el 

crecimiento de 
virus  

Herpes simplex virus tipo 1 
(HSV-1) 

Aceite de 
Eucalipto 

(Eucalyptus 
globulus) 

Antibacteriano, 
Antiviral 

Inhibe el 
crecimiento de 

bacterias y virus 

E.	coli,	S.	aureus,	P.	aeruginosa, 
Candida albicans 

Aceite de 
Salvia (Salvia 

of icinalis) 

Antibacteriano, 
Antiviral 

Inhibe el 
crecimiento de 

bacterias y virus 

E.	coli,	Bacillus	subtilis,	
Salmonella	typhi,	S.	aureus, 

Candida albicans 

Aceite de 
Arbol de Té 
(Melaleuca 
alternifolia) 

Antibacteriano, 
Antiviral 

Inhibe el 
crecimiento de 

bacterias y virus 

S.	aureus,	E.	coli,	S.	mutans,	
Listeria	monocytogenes, Candida 

albicans  
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Aceite de 
Incienso 

(Boswellia 
carteri, 

Frereana & 
Sacra) 

Antiin lamatorio 

Mejora el sistema 
inmunológico, 

alivia el dolor y la 
in lamación 

S.	aureus, E.	coli, P	aeruginosa, K.	
pneumonia 

Aceite de 
Lavanda 

(Lavandula 
angustifolia) 

Calmante, 
Antibacteriano 

Acelera la 
cicatrización de 

heridas, disminuye 
el estrés oxidativo 

S.	aureus,	P.	aeruginosa,	Candida	
albicans  

Aceite de 
Menta 

(Mentha 
piperita) 

Antibacteriano, 
Antiviral 

Inhibe el 
crecimiento de 

bacterias y virus, 
e icaz contra 

bacterias 
resistentes a 
antibióticos 

E.	coli,	P.	aeruginosa,	S.	enterica,	
S.	aureus	

Aceite de 
Tomillo 

(Thymus sp.) 
Antibacteriano 

Tratamiento de 
lesiones cutáneas, 

actúa  
S.	aureus,	Klebsiella	pneumoniae	

Aceite de Pino 
(Pinus 

sylvestris) 
Antibacteriano Tratamiento de 

infecciones 
S.	aureus,	E.	coli, C. albicans 

Aceite de 
Hinojo 

(Foeniculum 
vulgare) 

Antibacteriano 
Tratamiento de 

infecciones  
Salmonella	enteritidis	y	S.	

typhimurium	

	

I.4	Sistemas	de	liberación	de	fármacos	para	heridas	tópicas	

I.4.1	Nanomateriales	para	liberación	de	fármacos	en	heridas	

Como se ha dicho anteriormente, el empleo de agentes bactericidas o con 

propiedades inhibitorias del crecimiento bacteriano y de la formación del bio ilm 

representa una estrategia valiosa en la práctica clı ́nica para el tratamiento de 

infecciones incluyendo heridas tópicas infectadas. No obstante, en términos de 

administración de los mismos, se busca constantemente investigar y desarrollar 

métodos más e icaces y controlados que permitan una liberación localizada de estos 

agentes antibacterianos, con el in de potenciar sus efectos terapéuticos minimizando 
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sus efectos secundarios. Para ello, la nanotecnologı́a ha emergido como una 

prometedora área para aportar soluciones, con la utilización de diferentes materiales 

(Fig. 5) como las partı́culas nanométricas como sistemas de liberación controlada, 

hidrogeles, la sı́ntesis de copolı ́meros y la formación de apósitos nanoestructurados 

mediante técnicas de electrohilado con polı́meros innovadores88.  La encapsulación de 

fármacos en nanopartı́culas permite, entre otras ventajas, ofrecer liberación controlada 

o sostenida de los principios activos contenidos en ellas, direccionar el fármaco hacia 

las zonas necesitadas de terapia, cruzar barreras biológicas, aumentar la solubilidad y 

biodisponibilidad, reducir efectos secundarios en tejidos sanos, mejorar la 

farmacocinética respecto a la dosis equivalente del mismo fármaco en su estado libre, 

aumentar el tiempo de vida media en sangre, etc. Por otro lado, el electrohilado permite 

obtener ibras poliméricas a escala nanométrica que muestran una elevada relación 

super icie/volumen, la cual facilita la liberación de principios activos contenidas en 

ellas, permite controlar la porosidad, la orientación de las nano ibras sintetizadas, 

permite encapsular principios activos de una manera no-térmica y e icaz, y, entre otras 

cosas, proporciona estabilidad a principios activos encapsulados en dichas nano ibras. 

 

Fig.	5 Principales	tipos	de	nanomateriales	utilizados	en	el	tratamiento	de	curación	de	

heridas. 

La nanotecnologı́a se enfoca en la sı ́ntesis, estructura y dinámica de materiales, 

estructuras y dispositivos de tamaño nanométrico (hasta 100 nm)89, lo cual implica una 

relación super icie/volumen elevada en los nanomateriales, lo cual es favorable para 

diversas aplicaciones biomédicas incluyendo la terapia y el diagnóstico, 
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proporcionando además propiedades mecánicas, magnéticas, ópticas y catalı́ticas 

especı́ icas debido a los fenómenos super iciales90. El tamaño y la forma de estos 

materiales son propiedades cruciales que in luyen en su e icacia biológica, incluyendo 

su capacidad de carga y liberación de fármacos, permeabilidad y respuesta celular, 

siendo el desarrollo de apósitos y de nanopartı́culas dos de los sistemas más 

prometedores en la liberación de fármacos y, concretamente para el tratamiento de 

heridas91.  

I.4.2	Apósitos	

Los apósitos han sido ampliamente utilizados como tratamiento en heridas para 

mantener una cobertura que actúe como barrera mecánica y frente a xenobióticos, 

mantener el ambiente local y permitir la absorción de exudados y la transpiración. Estos 

apósitos se clasi ican según su función y localización en la herida92. En este sentido, se 

distinguen dos tipos de apósitos: los primarios, que tienen un contacto directo con la 

herida y los secundarios, que se utilizan para proteger al apósito primario o para la 

absorción de exudados. Debido a su contacto directo con el tejido lacerado las 

caracterı́sticas que deben tener los apósitos son de vital importancia para que permitan 

que el proceso de cicatrización siga su curso correctamente e incluyen: 

a) Biocompatibles a nivel celular con el tejido, sin causar ningún tipo de 

citotoxicidad, reacción cutánea o in lamación. 

b) Capacidad de absorber exudados para mantener la herida en un ambiente con la 

humedad adecuada.  

c) Flexibilidad para adecuarse al movimiento de la piel, pero lo su icientemente 

resistente para asegurar tiempos largos en contacto con la herida.   

d) Porosidad para permitir el intercambio de oxı ́geno y agua con el ambiente.   

e) Adicionalmente, diversas propiedades bioquı́micas apropiadas pueden ser 

convenientes por ejemplo que contengan compuestos antibacterianos, 

compuestos que puedan facilitar la adhesión celular, que sean antioxidantes, 

anestésicos, regenerativos, etc.93–95 
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Estas últimas caracterıśticas buscan no solo mejorar las propiedades intrı́nsecas 

de los apósitos, sino además son capaces de modi icar las caracterı ́sticas isiológicas de 

la herida para optimizar la curación a través de la aceleración de la debridación, 

fomentando la reepitelización, controlando los niveles de exudado y la carga bacteriana. 

A este tipo de apósitos que contienen principios activos en su formulación se les conoce 

como apósitos avanzados92. Existen diferentes de apósitos, algunos disponibles 

comercialmente, los cuales se muestran en la Tabla 3, entre los tipos de apósitos cabe 

destacar: 

1. Apósitos	 de	 película	 semipermeable:  están hechos de poliuretano poroso 

transparente y adherente, lo cual les permite el intercambio de vapor de agua, 

oxı́geno y dióxido de carbono, a la vez que son impermeables a las bacterias. 

Aunque las primeras pelı ́culas de poliuretano no se utilizaban en heridas con alta 

exudación debido a su capacidad limitada de absorción y riesgo de maceración 

de la herida, los apósitos de pelı́cula semipermeable actuales son altamente 

elásticos y lexibles, adhiriéndose a la piel sin requerir adhesivo adicional y son 

transparentes, lo que permite inspeccionar la herida sin retirar el apósito. Se 

recomiendan para heridas super iciales y poco profundas con baja exudación96.  

2. Apósitos	de	 espuma: son una opción de tratamiento no oclusivo para heridas 

exudativas, compuestos por una espuma de hidro ilicidad controlada con bordes 

adhesivos. Son adaptables a la forma de la herida, y su capacidad de absorción 

varı́a según el grosor de la espuma. Son adecuados para úlceras en las piernas y 

heridas con exudación de moderada a alta, y se utilizan como apósitos primarios 

debido a su alta capacidad de absorción y permeabilidad al vapor de agua, 

evitando la necesidad de apósitos secundarios97,98.  

3. Hidrogeles: son materiales hidrofı ́licos insolubles hechos de polı ́meros sintéticos 

como los poli(metacrilatos) y la polivinilpirrolidona (PVP). Tienen un alto 

contenido de agua (70-90%) que ayuda a la formación de tejido de granulación 

y epitelio en un ambiente húmedo. La propiedad elástica de los hidrogeles 

permite una fácil aplicación y retirada sin dañar la herida una vez que haya 

sanado.  Además de que proporciona un efecto calmante y refrescante al bajar la 
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temperatura de las heridas. Se utilizan para heridas crónicas secas, heridas 

necróticas, úlceras por presión y quemaduras. Sin embargo, cuando se tiene une 

herida muy infectada o con drenaje abundante no es recomendable utilizar este 

tipo de apósitos porque, por su alto contenido acuoso, puede causar 

proliferación bacteriana. Por otro lado, pueden usarse en cualquier etapa del 

proceso de cicatrización ya que son no irritantes, no reactivos con los tejidos 

biológicos y permeables a los metabolitos98–100.  

4. Hidrocoloides: Son apósitos compuestos por una capa interna coloidal y una capa 

externa impermeable al agua lı ́quida, como el exudado de una herida. Están 

hechos de agentes formadores de gel como carboximetilcelulosa, gelatina y 

pectina, junto con otros materiales como elastómeros y adhesivos. Se utilizan 

comúnmente en heridas con exudado de leve a moderado, como úlceras por 

presión, quemaduras menores y heridas traumáticas. Al entrar en contacto con 

el exudado de la herida, forman geles que proporcionan un ambiente húmedo y 

ayudan a proteger el tejido de granulación, pero generalmente se utilizan como 

vendas secundarias en donde los apósitos hidrocoloides se colocan sobre el 

apósito primario y se adhieren a la piel circundante96,101. 

5. Alginatos:	son derivados de sales de sodio y calcio de algas marinas por lo que 

son absorbentes y biodegradables. Forman un gel hidrofı́lico que limita los 

exudados de la herida y minimiza la contaminación bacteriana. Algunos estudios 

sugieren que los alginatos pueden acelerar la cicatrización al activar a los 

macrófagos y producir una señal pro-in lamatoria. Sin embargo, no son 

adecuados para heridas secas debido a que necesitan exudados para formar un 

gel hidrofı́lico y funcionar correctamente. En el caso de quemaduras de tercer 

grado y heridas graves con exposición ósea, los alginatos pueden no 

proporcionar el nivel de protección y cobertura necesarios, ya que estas heridas 

suelen requerir un cuidado más especializado y enfoques terapéuticos 

especı ́ icos para promover una adecuada cicatrización y prevenir 

infecciones101,102.	
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Tabla	3. Apósitos comerciales disponibles23	

Tipos	de	vendaje	 Productos	comerciales	 Notas	

Gasas 
Curity™, Xeroform™, 

Chlodine™ 

Económicas, secan la 
herida, pueden causar 
lesiones al cambiarse 

Pelı́cula semipermeable 
Bioclusive™, Blister ilm™, 

Cuti ilm™, Opsite™ 
Hartmann™  

Oclusivas, retienen la 
humedad, solo para 

heridas no exudativas 

Hidrocoloides 
Aquacel™, Comfeel™, 

DuoDERM, Granu lex™, 
Tegasorb™ 

Largos intervalos entre 
cambios atrapan luidos, 

oclusivos, no 
recomendados para 
heridas infectadas 

Hidrogeles 

	

Aquacel™, Carrasyn™, 
Curagel, Nu-Gel™, Purilon™, 

Restore™ 

Rehidratan heridas 
secas, fáciles de 

retirar/cambiar, pueden 
causar sobrehidratación 

Espumas 
3M Esponja adhesiva®, 

Allevyn™, Lyofoam™, 
Tielle™, Aquacel™ 

Moderadamente 
absorbentes, aislantes 

Alginatos 

Algisite™, Kaltostat™, 
Sorbsan™, Comfeel Plus™, 

Tegaderm™, Askina®, 

Aquacel™ 

Altamente absorbentes, 
hemostáticos	

Sustitutos de piel 
Integra™, Biobrane™, 

Alloderm™, Dermagraft™, 
Aquacel™ 

Promueven el ambiente 
húmedo en la herida, 

protegerla de 
contaminantes externos, 

absorben el exudado y 
promueven la 

proliferación celular y la 
formación de tejido 

nuevo 
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Con partı ́culas 
metálicas 

Acticoat™, Aquacel Ag™, 
Mepilex Ag™, Silvercel™, 
Biatain Ag™ y PolyMem™ 

Proporciona una acción 
antimicrobiana para el 
tratamiento de heridas 

infectadas 

	

I.4.2.1	Apósitos	cargados	con	bactericidas	

Debido a que, como se ha mencionado anteriormente, las heridas crónicas en su 

mayorı́a presentan infecciones bacterianas se han desarrollado apósitos que contengan 

agentes bactericidas. Entre los más utilizados se encuentran los que contienen plata en 

su composición, ya que se sabe que este elemento actúa como antiséptico y tiene un 

amplio espectro antimicrobiano y existen estudios que demuestran que reduce la 

in lamación y promueve la cicatrización en heridas103. No obstante, la concentración 

requerida para que la plata tenga un efecto bactericida efectivo depende del ambiente 

en el que se encuentra la herida, y puede ser considerablemente más elevada en 

comparación con las necesarias usando antibióticos convencionales. Además, su uso 

conlleva la inducción de daño oxidativo en la membrana y orgánulos de las células 

eucariotas, ası́ como una respuesta in lamatoria104. El uso de apósitos que contienen 

plata se recomienda principalmente en situaciones de pro ilaxis o en el tratamiento de 

heridas con sospecha de infección leve, donde la herida se encuentra en una fase de 

colonización. Sin embargo, es importante ser cauteloso en la administración de dosis 

elevadas, dado que existen estudios que sugieren la posibilidad de que ciertas bacterias 

puedan desarrollar resistencia a la plata. Por consiguiente, es importante llevar a cabo 

una investigación más exhaustiva para determinar la formulación adecuada de estos 

apósitos en función de las caracterıśticas especı ́ icas de cada tipo de herida105,106.   

También existen apósitos que contienen otros compuestos como 

Polihexametileno biguanida (PHMB), que es un antiséptico que se utiliza 

principalmente en soluciones de limpieza para lentes de contacto o toallitas húmedas, 

sin embargo, en los últimos años ha llamado la atención de los profesionales de la salud 

para el tratamiento de infecciones. A una concentración de 0.3% ha demostrado ser no 

citotóxico y no causar irritación, además de ser efectivo contra un amplio espectro de 

bacterias, incluso aquellas resistentes a antibióticos y hongos107. Eberlein et	al. comparó 
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los resultados del tratamiento con apósitos de biocelulosa conteniendo PHMB frente a 

apósitos conteniendo plata, demostrando que los apósitos de PHMB son más e icaces e 

incluso más rápidos eliminando la carga bacteriana (S.	 aureus,	 Enterococcus,	

Streptococcus y Klebsiella) encontrada en pacientes con ulceras infectadas108. Aunque el 

PHMB  presenta muy buenas propiedades tanto bactericidas como para facilitar el 

cierre de heridas, no es ampliamente utilizado en el cuidado de heridas, lo que sugiere 

que se requiere más investigación para aprovechar completamente las propiedades del 

PHMB109. 

Existen además apósitos que contienen yodo, ya que es un compuesto efectivo 

contra infecciones bacterianas. Sin embargo, su e icacia contra bio ilm no es 

completamente clara, ya que algunos artı́culos cientı ́ icos muestran que parece ser 

efectivo únicamente contra bacterias planctónicas110,111. También existen estudios en 

donde diferentes tipos de apósitos están cargados con antisépticos, antibióticos o con 

la combinación de ellos. Contardi et	al. 112	fabricaron un apósito de doble capa en donde 

la primera capa estaba compuesta por PVP conteniendo el antiséptico 

Neomercurocromo™, mientras que la siguiente capa era de PVP con ácido hialurónico 

conteniendo cipro loxacino. Este sistema mostro ser efectivo contra S.	aureus,	E.	coli	y	P.	

aeruginosa, además de no ser citotóxico y ser bene icioso en el cierre de heridas. Mi et	

al. desarrollaron un apósito de doble capa que combinaba el antibiótico sulfadiazina 

con plata para lograr una liberación del fármaco más controlado, logrando que el efecto 

bactericida se prolongue durante 1 semana113. Por otro lado, Tamahkar et	al. 114	crearon 

un sistema de multicapas con alcohol polivinı ́lico, gelatina y ácido hialurónico con el 

objetivo de controlar y sostener la liberación de ampicilina. La liberación del antibiótico 

contenido alcanzó el 50% durante las primeras 24 h, seguida de una liberación 

constante y controlada durante los siguientes 5 dı ́as. Además, el sistema no presento 

citotoxicidad frente a ibroblastos.  

Uno de los compuestos antimicrobianos que también ha sido objeto de estudio 

es la CHXD, conocido por su amplio espectro de acción contra bacterias, incluyendo 

aquellas resistentes a los antibióticos. Para evaluar el potencial de un apósito innovador 

impregnado con CHXD, Chittor et	 al.115 realizaron un estudio piloto utilizando un 
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modelo in vivo de herida porcina incisional. Las heridas tratadas con el apósito de CHXD 

mostraron una notoria ausencia de S.	aureus resistente a la meticilina (MRSA), lo que 

sugiere una actividad antimicrobiana signi icativa. En contraste, las heridas tratadas 

con el control de placebo o la gasa no antimicrobiana presentaron una considerable 

proliferación de MRSA. Además, Aubert-Viard et	al.116 describen la modi icación de un 

textil no tejido de poliéster mediante la incorporación de cloruro de 

hexadeciltrimetilamonio (CHT) en la super icie del material. Luego, se aplicó un 

recubrimiento capa a capa utilizando dicloruro de piridinio (PCD) y CHXD, lo que 

resultó en una mayor capacidad de carga y liberación sostenida de CHXD según el 

número de capas. Se encontró que un tratamiento térmico posterior fue efectivo para 

estabilizar el sistema multicapa y controlar la liberación de CHXD durante varias 

semanas. Se demostró una actividad antibacteriana in vitro durante este periodo, 

mostrando efectividad contra las cepas de E.	coli y S.	aureus. 

La administración tópica de antibióticos en heridas es crucial cuando hay 

infección117. Sin embargo, el uso indiscriminado de antibióticos puede llevar al 

desarrollo de resistencias bacterianas como se ha mencionado anteriormente. Por lo 

tanto, los apósitos de liberación controlada ofrecen ventajas signi icativas en el 

tratamiento de infecciones durante la curación de heridas, ya que permiten la liberación 

controlada del fármaco, una elevada concentración localizada en la herida,  evitándose 

ası́ su distribución sistémica118,119.  

Aunque estos apósitos presentan caracterı́sticas bene iciosas para el 

tratamiento de heridas, es necesario llevar a cabo investigaciones exhaustivas in	vivo 

debido a la complejidad y especi icidad de cada tipo de herida. Además, la evidencia 

cientı ́ ica que demuestre que los materiales avanzados utilizados en estos apósitos son 

superiores a los apósitos convencionales (no medicados) todavı ́a es limitada, poco 

concluyente y requiere más estudios cientı́ icos y ensayos clı́nicos sistemáticos120. 

Existen diferentes maneras de fabricar apósitos, pero para este trabajo nos 

centraremos en la técnica de electrohilado para la creación de matrices basadas en 

nano ibras poliméricas.  
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I.4.2.2	Electrohilado		

Los apósitos basados en nano ibras ofrecen varias caracterı́sticas favorables 

para el tratamiento de heridas. Estas caracterı ́sticas incluyen una distribución 

homogénea en el diámetro de las ibras, lo cual asegura una estructura uniforme; un 

área super icial alta, que proporciona una amplia super icie de contacto; la posibilidad 

de controlar la resistencia de las ibras, lo que permite ajustar sus propiedades 

mecánicas según las necesidades especı́ icas; su buena elasticidad, lo que facilita su 

adaptación a la forma de la herida; su porosidad adecuada, la cual permite el 

intercambio de CO2 y vapor de agua y evita la maceración de la herida y la capacidad de 

cargar diferentes compuestos, lo que permite la incorporación de agentes terapéuticos 

adicionales en el apósito121. 

 

Fig.	6 Compuestos	aptos	para	su	carga	en	 ibras	electrohiladas.	

La técnica más comúnmente utilizada para la fabricación de nano ibras es el 

electrohilado (electrospinning) (Fig. 7A), la cual se basa en la aplicación de una 

diferencia de potencial eléctrico para lograr que una solución polimérica se deposite en 

forma de ibras, evaporándose el disolvente durante la deposición122. Los parámetros 

clave a tener en cuenta durante este proceso incluyen la concentración del polı́mero a 

electrohilar, el voltaje aplicado, el caudal de la solución polimérica y la distancia entre 

la punta de la aguja inyectora y el colector. Esta técnica permite obtener estructuras que 
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pueden utilizarse como apósitos en el tratamiento de heridas. Estas estructuras de 

nano ibras creadas mediante electrohilado imitan la matriz extracelular de ibras de 

colágeno y pueden ser fabricadas a partir de una amplia gama de compuestos 

poliméricos sintéticos y naturales con propiedades multidimensionales123.  

Las nano ibras producidas mediante el proceso de electrohilado demuestran una 

destacada capacidad de absorción de luidos, lo que establece un entorno humidi icado 

propicio para la promoción de la cicatrización de heridas. Adicionalmente, su 

permeabilidad facilita la e icaz difusión de oxı́geno y otros gases esenciales, 

contribuyendo a mantener un ambiente propicio para el proceso de recuperación. 

Asimismo, la porosidad y tortuosidad adecuadas de estas nano ibras evitan la entrada 

de agentes patógenos externos, garantizando un entorno aséptico y libre de 

contaminantes. Además, esta tecnologı́a versátil ha demostrado ser altamente efectiva 

para la carga y liberación controlada de diversos tipos de componentes (Fig. 6), tales 

como fármacos, proteı ́nas, moléculas bioactivas, aceites  esenciales, 

nanopartı ́culas101,123, cepas bacterianas, como probioticos124,125 y células madre para su 

uso en heridas tópicas, ya que la adición de las células madre alrededor del sitio de la 

herida promueve vı́as de señalización para factores de crecimiento que regulan la 

reconstrucción del tejido126. De particular interés son las nano ibras cargadas con 

compuestos presentes en los aceites esenciales, debido a que además de poseer 

propiedades antibacterianas, pueden favorecer la adhesión, crecimiento y proliferación 

celular gracias a su alta compatibilidad con la matriz extracelular humana127–129. 

Las nano ibras por si solas son insu icientes en muchos casos para actuar como 

bactericida y además promover la curación de la herida, es por ello que es primordial la 

carga de agentes terapéuticos en el caso de tratar heridas infectadas crónicas que no 

cicatrizan. Por ejemplo, se ha demostrado que las nano ibras modi icadas con factores 

de crecimiento epidérmico humano recombinante y gentamicina son efectivas en la 

cicatrización de ulceras de pie diabético, actuando como depósitos de liberación 

sostenida de dicho antibiótico para prevenir la infección bacteriana y, al mismo tiempo, 

acelerar la cicatrización de la herida gracias a la presencia de la proteıńa130. La 

funcionalización de las nano ibras con aminoácidos y péptidos antimicrobianos 
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también ha mostrado ser un método e icaz para la fabricación de modelos de apósitos 

avanzados para heridas. Las nano ibras electrohiladas liberan los fármacos 

antimicrobianos lentamente para asegurar una e icacia terapéutica duradera131. Zhu et	

al. demostraron que el uso de grafeno y ibroı ́na de seda impregnados con 

cipro loxacino mejora la e icacia antimicrobiana y la cicatrización de heridas generadas 

por quemaduras132 potencializando la efectividad del antibiótico con las propiedades 

antimicrobianas, mecánicas y de super icie del grafeno. Previamente, dentro del grupo 

de investigación donde se ha realizado esta Tesis Doctoral se ha evaluado la e icacia de 

apósitos de policaprolactona (PCL) cargados con timol (THY) como agente 

antibacteriano contra diversas bacterias Gram-positivas, ası́ como su capacidad para 

inhibir la formación de bio ilms y tratar infecciones intracelulares83. Se han observado 

resultados prometedores en cuanto a la reducción de la carga bacteriana en heridas, 

enfatizando en la importancia del contacto directo entre los apósitos con los 

patógenos133. Además, se ha evaluado la capacidad de los apósitos electrohilados 

cargados con THY, tirosol y escualeno para reducir la in lamación in vitro, obteniéndose 

resultados alentadores en el tratamiento de heridas tópicas85.  

Las nano ibras poliméricas se han identi icado como una opción prometedora en 

el campo del tratamiento de heridas. Sin embargo, es importante destacar que existen 

otros sistemas, como las nanopartı ́culas, que también poseen caracterı ́sticas 

interesantes para abordar la cicatrización de heridas liberando principios activos que 

favorecen el proceso regenerativo. 

I.4.3	Nanopartículas	en	tratamiento	de	infecciones	

En el campo de las aplicaciones biomédicas, se utilizan principalmente dos tipos 

de nanopartı́culas (NPs): nanopartı ́culas orgánicas (como polı́meros o liposomas) y 

nanopartı ́culas inorgánicas (como metálicas, de carbono, puntos cuánticos y 

nanopartı ́culas cerámicas)134. Para que una nanopartı ́cula sea adecuada para su uso en 

biomedicina, debe cumplir con ciertas caracterı ́sticas, como ser biocompatible, no ser 

inmunogénica y ser estable en un entorno isiológico135. 

Las nanopartı́culas se utilizan para dos funciones principales en el tratamiento 

de heridas: a través de sus propiedades intrı́nsecas, ayudar al cierre de heridas o como 
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vectores para la liberación de agentes terapéuticos contenidos en ellas136. La efectividad 

de estas nanopartı ́culas depende de su tamaño, funcionalización en su super icie y 

potencial zeta, que in luyen en su capacidad de unión a receptores y en la penetración a 

través de barreras celulares. Además, su comportamiento biológico, incluyendo 

biodistribución e interacción con biomoléculas, está relacionado con su estructura 

quı́mica y su porosidad137–139. Las nanopartı́culas pueden adquirir diferentes 

estructuras:  

Las nanoesferas poliméricas porosas son capaces de encapsular fármacos y 

además permitir la adhesión de sustancias activas en su super icie, mejorando ası ́ sus 

propiedades farmacéuticas en términos de estabilidad y biocompatibilidad140. 

Las nanocápsulas son estructuras que encapsulan compuestos activos en su 

interior hueco, generalmente acuoso, permitiendo una liberación controlada a lo largo 

del tiempo. Además, las nanocápsulas pueden mejorar la penetración de los mismos en 

tejidos como la dermis141. 

En el proceso de cicatrización de heridas se utilizan principalmente tres tipos de 

nanopartı ́culas: nanopartı ́culas metálicas e inorgánicas, nanopartı́culas basadas en 

lı́pidos y nanopartı́culas poliméricas. Esta últimas dos han demostrado contribuir al 

proceso de cierre de una herida debido a que pueden proteger a los agentes 

terapéuticos de la degradación por el ambiente en una herida, como el pH, la 

temperatura, la presencia de enzimas, etc. Además permiten una liberación de estos 

agentes de manera sostenida y controlada logrando ası́ que la dosis de fármaco se 

mantenga a una concentración efectiva para el tratamiento de potenciales infecciones 

en la herida134,139,142.  

I.4.3.1	Nanopartículas	poliméricas	

Debido a la amplia gama de caracterı ́sticas quı́micas y propiedades funcionales 

que presentan, los polı ́meros han sido ampliamente utilizados en el campo biomédico. 

Esto se debe en parte a que algunos de ellos son altamente biocompatibles y tienen una 

baja respuesta inmunológica siendo más estables en general que los sistemas lipıd́icos 

(i.e., liposomas, partı́culas lipı́dicas, etc.)143,144. Existen dos tipos principales de 

polı́meros: los sintéticos, como el ácido poliláctico (PLA), PVA, PCL y el ácido poliláctico-
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co-glicólico (PLGA)145; y polı ́meros naturales, como el quitosano, el alginato de sodio, la 

celulosa, el ácido hialurónico y el colágeno. Ambos tipos de polı́meros se utilizan en la 

preparación de biomateriales en diversas formas, como nanopartı́culas, apósitos, 

esponjas e hidrogeles. 

Entre las diferentes formas de nanopartı ́culas poliméricas, las nanoesferas y las 

nanocápsulas son dos de las estructuras más utilizadas como se ha mencionado 

anteriormente146. Las nanopartı ́culas poliméricas pueden ser generadas mediante dos 

enfoques distintos: a partir de polı́meros preformados o mediante la polimerización 

directa de monómeros utilizando diversas técnicas de polimerización, ya sea de manera 

clásica o mediante múltiples reacciones. En el caso de los polı́meros preformados, se 

pueden emplear procedimientos como la evaporación de solvente, electrospraying, 

precipitación, diálisis y tecnologıás de luidos supercrı ́ticos. Por otro lado, las 

nanopartı ́culas poliméricas pueden ser generadas de manera directa a partir de la 

polimerización de monómeros mediante diversas técnicas, entre las cuales destacan la 

micro-emulsión, nanoemulsión, emulsión libre de surfactante y polimerización 

interfacial147. En esta investigación, nos centraremos especialmente en el 

electrospraying, la emulsión y la nanoprecipitación, explorando sus particularidades 

para el propósito de nuestra tesis:  

I. Electrospraying (Fig. 7A); Este método de obtención de micro y 

nanopartı́culas implica la disolución del polı́mero y los compuestos activos 

en un disolvente adecuado y su posterior descomposición en gotas inas 

mediante la aplicación de un campo eléctrico intenso. El disolvente se 

evapora, dejando en el colector las nanopartı́culas sólidas. Para obtener 

nanopartı́culas hay diferentes parámetros a tener en cuenta: como la 

concentración del polı́mero, el voltaje y la distancia de la aguja al colector148.  

II. Emulsión (Fig. 7B): Para crear una emulsión, se utiliza un compuesto soluble 

en el medio orgánico (ej., acetato de etilo) en el que se disuelven polı́meros o 

compuestos activos. Luego, esta mezcla se emulsiona con una fase acuosa 

inmiscible que contiene un estabilizador para evitar que las gotas se 

agreguen entre sı ́ y se deja evaporar el disolvente orgánico149. 
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III. Nanoprecipitación (Fig. 7C): Para este método el polı́mero y los compuestos 

activos se disuelven en un medio orgánico (ej., acetona) y se añaden a una 

solución acuosa con la que es miscible, la acetona se deja evaporar y las 

nanopartı́culas quedan dispersas en una suspensión acuosa150.  

 

Fig	7. Métodos	de	síntesis	de	nanopartículas	(A)	Electrospinning/electrospraying,	(B)	

Emulsi icación	y	(C)	Nanoprecipitación. 

I.5	Objetivos		
En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de 

sistemas terapéuticos poliméricos para la liberación de antimicrobianos en el 

tratamiento de infecciones sobre heridas tópicas. Para este objetivo, se abordaron 

diversos aspectos como la adaptación de los materiales a las caracterı́sticas de la herida, 

la erradicación de bacterias patógenas, la inhibición de formación del bio ilm 

bacteriano y la minimización de la citotoxicidad frente a células eucariotas.  

En primer lugar, se evaluó la e icacia de apósitos poliméricos fabricados 

mediante electrohilado cargados con tres agentes biocidas modelo (antibiótico: 

Rifampicina; antiséptico: Clorhexidina y componente mayoritario presente en el aceite 

esencial de tomillo y orégano: Timol) en tres co-polı ́meros metacrıĺicos de nombre 

comercial Eudragit (L100, S100 y RS100) con diferentes comportamientos frente al 

pH. El objetivo fue el de analizar la posibilidad de ajustar el per il de liberación de los 

biocidas contenidos en los apósitos desarrollados en función del pH de la herida con el 

in de asegurar una dosi icación óptima para prevenir o inhibir el crecimiento de 

microorganismos relevantes en infecciones tópicas. Para ello, se utilizaron diversas 
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técnicas de cultivo de microorganismos y ensayos de viabilidad celular, con el in de 

establecer la efectividad de los diferentes agentes y su combinación en el control de la 

proliferación bacteriana manteniendo una reducida citotoxicidad frente a células 

humanas. 

Con el propósito de obtener una liberación controlada de dos antibióticos 

(Rifampicina y Cipro loxacino) lo que permite reducir la frecuencia de dosi icación y 

maximizar su efectividad en la erradicación de microorganismos patógenos, se 

desarrolló un sistema de administración basado en el polı́mero Eudragit RS100 (un 

copolı ́mero de acrilato de etilo y de metil metacrilato con grupos amonio cuaternarios). 

El diseño del apósito electrohilado incluyó dos morfologı ́as poliméricas distintas y se 

emplearon diferentes técnicas de formulación para conseguir una capa de ibras que 

contuviera Rifampicina (RIF) decoradas con partı ́culas que cargaran Cipro loxacino 

(CIP) para tener dos per iles de liberación de los antibióticos, uno inicial rápido que 

eliminase una potencial contaminación accidental tras la formación de la herida y otro 

sostenido en el tiempo para facilitarla pro ilaxis y la potencial colonización durante el 

proceso regenerativo. Se evaluó la actividad antimicrobiana del apósito comparándolo 

con la combinación de ambos antibióticos en su estado libre para demostrar su mayor 

e icacia atribuible a la liberación sostenida de los fármacos contenidos en el apósito. 

Debido a la naturaleza polimicrobiana en las heridas tópicas infectadas descrita 

y con el objetivo de reducir las resistencias a antibióticos, se buscó obtener una 

selectividad especı́ ica del antibiótico RIF hacia S.	 aureus a través de la sı́ntesis de 

nanopartı ́culas poliméricas de PLGA_PEG (copolı ́mero dibloque de poliláctico-co-

glicólico y de polietilénglicol) funcionalizadas con anticuerpo policlonal anti-

Staphylococcus Aureus. Además, con esta estrategia de direccionamiento, se buscó 

mejorar la e icacia del antibiótico, reduciendo la concentración necesaria para la 

erradicación de la bacteria planctónica, incluso a nivel de infección intracelular ya que 

dicho patógeno pasa parte de su ciclo celular infectando células humanas 

intracelularmente (small	colony	variants). Adicionalmente, se planteó como objetivo de 

esta tesis el demostrar que las partı ́culas cargadas con el antibiótico y conjugadas con 
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el anticuerpo fuesen óptimas para la inhibición y disrupción del bio ilm incluso en 

presencia de otras bacterias.
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II.1	Introducción	
Como se mencionó previamente la cicatrización de heridas es un proceso 

isiológico complejo que puede ser interrumpido por infecciones cutáneas, resultando 

en heridas crónicas151. La cronicidad puede deberse a un tratamiento inadecuado o a 

condiciones pato isiológicas preexistentes. Si la herida es crónica, seguirá mostrando 

signos de in lamación, hiperproliferación tisular y un borde de herida continuo152. La 

cicatrización de heridas crónicas es un proceso que requiere un tratamiento más 

agresivo153. El tratamiento de las heridas crónicas infectadas que no curan sigue siendo 

un desafı́o sanitario, y los costes directos e indirectos asociados con estas heridas son 

altos. El envejecimiento de la población y el aumento global de patologı ́as como la 

diabetes podrı ́an empeorar aún más la carga social y sanitaria actual154. Por ejemplo, 

como ya se mencionó, en Europa, hay más de 55 millones de pacientes que sufren 

diabetes, de los cuales entre el 19 y el 34% son vulnerables a desarrollar úlceras del pie 

diabético durante su vida y aproximadamente el 20% de las infecciones moderadas o 

graves de pie diabético resultan en amputaciones de extremidades inferiores155. Casi el 

33% de los pacientes con lesión en la médula espinal desarrollan úlceras por presión, 

lo que revela una prevención inadecuada de las heridas crónicas por presión156 . Por 

todo esto, es necesario crear un tratamiento e iciente y que se adecue a las necesidades 

de las heridas crónicas. Uno de los tratamientos más comunes es el uso de antisépticos 

tópicos, como el dihidrocloruro de octenidina, la polihexanida, los iodóforos, la CHXD, 

la sulfadiazina de plata y combinaciones de estos. Estos antisépticos tienen ventajas 

importantes, como su potencial limitado para contribuir al desarrollo de resistencia 

bacterianas debido a sus múltiples mecanismos no especı́ icos de acción 

antimicrobiana, su amplio espectro de actividad, su fácil penetración a través del tejido 

necrótico, del tejido ibrótico y de los bio ilms bacterianos, y su bajo coste157. Sin 

embargo, algunos de estos antisépticos también tienen limitaciones signi icativas como 

se mencionó en el apartado I.3.1157–159. La CHXD (Tabla 4) es un agente antimicrobiano 

que se utiliza en la desinfección en higiene bucal y heridas y en la prevención de 

infecciones asociadas a procedimientos quirúrgicos. Actúa mediante la interacción con 

la membrana celular de las bacterias, causando una alteración en su permeabilidad y en 
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su función lo que conlleva a la perdida de contenido citoplasmático y por ende a la 

muerte celular160. La CHXD tiene actividad contra Gram-positivas, Gram-negativas, 

hongos y virus, además se ha demostrado que tiene persistencia en la piel y mucosas, 

lo que permite una desinfección prolongada. A pesar de su amplio uso, la CHXD puede 

presentar algunas limitaciones como su toxicidad a nivel celular y el desarrollo de 

resistencias bacterianas, que, aunque son poco comunes y poco probables, como se ha 

mencionado anteriormente, sı ́ que han sido reportadas161.  

Aunque los antibióticos tópicos presentan el riesgo de desarrollar resistencias 

bacterianas, son una opción efectiva cuando se observa un aumento de la carga 

microbiana, especialmente cuando hay indicios de formación de bio ilm que pueden 

llevar a una infección sistémica162. Es importante destacar que algunos antibióticos 

tópicos, como la mupirocina, clindamicina, polimixina, neomicina, ácido fusı́dico, entre 

otros, desarrollan resistencias bacterianas rápidamente162, por lo tanto, su uso debe ser 

monitoreado cuidadosamente. 

La RIF (Tabla 4) es un antibiótico de amplio espectro que inhibe el crecimiento 

de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, en particular S.	aureus. Su mecanismo de 

acción se basa en la supresión selectiva de la sı́ntesis de ARN bacteriano mediante la 

unión a la subunidad β de la ARN polimerasa, lo que interrumpe la transcripción del 

ADN bacteriano y la sı ́ntesis de proteı́nas necesarias para la isión binaria y la 

supervivencia de las bacterias163. La RIF se usa comúnmente para tratar la tuberculosis, 

meningitis y otras infecciones164, pero su biodisponibilidad se reduce en medios 

isiológicos debido a su baja solubilidad, lo que requiere concentraciones altas a nivel 

sistémico165. 

El THY (Tabla 4) es un compuesto orgánico presente en ciertos aceites esenciales 

como el del tomillo y el del orégano. Tiene propiedades antimicrobianas, 

antiin lamatorias y antioxidantes que lo hacen útil en diversas aplicaciones médicas y 

farmacéuticas como en el tratamiento de infecciones de la piel. El THY actúa como un 

agente antimicrobiano al dañar la membrana celular de las bacterias Gram-negativas, 

lo que conduce a una liberación del contenido intracelular como los lipopolisacáridos y 

daña el equilibrio homeostático166. En el caso de bacterias Gram-positivas altera su 
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membrana citoplasmática dañando la bicapa lipı́dica inter iriendo con su crecimiento y 

isión binaria167.  

Tabla	4. Propiedades moleculares y isicoquı́micas de los fármacos a utilizar en los 

apósitos. Datos obtenidos de PubChem® 

Rifampicina  

 

Peso molecular: 823.06 g/mol 

Punto de fusión:  183-188°C 

pH en disolución acuosa: 6.0-8.0 

Hidrosolubilidad (25°C): 
pH 4.3- 1.3 mg/mL 

pH 7.3- 2.5 mg/mL 

Soluble en: 

Cloroformo (CHCl3), 
acetato de etilo (AcEt), 
metanol, dimetilsulfóxido 
(DMSO) 

Clorhexidina 

 

Peso molecular: 505.45 g/mol 

Punto de fusión:  134-136°C 

pH en solución acuosa: 5.5-7.0 

Hidrosolubilidad (20°C): 0.8 g/l 

Soluble en: CHCl3, DMSO, 
Dimetilformamida (DMF) 

Timol 

 

Peso molecular: 150.22 g/mol 

Punto de fusión:  48-51°C 

pH en solución acuosa: 6.0-7.0 

Hidrosolubilidad (20°C): 900 mg/L 

Soluble en: 
Etanol (EtOH), DMF, 
DMSO, CHCl3 
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Como ya se comentó en el capı́tulo anterior, las heridas crónicas presentan pH 

alcalino a diferencia del pH neutro de las heridas agudas o el pH ácido de la piel 

intacta168. Por lo tanto, es interesante desarrollar apósitos cargados con bactericidas 

con capacidad de respuesta al pH y que además presenten una liberación rápida o 

sostenida para coincidir con la cinética de crecimiento bacteriano en la zona de la 

herida.  

Con este objetivo se han seleccionado tres polı ́meros basados en 

polimetacrilatos de origen sintético (Eudragit®). Esta familia de polı́meros se 

caracteriza por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para ser 

procesados en forma de tabletas, capsulas y pelı ́culas. Se utilizan principalmente como 

materiales gastroresistentes para el suministro enteral de fármacos protegiendo al 

principio activo de la degradación ácida y enzimática del estómago. Los polı́meros 

Eudragit® tienen, por lo tanto, la ventaja de proteger los fármacos de la degradación 

quı́mica y biológica, mejorar su solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad, ası́ como 

proporcionar una liberación controlada y prolongada de los fármacos. Se dividen en tres 

categorıás; Eudragit® L, Eudragit® S y Eudragit® E. Para este capı ́tulo se abordarán tres 

tipos especı́ icos de Eudragit®: 

Eudragit®	 L100‐55	 (L100‐55): copolı́mero aniónico de metacrilato de amonio 

cuaternario, metacrilato de metilo y metacrilato de trimetiloaminoetilo. La proporción 

de grupos carboxilo libres respecto al éster, en su estructura quı́mica, es de 1:1, 

conteniendo unidades de etilacrilato hidrofı ́licas lo cual lo hace soluble en soluciones 

con un pH mayor a 5.5 e insoluble a pH <5.5169. El recubrimiento con Eudragit® L100-

55 se utiliza a menudo en formulaciones que requieren liberación prolongada en el 

tiempo170. 

Eudragit®	 S100	 (S100):	 copolı́mero aniónico derivado de ácido metacrı ́lico y 

metacrilato de metilo en una proporción de 1:2. Es soluble a pHs mayores que 7 debido 

a sus grupos ácidos carboxı́licos libres, y es insoluble en ácidos y soluciones acuosas. El 

recubrimiento con Eudragit® S100 puede proporcionar resistencia a la humedad, 

estabilidad quı ́mica, protección contra la degradación enzimática y retardo en la 

liberación del fármaco contenido en su estructura. Por ello se utiliza, principalmente, 
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como una cobertura secundaria para fortalecer la encapsulación del fármaco y asegurar 

una liberación dirigida171. 

Eudragit®	 RS100	 (RS100): copolı ́mero compuesto por monómeros de etil-acrilato, 

metil-metacrilato y un bajo contenido de éster de ácido metacrı́lico con grupos amonio 

cuaternarios, es insoluble en soluciones acuosas a cualquier pH y por tanto la liberación 

de los compuestos cargados es independiente del mismo. Principalmente se utiliza 

como matriz de liberación retardada para fármacos que requieren una liberación 

sostenida en el tracto gastrointestinal, lo que ayuda a mejorar la biodisponibilidad y la 

e icacia del fármaco al evitar la rápida eliminación del mismo. Además, este polı ́mero 

puede proteger el fármaco de la degradación por factores ambientales, como la luz y la 

humedad172. 

II.2	Objetivo	
El objetivo de este capıt́ulo es desarrollar apósitos con una cinética de liberación 

de antimicrobianos que se ajuste a las necesidades temporales y de pH especı́ icas de la 

herida. Para ello se han desarrollado apósitos mediante electrohilado de los 

copolı ́meros Eudragit® L100-55; Eudragit® S100 y Eudragit® RS100 cargados con un 

antiséptico (CHXD), un antibiótico de amplio espectro (RIF) y con un antimicrobiano de 

origen natural (THY).  

II.3	Síntesis	de	apósitos	electrohilados	y	su	caracterización	

II.3.1	Síntesis	de	apósitos	y	su	caracterización		

Se prepararon diversas soluciones de Eudragit® L100, S100 y RS100 con 

diferentes porcentajes de polı ́mero para ser sometidas a electrohilado utilizando 

distintos parámetros. El objetivo fue encontrar las condiciones óptimas que permitieran 

obtener ibras libres de defectos como discontinuidades o grumos (beads), mantener 

un cono de Taylor estable y asegurar un lujo continuo del polı ́mero sin sufrir problemas 

de secado debido a la rápida evaporación del disolvente.  

Las soluciones óptimas de Eudragit® L100-55 y S100 (30% w/v) fueron las que 

se prepararon disolviendo los polı́meros correspondientes en una mezcla de DMF:EtOH 

(4:1) con agitación durante toda la noche a 600 rpm y a temperatura ambiente (27 ºC). 
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La solución óptima de Eudragit® RS100 (30% w/v) se obtuvo utilizando como 

disolvente CHCl3. Para la sı́ntesis de los apósitos cargados con RIF, CHXD y THY, se 

añadió la cantidad adecuada del agente terapéutico, (2.5%, 5% y 20% w/w, 

respectivamente, con relación al peso del polı́mero) a las diferentes soluciones de 

Eudragit® L100-55, S100 y RS100, estas concentraciones, de acuerdo con 

optimizaciones anteriores, no afectaban a la morfologı́a de las ibras. Posteriormente se 

mezclaron durante 30 minutos. Se prepararon apósitos de los tres polı ́meros cargados 

con cada uno de los agentes bactericidas seleccionados.  

Tras la preparación de las soluciones, se midió viscosidad de las mismas y se 

procedió a llevar a cabo el proceso de electrohilado, cuyos detalles, procedimiento y 

equipo empleado se encuentran detallados en el Anexo I. Los apósitos electrohilados 

fueron caracterizados morfológicamente mediante microscopı ́a electrónica de barrido 

(SEM). Además, se evaluó el efecto del pH de las soluciones en la morfologı ́a de los 

apósitos, y se determinó la carga de cada fármaco (DL) y su e iciencia de encapsulación 

(EE) mediante espectrofotometrı́a UV-Vis. También se llevaron a cabo observaciones 

mediante las espectroscopias Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) y Raman 

para detectar la presencia de los fármacos a través de las vibraciones de sus moléculas. 

Por último, se realizó un análisis in vitro para medir la liberación de fármacos en 

soluciones con diferentes valores de pH. Todos los detalles, incluyendo la preparación 

de las muestras y las condiciones experimentales, están descritos en el Anexo I. 

II.3.6	Análisis	biológicos	in	vitro	

Una vez hechas las caracterizaciones fı́sico-quı ́micas se procedió a evaluar su 

actividad biológica, todos los procedimientos y técnicas utilizadas se encuentran 

detallados en el Anexo I.  

Se evaluó la actividad antibacteriana contra la cepa de S.	aureus que expresa la 

proteı ́na verde luorescente (GFP), como modelo de bacteria Gram-positiva, y contra E.	

coli	S17 como modelo de bacteria Gram-negativa. Ambas bacterias se enfrentaron a 

distintas cantidades de RIF (0-1 ppm para S.	aureus	y 0-60 ppm para E.	coli) y THY (20-

250 ppm para ambas bacterias) disueltos en 2% de DMSO. Además, se determinaron la 

concentración mı́nima inhibitoria (MIC) y la concentración mı ́nima bactericida (MBC) 
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para las membranas electrohiladas cargadas con RIF y THY según el método de prueba 

estándar ASTM E-2180-18173. Cuando se analizaron muestras de Eudragit® RS100, se 

agregó un 2% de Tween® 80 al medio de cultivo debido a su alta naturaleza hidrofóbica 

para facilitar la liberación del fármaco. No fue necesario utilizar Tween® 80 al medir la 

liberación del fármaco de los polı́meros Eudragit® L100-55 y S100 debido a su mayor 

hidro ilicidad.  

La capacidad antibacteriana de los apósitos cargados con CHXD también fue 

evaluada contra S.	 aureus y E.	 coli, pero utilizando el test de susceptibilidad 

antimicrobiana en disco según lo descrito en el Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) de EE. UU. ya que con la prueba previamente utilizada para RIF y THY, 

el antimicrobiano no difundıá adecuadamente para llegar a todo el agar dentro del 

pocillo y se observó una gran heterogeneidad en comparación con los resultados 

mostrados por el antimicrobiano libre. Este fenómeno no se observó para RIF o THY, 

probablemente debido a la alta naturaleza volátil del THY, lo que hizo posible llegar a 

todo el pocillo y disolverse desde la fase de vapor en el agar sólido y debido a la alta 

e icacia antimicrobiana de la RIF.  

Además, se llevó a cabo una evaluación de la citocompatibilidad de los apósitos 

de Eudragit® L100-55, S100 y RS100 cargadas con RIF, CHXD y THY en macrófagos 

murinos J774 ATCC-TIB-67™. Para ello, se añadió la cantidad necesaria de apósitos para 

alcanzar una concentración de 4 mg/mL de cada apósito (Eudragit® L100-55, S100 y 

RS10O) cargados con RIF, CHXD y THY a cada cultivo de macrófagos (2 mL). Por otro 

lado, se adicionaron los compuestos libres en concentraciones de 40 μg/mL (RIF), 8 

μg/mL (CHXD) y 250 μg/mL (THY), de acuerdo con los valores de MBC (concentración 

bactericida mı́nima) obtenidos para los apósitos cargados con los antimicrobianos. Es 

decir, se evaluó el efecto potencialmente citotóxico de los compuestos sobre las células 

a las dosis necesarias para eliminar bacterias. Todos los procedimientos y detalles de 

las técnicas descritas anteriormente se encuentran detallados en el Anexo I. 
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II.4	Resultados	y	discusión	

II.4.1	Caracterización	morfológica	de	los	apósitos	

Las imágenes obtenidas por microscopı́a SEM de los apósitos de Eudragit® 

cargados y sin cargar de los antimicrobianos se muestran en la Fig. 8. Los resultados 

obtenidos de las pruebas de optimización se detallan en el Anexo II.	Los apósitos inales 

obtenidos utilizando soluciones de los polı́meros con una concentración del 30% w/v 

presentaron diámetros homogéneos y ausencia de grumos (beads). 

La cantidad de antibacteriano que puede añadirse en cada caso a la disolución 

de polı́mero para la obtención de los apósitos depende de la naturaleza del compuesto. 

Mientras que solo se pudo añadir un 2.5% w/w de RIF a la solución de polı ́mero para 

obtener un cono de Taylor estable durante el electrohilado, se pudieron añadir hasta 

5% w/w de CHXD y un contenido de hasta un 20% w/w de THY a las correspondientes 

soluciones poliméricas orgánicas y obtener apósitos electrohilados sin defectos, es 

decir, diámetros homogéneos y sin grumos (beads) ya que los compuestos 

antimicrobianos cambian la conductividad y la viscosidad de las disoluciones a 

electrohilar.  

Hubo una diferencia importante en los diámetros resultantes de las ibras en los 

apósitos, las de Eudragit® L100-55, tienen un diámetro de 0.32 ± 0.07 µm, mientras que 

los diámetros medios de las ibras electrohiladas basadas en Eudragit® S100 y RS100 

son de 1.167 ± 0.246 µm y 1.751 ± 0.395 µm, respectivamente (Fig. 8, Tabla 5).  
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Fig.	8	Imágenes	de	SEM	de	apósitos	electrohilados	de	Eudragit®:	(A)	L100‐55,	(B)	L100‐

55/RIF,	(C)	L100‐55/CHXD,	(D)	L100‐55/THY,	(E)	S100,	(F)	S100/RIF,	(G)	S100/CHXD,	

(H)	S100/THY,	(I)	RS100,	(J)	RS100/RIF,	(K)	RS100/CHXD,	(L)	RS100/THY.	
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Tabla	 5. Diámetro promedio de las ibras (N = 200), carga del antimicrobiano 

encapsulado y e iciencia de la encapsulación 

Polímero	
Eudragit®	

Fármaco	
Diámetro	
(µm)	

Voltaje	
(kV)	

Viscosidad	
(mPa.s)	

D.L.								
(%	w/w)	a	

E.E.				
(%)	

L100-55 

-- 0.32 ± 0.07 17.6 643 - - 

RIF 0.45 ± 0.09 17.8 645 2.1 95 ±7 

CHXD 0.31 ± 0.09 15.7 680 1.6 34 ±3 

THY 0.30 ± 0.07 17.1 632 2.8 16 ±2 

S100 

- 1.16 ± 0.24 20.3 937 - - 

RIF 0.53 ± 0.08 14.2 936 2.3 94±5 

CHXD 0.85 ± 0.11 18.3 956 1.5 32±2 

THY 0.65 ± 0.09 17.8 940 11.0 64±3 

RS100 

- 1.75 ± 0.39 14.7 125 - - 

RIF 1.76 ± 0.39 9.8 128 2.2 90±2 

CHXD 1.17 ± 0.27 16.5 105 1.5 31±2 

THY 1.85 ± 0.36 11.2 153 5.2 31±8 

a Relativo al peso del polı́mero. 

La importante diferencia entre los diámetros de las ibras Eudragit® L100-55 y 

S100 podrı́a atribuirse a la diferente viscosidad de las soluciones de electrohilado 

iniciales (Tabla 5), ya que el aumento de la viscosidad produce ibras con diámetros 

mayores174. A medida que aumenta la viscosidad, las fuerzas viscoelásticas se 

convierten en el factor dominante obteniéndose ibras con mayores diámetros. Como se 

mencionó antes, la alta volatilidad del cloroformo requirió el uso de una aguja coaxial 

que alimentaba solo el disolvente en la aguja exterior para evitar obstrucciones. El uso 

de un disolvente diferente y una aguja coaxial cambia por completo las condiciones de 

electrohilado y las ibras obtenidas tienen diámetros mayores. Además, la 

conductividad de la solución in luye fuertemente en el proceso de electrohilado, ya que 

a medida que aumenta la conductividad de la solución, el diámetro de la ibra disminuye 
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y viceversa175. La conductividad inferior del CHCl3 en comparación con la del DMF:EtOH 

explicarı ́a los mayores diámetros de ibra obtenidos para las ibras de Eudragit® RS100. 

La adición de los agentes antimicrobianos a Eudragit® L100-55 modi icó sólo 

ligeramente la viscosidad de la solución y el voltaje requerido, y como consecuencia, los 

diámetros de ibra obtenidos fueron similares a los obtenidos para los polı́meros no 

cargados. En cambio, se obtuvo un resultado diferente con la adición de los 

antimicrobianos a las soluciones de electrohilado basadas en Eudragit® S100. El 

aumento del voltaje necesario para producir un cono Taylor estable después de la 

adición de los antimicrobianos correspondientes produjo un aumento en la velocidad 

con la que la solución polimérica llegaba al colector, lo que resultó en mayores 

diámetros de ibra ya que el tiempo de elongación de la ibra fue menor.176. El voltaje 

necesario para producir ibras homogéneas de Eudragit® S100 cargadas con RIF 

disminuyó de 20.3 a 14.2 kV razón por la cual se obtuvo un menor diámetro. El efecto 

del voltaje aplicado también se pudo apreciar en las ibras de Eudragit® S100 cargadas 

de CHXD y THY. La viscosidad parece ser el parámetro principal que rige la morfologı́a 

de las ibras de Eudragit® RS100, ya que el diámetro de las ibras disminuyó con la 

adición de CHXD y aumentó para las ibras cargadas de THY. Es importante señalar que 

las ibras de Eudragit® RS100 cargadas con THY eran muy frágiles y quebradizas y 

colapsaron al recogerlas del papel de aluminio. 

II.4.2	Encapsulación	de	agentes	antibacterianos	

En el caso de los apósitos cargados con RIF, la e iciencia de encapsulación (EE) 

fue siempre superior al 90%. También se encontraron anteriormente EE altas, 

superiores al 75%, para RIF encapsulado en ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) 

mediante electrohilado, estas e icacias fueron atribuidas a las fuertes interacciones 

supramoleculares entre RIF y el polı́mero177. Por otro lado, la EE de CHXD fue de 

alrededor del 32% para todos los polı́meros y como consecuencia, la carga del fármaco 

nunca superó el 1.6% w/w. Para THY, la EE depende del polı ́mero encapsulante y fue 

tan alta como 64.3% para Eudragit® S100 y tan baja como 16% para Eudragit® L100-

55, mientras que para Eudragit® RS100 fue del 31%. La diferencia de la EE entre los tres 

fármacos para cada polı ́mero podrı́a estar relacionada con sus diferentes propiedades 
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fı ́sicas. La presión de vapor insigni icante de la RIF puede explicar la alta e iciencia de 

carga observada para este fármaco en el proceso de electrohilado, ya que su pérdida 

durante la evaporación del solvente es despreciable. Por otro lado, la CHXD tiene una 

presión de vapor más elevada (2⋅10-14 mm Hg a 25°C), aunque sigue siendo baja, lo que 

podrı́a ocasionar una evaporación parcial durante la formación de las ibras, resultando 

en una menor e iciencia de carga. Además, el THY es altamente volátil, y la mayor 

distancia entre la punta del electrohilado y el colector (18.5 cm) utilizada en este caso 

podrı́a contribuir a una menor e iciencia de carga en las ibras L100-55 en comparación 

con las ibras S100 y RS100. 

Sin embargo, la distancia entre la punta del electrohilado y el colector no es el 

único factor que afecta la e iciencia de carga, ya que al utilizar la misma distancia (15 

cm), la e iciencia de carga para S100 fue el doble que la obtenida para RS100. Es posible 

que los diferentes solventes utilizados para obtener las soluciones de electrohilado 

también in luyan en estas e iciencias de carga. La baja viscosidad de la solución de 

cloroformo que contiene el copolı́mero Eudragit RS100 probablemente facilite una 

mayor migración del THY hacia la super icie de las ibras y, como se ha informado 

previamente para sistemas similares178, pueda dar lugar a una pérdida del fármaco. 

II.4.3	Espectroscopia	infrarroja	por	transformada	de	Fourier	(FTIR)	

La presencia de los agentes antimicrobianos en los apósitos, ası́ como la posible 

interacción entre los polı ́meros y los compuestos, se analizaron mediante FTIR (Fig. 9).  

La presencia de RIF en los apósitos de Eudragit® L100-55 pudo ser con irmada 

por la vibración a 1240 cm-1 que aparece en el espectro de los apósitos cargados, y que 

se atribuye a las vibraciones de los grupos C-O-C en la molécula de RIF179. Además, se 

observan desplazamientos en la región caracterı́stica de las bandas relacionadas con el 

estiramiento de los grupos C=O del polı́mero. La intensidad de la banda asignada a los 

grupos de ácido carboxı́lico (1703 cm-1) disminuyó en comparación con la banda de 

estiramiento C=O debido a los grupos carboxı́licos esteri icados (1726 cm-1), lo que 

sugiere interacciones ácido-base entre Eudragit® L100-55 y RIF180. En el espectro de los 

apósitos cargados con CHXD, las bandas en 1530 y 1492 cm-1 podrı́an atribuirse a las 

vibraciones de lexión N-H de las aminas secundarias y los grupos imina181 . Esta última 



  

51 
 

Capı́tulo II 

banda aparece a 1485 cm-1 en el espectro de la CHXD, el desplazamiento observado en 

el espectro de las ibras cargadas indica algunas interacciones supramoleculares entre 

el polı́mero y los grupos N-H del antiséptico. La presencia de THY en el espectro de 

Eudragit® L100-55 cargado con THY se demostró con la aparición de una banda débil a 

942 cm-1 relacionada con la vibración de lexión fuera de plano =CH182. 

Para Eudragit® S100 cargado con RIF, no hay señales que puedan asociarse a la 

presencia de RIF, aun cuando el contenido del antibiótico es similar a la del polıḿero 

Eudragit® L100-55. Esto se debe a que la señal caracterı́stica de la RIF (1240cm-1) se 

superpone con la señal del polı́mero a 1239 cm-1, atribuida a la lexión del grupo amino 

C-C-NH+180. Por otro lado, las bandas a 1532 y 1577 cm-1 que aparecen en los apósitos 

cargados con CHXD podrı ́an estar relacionadas con las vibraciones de lexión de N-H de 

los grupos de aminas secundarias e iminas como se ha mencionado anteriormente183. 

El desplazamiento de estas bandas indicarı ́a una interacción entre el antimicrobiano y 

la matriz polimérica. Varias bandas relacionadas con el THY pueden ser observadas en 

los apósitos de Eudragit® S100 cargados con THY, con irmando la presencia del 

antibacteriano. También hay una superposición de bandas en los apósitos de Eudragit® 

RS100 cargados con RIF, lo que di icultó la observación de las bandas relacionadas con 

la presencia del antimicrobiano en los apósitos cargados.  

La banda a 1531 cm-1 causada por la vibración de lexión de los grupos N-H de la 

CHXD se pudo observar en los apósitos cargados y nuevamente aparecieron bandas 

atribuidas a THY en los apósitos de Eudragit® RS100 cargados con THY. Es importante 

señalar que en todos los espectros cargados de THY hubo desplazamientos evidentes 

de las bandas atribuidas al antimicrobiano, lo que sugiere fuertes interacciones 

supramoleculares entre THY y la matriz polimérica.  
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Fig.	9	Espectros	FTIR	de	apósitos	de Eudragit® sin	cargar	y	cargados,	A),	B)	and	C)	

Apósitos	L100;	D),	E)	and	F)	Apósitos	S100;	G),	H)	and	I)	Apósitos	RS100. 

II.4.4	Espectroscopía	Raman	

Los espectros Raman de Eudragit® L100-55, S100 y RS100 cargados y no 

cargados se muestran en la Fig. 10. Se pueden observar bandas a 1331 y 1570 cm-1 

asignadas a vibraciones de estiramiento C-C en las moléculas de RIF en los apósitos 

cargados en Eudragit® L100-55 y S100. En los apósitos de Eudragit® RS100, una banda 

a 1340 cm-1, asignada a modos normales con contribuciones de vibraciones de 

estiramiento C-C, C-N y C-O con irmó la presencia de RIF 184. 

En Eudragit® L100-55 y S100 cargados con CHXD se observó la banda 

caracterı́stica de CHXD a 1604 cm-1. Esta banda se desplaza en comparación con la de 

CHXD pura, lo que sugiere una interacción del antiséptico con el polı ́mero 185. La banda 
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observada a 1294 cm-1 en el espectro de la ibra cargada también se relacionó con la 

molécula de CHXD186. El modo normal de vibración a 1604 cm-1 presente en el espectro 

de CHXD corresponde a grupos clorofenilo187. En los espectros de Eudragit® RS100 

cargado de CHXD no se encontraron estas vibraciones lo que sugiere que el 

entrelazamiento de las cadenas poliméricas de Eudragit® RS100 no permite que el 

fármaco tenga las vibraciones de la molécula libre. 

La banda a 740 cm-1, caracterı ́stica de las moléculas de THY y asignada a un 

movimiento combinado de estiramiento de CC (anillo) y lexión de CCC (anillo) se pudo 

observar en los espectros de los apósitos de Eudragit® S100 y RS100 cargadas con THY, 

pero en el espectro correspondiente a Eudragit® L100-55 cargado de THY, ese modo se 

superpone con el pico a 755 cm-1 que se asocia a las vibraciones CC del polı ́mero188. Sin 

embargo, el pico a 1270 cm-1 asignado a la combinación de estiramiento C-C y C-O, ası ́

como la lexión de HCC y el pico a 1622 cm-1 relacionado con el estiramiento del anillo 

de THY, con irman la presencia del compuesto antimicrobiano en los apósitos 

cargados189. 

 

Fig.	10 Espectros	Raman	de	Eudragit® (A)L100‐55;	(B)	S100	y	(C)	RS100. 
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II.4.5	Efecto	del	pH	en	la	morfología	de	los	apósitos	

El efecto de diferentes pHs (5.5, 7.4 y 8.2) en la morfologı́a de los apósitos fue 

analizado por SEM (Fig. 11). Como se esperaba, la sensibilidad al pH del polı́mero de 

Eudragit® L100-55 fue con irmada, viéndose afectado incluso a pH 5.5. Bajo esas 

condiciones las ibras perdieron su forma cilı́ndrica y disminuyó su diámetro. Como se 

esperaba190, gotas de tampón a pH 7.4 en la matriz de este polı ́mero produjeron la 

fusión de las ibras y a pH 8.2 se fusionaron completamente. Por otro lado, aunque en 

teorı ́a el polı́mero Eudragit® S100 es soluble a pH>7, los apósitos no parecieron ser 

afectados a pH 7.4, probablemente porque la deposición de unas pocas gotas de tampón 

en las matrices no fue su iciente para llevar a cabo la desprotonación completa de sus 

grupos carboxı ́licos, pero a pH 8.2, las ibras comenzaron a perder su forma cilı ́ndrica. 

Eudragit® RS100 es un polı ́mero que no es afectado por el pH y, como consecuencia, los 

apósitos no sufrieron ningún cambio morfológico después de ser expuestos a pH 5.5, 

7.4 y 8.2, a pesar de que en este caso los apósitos estuvieron completamente sumergidos 

en los tampones correspondientes. Probablemente se necesitarı́an tiempos de 

inmersión más largos para observar la erosión de la matriz. 

 

Fig.	11	Efecto	del	pH	en	la	morfología	de	los	apósitos	poliméricos	preparadas	

caracterizado	mediante	SEM.	
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II.4.6	Liberación	de	agentes	antimicrobianos	

La RIF se liberó completamente del polı ́mero Eudragit® L100-55 a todos los pHs 

estudiados, aunque los resultados de FTIR sugirieron interacciones ácido-base entre el 

fármaco y el polı́mero, la disolución del polı́mero desencadenarı́a la liberación completa 

de toda la RIF cargada después de 24 h (Tabla 6). El mismo comportamiento se pudo 

observar en los apósitos poliméricos basados en Eudragit® S100, a pH 7.4, cuando los 

apósitos comenzaron a verse afectados por el pH, la liberación de RIF alcanzó el 100%, 

mientras que en un tampón ácido solo se liberó el 25% de la RIF cargada después de 24 

h de contacto. Por otro lado, la liberación de los apósitos de Eudragit® RS100 no 

depende del pH, porque, como se mencionó anteriormente, este polı́mero mantiene su 

estructura a cualquier pH. 

La liberación de CHXD de los apósitos de Eudragit® L100-55 se incrementó con 

un aumento de pH alcanzando el 100% de liberación a pH 8.3 En este caso, la interacción 

entre el polı ́mero y los grupos N-H del fármaco evitarı́a la liberación repentina y 

completa a pHs más bajos. La liberación de CHXD de los apósitos de Eudragit® S100 

presentó un comportamiento completamente diferente, se observó un aumento 

esperado de la liberación cuando el pH cambió de 5.5 a 7.4, en cambio, al llevar el pH a 

8.2 se produjo una disminución en la cantidad de fármaco liberado. Este efecto podrı́a 

estar relacionado con la ionización de la CHXD liberada en la disolución a este pH, ya 

que es mayor que el pKa de la CHXD, lo que causarı́a su readsorción en la super icie de 

los apósitos, como se ha observado anteriormente para otros fármacos191. Además, 

durante el proceso de disolución del Eudragit® S100, debido al debilitamiento del 

enlace por puentes de hidrógeno entre las cadenas poliméricas, más grupos 

carboxı ́licos podrı́an ser accesibles para interactuar con las moléculas catiónicas de 

CHXD192. La liberación acumulativa de CHXD del apósito de Eudragit® RS100 alcanzó el 

88% a pH > 7.4, mientras que en pH 5.5 la liberación fue del 64%. 
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Tabla	 6. Liberación de los agentes antimicrobianos cargados en los apósitos 

correspondientes después de 24 h en buffers a diferentes pHs 

Polímero	
Eudragit®	

Antimicrobiano	
Liberación	del	fármaco	a	24h	(%)	

pH	5.5	 pH	7.4	 pH	8.2	

L100-55 

RIF 100 ± 0.5 100 ± 2 100 ± 3 

CHXD 13 ± 2 40 ± 5 100 ± 4 

THY 100 ± 15 100 ± 10 100 ± 16 

S100 

RIF 25 ± 5 100 ± 2 100 ± 5 

CHXD 30 ± 3 72 ± 7 34 ± 9 

THY 30 ± 6 35 ± 1.7 43.6 ± 3.1 

RS100 

RIF 55 ± 0.2 49 ± 0.2 69 ± 0.2 

CHXD 64 ± 2 88 ± 8 100 ± 7 

THY - - - 

	
 

El THY, al igual que la RIF, se liberó completamente del Eudragit® L100-55 

debido a la disolución del polı́mero después de 24 h inmerso en el medio. Sin embargo, 

la liberación de THY de los apósitos de Eudragit® S100 aumentó lentamente con el pH 

y solo se liberó el 43.6% del fármaco en el pH más alto evaluado. Este comportamiento 

podrı́a deberse a las interacciones supramoleculares entre THY y el polı́mero de 

Eudragit® S100, como sugieren los resultados de FTIR. Como se mencionó antes, los 

apósitos de Eudragit® RS100 cargados con THY eran demasiado quebradizos para 

evaluar la liberación del fármaco, por lo que se descartaron para estudios posteriores. 

El pH de la super icie de la piel varı́a entre 4 y 6, pero aumenta gradualmente con 

la profundidad. Esto podrı́a explicar los valores de pH bastante altos, cercanos a la 

neutralidad, encontrados inmediatamente después de la destrucción de la integridad 

de la piel en una herida aguda193. Durante la curación y el restablecimiento del estrato 

córneo intacto, la herida, una vez cicatrizada, vuelve a un pH ácido194. Por otro lado, en 
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las heridas crónicas, los valores de pH varı ́an en el rango de 5.5 a 8.6, debido al llamado 

cambio alcalino195. La alcalinidad de la herida serıá causada por el CO2 disuelto, una 

reducción en la concentración de oxı́geno y, posiblemente, por la acumulación de 

aniones alcalinos del metabolismo bacteriano. Se postuló en esta tesis que los diferentes 

valores de pH encontrados en las heridas requieren de apósitos cargados con 

antimicrobianos que tengan capacidad de respuesta al pH. Deberı ́an estar cargados con 

antisépticos y antibióticos que se liberen con distintas cinéticas para lograr una 

coincidencia perfecta entre la liberación del antimicrobiano y las condiciones de cada 

tipo de herida. 

En este escenario, se desarrollaron diferentes membranas electrohiladas 

cargadas con antimicrobianos para ser potencialmente utilizadas como apósitos en 

heridas con el objetivo de lograr un tratamiento con éxito de las heridas infectadas. 

Como se ha mencionado, las heridas crónicas se caracterizan por tener un pH alcalino 

en comparación con el pH neutro de las heridas agudas o el pH ácido de la piel intacta168. 

Por lo tanto, de acuerdo con las cinéticas de liberación observadas en esta tesis doctoral 

(Tabla 13, Anexo II) en la pro ilaxis contra el desarrollo de infecciones sobre piel intacta 

con un pH de 5.5, se recomendarı́a el uso de apósitos compuestos de RIF cargado en 

Eudragit® L100-55, que liberarı́a el antibiótico inmediatamente eliminando cualquier 

bacteria patógena potencial presente en la piel. En el tratamiento de heridas crónicas 

infectadas (es decir, con un pH alcalino), se recomendarı ́a el uso de apósitos compuestos 

de CHXD cargado en Eudragit® L100-55 porque liberarı ́a el antiséptico de manera 

sostenida, alcanzando un máximo en condiciones alcalinas (Tabla 6). Finalmente, en el 

tratamiento de heridas agudas (es decir, con pH neutro), se recomendarı ́an apósitos 

compuestos de Eudragit® S100 cargado con RIF, que mostrarıán una liberación 

sostenida alcanzando un máximo a pH neutro (Tabla 6). 

II.4.7	Actividad	antibacteriana	

La actividad antibacteriana de los tres compuestos libres estudiados se evaluó 

contra S.	 aureus GFP y E.	 coli S17 para obtener los valores de MIC y MBC que se 

compararán más tarde con los obtenidos para los apósitos cargados con dichos 

antimicrobianos (Tabla 7). Para analizar la respuesta bactericida de los apósitos 



 

58 
 

Capı́tulo II 

cargados con antimicrobianos, se sumergieron los apósitos en 2 mL de agar inoculado 

con 105 UFC/mL de cada microorganismo patógeno. La cantidad de fármaco liberado 

de los apósitos correspondientes en PBS en condiciones óptimas de pH (7.4) para el 

crecimiento bacteriano también se incluye en la Tabla 7 con ines comparativos.   

En el caso de los apósitos cargados con RIF contra S.	aureus	GFP, se necesitaron 

de 10 a 50 μg/mL de material para obtener una respuesta bactericida, dependiendo del 

polı́mero. Los controles realizados utilizando apósitos no cargados mostraron que no 

tienen ninguna actividad antibacteriana. En cuanto a la erradicación total de S.	aureus, 

Eudragit® RS100 muestra los mejores resultados en función de la cantidad reducida de 

RIF que es necesario se libere (1.06 μg/mL) en comparación con la liberada por 

Eudragit® L100-55 y S100 (2.1 μg/mL y 2.3 μg/mL, respectivamente). Este efecto se 

puede atribuir a la desintegración de los apósitos de Eudragit® RS100 en el medio de 

cultivo que conduce a una liberación súbita de RIF. Por otro lado, en comparación con S.	

aureus, se necesitaron mayores cantidades del fármaco libre contra E.	coli para provocar 

una acción bactericida, ya que RIF no penetra de manera efectiva en la membrana 

externa de las bacterias Gram-negativas196. 

Tabla	 7.	 Actividad antibacteriana de los antimicrobianos libres y de los apósitos 

cargados con RIF y THY  

B
ac
te
ri
a	

Fármaco	
Apósitos	
Eudragit®	

MIC	 MBC	

Concentración 
de membrana 

(µg/mL) 

Fármaco 
liberado 

a 24 h 
(µg/mL) 

Concentración 
de membrana 

(µg/mL) 

Fármaco 
liberado 

a 24 h 
(µg/mL) 

S.
	a
ur
eu
s	
G
FP

 

RIF 

Libre - 0.03 - 0.05 

L100-55 50 1.05 100 2.10 

S100 10 0.23 100 2.30 

RS100 50 0.53 100 1.06 

THY 
Libre - 50 - 250 

L100-55 200 5.6 600 16.8 
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S100 1000 38.5 1500 57.75 

E.
	c
ol
i 

RIF 

Libre  3 - >12 

L100-55 250 5.25 2000 42.00 

S100 200 4.60 2000 46.00 

RS100 3000 32.34 >4000 >43.12 

THY 

Libre - 80 - 200 

L100-55 500  14 1500  42 

S100 500  19.25 1000  38.5  

 

Como en S.	aureus, Eudragit® S100 cargado con RIF mostró una mejor actividad 

inhibitoria contra E.	 coli. En esta lı́nea, nuestros resultados previos sobre el uso de 

nano ibras de PCL decoradas con nanopartı ́culas de PLGA que cargan RIF197 también 

mostraron el mismo rango requerido de RIF liberada (3-48 μg/mL) para lograr una 

reducción signi icativa en el crecimiento bacteriano, siendo nuevamente necesaria una 

concentración más alta de RIF para erradicar las bacterias Gram-negativas en 

comparación con las Gram-positivas. Sin embargo, en el caso de la actividad bactericida 

contra E.	 coli, Eudragit® L100-55 cargado con RIF muestra una mayor acción en 

comparación con los otros polı́meros, ya que requiere la menor carga de antimicrobiano 

(42 μg/mL) para lograr los niveles más altos de reducción bacteriana. 

Aunque Eudragit® RS100 cargado con RIF tiene actividad antibacteriana con una 

cantidad de antimicrobiano liberado similar a la de Eudragit® S100 y L100-55 frente a 

S.	aureus, se necesitó una mayor cantidad de apósito y antimicrobiano liberado para 

ejercer su actividad inhibitoria contra E.	coli. Esto puede deberse al hecho de que los 

apósitos de Eudragit® RS100 no se ven afectados por el pH, lo que signi ica que incluso 

en contacto con el medio de cultivo mantienen su estructura permitiendo una liberación 

sostenida del antimicrobiano contenido en ellos. Para ambas bacterias, se requirió una 

cantidad mayor de antimicrobiano para provocar la inhibición y la acción bactericida 

cuando se cargó en los polı ́meros en comparación con la acción del antimicrobiano libre. 
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Esto podrı́a deberse a que cuando se incorpora RIF en los apósitos poliméricos, hay 

menos antimicrobiano disponible inmediatamente para inhibir la ARN polimerasa, a 

pesar de la liberación súbita observada para los polı́meros sensibles al pH utilizados. 

Un efecto similar fue observado por Gilchrist et	al.177, quienes demostraron que cuando 

se incorporó RIF en nano ibras de PLGA, sólo se alcanzaron concentraciones de MIC y 

no se logró un efecto bactericida. 

Los resultados de la evaluación antibacteriana de los apósitos cargados con THY 

mostrados en la Tabla 7 indican una reducción en la concentración necesaria para 

producir efectos antibacterianos cuando se utiliza este antiséptico. Como se mencionó 

antes, el apósito de Eudragit® RS100 cargado con THY no pudo ser evaluado debido a 

su estructura frágil y quebradiza. Sin embargo, los apósitos de Eudragit® L100-55 y 

S100 mostraron un gran efecto antimicrobiano contra ambas bacterias a pesar de la 

baja cantidad de THY liberado. Contra S.	aureus, se necesitaron cantidades mayores de 

apósito de Eudragit® S100 cargado con THY para obtener actividad inhibitoria (5 veces 

más) y bactericida (2.5 veces más) en comparación con el apósito de Eudragit® L100-

55 cargado con THY. Por otro lado, Eudragit® L100-55, a pesar de la baja cantidad de 

THY liberado, mostró una excelente actividad inhibitoria y bactericida. Contra E.	coli, 

Eudragit® L100-55 cargado con THY es el sistema más e iciente como inhibidor y 

bactericida; sin embargo, la diferencia entre este polı́mero y Eudragit® S100 cargado 

con THY no es tan importante como en el caso contra S.	 aureus. Ambos sistemas 

muestran una actividad antibacteriana superior en comparación con la mostrada por el 

compuesto libre, lo que sugiere que la combinación y procesamiento de THY con el 

polı́mero utilizado crea un ambiente donde el efecto antibacteriano del THY se mejora 

en gran medida. Aunque la aplicación de apósitos cargados con THY no reduce el pH del 

medio para crear un ambiente ácido, la disolución del apósito disminuye 

considerablemente el pH del medio. Juven et	al.198 mostraron que cuando hay valores 

bajos de pH, la molécula de THY no se disocia, lo que hace que el fármaco sea más 

hidrófobo, produciendo un ambiente adecuado para una mejor unión a las regiones 

hidrófobas de la membrana bacteriana y facilitando la disolución del antimicrobiano en 

la región lipı́dica de la misma. Estudios previos199–201 en nuestro grupo señalaron una 
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e icacia antimicrobiana superior de apósitos a base de Eudragit® en comparación con 

aquellos basados en PCL electrohilado, en los que la inhibición del crecimiento de S.	

aureus y E.	coli se logró cuando se liberó THY en concentraciones en el rango de 70-220 

μg/mL.  

En el caso de los apósitos cargados con CHXD, como se mencionó antes, se utilizó 

el método de difusión en disco debido a la limitada difusión del fármaco cargado en los 

apósitos para llegar a todo el agar dentro del pocillo. Esta limitación impide que la 

bacteria crezca en el agar circundante, lo que a su vez di iculta alcanzar la MIC o MBC 

necesaria para evaluar la e icacia de los apósitos. Otros autores han demostrado 

previamente la importancia del contacto directo para provocar una actividad 

bactericida199,202. Los discos de apósitos cargados con CHDX (12, 16 y 20 mm de 

diámetro) se utilizaron para medir la zona de inhibición contra S.	aureus y E.	coli (Fig. 

12).  

El peso promedio de cada disco fue de ≈2 ± 0.15 mg para los de 12 mm de 

diámetro, ≈2.5 ± 0.1 mg para los de 16 mm y ≈3.1 ± 0.11 mg para los de 20 mm. Los 

discos se dejaron en contacto con el agar durante 24 horas, lo que signi ica que los 

discos de Eudragit® L100-55 de 12 mm de diámetro liberaron 12 μg/mL de CHXD 

creando una zona de inhibición de 15.2 ± 1.5 mm contra ambos S.	aureus	y	E.	 coli, 

mientras que los discos de 20 mm de diámetro que liberaron 16 μg/mL lograron una 

zona de inhibición de 21.6 ± 1.2 mm para ambas bacterias. En el caso de las muestras 

de Eudragit® S100, los discos de 12 mm liberaron 20 μg/mL creando una zona de 

inhibición de 12.5 ± 0.8 mm contra S.	aureus y 14.6 ± 2 mm contra E.	coli. 

Mientras que para los discos de 16 mm la zona de inhibición se extendió hasta 

17.3 ± 2.3 mm (S.	aureus) y 18.5 ± 0.8 mm (E.	coli) ; los discos de 20 mm de diámetro 

crearon una zona de inhibición de 21.6 ± 0.9 mm (S.	aureus) y 23.7 ± 1.2 mm (E.	coli). 

Los discos de Eudragit® RS100, por su parte, liberaron 29 μg/mL (12 mm) creando 

zonas de inhibición de 26 ± 2.1 mm contra ambos patógenos, 33 μg/mL (16 mm de 

diámetro) creando una zona de inhibición de 24.4 ± 0.15 mm para S.	aureus y 32.4 ± 0.5 

mm para E.	coli y inalmente 40 μg/mL (20 mm de diámetro) creando una zona de 

inhibición de 36 ± 1.2 mm y 37 ± 1 mm para S.	aureus y E.	coli, respectivamente. Según 
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la norma 195920-ASTM E2149-01203, todos los discos mostraron efectos 

antibacterianos, ya que la zona de inhibición supera 1 mm. 

 

Fig.	12	Imágenes	representativas	de	la	prueba	de	difusión	de	discos	antimicrobianos	

para	Eudragit®	L100‐55/CHXD	(A),	S100/CHXD	(C)	y	RS100/CHXD	(E)	contra	S.	aureus	

y	Eudragit® L100‐55/CHXD	(B),	S100/CHXD	(D)	y	RS100/CHXD	(F)	contra	E.	Coli	

después	de	24	h.	Grá ico	de	las	mediciones	del	disco	y	su	efecto	antimicrobiano.	Escala:	

10mm.	

II.4.8	Citocompatibilidad	

La citocompatibilidad de los apósitos sintetizados se evaluó, a nivel del 

metabolismo celular, en macrófagos J774 mediante el ensayo de viabilidad celular Cell 

Blue® Viability Assay Kit. Las células se expusieron a una concentración 4 mg/mL de los 

diferentes apósitos cargados con los fármacos descritos anteriormente. Los resultados 

obtenidos se compararon con los obtenidos con células no tratadas (control para la 

evaluación de los antimicrobianos libres) o con células tratadas con los apósitos 
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correspondientes sin carga (control para la evaluación de los apósitos cargados con 

antimicrobianos). 

Como se muestra en la Fig. 13, los antimicrobianos libres alcanzaron porcentajes 

bajos de viabilidad en las concentraciones cargadas en los apósitos, mostrando 

porcentajes inferiores al 60%, siendo la CHXD el fármaco que ejerció los efectos más 

citotóxicos en las células. El tratamiento de las células J774 con los apósitos cargados 

durante 24 h mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 80% en el caso de RIF, 

siendo los apósitos de Eudragit® RS100 cargados con RIF los más citocompatibles, 

mostrando porcentajes similares a los obtenidos para la muestra de control (~100%). 

Los apósitos cargados con CHXD mostraron viabilidades superiores al 70%, excepto 

para el Eudragit® RS100 cargado con CHXD cuyo porcentaje fue ligeramente inferior 

(~65%).  

Los apósitos cargados con THY mostraron los porcentajes de viabilidad más 

bajos (<70%), lo que indica que, a la concentración utilizada, este material cargado con 

THY es citotóxico (según el valor establecido por la norma ISO 10993-5), mientras que 

los apósitos cargados con RIF y CHXD cumplen con los requisitos de esta norma ISO. 

Nuestros resultados revelaron una viabilidad celular signi icativamente mayor 

al utilizar apósitos cargados con antimicrobianos en comparación con el tratamiento 

celular con los compuestos libres, destacando la e iciencia de la encapsulación de 

fármacos para lograr una liberación sostenida y reducir la citotoxicidad. 

RIF, como se ha mencionado anteriormente, es un antibiótico de amplio espectro 

bien conocido que se administra para tratar una amplia gama de infecciones 

bacterianas patógenas. Nuestros resultados mostraron una alta citocompatibilidad de 

los apósitos cargados con RIF a las concentraciones evaluadas, lo que indica su 

idoneidad para ines biomédicos, como también han demostrado estudios anteriores. 

Estudios anteriores indican que la viabilidad celular de osteoblastos humanos en 

andamios tridimensionales de PCL cargados con diferentes concentraciones de RIF 

alcanzó valores cercanos a los obtenidos para la muestra control sin tratar después de 

24 h de incubación, incluso cuando el andamio liberó más de 1 mg/mL del antibiótico, 
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una concentración mucho más alta que la de esta tesis (≤42 μg/mL)204. También se ha 

descrito la utilización de quitosano y proteı ́nas derivadas de la matriz extracelular en 

diferentes proporciones para fabricar andamios cargados con RIF (0.5 mg por 

andamio), que mostraron baja citotoxicidad en las células HMEC-1, aunque los per iles 

de liberación del antibiótico de los andamios no se muestran205.  

 

 

Fig.	13	Viabilidad	celular	en	la	línea	J774	de	apósitos	cargados	con	RIF,	CHXD	y	THY	de	

Eudragit® L100‐55,	S100	y	RS100	en	comparación	con	la	dosis	equivalente	del	

compuesto	antimicrobiano	libre.	Se	asignó	una	viabilidad	del	100%	a	cada	fármaco	libre	

el	de	las	células	de	control	no	tratadas	y	para	cada	 ibra	cargada,	los	apósitos	no	

cargados	se	utilizaron	como	muestras	de	control	para	las	membranas	cargadas	con	

antimicrobianos.	Los	datos	se	presentan	como	media	±	desviación	estándar	(n	=	3).	Las	

diferencias	estadísticas	signi icativas	entre	el	fármaco	libre	y	los	apósitos	cargados	se	

representan	entre	corchetes,	mientras	que	las	diferencias	entre	cada	 ibra	analizada	y	la	

cargada	se	representan	encima	de	cada	columna	de	 ibra	analizada	(*p	<	0,05;	***p	<	

0,01;	****p	<	0,0001).	
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Estudios previos en nuestro grupo mostraron resultados similares cuando 

osteoblastos humanos se sembraron directamente en andamios de PCL cargados con 

micropartı ́culas de PLGA que contenı́an RIF, cuya liberación de fármaco fue 

signi icativamente mayor que la proporcionada por los apósitos actuales (96-148 

μg/mL frente a ≤42 μg/mL) debido al uso del polı ́mero de degradación rápida PLGA197. 

Los antisépticos THY y CHXD ejercieron efectos más perjudiciales, como se esperaba 

debido a su carácter antiséptico no selectivo. Los macrófagos J774 tratados con 

andamios de PCL cargados con THY durante 24 h también mostraron porcentajes de 

viabilidad bajos (<50%), pero superiores a los obtenidos en muestras tratadas con la 

dosis equivalente del compuesto libre197. La liberación de THY de estos andamios (60-

90 μg/mL) se encontraba dentro del rango del actual trabajo (27-194 μg/mL). 

Anteriormente, otros andamios, hechos de tereftalato de polietileno modi icado por 

quitosano reticulado con genipina cargados con CHXD se probaron en cultivos de 

células L132 y mostraron resultados similares a los nuestros, pero después de 3 dı́as de 

incubación y con una liberación del antiséptico más alta durante las primeras 24 

horas206. Además, los recubrimientos de CHXD en nanopartı́culas de sıĺice incorporadas 

en una formulación comercial de cemento óseo de polimetilmetacrilato (PMMA) 

(Cemex®) dieron lugar a porcentajes elevados de viabilidad (>70%) cuando se 

cultivaron células Saos-2 (lı́nea celular derivada de osteosarcoma primario) con el 

medio liberado de estos complejos, aunque se observó una liberación del antiséptico 

baja207.  

La regeneración de la piel después de una infección de una herida y el 

tratamiento posterior con un antiséptico implica la eliminación de bacterias patógenas, 

pero también de algunas células de la piel. Sin embargo, se reclutan nuevas células en 

la zona dañada debido a la respuesta inmunitaria para regenerar los tejidos y, por lo 

tanto, reparar la piel. Después de la eliminación de las bacterias patógenas, macrófagos, 

ibroblastos y células endoteliales son enviados por el organismo para iniciar el proceso 

regenerativo: la proliferación, migración y regeneración celular. 
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II.5	Conclusiones	
Se han desarrollado apósitos antimicrobianos que podrı ́an ser utilizados como 

apósitos inteligentes con capacidad de respuesta al pH con el in de ajustar la cinética 

de liberación de los antimicrobianos contenidos según las necesidades de la herida en 

las diferentes etapas de la cicatrización. En la pro ilaxis contra el desarrollo de 

infecciones sobre la piel intacta, con un pH de 5.5, se recomendarı ́a el uso de apósitos 

compuestos de Eudragit® L100-55 cargadas con RIF, las cuales liberarı́an el antibiótico 

cargado de manera inmediata, eliminando cualquier bacteria patógena potencial 

presente y evitando la colonización de una herida potencial. En el tratamiento de 

heridas crónicas infectadas (es decir, con pH alcalino), se recomendarı ́a el uso de 

apósitos basados en Eudragit® de L100-55 cargados con CHXD, ya que liberarı́an el 

antiséptico gradualmente, alcanzando un máximo en condiciones alcalinas. Finalmente, 

en el tratamiento de heridas agudas (es decir, con pH neutro), se recomendarıá el uso 

de apósitos compuestos de Eudragit® S100 cargadas con RIF, mostrando una liberación 

sostenida que alcanzarı́a un máximo a pH neutro. Se observó una acción antimicrobiana 

e iciente contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mientras que la 

citotoxicidad contra células eucariotas se redujo cuando se incorporaron los 

antimicrobianos en los apósitos en comparación con el efecto de los compuestos libres.



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo	III	

APÓSITO	DE	LIBERACIÓN	
CONTROLADA	CON	COMBINACIÓN	

DE	ANTIBIÓTICOS	SINÉRGICOS			
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III.1	Introducción	
Todas las heridas, desde el momento de la incisión cutánea, se colonizan con 

bacterias presentes en el aire, la piel circundante (microbiota comensal) y cualquier 

material involucrado en la producción de la herida inicial208. A menos que estén 

infectadas, la mayorı ́a de las heridas simples cicatrizan sin necesidad de terapia con 

antibióticos, pero el tratamiento local con antibióticos (por ejemplo, mupirocina, 

nadi loxacina, neomicina, bacitracina, ácido fusı ́dico, etc.) puede estar indicado en 

circunstancias especiales en heridas infectadas como opción de segunda lı́nea, 

considerando que es necesario prevenir el desarrollo de resistencia y reacciones de 

hipersensibilidad. Por lo tanto, aunque es posible recetar antibióticos tópicos para 

prevenir infecciones en heridas simples, aún existe controversia sobre su uso debido a 

la posibilidad de reacciones alérgicas locales, una penetración de iciente en la piel y la 

mencionada aparición de organismos resistentes con la exposición a dichos 

antibióticos209. Sin embargo, se ha demostrado que los antibióticos tópicos son efectivos 

para reducir el riesgo de infecciones en heridas simples en comparación con placebo o 

antisépticos210. Además, el uso de antibióticos ha dado lugar a varios resultados clı ́nicos 

de éxito asociados con la reducción de infecciones localizadas tras una cirugı ́a y en 

infecciones crónicas en heridas abiertas211. Una estrategia para prevenir y tratar 

infecciones clı ́nicas en úlceras venosas es el uso de antibióticos/antisépticos tópicos. 

Las preparaciones tópicas pueden consistir en cremas, pomadas y apósitos 

impregnados diseñados para permanecer en contacto con la super icie de la herida. Sin 

embargo, las pautas de prescripción en algunos paı ́ses como el Reino Unido son muy 

restrictivas sobre el uso de antibióticos tópicos e indican que los antibióticos no deben 

usarse en heridas crónicas, como úlceras venosas, excepto en casos de infección 

de inida212. 

En el caso de utilizar apósitos cargados con antibióticos, una liberación inicial 

repentina eliminarı ́a cualquier bacteria presente en la herida y una liberación sostenida 

evitarıá cualquier reinfección posterior, mejorando el resultado clı́nico213. Apósitos 

electrohilados cargados con compuestos antimicrobianos con cinéticas de liberación   

especı́ icas pueden ayudar simultáneamente a la eliminación de la carga bacteriana 
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inicial tras la generación y contaminación de la herida y a la pro ilaxis posterior 

acelerando el proceso regenerativo de curación de la herida. Algunos ejemplos en la 

literatura reciente describen el uso de sistemas de liberación bifásicos de fármacos que 

contienen antimicrobianos (por ejemplo, amoxicilina sódica) para el desarrollo de 

apósitos de liberación controlada214. 

La RIF, un antibiótico semisintético hidrofóbico, descrito en el capı ́tulo II, se 

utiliza en el tratamiento de una gran variedad de infecciones bacterianas provocadas 

por Mycobacterium	 tuberculosis, Pseudomonas, Klebsiella,	 Neisseria	 meningitidis,	

Haemophilus	 in luenzae, cocos Gram-positivos (Staphylococcus y Streptococcus), entre 

otros215,216. La RIF siempre se utiliza en combinación con otros antibióticos para tratar 

infecciones bacterianas por su elevada capacidad para generar resistencias. Diversos 

autores han evaluado la actividad aditiva o sinérgica de la RIF contra diversas especies 

patogénicas. Por ejemplo, Rand y Houck217 evaluaron la sinergia entre la daptomicina y 

otros 18 antibióticos contra 19 cepas de enterococos resistentes a altos niveles de 

vancomicina, y encontraron una reducción del 73.3 % en la MIC para la RIF cuando se 

usaba en combinación con daptomicina. 

El cipro loxacino (CIP, Tabla 8) es un derivado de luoroquinolona que actúa 

como agente antibacteriano inhibiendo el crecimiento tanto de bacterias Gram-

positivas como Gram-negativas, y se ha encontrado que su uso en heridas infectadas 

mejora el proceso de cicatrización de heridas218. Es uno de los antibióticos utilizados 

más ampliamente en la curación de heridas infectadas debido a su baja MIC contra 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas comúnmente asociadas a infecciones de 

heridas219. A diferencia de la RIF, el CIP se ha utilizado tanto en monoterapia como en 

terapia combinada. La combinación de RIF y CIP ha demostrado ser altamente e icaz en 

el tratamiento de infecciones tempranas en articulaciones protésicas, sin necesidad de 

retirar el dispositivo, lo que resulta en una tasa de éxito terapéutico elevada220. Además, 

se ha comprobado que esta combinación es efectiva tanto contra bacterias Gram-

negativas como Gram-positivas, tanto en estudios in	vitro como in	vivo221.  
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Tabla	8. Propiedades molecular y isicoquı ́micas del cipro loxacino. Datos obtenidos de 

PubChem®. Las caracterı́sticas de la RIF ya fueron descritas en el capı́tulo anterior (ver 

Tabla 4) 

Cipro loxacino 

 

Peso molecular: 331.34 g/mol 

Punto de fusión:  253-257°C 

pH en disolución acuosa: 3.5-4.6 

Hidrosolubilidad (25°C): pH 7.3- <1mg/mL  

Soluble en: 
Agua, ácido clorhı ́drico 
(HCl), DMSO. 

 

Se observó sinergia entre CIP y RIF contra S.	aureus222, sin embargo, también se 

han descrito algunos ejemplos en los que la RIF actúa como antagonista de CIP contra 

cepas especı ́ icas, por ejemplo, contra E.	 faecalis223. Por lo tanto, la sinergia o 

antagonismo son especı́ icos de cada patógeno analizado y de cada combinación 

antibiótica. La terapia combinada se ha establecido como un enfoque e icaz para reducir 

la resistencia a los antibióticos, pero es importante tener en cuenta que su aplicación es 

especı́ ica para cada cepa. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Coe et	al.224 en 

el cual se demostró que la combinación de CIP con RIF produce una acción 

bacteriostática aditiva in	vitro en dos cepas experimentales de S.	aureus, 69898 y 6989R. 

Además, se ha observado que dicha combinación de antibióticos resulta e icaz en el 

tratamiento de infecciones recurrentes tempranas causadas por S.	 epidermidis en 

implantes posoperatorios225. No obstante, es importante realizar una evaluación de la 

e icacia a largo plazo de las combinaciones de antibióticos, ya que se ha descrito la 

disminución, en algunos casos, de la e icacia de combinaciones especı́ icas, resultando 

en una e icacia inferior a la que se obtendrı́a con cada fármaco por separado226. 

Como se mencionó anteriormente, una combinación de un antimicrobiano de 

liberación rápida junto con otro de liberación sostenida podrı́a ser apropiada para las 

heridas infectadas para eliminar en primera instancia la contaminación de la herida y 
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posteriormente para producir una pro ilaxis ante la entrada de un nuevo patógeno. En 

este capı́tulo se demuestra que el CIP debido a su alta hidro ilicidad se liberarı́a 

rápidamente al inicio, mientras que la RIF, al ser hidrofóbica, proporcionarı ́a una 

liberación sostenida. Recientemente, se han llevado a cabo estudios sobre apósitos para 

heridas basados en ibras que ofrecen una liberación sostenida de antibióticos y 

facilitan la cicatrización de heridas227. Por otro lado, las micropartı́culas, debido a su 

alta relación super icie-volumen se han utilizado ampliamente para proporcionar una 

liberación rápida inicial. En esta tesis, el uso de dos morfologı́as diferentes, ibras para 

la carga de RIF y micropartı ́culas para la carga de CIP en el mismo apósito, 

proporcionarı́a una cinética de liberación cinética óptima gracias a una difusión inicial 

rápida y una posterior erosión de la matriz polimérica debida a dos morfologı ́as 

distintas ( ibras y micropartı ́culas). 

III.2	Objetivo	
El objetivo de este capı́tulo consiste en desarrollar un apósito avanzado 

mediante el proceso de electrohilado/electroesprayado conteniendo RIF y CIP y 

mostrando una cinética de liberación determinada. Se estudia también en este capı ́tulo 

la sinergia de los antibióticos RIF y CIP frente a S.	aureus y E.	coli. Este apósito se basa 

en la deposición de ibras del polı́mero Eudragit® RS100 cargadas con RIF que fueron 

decoradas con micropartı ́culas también de Eudragit® RS100, cargadas con CIP. Tanto las 

ibras como las micropartı́culas fueron preparadas mediante técnicas 

electrohidrodinámicas. Se llevó a cabo una evaluación de la actividad bactericida del 

apósito preparado, contra S. aureus y E. coli tanto en su forma planctónica como en la 

prevención de la formación de bio ilms y contra bio ilms ya maduros. Además, se realizó 

un análisis de citotoxicidad a las dosis bactericidas en tres lı́neas celulares humanas 

modelo (queratinocitos epidérmicos humanos (HaCat), macrófagos J774 y ibroblastos) 

para demostrar su inocuidad frente a células somáticas. 
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III.3	Síntesis	de	apósitos	y	su	caracterización	
La preparación de las ibras se llevó a cabo mediante el método de electrohilado. 

Para ello, se preparó una solución al 30% w/v de Eudragit® RS100 en CHCl3, que se agitó 

durante 30 minutos. En el caso de las ibras cargadas con RIF (RIF/RS100), se añadió 

un 2.5% w/w de RIF con respecto al polı́mero y se agitó durante 20 minutos adicionales. 

Para la preparación de las partı́culas, se utilizó el método de electrospraying. Se 

preparó una solución al 13% w/v de Eudragit® RS100 en CHCl3, que fue agitada durante 

30 minutos. Para las partı́culas cargadas con CIP (CIP/RS100), se disolvió un 15% w/w 

de CIP con respecto al polı́mero en 200 µL de ácido tri luoroacético (TFA). Esta solución 

se añadió a la mezcla de RS100/CHCl3 junto con un 0.5% w/v de Tween® 80 para 

estabilizarla. 

La deposición de las ibras y partı ́culas se realizó por electrohilado y 

electrospraying, respectivamente, primero por separado y luego colocando las ibras 

primero y decorándolas con partı ́culas para formar el apósito inal (RIF-CIP/RS100). 

Los detalles sobre el equipo utilizado y las condiciones de deposición, como la distancia, 

el lujo y los voltajes utilizados para depositar las ibras y las partı́culas, se encuentran 

en el Anexo I. Las ibras, partı́culas y el apósito RIF-CIP/RS100 sin carga se utilizaron 

para la caracterización de los materiales de manera individual, y como control en los 

ensayos biológicos descritos en este capı́tulo. 

Una vez depositadas las ibras, partı́culas y apósito RIF-CIP/RS100, se llevó a 

cabo un análisis de su morfologı ́a utilizando microscopı ́a SEM. Con el objetivo de 

evaluar las posibles interacciones entre el fármaco y el polı́mero, se registraron los 

espectros de infrarrojo. Para determinar la cantidad de antibiótico presente en las ibras 

RIF/RS100 y en las partı ́culas CIP/RS100, se realizó un análisis independiente. Tres 

muestras de cada sı ́ntesis fueron disueltas individualmente en DMSO y se analizaron 

mediante espectrofotometrı́a UV-Vis. 

La carga de los fármacos en los apósitos RIF-CIP/RS100 fue determinada 

mediante UHPLC, al igual que la liberación in	vitro del apósito RIF-CIP/RS100. Todos los 
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equipos utilizados, los detalles de preparación de las muestras y las caracterı ́sticas de 

los métodos se encuentran detallados en el Anexo I. 

III.3.1	Análisis	biológicos	in	vitro	

La actividad antibacteriana de RIF y CIP libres contra S.	aureus ATCC 25923 fue 

evaluada en la tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argón228, mientras que la actividad 

antibacteriana del RIF y CIP libres individualmente frente a la cepa E.	 coli	 S17, se 

determinaron dentro de esta tesis. Para ello se utilizó una cantidad especı ́ ica de RIF (0-

0.5 ppm para S.	aureus y 0-60 ppm para E.	coli) disuelto en un 2% (v/v) de DMSO y CIP 

(0-1.25 ppm para S.	aureus y 0-0.05 ppm para E.	coli) disuelto en agua estéril.  

Se determinaron los valores de MIC y MBC para los apósitos RIF-CIP/RS100 

siguiendo el método de análisis estándar de diluciones seriadas ASTM E-2180-18173. Se 

llevó a cabo un estudio de sinergia para investigar la interacción entre los antibióticos 

RIF y CIP mediante la determinación del ı́ndice de concentración inhibitoria fraccional 

(FICI), los métodos utilizados se detallan en el Anexo I. 

Además, se evaluó el efecto del apósito RIF-CIP/RS100 a concentraciones de 

0.05-4 mg/mL en la inhibición y disrupción del bio ilm de ambas bacterias. Estas 

concentraciones fueron comparadas con la combinación de los fármacos en forma libre, 

liberados de los apósitos, en las mismas dosis.  

Adicionalmente, se evaluó la citotoxicidad del apósito RIF-CIP/RS100 a 

concentraciones que variaron entre 0.05 y 2 mg/mL. Asimismo, se llevó a cabo la 

medición de la citotoxicidad del apósito de RS100 sin carga a las mismas 

concentraciones y de la combinación de los fármacos en forma libre a concentraciones 

equivalentes a las liberadas durante un perı ́odo de 24 horas. Este ensayo se llevó a cabo 

utilizando macrófagos J774, HaCat y ibroblastos dérmicos humanos como modelos de 

lı́neas celulares humanas. Los métodos están detallados en el Anexo I.  

III.4	Resultados	y	discusión	

III.4.1	Caracterización	fisicoquímica	de	los	materiales		

De acuerdo con las imágenes obtenidas por SEM, las ibras cargadas con RIF 

mostraron un diámetro medio de 1.7 ± 0.4 μm (Fig. 14A-B), siendo similar al de las 
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ibras sin cargar (Tabla 5). La e iciencia de encapsulación de RIF según los resultados 

de UHPLC fue de alrededor del 90% (Tabla 9), tanto el diámetro como la carga del 

fármaco concuerdan con los datos presentados anteriormente en la Tabla 5 de la 

sección II.4.1. De la misma manera que se describió anteriormente, se mantuvo 

constante la concentración de RIF en la solución precursora polimérica (2.5% w/w) 

para asegurar un cono de Taylor estable. Sin embargo, en el presente capı́tulo se 

prescindió del uso de la con iguración coaxial debido a que no fue necesaria para 

obtener un cono de Taylor estable durante el proceso de electrohilado, ya que la 

humedad ambiente presente en las condiciones experimentales ralentizó la 

evaporación del solvente. Como resultado, la carga de fármaco obtenida en las ibras fue 

de 2.3 ± 0.07 % w/w, cercano al obtenido anteriormente (Tabla 5).  

Las micropartı ́culas cargadas con CIP depositadas en el colector presentaron una 

morfologı́a esférica con un diámetro promedio de 1.2 ± 0.4 μm (Fig. 14C-D). De acuerdo 

con resultados de la tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argon228, las micropartı́culas 

de Eudragit® RS100 sin antibiótico preparadas en la misma solución precursora 

(CHCl3+TFA+Tween® 80) tenı ́an una distribución de tamaños de 1.4 ± 0.5 μm, por lo 

tanto, la presencia de CIP en la solución de electrohilado no produjo cambios 

importantes en los tamaños de las partı́culas resultantes. Dentro de la misma tesis 

doctoral228 se identi icó una limitación importante en la encapsulación de CIP en las 

partı ́culas debido a la insolubilidad de este antibiótico en medios orgánicos, debido a su 

alta hidro ilicidad. Para abordar este problema, se utilizó un enfoque en dos pasos. 

Primero, se disolvió CIP en TFA y posteriormente se preparó una emulsión de esta 

solución en una solución del polı ́mero en cloroformo, estabilizada con Tween® 80. 

Reproduciendo este método se logró una alta carga de fármaco en la solución 

precursora (15% w/w con relación al peso del polı ́mero). Además, la e iciencia de 

encapsulación obtenida fue del 88 ± 7.2%, lo que resultó en una carga de fármaco de 

aproximadamente 12 ± 1% w/w (Tabla 9), datos que concuerdan con resultados 

previos 228. La carga de CIP obtenida fue mayor a la de estudios realizados por Dillen et	

al.229, quienes obtuvieron una e iciencia de encapsulación de alrededor del 65% w/w 

utilizando únicamente Eudragit® RS100 en partı́culas sintetizadas mediante la técnica 
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de emulsi icación y evaporación de solvente w/o/w seguida de homogeneización a alta 

presión. Sin embargo, lograron aumentar la carga de fármaco hasta el 70% w/w al 

combinar Eudragit® RS100 con PLGA. Por otro lado, se han descrito partı ́culas de 

quitosano cargadas con CIP generadas mediante electroesprayado, las cuales 

presentaron cargas de fármaco más altas (alrededor del 15% w/w), pero con una 

e iciencia de encapsulación más baja (76% w/w)230. Hasta el momento, no se han 

descrito estudios previos sobre la sı ́ntesis de partı ́culas cargadas de CIP/RS100 

obtenidas mediante electroesprayado. 

 

Fig	14.	Morfología	de	los	materiales	presentados.	Microgra ías	electrónicas	de	barrido	y	su	

respectiva	distribución	de	tamaño	(N	=	200)	de	 ibras	RIF/RS100	(A,	B);	partículas	CIP/RS100	

(C,D);	 ibras	decoradas	con	partículas		RIF‐CIP/RS100	(E,F);	y	sección	transversal	de	 ibras	

decoradas	con	partículas		RIF‐CIP/RS100	(G).			

 

La decoración de las ibras con partı́culas garantiza que ambos fármacos pueden 

liberarse desde un único apósito y con distintas cinéticas de liberación. Las Fig. 14E y 

14G muestran imágenes representativas de las ibras RIF-CIP/RS100, una en una vista 

superior y otra de una sección transversal, respectivamente. Fue necesario realizar 

modi icaciones en las condiciones de sı́ntesis debido al uso del colector de tambor 

giratorio, más apropiado para la obtención de ibras decoradas con partı ́culas. Por esta 
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razón los diámetros promedio de las ibras cargadas con RIF (1.3 ± 0.4 μm) (Fig. 14F) 

fueron menores a los obtenidos para las ibras sin decorar (Fig. 14B). El uso del colector 

rotatorio permitió lograr una distribución homogénea de partı́culas depositadas sobre 

la matriz de ibras. En el caso de las partı́culas, los diámetros promedio (1.2 ± 0.3 μm) 

(Fig. 14F) en los apósitos RIF-CIP/RS100 fueron muy similares a los obtenidos para las 

micropartı ́culas cargadas de CIP depositadas en el colector plano (Fig. 14D). 

La e iciencia de encapsulación de la RIF en las ibras depositadas en el tambor 

colector resultó ser menor en comparación con las ibras recuperadas en el colector 

plano (Tabla 9). Esta ligera reducción del 90% al 87.1% podrı́a atribuirse al voltaje más 

bajo requerido en este caso para lograr un cono de Taylor estable. Se ha observado que 

un aumento en el voltaje resulta en un mayor lujo de la disolución entre la aguja y el 

colector231. Al aplicar un voltaje más bajo para el tambor colector, la velocidad de lujo 

de la disolución se reduce, lo que prolonga el tiempo para que el fármaco difunda y se 

evapore desde la disolución inicial, aumentando su pérdida en el trayecto desde la 

jeringa al colector. 

También se observó una disminución signi icativa en la e iciencia de 

encapsulación de CIP para las partı́culas depositadas en las ibras. Nuevamente, esto se 

debe a que hay una mayor distancia entre la punta de la aguja y el colector, lo que 

provoca una posible mayor difusión y evaporación del fármaco presente en el disolvente 

en su vuelo desde la aguja hasta el colector. 

Tabla	9. Parámetros de sı́ntesis y resultados de caracterización de los materiales 

obtenidos 

	 Voltaje		
(kV)	

Distancia		
(cm)	

Diámetro	
(µm)	

E.E.	
(%)	

D.L.	
(%	w/w)	

Fibras 
RIF/RS100  15-19 15 1.7 ± 0.4 90 ± 2.8 2.2 ± 0.08 

Partı́culas 
CIP/RS100  17-20 7 1.2 ± 0.4 88 ± 7.2 12 ± 1.0 

RIF-CIP/RS100 

Fibras 
RIF/RS100 9-13 15 1.3 ± 0.4 87.1 ± 7.6 0.6 ± 0.1 

Partı́culas 
CIP/RS100 16-18 22 1.2 ± 0.3 56.1 ± 10.6 2.0 ± 0.1 
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El análisis de FTIR se llevó a cabo para con irmar la presencia de RIF en las ibras 

cargadas y una posible interacción entre el fármaco y el polı ́mero, sin embargo, solo se 

detectaron vibraciones relacionadas con el Eudragit® RS100 en las ibras cargadas (Fig. 

15A), probablemente debido a la baja concentración del antibiótico presente en las 

ibras, que se encuentra por debajo del lı ́mite de detección de la técnica. También se 

investigó la presencia de CIP e interacciones potenciales fármaco-polı́mero en las 

partı ́culas cargadas mediante análisis de FTIR. La Fig. 15B, complementa los datos 

presentados con los obtenidos en la Tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argon228, es 

conveniente la comparación con dichos resultados ya que muestran los espectros de 

FTIR tı ́picos de las partı́culas de RS100, CIP libre y las micropartı́culas CIP/RS100. Se 

pueden observar vibraciones caracterı ́sticas de CIP a 1614 y 1283 cm−1 debido a la 

vibración del grupo fenilo conjugado con -COOH y la vibración de estiramiento del 

enlace C-F, respectivamente232. Para las partı ́culas cargadas con CIP, se pueden observar 

vibraciones relacionadas con el polı́mero a 1722 cm−1 (estiramiento C=O), 1448 cm−1 

( lexión asimétrica de CH2), 1384 cm−1 ( lexión asimétrica de CH3), 1144 cm−1 

(estiramiento C-CO-C) y 1098 cm−1 (estiramiento C-N)233. Un pequeño pico a 1629 cm−1 

con irmarı́a la presencia de CIP en las partı ́culas. El desplazamiento signi icativo 

observado para esta banda sugerirı ́a interacciones fármaco-polı ́mero, ya que los 

compuestos ácidos como el CIP interactúan con los polı́meros de Eudragit® mediante 

interacciones electrostáticas entre el grupo carboxilo del fármaco y los grupos de 

amonio cuaternario del polı ́mero229. Se observaron resultados similares en el material 

RIF-CIP/RS100 (Fig. 15C), en este caso, el espectro de FTIR muestra picos a 1622 y 1596 

cm−1, que estarı́an relacionados con la vibración del grupo fenilo conjugado con -COOH 

de CIP. La interacción del antibiótico y el polı́mero también se con irmarı ́a en este caso 

por el desplazamiento en el número de onda observado. 

En la Fig. 15D se muestran el per il de liberación de RIF y CIP del sistema RIF-

CIP/RS100. Alrededor del 95 % de CIP cargado se liberó en las primeras 8 h para luego 

estabilizarse a un nivel constante. La liberación inicial estarı́a relacionada con la 

disolución y la rápida difusión del antibiótico hidrofı́lico desde las partı́culas 

super iciales en contacto con el medio de liberación acuoso. Esta cinética de liberación 
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es muy adecuada para erradicar primero las bacterias iniciales y prevenir su 

colonización gracias a la liberación rápida de CIP, mientras que la liberación paulatina y 

sostenida de la RIF podrı́a prevenir el crecimiento de los supervivientes de la liberación 

inicial además de producir un efecto pro iláctico213. 

	

Fig.	15 Comparación	de	los	espectros	de	FTIR	de	A)	RS100,	RIF	y	RIF/RS100;	B)	RS100,	

CIP	y	CIP/RS100;	C)	RS100,	CIP	y	RIF‐CIP/RS100;	y	D)	liberación	de	fármacos	de	RIF‐

CIP/RS100.	

La liberación de RIF en las primeras 8 h solo alcanzó el 35 % del fármaco total 

cargado y luego aumentó lentamente hasta alcanzar el 45 % después de 48 h, 

probablemente debido a su baja solubilidad acuosa. Gracias a esto el apósito cargado 

produce un efecto antibacteriano prolongado debido a la retención de la RIF en las 

ibras. La diferente solubilidad en agua de ambos antibióticos, ası ́ como la diferente 

morfologı́a de las partı́culas y de las ibras, in luyen en el porcentaje de liberación 

observado. Además de la superior solubilidad en agua del CIP en comparación con la 
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RIF, la mayor relación super icie-volumen de las partı ́culas en comparación con el de las 

ibras, también facilitarı́a una liberación más rápida del CIP de la observada para la RIF.  

III.4.2	Actividad	antibacteriana		

III.4.2.1	Actividad	bactericida	de	los	antibióticos	libres	

Cómo se mencionó anteriormente los resultados de la actividad bactericida de 

ambos antibióticos contra S.	 aureus, como modelo de bacteria Gram-positiva, se 

tomaron de la tesis de la Dra. Cristina Yus Argon228. Estos valores se analizarán 

juntamente con la actividad bactericida contra E.	coli, como modelo de bacteria Gram-

negativa. Los valores de la MIC y MBC se presentan en la Tabla 10. En el caso de S.	aureus, 

los valores tanto de la MIC como la MBC para el CIP se encuentran dentro del rango 

descrito en estudios previos234, al igual que ocurre con los de la RIF235. Previamente se 

ha descrito que CIP posee una fuerte actividad contra cepas de bacterias Gram-

negativas236. En concordancia con esto, los valores de MIC y MBC encontrados contra E.	

coli son signi icativamente bajos. Aunque la membrana externa de las bacterias Gram-

negativas crea una barrera para moléculas polares, el CIP, un antibiótico soluble en agua, 

tiene la capacidad de atravesarla. Este efecto se debe a que el CIP inter iere con enzimas 

esenciales para la replicación del ADN bacteriano. A pesar de la barrera inicial, su 

mecanismo de acción especı ́ ico le permite superarla, bene iciando su e icacia contra 

bacterias como E.	 coli. Por otro lado, la RIF se utiliza principalmente para tratar 

infecciones causadas por patógenos Gram-positivos237, mostrando concentraciones 

más altas necesarias para inhibir el crecimiento o eliminar las bacterias Gram-

negativas238. Nuevamente, debido a la naturaleza no polar de RIF, su penetración a 

través de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas esté ampliamente 

desfavorecida en comparación con las bacterias Gram-positivas. 
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Tabla	10.	Valores de MIC y MBC de CIP y RIF libre (N=12) 

 S.	aureus	ATCC	25923	 E.	coli	S17	

 MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

CIP	 0.25 1.0 0.005  0.01 

RIF	 < 0.05 0.25 20 40 

	

III.4.2.2	Sinergia	de	antibióticos		

Como se mencionó anteriormente, las combinaciones de antibióticos para 

reducir las dosis administradas intentan prevenir o retrasar la aparición de 

microorganismos patógenos resistentes a los antibióticos. Debido a que la RIF provoca 

la rápida generación de resistencia, no debe usarse como monoterapia, por lo tanto, las 

combinaciones con CIP podrı ́an proporcionar un tratamiento e icaz a dosis más bajas 

de las requeridas para la monoterapia239. Para evaluar la posible presencia de 

sinergismo entre ambos antibióticos, se calculó el FICI (Fig. 16A-B). El valor de FICI de 

ambos antibióticos contra S.	aureus fue de 0.10 y contra E.	coli de 0.14. Estos ıńdices 

bajos (≤0.5) indican que la combinación se considera sinérgica240. Contra bacterias 

Gram-positivas, la MIC de RIF se pudo reducir de 0.05 a 0.001 μg/mL (una reducción de 

50 veces) en combinación con CIP, mientras que solo 0.02 μg/mL de CIP en la 

combinación exhibió el mismo efecto que 0.25 μg/mL de CIP solo (una reducción de 

12.5 veces). Contra E.	coli, la concentración de RIF se pudo reducir de 20 a solo 2 μg/mL 

cuando se combinó con 0.002 μg/mL de CIP. De acuerdo con estos resultados, la 

concentración de ambos antibióticos necesarios para inhibir el crecimiento bacteriano 

Gram-positivo y Gram-negativo serı́a menor cuando se aplican simultáneamente que 

cuando se usan de forma independiente. Por lo tanto, la terapia de combinación 

propuesta en esta tesis reducirı́a las dosis necesarias para eliminar la microbiota 

polimicrobiana patógena. 



 

82 
 

Capı ́tulo III 

 

Fig.	16 Prueba	de	Concentración	Inhibitoria	Fraccional	para	A)	S.	aureus	y	B)	E.	coli;	

actividad	bactericida	de	una	mezcla	de	dosis	equivalentes	de	los	fármacos	libres	y	el	

sistema	RIF‐CIP/RS100	contra	C)	S.	aureus	y	D)	E.	coli.	(*p<	0.05;	**p	<	0.01;	****p	<	

0.0001).	El	círculo	azul	representa	la	MIC	de	CIP,	mientras	que	el	círculo	rojo	representa	

la	MIC	de	RIF	y	el	círculo	morado	destaca	el	efecto	sinérgico	observado. 

III.4.2.3	Actividad	bactericida	del	sistema		

Previamente, en la literatura, se han reportado apósitos cargados con diferentes 

medicamentos. Por ejemplo, se preparó un sistema compuesto por ibras cargadas con 

el antibiótico mupirocina y ibras cargadas con el anestésico lidocaı ́na mediante un 

electrohilado doble241. El anestésico lidocaı́na también se cargó con tetraciclina 

mediante impresión electrohidrodinámica coaxial242. Sin embargo, solo un trabajo 

describió la sı́ntesis de ibras cargadas con dos antibióticos, sulfato de gentamicina (GS) 

y CIP243. En ese estudio, las ibras cargadas con ambos fármacos mostraron una 

liberación completa de gentamicina en 6 dı́as y una liberación sostenida de CIP durante 



  

83 
 

Capı́tulo III 

más de tres semanas, lo que resultó en una reducción signi icativa en el número de 

bacterias en el lecho de la herida en un modelo de quemadura profunda infectada con 

P.	aeruginosa. La liberación rápida de GS y la liberación prolongada de CIP aceleraron el 

proceso de cicatrización de la herida al controlar la infección en heridas causadas por 

quemaduras profundas. 

Se evaluó el efecto inhibidor y bactericida del sistema RIF-CIP/RS100 frente a las 

cepas de S.	aureus y E.	coli. La Fig. 16C-D muestra la actividad antimicrobiana en función 

de la concentración del apósito (peso total de las ibras en el volumen del medio donde 

se encuentra el inóculo bacteriano) y se compara con mezclas de dosis equivalentes de 

los antibióticos libres. La concentración de cada uno de los antibióticos en la mezcla fue 

igual a la concentración liberada por el sistema combinado RIF-CIP/RS100 en 24 h. Se 

necesitaron 0.05 mg/mL de apósito RIF-CIP/RS100 para inhibir el crecimiento de S.	

aureus y E.	coli. Según los estudios de liberación de antibióticos, este sistema liberarı́a 

0.90 y 0.12 μg/mL de CIP y RIF, respectivamente, después de 24 h en contacto con el 

medio de cultivo. Para erradicar por completo ambas cepas bacterianas, fue necesario 

utilizar 0.1 mg/mL del sistema RIF-CIP/RS100, que, según el análisis cinético de 

liberación del fármaco, liberarı́a 1.9 y 0.25 μg/mL de CIP y RIF, respectivamente, 

después de 24 h. Aunque la concentración de CIP liberada por el sistema fue mucho 

mayor que la requerida de los antibióticos libres para erradicar S.	aureus y E.	coli, la 

concentración de RIF liberada necesaria para lograr una erradicación completa se 

redujo considerablemente contra la bacteria Gram-negativa, mientras que se mantuvo 

similar contra la bacteria Gram-positiva. Esta reducción de dosis necesaria para 

erradicar por completo las bacterias patógenas al combinar tanto RIF como CIP en el 

mismo apósito superarı́a a la aplicación de ambos antimicrobianos por separado como 

monoterapia, al tiempo que prevendrı́a la selección evolutiva de cepas resistentes. 

III.4.2.4	Evaluación	de	la	actividad	antibiofilm	del	sistema	RIF‐CIP/RS100	

Como se mencionó anteriormente, después de una contaminación inicial en una 

herida, las poblaciones microbianas pueden colonizarla y muchas especies pueden 

asociarse formando bio ilms. Se ha observado que la erradicación de bacterias en un 

bio ilm (forma sésil) requiere dosis de antibióticos hasta 1000 veces superiores a las 
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necesarias para eliminar las bacterias en su forma planctónica244. Además, es 

importante destacar que las heridas crónicas suelen estar colonizadas por múltiples 

especies bacterianas, y los bio ilms resultantes pueden contener tanto bacterias Gram-

positivas como Gram-negativas, ası ́como hongos245. Se probó la capacidad antibio ilm 

del sistema RIF-CIP/RS100 contra bio ilms de S.	 aureus (Fig. 17A), mostrando su 

capacidad para inhibir la formación de estos. Se realizó una comparación entre el 

sistema RIF-CIP/RS100 y la mezcla de los antibióticos en su forma libre, utilizando las 

mismas concentraciones que son liberadas por el sistema en un perı́odo de 24 h. La 

combinación de los antibióticos sin encapsular no logró prevenir la formación de 

bio ilms de S.	aureus y E.	coli, incluso cuando se utilizó una concentración equivalente a 

la cantidad de ambos antibióticos liberados por 4 mg del apósito en 1 mL del medio 

bacteriano. Estas concentraciones son más altas que las necesarias para eliminar 

bacterias planctónicas, resultados que se esperaban, ya que, como se dijo 

anteriormente, las cepas de S.	aureus formando bio ilms pueden ser hasta 1000 veces 

menos susceptibles a los antibióticos que sus contrapartes planctónicas246. Por otro 

lado, solo se necesitaron 1 mg/mL de ibras RIF-CIP/RS100 para evitar la formación de 

bio ilms de S.	 aureus y 2 mg/mL del sistema fueron su icientes para erradicar los 

bio ilms preformados (Fig. 17B). La interacción entre el polı ́mero catiónico y el bio ilm 

bacteriano podrı ́a ser responsable del rendimiento óptimo del sistema. Muchos de los 

componentes del bio ilm, ası ́ como el envoltorio celular bacteriano, tienen una carga 

negativa en general, por lo que se podrı́a establecer una fuerte interacción electrostática 

con los grupos de amonio cuaternario de la super icie polimérica de Eudragit®246. En 

estudios anteriores se demostró que se necesita un contacto directo entre los patógenos 

y las ibras poliméricas para ejercer una fuerte acción bactericida lo cual serı́a 

corroborado por estos resultados247. 

En el caso de inhibición de bio ilm de E.	coli,	el comportamiento de los fármacos 

libres y el apósito RIF-CIP/RS100 fue similar a pesar del diferente método experimental 

utilizado (Fig. 17C). Este resultado indicarı́a que el daño celular de E.	coli puede afectar 

negativamente la adhesión celular, que representa el primer paso en la formación de 

bio ilms248. Como se ha mencionado anteriormente, E. Coli siendo motil forma el bio ilm 
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en la interfase aire-lı ́quido, por lo que en este caso no se forma adherido fuertemente a 

las super icies. Por otro lado, se necesitó una concentración de antibiótico superior 

liberado por el sistema en comparación con las dosis equivalentes de los fármacos libres 

para erradicar los bio ilms preformados de E.	coli (Fig. 17D). Este resultado podrı́a estar 

asociado a uno de los componentes extracelulares del polı́mero del bio ilm, la poli β-

1,6-N-acetil-D-glucosamina, que di icultarı́a la adhesión a la super icie del sistema 

retrasando la acción de los antibióticos249, además de la propia naturaleza de este tipo 

de bio ilms que lotan en dicha interfase. 

 

Fig.	17	Actividad	antibio ilm	de	la	combinación	de	RIF		y	CIP	libre	,	y	de	RIF‐CIP/RS100	

contra	S.	aureus:	A)	inhibición	de	la	formación	del	bio ilm,	B)	erradicación	del	bio ilm	

preformado	maduro	y	contra	E.	coli	S17:	C)	inhibición	de	la	actividad	del	bio ilm,	D)	

erradicación	del	bio ilm	preformado	maduro.	(*p<	0.05;	**p	<	0.01;	****p	<	0.0001).	
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III.4.2.5	Citotoxicidad	celular	

Un apósito para heridas no deberı́a tener un impacto negativo en las células 

regenerativas que participan en el proceso de curación de heridas. De acuerdo con la 

norma ISO 10993-5:2009250, se considera que un compuesto es citocompatible cuando 

la viabilidad celular se mantiene por encima del 70%. Para evaluar la 

citocompatibilidad del apósito desarrollado, se seleccionaron queratinocitos HaCat, 

ibroblastos dérmicos humanos y macrófagos J774. La Fig. 18 muestra el porcentaje de 

células viables después de estar expuestas a una mezcla de los fármacos libres (Fig. 

18A), al apósito RS100 sin antibiótico (Fig. 18B) y al apósito RIF-CIP/RS100 (Fig. 18C) 

después de 24 h de contacto.  

En todos los casos, la viabilidad celular de las tres lı́neas celulares fue igual o 

superior al 70% en las concentraciones probadas. La concentración máxima de peso 

probada fue de 2 mg por cada mL del medio de cultivo, el doble de la concentración 

necesaria para erradicar por completo los bio ilms preformados de S.	aureus. Por otro 

lado, es 40 veces mayor que la concentración necesaria para evitar la formación de 

bio ilms de E.	coli y 4 veces mayor que la concentración necesaria para erradicar los 

bio ilms de E.	coli ya formados. Por lo tanto, el sistema inal RIF-CIP/RS100, sintetizado 

en esta tesis se considera no citotóxico para las lı́neas celulares estudiadas. 
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Fig.	18	Viabilidad	de	las	células	de	queratinocitos	HaCat,	 ibroblastos	dérmicos	

humanos	y	macrófagos	J774	después	del	tratamiento	durante	24	h	con	A)	RIF/CIP	libres	

combinados	RIF‐CIP,	B)	sistema	RS100	y	C)	sistema	RIF‐CIP/RS100.	

III.5	Conclusiones		
En este capı ́tulo, se desarrollaron apósitos consistentes en ibras de Eudragit® 

RS100 electrohiladas conteniendo RIF decoradas con micropartı́culas de Eudragit® 

RS100 electroesprayadas cargadas con CIP, con el objetivo de explorar su potencial 

aplicación como terapia de segunda lı́nea en el tratamiento de heridas infectadas para 

aquellos casos en los que el primer tratamiento fracase. Se ha observado una sinergia 

entre ambos antibióticos. Además, el sistema desarrollado presenta una liberación 

inicial rápida, seguida de una liberación sostenida a lo largo del tiempo, gracias a la 

presencia de los antibióticos en las ibras o en las micropartı ́culas. Los apósitos 

cargados con antibióticos han demostrado ser e icaces en la erradicación de bacterias 

tanto Gram-positivas como Gram-negativas en sus formas planctónicas y sésiles.  

Se ha observado que la naturaleza catiónica del apósito polimérico puede 

desempeñar un papel crucial en su acción antimicrobiana que es superior en 

comparación con los mismos antibióticos en forma libre, lo cual respalda la importancia 
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del contacto directo para ejercer una fuerte actividad antimicrobiana. Además, este 

apósito ha demostrado ser biocompatible, ya que en la misma concentración elimina las 

bacterias sin causar daño a diferentes lı ́neas celulares eucariotas. 

Es importante destacar que, si bien la terapia tópica con antibióticos no se 

recomienda generalmente en heridas abiertas, el apósito RIF-CIP/RS100 descrito en 

este estudio podrı́a considerarse como una opción de tratamiento de segunda lı ́nea 

especı́ icamente para heridas infectadas que no responden al tratamiento inicial 

convencional. Sin embargo, es fundamental realizar un seguimiento cuidadoso a largo 

plazo de la e icacia de eliminación de estas combinaciones de antibióticos para evitar 

posibles interacciones negativas.
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IV.1	Introducción	
A pesar de la alta e icacia de los antibióticos actualmente disponibles, las 

bacterias han desarrollado resistencia a la presión selectiva de los mismos a través de 

diversos mecanismos, los cuales fueron abordados previamente en el capı́tulo I. Como 

resultado, la acción terapéutica de los antibióticos comúnmente utilizados se ha visto 

reducida progresivamente, mientras que las bacterias multirresistentes y 

panresistentes se propagan rápidamente a nivel mundial251. 

Para tratar de reducir los efectos de la resistencia bacteriana, los nanomateriales 

han desempeñado un papel destacado en los avances de la terapia antimicrobiana, ya 

que son capaces de aumentar la e icacia y biodisponibilidad de los antibióticos 

existentes a través de la vectorización y de su administración localizada. Además, 

algunos nanomateriales, como las nanopartı́culas metálicas, tienen mecanismos de 

acción antimicrobianos intrı́nsecos252. La terapia antimicrobiana basada en 

nanomateriales ofrece múltiples bene icios al combinar el uso de estos como 

portadores de agentes antimicrobianos con su propia actividad antimicrobiana 

intrı ́nseca. Estos bene icios incluyen mecanismos de acción múltiples que reducen las 

probabilidades de desarrollo de resistencias. Las nanopartı ́culas, como portadoras de 

agentes antimicrobianos, pueden mejorar la e icacia terapéutica al liberar la carga cerca 

de las bacterias patógenas mediante grupos direccionadores que presentan tropismo. 

La mayor acción antimicrobiana de las nanopartı́culas poliméricas funcionalizadas en 

super icie con anticuerpos y cargadas con fármacos, en comparación con dosis 

equivalentes del fármaco libre correspondiente, se atribuye a la a inidad de las 

biomoléculas dirigidas hacia los receptores sobreexpresados en la super icie de las 

células bacterianas253. La selectividad hacia las células bacterianas se logra mediante el 

uso de diferentes biomoléculas direccionadoras, tanto naturales como sintéticas, que 

incluyen péptidos, aptámeros, carbohidratos, membranas celulares, anticuerpos 

monoclonales, policlonales y recombinantes254. Dicha selectividad se ha utilizado en la 

identi icación y diagnóstico de cepas bacterianas patógenas especı ́ icas, ası ́ como para 

aumentar la e icacia terapéutica de los tratamientos antimicrobianos. 
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Como se mencionó anteriormente, S.	aureus	es una de las bacterias nosocomiales 

comensales comunes que puede volverse patógena. Las infecciones asociadas a 

implantes, la endocarditis, las infecciones de la piel y de tejidos blandos, la neumonı́a, 

la osteomielitis e incluso la bacteriemia son manifestaciones clı ́nicas habituales de su 

virulencia255.  

Se han desarrollado nanopartı́culas funcionalizadas con anticuerpos especı́ icos 

dirigidos a los epı ́topos de S.	aureus con el objetivo de detectar su presencia para el 

desarrollo de diversos tipos de sensores. Por ejemplo, se ha reportado sobre la 

detección inmunomagnética mediante dispersión Raman ampli icada por la super icie 

(de su acrónimo en inglés SERS, Surface‐enhanced	 Raman	 spectroscopy) utilizando 

nanopartı ́culas magnéticas recubiertas de oro en suspensiones bacterianas mediante el 

uso de anticuerpos monoclonales como agentes de reconocimiento selectivo256.  

Las nanopartı́culas inmunomagnéticas también se han utilizado para capturar y 

concentrar S.	 aureus MRSA a partir de hisopos nasales humanos utilizando un 

dispositivo micro luı ́dico para, posteriormente, identi icar la cepa utilizando un 

anticuerpo funcionalizado con enzimas especı́ icas para su detección electroquı ́mica257. 

Se ha investigado ampliamente la detección y el tratamiento antimicrobiano 

simultáneos mediante el uso de nanopartı ́culas teranósticas. Un ejemplo de ello es el 

estudio realizado por Huo et	 al.258 en el que se funcionalizaron nanopartı ́culas de 

oro/plata con anticuerpos monoclonales anti-MRSA y se utilizaron como agentes de 

contraste para tomografıá computarizada (CT) en modelos de ratones con neumonı́a 

causada por MRSA asociada a respiradores mecánicos, demostrando una e iciente 

inhibición de la proliferación bacteriana in	 vivo. También se han utilizado 

nanopartı ́culas magnéticas funcionalizadas con anticuerpos anti-proteı́na A para la 

erradicación selectiva de S.	aureus, mediante hipertermia magnética en el tratamiento 

de heridas infectadas que no cicatrizan259, ası́ como en terapia fototérmica, solas o en 

combinación con antibióticos260.  

Otra estrategia utilizada para aumentar la selectividad frente a bacterias cuando 

se cultivan junto a células eucariotas, es el uso de nanopartı ́culas metálicas 

funcionalizadas con anticuerpos anti-MRSA y conjugadas con fotosensibilizadores 
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aplicadas en terapia fotodinámica261. Además de las nanopartı ́culas metálicas, se han 

utilizado sistemas inorgánicos como las nanopartı ́culas de silicio poroso cargadas con 

vancomicina y funcionalizadas con un péptido cı ́clico selectivo de 9-aminoácidos 

(CARGGLKSC), que han demostrado una mejor biodisponibilidad y selectividad frente a 

S.	 aureus	 en un estudio	 in	 vivo262. También se han utilizado estrategias basadas en 

nanopartı ́culas poliméricas para administrar antibióticos de manera selectiva contra S.	

aureus. Siguiendo este enfoque, se cargaron nanopartı ́culas de ácido poliláctico-co-

glicólico (PLGA) y polietilenglicol (PEG) con RIF y se funcionalizaron en la super icie 

con anticuerpos anti-proteı ́na A, los cuales se utilizaron como ligandos de 

direccionamiento y reconocimiento. Esta estrategia demostró una mayor e icacia 

terapéutica en un modelo murino de infección, inducido mediante la implantación de 

injertos vasculares infectados conteniendo bio ilm subcutáneos263.  En comparación 

con las nanopartı́culas metálicas o inorgánicas, las nanopartı ́culas poliméricas 

presentan una liberación controlada y sostenida del antimicrobiano encapsulado. 

Además, muestran propiedades fı́sicas y quı́micas ajustables que permiten degradación 

tanto endógena (por ejemplo, enzimática, hidrolı ́tica, sensible al pH o glutatión) como 

exógena (activada por luz, magnética, sensible a ultrasonidos, entre otras). Estas 

nanopartı ́culas ofrecen una lexibilidad de diseño basada en su fácil funcionalización 

super icial, la disponibilidad de diversos polı́meros naturales y sintéticos, y una 

variedad de métodos de sı ́ntesis macromoleculares.  

Sin embargo, la escasez de estudios sobre nanopartı́culas poliméricas resalta la 

necesidad de una investigación más amplia en esta área, lo que representa una 

oportunidad para una exploración extensa de aplicaciones dirigidas. Con el 

direccionamiento y la liberación de antibióticos localizada se consigue hacer un uso más 

racional de los antibióticos y reducir la potencial aparición de resistencias. 

En resumen, se ha logrado con éxito el tratamiento de infecciones bacterianas 

aprovechando la selectividad biológica de los anticuerpos por sı́ mismos (por ejemplo, 

Panobacumab, Te ibazumab, etc.), los conjugados anticuerpo-antibiótico264 y las 

nanopartı ́culas funcionalizadas con anticuerpos cargadas de antibióticos262,263, que se 

dirigen a epı ́topos especı́ icos en las bacterias. Sin embargo, algunas bacterias 
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patógenas tienen la capacidad de llevar a cabo su ciclo de vida intracelularmente en 

células fagocı́ticas. En estos casos, el patógeno permanece en el sistema endosómico-

lisosómico, lo que di iculta el reconocimiento por parte de los anticuerpos. S.	aureus, 

por ejemplo, es un patógeno facultativo comensal que realiza parte de su ciclo de vida 

intracelularmente265. Además de infectar células no fagocı ́ticas, la persistencia 

intracelular de S.	 aureus se atribuye a pequeñas colonias que se han adaptado 

fenotı́picamente llamadas small	colony	variants266. Se ha propuesto que estas colonias 

bacterianas intracelulares persistentes (persisters) actúan como reservorios para 

episodios recurrentes de infección y contribuyen al fracaso del tratamiento267. Como ya 

se mencionó anteriormente, las infecciones son generalmente de naturaleza 

polimicrobiana268,269. Por lo tanto, al abordar estas infecciones, los tratamientos 

antibióticos o antisépticos deben tener en cuenta las interacciones de la comunidad 

microbiana, que involucra tanto a las bacterias patógenas como a las comensales, ası ́ 

como a todos aquellos patógenos que viven parte de su ciclo de vida intracelularmente. 

IV.2	Objetivo	
El objetivo del trabajo reportado en este capı ́tulo es el de evaluar la e icacia y 

selectividad de nanopartı́culas funcionalizadas con anticuerpos que transportan 

antibióticos especı́ icamente dirigidos hacia S.	aureus en diferentes formas bacterianas: 

planctónica, sésil e intracelular. Se utilizará un modelo de cocultivo de E.	coli y S.	aureus 

para demostrar la selectividad del anticuerpo, ası́ como un modelo de macrófagos 

infectados para mostrar la capacidad de dirigirse a las células bacterianas 

intracelulares. Aunque anteriormente se ha mencionado que el uso de RIF no se 

recomienda como monoterapia en el tratamiento de bacterias formadoras de bio ilm 

debido a la alta probabilidad de desarrollar resistencias, en este capı ́tulo se utilizará 

como antibiótico modelo para analizar exclusivamente la e icacia de las nanopartıćulas 

dirigidas en comparación con las no funcionalizadas. Se han seleccionado 

nanopartı ́culas de PLGA debido a sus propiedades adecuadas para la aplicación, ya 

mencionadas en los capı ́tulos anteriores, que incluyen biodegradabilidad isiológica, 

capacidad de internalización celular y liberación controlada del fármaco. Al 

funcionalizarlas con un anticuerpo selectivo se consigue selectividad local, evitándose 
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efectos secundarios y una consecuente reducción de la probabilidad de desarrollar 

resistencias. Estas caracterı ́sticas hacen de las nanopartı́culas de PLGA funcionalizadas 

con anticuerpos una opción prometedora para el transporte e iciente y especı ́ ico de los 

antibióticos hacia las bacterias objetivo.  

IV.3	Síntesis	de	partículas	y	su	caracterización	

IV.3.1	Síntesis	de	copolímero,	nanopartículas,	funcionalización	y	
caracterización	

Para obtener las nanopartı ́culas poliméricas, primero se sintetizó un copolı ́mero 

de PLGA en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS). Luego, se disolvió nuevamente e 

incubó con NH2-PEG-biotina durante una noche para formar el compuesto etiquetado 

como PLGA-PEG-biotina. Ambos compuestos fueron analizados mediante 

espectroscopı ́a de resonancia magnética nuclear (H-NMR) para su caracterización. Una 

vez obtenido el polı́mero, se procedió a la sı ́ntesis de las nanopartı ́culas cargadas con 

RIF y sin carga a través del método de nanoprecipitación. Posteriormente, se llevó a 

cabo la funcionalización con el anticuerpo biotinilado anti-Staphylococcus	 aureus 

mediante el sistema de Avidina-Biotina. La descripción esquemática del sistema 

conjugado formado mediante la funcionalización super icial de las nanopartı ́culas de 

PLGA-PEG-biotina con el anticuerpo anti-S.	aureus biotinilado se encuentra en la Fig. 

19A y el proceso de sı́ntesis y las condiciones utilizadas se detallan en el Anexo I para 

su referencia. 

Una vez sintetizadas las nanopartı́culas, se determinó su tamaño mediante 

espectroscopı ́a de dispersión de luz (DLS) y se midió su potencial zeta mediante la 

técnica de dispersión de luz electroforética. Además, se analizó su morfologı́a a través 

de microscopı́a SEM y se evaluaron la carga de fármaco y los per iles de liberación 

mediante espectrofotometrı́a UV-Vis. Para estudiar las interacciones quı ́micas entre los 

componentes de las nanopartı ́culas, se empleó espectroscopı ́a infrarroja por FTIR. 

También se realizó un ensayo de proteı ́nas BCA para determinar la presencia de la 

avidina y del anticuerpo en las nanopartı́culas. Todos los equipos, procedimientos y 

métodos de preparación de muestras para estas caracterizaciones se encuentran 

descritos en detalle en el Anexo I. 
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IV.3.2	Caracterización	biológica		

Se evaluó la actividad antibacteriana de la RIF libre frente a S.	aureus ATCC 25923 

como modelo de bacteria Gram-positiva y contra la cepa E.	coli S17 como modelo de 

bacteria Gram-negativa. También se investigó la actividad antibacteriana de las NPs 

PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en concentraciones que oscilaban entre 

0.1-2 µg/mL. Además, se realizó un co-cultivo de ambas bacterias para evaluar la 

actividad antimicrobiana de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en 

concentraciones de 0.2 a 2 µg/mL durante 24 h. Los procedimientos experimentales 

utilizados se detallan en el Anexo I. 

Se analizó el efecto de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en 

concentraciones de 0.5 a 2 µg/mL para la inhibición y disrupción del bio ilm. Esta 

evaluación incluyó la incubación y conteo de células bacterianas, ası́ como la 

visualización de dichos efectos mediante microscopı ́a SEM y confocal. Además, se llevó 

a cabo un estudio de citotoxicidad de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-

Anticuerpo en cultivos de macrófagos J774, utilizando concentraciones de 

nanopartı ́culas entre 0.2 y 2 μg/mL. 

Se investigó la e icacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo 

(0.2 µg/mL) en infecciones intracelulares, utilizando un modelo de infección con 

macrófagos J774 infectados con S.	aureus,	E.	coli y en un cocultivo de ambas bacterias. 

También se evaluó la viabilidad de los macrófagos después de la infección mediante 

microscopı́a confocal, utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead para 

células de mamı ́feros. Todos los equipos, procedimientos y detalles necesarios para 

estas investigaciones se encuentran descritos en el Anexo I. 
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IV.4	Resultados	y	discusión	

IV.4.1	Caracterización	de	las	nanopartículas	

Los resultados del análisis de H-NMR mostraron la correcta incorporación de 

NHS al polı́mero de PLGA terminado en ácido (Fig. 19B) y su posterior conjugación a 

NH2-PEG-biotina, lo que resulta en la formación del copolı́mero PLGA-PEG-biotina (Fig. 

19C). Las señales caracterı́sticas de PLGA están presentes en ambos espectros de H-

NMR. La señal a 1.5 ppm está relacionada con el grupo CH3 del ácido láctico, y las 

vibraciones a 4.8 y 5.2 ppm se atribuyen al CH del ácido láctico y al CH2 del ácido 

glicólico, respectivamente, de acuerdo con la literatura previa270. El pico a 2.8 ppm en la 

Fig. 19B con irma la activación de los grupos de ácido carboxı́lico del PLGA 

obteniéndose un derivado de NHS-éster utilizado en la conjugación de la amina-PEG-

biotina a través de un enlace amida covalente. Los picos a 1.2 y 3.5 ppm se detectan 

debido al éter dietı́lico residual utilizado en la sı́ntesis. En la Fig. 19C, se puede observar 

una nueva señal a 3.6 ppm, atribuida a la cadena CH2 de la cadena de PEG que con irma 

la formación del copolı́mero PLGA-PEG. Los picos de biotina están en su mayorı́a ocultos 

por las señales de la cadena polimérica, pero se pueden detectar dos picos con una señal 

débil a 4.3 ppm, con irmando la presencia de biotina. La cantidad molar de PEG en el 

sistema PLGA-PEG se estimó a partir del área bajo los picos y el valor calculado fue de 

aproximadamente 14 mol.%. Se utilizó avidina como conector para unir el anticuerpo 

anti-S.	aureus biotinilado comercialmente disponible a las NPs biotiniladas sintetizadas 

para aprovechar la fuerte interacción no covalente entre avidina y biotina. 
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Fig.	19 A)	Descripción	esquemática	del	sistema	conjugado	formado	mediante	la	

funcionalización	super icial	de	las	nanopartículas	de	PLGA‐PEG‐biotina	con	el	

anticuerpo	anti‐S.	aureus	biotinilado. Caracterización	de	las	nanopartículas.	Espectros	

de	H‐NMR	de	B)	la	incorporación	de	NHS	al	polímero	de	PLGA	terminado	en	ácido	y	de	

C)	la	conjugación	del	polímero	de	PLGA	modi icado	a	NH2‐PEG‐biotina.	Microgra ía	SEM	

e	histograma	de	distribución	de	tamaños	de	(N=100)	D)	las	NPs	de	PLGA‐PEG‐biotina,	E)	

las	NPs	de	PLGA‐PEG‐RIF.	Y	F)	de	las	NPs	de	PLGA‐PEG‐RIF‐Anticuerpo.	G)	Espectros	de	

FTIR	de	RIF,	NPs	no	cargadas	y	NPs	cargadas	con	RIF.	H)	Per il	de	liberación	de	RIF	de	

NPs	PLGA‐PEG‐RIF	y	PLGA‐PEG‐RIF‐Anticuerpo	(n	=	3).			
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La Tabla 11 recopila la caracterización isicoquı ́mica de las NPs cargadas con RIF 

y las NPs vacı́as en dispersión acuosa a un pH de 6.5. Se observa, que el tamaño 

hidrodinámico promedio aumenta en las NPs no cargadas después de la conjugación 

avidina-biotina, debido a la aglomeración incipiente causada por el conector (avidina). 

Sin embargo, los resultados del potencial zeta indican que la suspensión coloidal se 

mantiene estable con valores entre -22 y -50 mV a pH neutro. La interacción 

supramolecular entre la avidina cargada positivamente y las NPs cargadas 

negativamente y funcionalizadas con biotina podrı́a ser responsable de la aglomeración 

observada, como se ha descrito previamente en la literatura271. Sin embargo, esta 

aglomeración es reversible mediante sonicación o agitación. La avidina es un 

homotetrámero con cuatro subunidades idénticas que muestran una alta a inidad con 

hasta cuatro moléculas de biotina, lo que podrı ́a explicar el aumento en los tamaños de 

partı ́cula observado. Este aumento de tamaño no se observa en las NPs PLGA-PEG-RIF-

Anticuerpo, posiblemente debido a la competencia del anticuerpo biotinilado presente 

en la super icie de las NPs por los sitios de unión de la avidina, lo que reduce la 

aglomeración. Los resultados del potencial zeta mostrados en la Tabla 11 también 

demuestran la efectiva funcionalización de las NPs, evidenciada por una disminución en 

el valor del potencial zeta después de la conjugación con avidina, lo que neutraliza 

parcialmente la carga super icial negativa de las nanopartı́culas. A través del ensayo 

BCA, se determinó que la e iciencia de funcionalización con avidina durante el proceso 

de sı́ntesis fue del 75 ± 5 % en peso.  

Una vez completada la conjugación, las partı́culas se cargaron con el anticuerpo 

policlonal, logrando una e iciencia de funcionalización del 64 ± 2 % en peso. Las Fig. 

19D-F muestran imágenes SEM representativas de las NPs de PLGA-PEG-biotina y las 

NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, junto con la distribución de tamaños 

de cada tipo de partı́cula. Estos tamaños coinciden con las medidas realizadas por DLS, 

teniendo en cuenta que el diámetro de las partı ́culas puede ser ligeramente mayor 

debido a la aglomeración causada por el proceso de secado durante la preparación de 

las muestras para su análisis mediante SEM. Nuevamente, se observaron tamaños 

mayores en las NPs después de la conjugación avidina-biotina (Fig. 19G) debido a la 
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aglomeración inducida por la avidina, que, como ya se mencionó, puede unirse con 

hasta 4 moléculas de biotina. Sin embargo, esta aglomeración se redujo después de la 

conjugación con el anticuerpo mediante una agitación intensa durante el proceso de 

unión, lo que resulto en NPs más pequeñas y monodispersas (Fig. 19H). La RIF tiene dos 

pKa debido a su naturaleza de zwitterión (con pKa 1.7 relacionado con el grupo 4-

hidroxi y pKa 7.9 relacionado con el nitrógeno de la piperazina en posición 3), lo que 

implica que a pH neutro el nitrógeno de la piperazina proporcionará a la molécula una 

carga positiva que interactuarı ́a con el PLGA cargado negativamente. 

Tabla	11.	Caracterización de las nanopartículas: tamaño, potencial zeta (a pH 6.5) e 

índice de polidispersidad (PDI) determinados por DLS. Los resultados se expresan 

como media ± desviación estándar de cuatro medidas de tamaño y potencial zeta	

 

La Fig. 19F muestra los espectros de FTIR del antibiótico libre y de las partı́culas 

cargadas y no cargadas. Se observa una clara señal a 1230 cm-1 en las nanopartı́culas 

cargadas con RIF que no está presente en las no cargadas, lo que con irma la presencia 

del antibiótico en las partı́culas. Este pico se atribuye a las bandas de estiramiento 

asimétrico de los grupos C-O-C en el antibiótico272. El desplazamiento observado en el 

pico podrıá ser resultado de la interacción quı́mica entre el antibiótico y las 

nanopartı ́culas, la cual serı́a responsable de una liberación sostenida en el tiempo.  

También se observaron las bandas de vibración caracterı́sticas del PLGA en 

1090-1170 cm-1, atribuidas al estiramiento C-O-C, y en 1130 cm-1, atribuidas a la 

Tipo	de	partícula	
Tamaño	
medio	
(nm)	

Potencial	ζ		
(mV)	

PDI	

PLGA-PEG-Biotina 102 ± 2 -51 ± 2 0.22 ± 0.03 

PLGA-PEG-Biotina-Avidina 224 ± 24 -33 ± 1 0.21 ± 0.07 

PLGA-PEG-Biotina-Avidina-Anticuerpo 203 ± 19 -30 ± 1 0.20 ± 0.07 

PLGA-PEG-Biotina-RIF 192 ± 13 -41 ± 2 0.10 ± 0.03 

PLGA-PEG-Biotina-Avidina-RIF 218 ± 19 -24 ± 2 0.22 ± 0.10 

PLGA-PEG-Biotina-Avidina-RIF- Anticuerpo 190 ± 17 -22 ± 1 0.21 ± 0.05 
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vibración de balanceo del CH3273. También se detectaron las bandas de vibración 

caracterı́sticas del RIF en 1365 cm−1, relacionadas con las vibraciones CH2 y C=C, en 

1060 cm−1, relacionadas con los enlaces quı́micos -CH, CO y C-H, y en 987 cm−1 (≡C-H, 

C-H) en acuerdo con la literatura previa274. A pesar de esta interacción, la actividad de 

RIF se mantuvo después de la encapsulación, como se corroboró en estudios 

posteriores de e icacia antimicrobiana. 

La carga de RIF en las NPs PLGA-PEG-RIF sin anticuerpo fue del 2.6 %, mientras 

que las NPs funcionalizadas con el anticuerpo mostraron un DL de RIF del 0.9 %. La 

carga de fármaco en derivados de PLGA puede verse afectada por varios factores, como 

la masa molar, la arquitectura de la cadena y la naturaleza de los grupos terminales. La 

capacidad de carga reducida de las NPs PLGA-PEG-RIF podrı́a atribuirse al hecho de que 

el sistema PLGA-PEG tiene una masa molar alta, lo que resulta en interacciones 

limitadas entre los grupos carboxı ́licos no enlazados restantes de PLGA después del 

acoplamiento con el PEG y los grupos amino de RIF. Esto limitarıá la captura de 

cantidades signi icativas del antibiótico275,276.  

En el caso de las NPs funcionalizadas, otra explicación posible es la pérdida de 

RIF durante el proceso de funcionalización con el anticuerpo y los lavados 

subsiguientes. Es bien sabido que una fracción de los fármacos atrapados en las 

matrices de PLGA permanece en la capa más externa de las NPs y produce una 

liberación inicial rápida. Posteriormente, la liberación del fármaco atrapado restante se 

regula mediante la erosión gradual de la matriz y la difusión del fármaco, lo que con iere 

al sistema la capacidad de una liberación sostenida. La cinética de liberación de RIF (Fig. 

19G) mostró una fase inicial de liberación rápida antes de la funcionalización con el 

anticuerpo, posiblemente atribuida a la liberación de RIF desde la capa más externa de 

las NPs. Tras la funcionalización de la super icie, se observó una liberación lineal, lo cual 

sugiere que, durante la funcionalización con el anticuerpo, se eliminó todo el antibiótico 

presente en la super icie externa de las NPs y la cantidad de RIF medida se atribuye a la 

difusión del fármaco desde el interior de las NPs después de la hidrólisis y erosión de la 

matriz de encapsulación. A pesar del DL reducido, la elevada e icacia de la RIF es 
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su iciente para ejercer una alta acción antimicrobiana, incluso a concentraciones muy 

bajas, como se demostrará las secciones siguientes. 

IV.4.2	Actividad	bactericida	

Se evaluaron los efectos bactericidas de las nanopartı ́culas sintetizadas en 

cultivos planctónicos de E.	coli, S.	aureus y en un cocultivo de ambas cepas bacterianas. 

Además, se realizaron pruebas en modelos de bio ilm de ambas bacterias cultivadas de 

forma individual y en un bio ilm mixto. La Fig. 20 muestra la actividad antimicrobiana 

y los resultados de susceptibilidad in	 vitro de dosis equivalentes de RIF libre y 

encapsulado frente a ambos tipos de modelos bacterianos y en cocultivo.  

La RIF libre (Fig. 20A y 20B) mostró una acción antimicrobiana superior contra 

las bacterias Gram-positivas, lo cual concuerda con la literatura previa donde 

generalmente se establece que la RIF es bacteriostático contra E.	 coli y bactericida 

contra S.	aureus277. Los valores de MIC y MBC contra S.	aureus fueron de 0.05 y 0.125 

μg/mL, respectivamente, en acuerdo con nuestros resultados previos235. Por otro lado, 

se requirieron concentraciones de 6 y 40 μg/mL para lograr la inhibición y la acción 

bactericida contra E.	coli (Fig. 20B). La superioridad en la acción antimicrobiana de la 

RIF contra bacterias Gram-positivas es consistente con otros informes previos278,279 y 

se atribuye a su reducida capacidad de penetración a través de la membrana 

lipopolisacárida externa de las bacterias Gram-negativas como se ha mencionado 

anteriormente.  

Considerando las relaciones MIC/MBC para la RIF contra ambas especies 

bacterianas, podemos de inir su acción como bacteriostática (es decir, MBC/MIC > 4). 

El efecto en bacterias Gram-positivas se muestra en la Fig. 20C, donde se observa una 

diferencia en la e icacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Las 

inmunonanopartı ́culas demostraron una acción antimicrobiana mejorada con dosis 

equivalentes del antibiótico cargado, lo que demuestra la importancia del agente de 

direccionamiento. A una concentración de 0.2 μg/mL, se logró la erradicación 

bacteriana completa con las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, mientras que a la misma 

concentración sólo se observó una reducción de 5 logaritmos para las NPs PLGA-PEG-
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RIF sin anticuerpo. Como se mencionó anteriormente, la RIF inhibe la ARN polimerasa 

dependiente de ADN, la enzima citoplasmática responsable de la transcripción del ADN.  

 

 

Fig.	20 Actividad	bactericida	de	la	RIF	libre	y	de	las	NPs	cargadas	con	RIF	en	cultivos	

bacterianos	planctónicos:	Efecto	de	la	RIF	libre	en	el	crecimiento	de	A)	S.	aureus	y	B)	E.	

coli.	Efecto	de	las	NPs	PLGA‐PEG‐RIF	y	PLGA‐PEG‐RIF‐Anticuerpo	en	el	crecimiento	de	C)	

S.	aureus,	D)	E.	coli	y	E)	el	cocultivo	de	ambas	cepas.	El	crecimiento	bacteriano	se	

expresa	en	CFU/mL.	Los	datos	se	muestran	como	media	±	desviación	estándar	de	4	

experimentos	independientes	en	triplicado	(n	=	12).	(*p<	0.05;	**p	<	0.01;	****p	<	

0.0001). 

La mayor e icacia de las inmunonanopartı́culas en comparación con las no 

funcionalizadas puede atribuirse a una mejor internalización y captación bacteriana de 

la RIF cuando las NPs están dirigidas con el anticuerpo policlonal anti-S.	aureus, que se 

une a antı ́genos estructurales en la super icie de la bacteria. La selectividad también se 
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con irmó en un modelo de cocultivo de ambas bacterias (Fig. 20E). En las dosis 

probadas, no se observó reducción antimicrobiana contra E.	coli (Fig. 20D), lo cual es 

consistente con resultados previos. Sin embargo, en el modelo de cocultivo, se demostró 

claramente la selectividad contra S.	aureus y se observó un incremento de la acción 

antimicrobiana, en comparación con el efecto en monocultivo. Esto se debe al efecto 

aditivo de la competencia bacteriana interespecies por el espacio y los nutrientes, y la 

inhibición inherente causada por el propio antibiótico. Algunos autores han atribuido 

la principal responsabilidad de esta ventaja competitiva de las bacterias Gram-

negativas sobre las bacterias Gram-positivas a la liberación de polisacáridos 

antiadhesivos, en este caso por parte de E.	coli280. 

La Fig. 21 presenta la comparación de los efectos de las inmunonanopartı́culas 

cargadas con RIF en comparación con las no funcionalizadas en la inhibición de la 

formación de bio ilm (Fig. 21A-C) y contra los bio ilms maduros ya formados (Fig. 21D-

F). En la prevención de la formación de bio ilm de S.	aureus	(Fig. 21A), se observó una 

inhibición superior del crecimiento bacteriano (hasta 2 logaritmos) con las NPs PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo en comparación con las no funcionalizadas. Sin embargo, ambos 

tipos de NPs mostraron resultados similares contra los bio ilms ya formados (Fig. 21D). 

Una vez más, las nanopartı́culas funcionalizadas demuestran su capacidad para acercar 

el antibiótico de manera más efectiva a la super icie bacteriana en comparación con las 

no funcionalizadas, lo que contribuye a la inhibición de la formación de bio ilm. Estos 

resultados son consistentes con investigaciones previas donde se alcanzaron 

concentraciones similares de RIF para lograr la erradicación mı́nima del bio ilm de S. 

aureus281. Sin embargo, una vez que el bio ilm se forma, los componentes extracelulares 

como polisacáridos, proteı ́nas y ADN protegen a las bacterias y di icultan los 

tratamientos antibióticos.  

Es probable que la capacidad de reconocimiento del anticuerpo policlonal se vea 

altamente afectada al estar impedida su difusión y migración a través de bio ilms 

maduros ya formados. Estos efectos mı ́nimos en la interrupción de los bio ilms 

concuerdan con la literatura, donde las dosis necesarias para ejercer acción 

antimicrobiana aumentan signi icativamente cuando las bacterias se encuentran en 
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forma sésil en comparación con su estado planctónico. Por ejemplo, Laverty et	al. 282 

demostraron que se necesitaba una dosis de 0.24 μg/mL para inhibir el crecimiento 

bacteriano en su estado planctónico contra S.	 aureus ATCC 29213, mientras que la 

concentración mı́nima de erradicación del bio ilm (MBEC) se alcanzó a 15.63 μg/mL, 

una concentración mucho más alta que la más alta probada en nuestro trabajo (3 

μg/mL). En un estudio realizado por Thill et	al.283 se analizaron 51 cepas clı ́nicas de S.	

aureus sensibles a RIF, encontrando que el 60% de las cepas mostraron una MBC entre 

0.016 y 0.064 μg/mL, mientras que el 26% de las cepas mostraron un MBEC por encima 

de 4 μg/mL.  

Otro estudio realizado por Reiter et	al.284 demostró que los valores de MIC para 

RIF fueron notablemente bajos (<0.03 μg/mL) en comparación con la MBEC (64 

μg/mL), lo que generó una diferencia estadı ́sticamente signi icativa en comparación con 

otros antimicrobianos probados. Las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo demostraron una 

reducción signi icativa de al menos 5 logaritmos en el recuento de S.	 aureus a una 

concentración de 0.5 μg/mL, pero cuando la concentración de NPs se incrementó hasta 

2 μg/mL, no hubo una mejora considerable en la acción antimicrobiana observada (Fig. 

21A).  En las dosis evaluadas, las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo no ejercieron ningún 

efecto antimicrobiano en la formación de bio ilm de E.	 coli y no fueron capaces de 

reducir los bio ilms maduros de E.	 coli. La falta de efecto antibio ilm contra E.	 coli 

corrobora los resultados obtenidos con sus correspondientes en estado planctónico 

(Fig. 20). 

Bajo las condiciones de cocultivo de ambas cepas bacterianas, se observó una 

disminución en la formación de bio ilm de S.	 aureus (Fig. 21C) siguiendo la misma 

tendencia que se describió en el caso de los bio ilms independientes. La adición de NPs 

PLGA-PEG-RIF sin anticuerpo mostró una inhibición más moderada en la formación de 

bio ilm, con una reducción de hasta 2 logaritmos, en comparación con las NPs PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo.  
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Fig.	21 Actividad	bactericida	del	tratamiento	con	NPs	en	bio ilms:	Efecto	de	las	NPs	

PLGA‐PEG‐RIF	y	PLGA‐PEG‐RIF‐Anticuerpo	en	la	inhibición	de	la	formación	de	bio ilms	

(A‐C)	y	en	la	disrupción	de	bio ilms	ya	formados	(D‐F).	Se	utilizaron	S.	aureus	(A	y	D),	E.	

coli	(B	y	E)	y	el	cocultivo	de	ambas	cepas	(C	y	F)	para	generar	los	bio ilms.	El	crecimiento	

bacteriano	se	expresa	en	CFU/mL.	Los	datos	se	muestran	como	media	±	desviación	

estándar	de	4	experimentos	independientes	triplicados	(N	=	12).	(*p<	0.05;	**p	<	0.01;	

****p	<	0.0001).	
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Por otro lado, la adición de las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo al bio ilm en 

formación de S.	aureus resultó en una reducción signi icativa de hasta 4 logaritmos en 

la concentración más alta evaluada, en comparación con las muestras usadas como 

control. No se observó una dependencia signi icativa de la concentración en el rango 

analizado.  

En cuanto a los bio ilm de cocultivos ya formados, la adición de NPs PLGA-PEG-

RIF-Anticuerpo (Fig. 21F) mostró una ligera disminución en el crecimiento de S.	aureus 

(1 logaritmo) en comparación con las NPs sin anticuerpo, dicha reducción no es 

signi icativa. Sin embargo, se logró una reducción de 2 logaritmos cuando se añadieron 

NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en las concentraciones más altas probadas (1 y 2 

µg/mL) en comparación con las muestras control. Al igual que se describió para los 

bio ilms independientes (Fig. 21B y E), en el modelo de cocultivo no se observaron 

cambios en los bio ilms de E.	coli a pesar del tratamiento utilizado (Fig. 21 C y F). Estos 

resultados enfatizan la efectividad de las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en su 

capacidad de discernir de manera efectiva entre ambas cepas bacterianas en el modelo 

de bio ilm de cocultivo. 

La morfologı́a de los bio ilms S.	aureus también se analizó mediante SEM. La Fig. 

22 muestra la morfologı́a de las bacterias no tratadas utilizadas como control, donde los 

cocos (para el caso de S.	aureus) están rodeados por una matriz extracelular orgánica 

asignada a la EPS de acuerdo con la literatura previa285. El efecto de las NPs PLGA-PEG-

RIF a concentraciones inhibitorias (0.5 µg/mL) en los bio ilms de S.	aureus se muestra 

en el panel central de la Fig. 22, donde se observa una reducción en el crecimiento 

bacteriano en comparación con el control. Sin embargo, cuando se utilizan NPs PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo (0.5 µg/mL), se observa una reducción crı́tica en el crecimiento 

bacteriano, incluso se pueden apreciar agregaciones de las partı́culas, posiblemente 

debido al efecto de la avidina, indicado en la imagen mediante lechas rojas, mientras 

que las bacterias se indican mediante los cı ́rculos verdes.  

La microscopı ́a de luorescencia confocal con irmó este efecto inhibitorio, como 

se muestra en las imágenes confocales en la Fig. 23. Se utilizó la tinción con SYTO 9 para 

teñir el ADN bacteriano en verde tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-
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negativas vivas y muertas, y se utilizó calco luor	white como un tinte luorescente azul 

que se une a los polisacáridos β-ligados, como los presentes en los bio ilms 

bacterianos286. En la Fig. 23, el control muestra una capa superior espesa de EPS (azul) 

que protege a las bacterias presentes debajo (verde), como se observa en la proyección 

ortogonal (parte inferior de la imagen). En el bio ilm de S.	aureus tratado con NPs, tanto 

con anticuerpo como sin él, se observa una interrupción signi icativa de la capa de EPS, 

además se observan colonias bacterianas aisladas, siendo esta interrupción más 

pronunciada cuando se emplean NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Estos resultados 

apuntan nuevamente a la especi icidad de las NPs sintetizadas y a su capacidad para 

reducir signi icativamente el bio ilm.  

Las imágenes de SEM de los bio ilms preformados de S.	aureus	representados en 

las Fig. 22, muestran una disminución en la población de bacterias después del 

tratamiento con NPs PLGA-PEG-RIF (0.5 µg/mL) en comparación con la muestra usada 

como control, y está disminución es aún más evidente cuando se utilizan NPs PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo. Es posible que la interrupción de la EPS sea una vı ́a inhibitoria 

potencial. Sin embargo, en las imágenes de microscopı́a confocal (Fig. 23), se puede 

observar que las NPs sintetizadas no interrumpieron por completo la matriz 

extracelular, aunque cuando el bio ilm se trató con NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, las 

bacterias (tanto vivas como muertas) son más evidentes que el bio ilm, lo que podrı́a 

implicar una reducción en la viabilidad bacteriana. 
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Fig.	22 Microgra ías	de	SEM	de	bio ilms	bacterianos.	Se	utilizaron	cepas	de	S.	aureus,	E.	

coli	y	el	cocultivo	de	ambas	para	generar	el	bio ilm.	Se	incluyeron	muestras	control	sin	

tratamiento	para	comparación.	Las	imágenes	muestran	el	efecto	de	las	NPs	cargadas	

con	RIF,	tanto	con	anticuerpo	como	sin	anticuerpo,	en	los	bio ilms.	Se	evaluó	la	inhibición	

de	la	formación	del	bio ilm	y	la	interrupción	de	los	bio ilms	maduros	ya	formados.	Las	

lechas	rojas	indican	la	agregación	de	las	partículas,	mientras	que	los	círculos	verdes	

señalan	la	presencia	de	bacterias	para	facilitar	la	visualización.	La	escala	corresponde	a	

10	µm. 
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Contra E.	coli, las imágenes de SEM (Fig. 22) revelaron un crecimiento bacteriano 

uniforme, sin mostrar diferencias entre las muestras de control y las tratadas, ası ́ como 

entre ambos tratamientos (sin anticuerpo y con anticuerpo), lo cual es consistente con 

la especi icidad de las NPs sintetizadas dirigidas contra S.	aureus. 

Sin embargo, en las imágenes de microscopı ́a confocal, la tinción reveló que la 

producción de EPS puede llevar hasta 48 h en esta bacteria, de acuerdo con la literatura 

previa, por lo tanto, su producción se ve ligeramente obstaculizada287. Como 

consecuencia se observó una ligera disminución en la producción de EPS.  Es 

importante señalar que, mientras que los bio ilms de S.	 aureus están irmemente 

adheridos al sustrato, E.	coli, al ser una bacteria móvil, forma bio ilms en la interfase 

aire-lı́quido, lo que di iculta su tinción.  

En condiciones de cocultivo, las imágenes de SEM (Fig. 22) mostraron una 

reducción signi icativa en la formación de bio ilms de S.	aureus cuando se utilizaron NPs 

PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, a una concentración de 0.5 µg/mL, en comparación con las 

muestras de control, ası́ como en comparación con las tratadas con NPs PLGA-PEG-RIF 

sin anticuerpo. Además, se observaron diferencias entre ambos tratamientos, ya que la 

presencia de las bacterias S.	aureus era menos evidente en las muestras tratadas con 

NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Estos efectos fueron con irmados por las imágenes de 

microscopı́a confocal (Fig. 23), las cuales mostraron una reducción en el espesor del 

bio ilm, siendo más evidente en las muestras de bio ilm tratadas con NPs 

funcionalizadas con anticuerpo en comparación con las no funcionalizadas. Además, se 

observaron diferencias en la e icacia de la inhibición de la formación del bio ilm y la 

interrupción del bio ilm preformado, siendo los tratamientos menos efectivos contra 

este último. En resumen, estos resultados son prometedores ya que subrayan la 

e iciencia y especi icidad de las NPs sintetizadas en el tratamiento del bio ilm de S.	

aureus.	
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Fig.	23 Imágenes	de	microscopía	confocal	de	barrido	láser	de	bio ilm.	Se	utilizaron	

cepas	de	S.	aureus,	E.	coli	y	el	cocultivo	de	ambas	para	generar	bio ilm.	Se	incluyeron	

muestras	de	control	sin	tratamiento	para	comparación.	Las	imágenes	ilustran	el	efecto	

de	las	NPs	cargadas	con	RIF,	tanto	sin	anticuerpo	como	con	anticuerpo,	en	los	bio ilms.	

Se	evaluó	la	inhibición	de	la	formación	del	bio ilm	y	la	interrupción	de	los	bio ilms	ya	

formados.	En	todas	las	muestras,	las	bacterias	están	teñidas	de	verde	con	SYTO	9	y	

adheridas	al	sustrato,	mientras	que	el	tinte	de	calco luor	muestra	la	EPS	en	azul.	Las	

imágenes	inferiores	de	cada	muestra	muestran	las	imágenes	de	proyección	máxima	en	el	

eje	z.	La	escala	corresponde	a	50	µm. 
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IV.4.3	Citocompatibilidad	de	nanopartículas	y	actividad	bactericida	
en	un	modelo	de	infección	in	vitro	

Se realizó el ensayo de viabilidad celular (Fig. 24) para evaluar la toxicidad in	

vitro de las nanopartı ́culas PLGA-PEG/RIF, con y sin el anticuerpo, en los macrófagos 

murinos J774 después de 24 h de incubación. Ambos tipos de nanopartı ́culas 

demostraron una viabilidad celular superior al 70% en las dosis ensayadas, lo cual 

cumple con el valor mı ́nimo establecido por la norma ISO 10993-5288 para considerar 

un material como no citotóxico. Los resultados son lógicos dada la inocuidad de las NPs 

de PLGA a las dosis ensayadas y a la propia naturaleza del antibiótico, el cual es 

obviamente citotóxico frente a células procariotas pero no frente a células eucariotas a 

las dosis de uso. 

 

Fig.	24 Viabilidad	de	los	macrófagos	J774	después	del	tratamiento	durante	24	h	con	NPs	

PLGA‐PEG‐RIF	y	PLGA‐PEG‐RIF‐Anticuerpo.	Los	resultados	(media	±	desviación	estándar	

de	tres	réplicas)	se	muestran	con	relación	a	las	muestras	de	control	(células	no	tratadas),	

que	se	establecieron	como	una	viabilidad	del	100%. 

Para experimentos posteriores, se seleccionaron las NPs con y sin anticuerpo a 

una concentración de 0.5 µg/mL, ya que como se determinó previamente, está 

concentración es bactericida para los cultivos planctónicos de S.	aureus, además de no 

presentar efectos citotóxicos. Se ha demostrado que las nanopartı́culas PLGA-PEG no 

tienen efectos citotóxicos en dosis de hasta 400 µg/mL no solo en macrófagos, sino 
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también en ibroblastos y queratinocitos289. Varios artı ́culos cientı́ icos también 

muestran el comportamiento no citotóxico de RIF en macrófagos murinos J774 

(concentración inhibitoria media, IC50 = 65 µg/mL), corroborando su naturaleza 

antibiótica290,291. 

Las células fueron infectadas con S.	aureus a multiplicidades de infección (MOIs) 

de 8:1, 10:1 y 20:1, mientras que E.	 coli se utilizó a MOIs de 3:1, 5:1 y 8:1. Para el 

cocultivo, se combinaron las mismas MOIs. La viabilidad de los macrófagos después de 

la infección se evaluó mediante el ensayo de Live/Dead y se analizó mediante 

microscopı́a confocal (Fig. 25). En general, se observó una viabilidad celular similar a la 

de la muestra control en la mayorı ́a de las dosis infecciosas (Fig. 25A). Sin embargo, a 

dosis más altas en el cocultivo, se observó una ligera disminución en la viabilidad. No 

obstante, a estas dosis, el número de células vivas (tinción verde) se mantuvo mucho 

mayor que el número de células muertas (tinción roja). 

	

Fig.	25 Análisis	de	viabilidad	de	macrófagos	mediante	microscopía	confocal	bajo	

diferentes	condiciones	experimentales.	A)	Imagen	representativa	de	macrófagos	no	

infectados.	Infección	de	macrófagos	con	S.	aureus	a	MOIs	de	B)	8:1,	C)	10:1	y	D)	20:1.	

Infección	de	macrófagos	con	E.	coli	a	MOIs	de	E)	3:1,	F)	5:1	y	G)	8:1.	Infección	de	

macrófagos	con	el	cocultivo	de	S.	aureus	y	E.	coli	a	MOIs	de	H)	8:3:1,	I)	10:5:1	y	J)	20:8:1.	

Magni icación	de	10x. 

Se evaluó la actividad antibacteriana intracelular de las NPs PLGA-PEG-RIF y 

PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo a una concentración de 0.5 µg/mL (determinada en el 

estudio de citotoxicidad; Fig. 26). Después del tratamiento, las bacterias intracelulares 
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supervivientes se cultivaron en placas TSA y medios de cultivo selectivos y se contaron 

después de 24 h de incubación. Los efectos bactericidas de la concentración 

seleccionada de NPs también se analizaron en cultivos bacterianos sin macrófagos como 

control, y también se incluyó otro control sin NPs en el estudio. Las colonias resultantes 

de las bacterias control sin macrófagos no mostraron crecimiento alguno, como era de 

esperar, ya que se utilizó sulfato de gentamicina durante el proceso para eliminar las 

bacterias extracelulares, lo que demuestra que el crecimiento en el modelo de 

bacterias/células se puede atribuir exclusivamente a las bacterias intracelulares. Los 

resultados de la infección de cada cepa por separado se presentan en la Fig. 26A como 

CFU/mL.  

Los datos indican que S.	 aureus mostró diferencias estadı́sticamente 

signi icativas en el crecimiento cuando se incubó con las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo 

en un modelo de infección solo con este patógeno. Cuando se incubó con partı ́culas sin 

anticuerpos, se observaron diferencias mı ́nimas en comparación con el control, lo que 

sugiere un efecto inhibitorio reducido de las nanopartıćulas. En contraste, E.	coli no 

mostró diferencias, de acuerdo con la MIC y MBC, lo que indica que no presentó 

variaciones en el crecimiento en presencia de las NPs. En la Fig. 26B, cuando ambas 

bacterias se incubaron en cocultivo en el modelo de infección, S.	aureus mostró una 

disminución en el crecimiento al entrar en contacto con las nanopartı ́culas 

funcionalizadas con anticuerpos, diferencia estadı́sticamente signi icativa en 

comparación con las no dirigidas. En resumen, se concluye que las nanopartıćulas 

dirigidas mostraron una acción antimicrobiana mejorada contra las bacterias 

intracelulares, incluso al infectar macrófagos con ambos patógenos (E.	coli y S.	aureus), 

siendo este efecto claramente especı ́ ico contra S.	aureus. 
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Fig.	26 Recuento	de	CFU/mL	de	bacterias	intracelulares	después	de	la	infección	de	

macrófagos	J774	con	S.	aureus	o	E.	coli	de	manera	independiente	(A)	y	con	el	cocultivo	

de	ambas	cepas	(B).	Los	resultados	se	presentan	como	media	±	desviación	estándar	de	

cuatro	experimentos	independientes	realizados	por	triplicado	(N	=	12).	(*p	<	0.05;	**p	<	

0.01;	****p	<	0.0001). 

IV.5	CONCLUSIONES	
Mediante los resultados descritos en este estudio se ha demostrado de manera 

concluyente que el direccionamiento de bacterias a través de anticuerpos policlonales 

anti-Staphylococcal ofrece una ventaja selectiva en la eliminación de bacterias 

infecciosas planctónicas, sésiles e intracelulares. Además, se han realizado pruebas 

comparativas utilizando modelos de cocultivo de E.	 coli y S.	 aureus, empleando 

inmunonanopartı ́culas tanto direccionadas como no direccionadas, para simular in	

vitro la naturaleza polimicrobiana de las infecciones. En este contexto, se ha demostrado 

con el trabajo realizado que las nanopartı́culas funcionalizadas presentan alta 

selectividad hacia las bacterias Gram-positivas.  

Las nanopartı́culas obtenidas presentaron direccionamiento gracias a un efecto 

pro iláctico superior en la prevención de la formación de nuevos bio ilms debido a la 

interacción del anticuerpo con el metabolismo bacteriano. Sin embargo, no se han 

logrado erradicar por completo los bio ilms maduros ya formados. Asimismo, en 
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modelos de infección de células eucariotas infectadas, macrófagos murinos J774, se ha 

observado que las inmunonanopartı́culas dirigidas redujeron la infección intracelular 

de la bacteria patógena S.	aureus. En resumen, mediante la estrategia experimental 

desarrollada, se ha demostrado que las nanopartı ́culas poliméricas cargadas de 

antibiótico y funcionalizadas con anticuerpos selectivos representan un enfoque 

superior para la eliminación de bacterias patógenas sésiles, planctónicas, 

polimicrobianas e intracelulares, a través de la comparación con el uso de 

nanopartı ́culas poliméricas cargadas de antibiótico no direccionadas.  
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Conclusiones	generales		
A través de los resultados obtenidos en cada capı́tulo, se ha recopilado la 

información necesaria para contribuir de manera signi icativa al desarrollo de 

estrategias para el diseño y fabricación de nuevos sistemas de liberación de 

antimicrobianos para su aplicación en heridas tópicas con el in de prevenir o eliminar 

infecciones bacterianas en las mismas. 

 Mediante el método de electrohilado, se logró desarrollar apósitos basados en 

ibras homogéneas de tres tipos diferentes del polı́mero Eudragit® (L100-55, 

S100 y RS100) con diferente respuesta al pH del medio. El electrohilado permitió 

controlar la morfologı́a del apósito, cargar e icientemente distintos fármacos y 

escalar la producción de los mismos. La selección de cada tipo de polı ́mero 

permitió ajustar la cinética de liberación de los antimicrobianos contenidos en 

las ibras derivadas de la sı́ntesis, lo cual resulta crucial para adaptar el 

tratamiento a las distintas etapas de cicatrización de la herida. Esta capacidad 

de personalizar el tratamiento en función de la etapa de cicatrización de la 

herida proporciona un enfoque más e icaz y adaptado a las necesidades 

individuales de cada paciente. 

 Los resultados obtenidos demuestran que las moléculas terapéuticas de RIF, 

THY, CHXD, RIF y CIP, si bien se establecieron en algunos casos interacciones con 

la matriz polimérica utilizadas como material encapsulante, mantuvieron sus 

estructuras quı ́micas intactas al ser cargadas en los apósitos mediante las 

técnicas eletrohidrodinámicas, lo que les permitió conservar su actividad 

antimicrobiana.  

 Para el caso de heridas ya infectadas, donde es posible la formación de bio ilm, 

se desarrolló un apósito innovador que combina dos antibióticos en dos 

estructuras diferentes: ibras de Eudragit® RS100 cargadas con RIF, decoradas 

con micropartı́culas de Eudragit® RS100 cargadas con CIP. Al utilizar dos 

estructuras distintas, permitió un enfoque terapéutico efectivo para la 

erradicación de bacterias. Por un lado, la rápida liberación del CIP contribuye a 

una acción antimicrobiana inmediata, mientras que las ibras cargadas con RIF 
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permitieron una liberación sostenida a lo largo del tiempo, manteniendo la 

actividad antimicrobiana de forma prolongada para garantizar la inocuidad y 

prevenir posibles recidivas. La combinación de estos antibióticos generó una 

sinergia que mejoró la actividad de ambos fármacos. Esto presenta ventajas 

signi icativas, ya que permite minimizar las concentraciones requeridas de cada 

uno, reduciendo ası ́ el riesgo de desarrollo de resistencias bacterianas. Al 

mantener una actividad antimicrobiana efectiva con concentraciones más bajas, 

se contribuye a la preservación de la e icacia de los antibióticos en el tratamiento 

de infecciones. Utilizando este apósito que combina RIF y CIP (RIF-CIP/RS100), 

se observó una mejora signi icativa en la actividad antimicrobiana tanto contra 

S.	 aureus como contra E.	 coli tanto en su forma planctónica como sésil, en 

comparación tanto con las mismas cantidades de fármacos combinados libres 

como con el apósito que solo contiene RIF mostrado en el Capı ́tulo II.  

 En un modelo de viabilidad in	vitro en macrófagos, se evaluó la citotoxicidad de 

los apósitos poliméricos cargados con RIF, CHXD, THY y CIP. Los resultados 

demostraron que los apósitos no presentaron toxicidad celular a las dosis 

ensayadas, incluso cuando se compararon con las concentraciones equivalentes 

de fármacos libres. Salvo en el caso de los apósitos de RIF-CIP/RS100 a una 

concentración de 2 mg/mL para los que se observó una disminución de la 

viabilidad de los ibroblastos, se observó una mejora en la citocompatibilidad de 

los agentes terapéuticos cuando se cargaron en los apósitos frente a su estado 

libre. Estos hallazgos respaldan la aplicabilidad potencial de los apósitos 

hı́bridos en el tratamiento de heridas tópicas, ya que facilitan la eliminación 

efectiva de bacterias y mejoran la respuesta biológica de las células cutáneas. 

 Se exploró la estrategia de la selectividad al funcionalizar partı́culas de PLGA-

PEG-RIF, sintetizadas mediante nanoprecipitación, con un anticuerpo anti-S.	

aureus biotinilado. Las nanopartı́culas funcionalizadas permitieron un 

direccionamiento especı ́ ico hacia bacterias S.	 aureus.	 La incorporación de 

anticuerpos en las partı́culas resultó en una disminución de la concentración 

requerida de RIF cargada en las partı ́culas para lograr la erradicación de S.	

aureus, tanto en su estado planctónico como en la inhibición del bio ilm. Este 



  

121 
 

Capı́tulo V 

efecto se observó incluso en presencia de E.	coli en un modelo de cocultivo. Sin 

embargo, no se logró una erradicación completa de los bio ilms maduros ya 

formados en ninguno de los casos.  

 A través de las inmunoparticulas se observó una reducción de la infección 

intracelular de la bacteria S.	aureus en modelos de células eucariotas, lograda a 

una concentración de 0.5 µg/mL. Estos hallazgos destacan el potencial de estas 

partı́culas funcionalizadas como una estrategia prometedora para mejorar la 

acción bactericida y reducir las dosis de antibióticos necesarias mediante su 

incorporación futura en un apósito.  

En resumen, los procedimientos y resultados obtenidos en el trabajo de esta tesis 

abren nuevos horizontes para el desarrollo de sistemas inteligentes, y su 

implementación como agentes antimicrobianos dentro del proceso de cicatrización de 

heridas. El control de las cinéticas de liberación en dependencia del pH, la liberación 

controlada de antimicrobianos, la sinergia de diferentes combinaciones de antibióticos 

y el direccionamiento selectivo de bacterias mediante nanopartı ́culas funcionalizadas 

representan nuevos avances hacı́a el desarrollo de terapias más efectivas y 

personalizadas para el tratamiento de heridas infectadas, mejorando la salud y calidad 

de vida de los pacientes. 

Usando los métodos descritos, nuevas combinaciones de polı́meros con 

antibióticos y/o antimicrobianos especı ́ icos pueden ser exploradas para la elaboración 

de apósitos inteligentes. Asimismo, nuevas respuestas y cinéticas de liberación podrı́an 

ser desarrolladas haciendo posible ajustar el per il de liberación para la aplicación 

requerida y brindar especi icidad para el tipo de patógeno presente, aumentando la 

e icacia. 

Sin embargo, existen retos por superar y nuevas propiedades por revelar para 

trasladar este tipo de desarrollos a la aplicación clı́nica diaria. Para una aplicación 

efectiva de apósitos inteligentes, es esencial comprender cómo estos materiales 

interactúan con las células epiteliales y cómo afectan el proceso de formación de tejido 

en la super icie de la herida. Además, es crucial investigar si la super icie proporcionada 

por estos apósitos actúa como obstáculo o coadyuvante en la regeneración epitelial 
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natural. Otro aspecto fundamental es identi icar cómo se podrı ́a mejorar el proceso 

regenerativo. Explorar estas caracterı́sticas y propiedades de los materiales en sistemas 

inteligentes proporcionará información valiosa para diseñar nuevas estrategias de 

tratamiento de las heridas tópicas de manera integral.  

En el campo de la terapia dirigida, es posible la innovación dentro del diseño, y 

de la elaboración de inmunopartı́culas. Una perspectiva prometedora es la exploración 

de nuevas rutas para la incorporación de nuevos fármacos, tanto solubles como no 

solubles en medios biológicos, ası́ como el aumento de la carga terapéutica en las 

partı ́culas. Protocolos nuevos o la adaptación de los existentes son necesarios para el 

anclaje de anticuerpos, aptámeros, péptidos y otras moléculas con potencial de 

direccionamiento y tropismo brindando la posibilidad de anclar la molécula adecuada 

para combatir una infección especı́ ica. Además, se pueden realizar estudios adicionales 

para evaluar la estabilidad a largo plazo de los sistemas desarrollados y su aplicabilidad 

en diferentes tipos de heridas. Estos esfuerzos continuarán impulsando el campo de la 

terapia antimicrobiana en la cicatrización de heridas y contribuirán a mejorar aún más 

la e icacia y versatilidad de estos sistemas. 
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AI.1	Materiales	y	Métodos		

AI.1.2	Materiales		
Reactivos	químicos:	

Se utilizaron varios reactivos quı́micos suministrados por diferentes empresas. Evonik 

Industries AG (Essen, Alemania), proporcionó: Eudragit® L100-55 (L100-55), 

Eudragit® S100 (S100), Eudragit® RS100 (RS100) y Poly(D,L-lactide-co-glycolide) 

(PLGA-COOH, Resomer RG 503 H, peso molecular de 20k Da) . Además, se adquirieron 

los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania): Cloroformo (CHCl3, 

anhidro, ≥99%), N,N-Dimetilformamida (DMF, >99%), dimetil sulfóxido (DMSO, >99%), 

Tween® 80, fosfato salino tamponado (PBS), tris(hidroximetil)aminometano (Tris), 

rifampicina (RIF, ≥97%), clorhexidina (CHXD, ≥99.5%), timol (THY, >98.5%), 

acetonitrilo (anhidro, 99.8%), tri luoroacético (TFA), acetona (ACS reagent, ≥99.5%), 

cloroformo-d (99.8% de átomos de D), éter dietı́lico (99.7%), metanol (99.8%) y 

diclorometano (99.8%), N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloruro 

(EDC), Avidina de clara de huevo (Millipore), N,N-Diisopropiletilamina (DIEA, >99.5%) 

y N-Hidroxisuccinimida (NHS, 98%). Además, se adquirió Etanol absoluto (EtOH) de 

Panreac AppliChem (Barcelona, España). 

Reactivos	biológicos:	

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:  

 Staphylococcus	aureus que expresan GFP, donado por la Dra. Cristina Prat del 

Institut d'Investigació en Ciències de la Salut Germans Trias i Pujol (IGTP), 

Badalona, España.  

 Escherichia	 coli S17, donado por el Dr. Jose A. Ainsa de la Universidad de 

Zaragoza, España.  

 Staphylococcus	aureus ATCC 25923, adquirido a través de Ielab, España.  

Se utilizaron células de diferentes tipos, incluyendo: 

 Fibroblastos dérmicos humanos (NHDF-Ad) de Lonza ( Basilea, Suiza). 

 Macrófagos de ratón J774A.1 ATCC-TIB-67™ de LGC Standards (Barcelona, 

España). 
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 Queratinocitos humanos HaCaT proporcionados por el Dr. Pilar Martıń-Duque 

de la Universidad de Zaragoza (Zaragoza, España). 

Se utilizaron diversos reactivos biológicos suministrados por diferentes empresas y 

colaboradores. De Laboratorios Conda-Pronadisa SA ( Madrid, España) se adquirieron 

los siguientes medios de cultivo: Caldo de soja con triptona (TSB) y el Agar de soja con 

triptona (TSA). El ensayo de viabilidad celular Blue® fue adquirido de Abnova GmbH 

(Taipei, Taiwán). El medio modi icado Eagle de Dulbecco con alta concentración de 

glucosa (DMEM; DMEM con glutamina estable), el antibiótico-antimicótico (60 μg/mL 

de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina y 0.25 μg/mL de anfotericina B) y el suero 

fetal bovino al 10% (v/v) fueron adquiridos de Biowest (Nuaille, Francia).  Las placas 

de Agar de Soja Triptona (TSA) se adquirieron en Avantor VWR (Radnor, USA). De 

ThermoFisher (Waltham, MA, USA) se adquirió el Anticuerpo de cabra policlonal contra 

Staphylococcus aureus biotinilado. Por último, se adquirió Biotina-PEG3400-NH2 de 

Xi'an Ruixi Biological Technology Co., China. 

AI.1.3	Técnicas	de	síntesis	de	materiales		

AI.1.3.1	Electrohilado	y	electrospraying		

Para sintetizar los apósitos fabricados mediante el proceso de electrohilado descritos 

en los Capítulo	 II	 y	 III, se utilizó un electrohilador modelo Y low 2.2 D500 

(Electrospinning Machines / R&D Microencapsulation, España). El electrohilador esta 

equipado con dos tipos de colectores: un colector de placa plana y un tambor rotatorio. 

Para la obtención de los apósitos, los colectores fueron recubiertos con papel de 

aluminio. La deposición de los apósitos se llevó a cabo a temperatura ambiente (25-

27°C) con una humedad relativa del 30-50%. 

En el caso de los apósitos del Capítulo	II, las soluciones precursoras, descritas en la 

sección II.3.1 se cargaron en jeringas de 10 mL. Para todas las soluciones, se estableció 

una velocidad de lujo de 1.0 mL/h. La distancia entre la punta de la aguja y el colector 

plano se ijó en 18.5 cm cuando se electrohilaba Eudragit® L100-55, y a 15 cm para 

Eudragit® S100 y RS100. 

Para este capı ́tulo, debido a la baja humedad ambiente (30%), se utilizó una 

con iguración de aguja coaxial para para producir las ibras de RS100 sin carga y 
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cargadas con RIF. En este caso, se alimentó CHCl3 a través de la aguja externa para evitar 

obstrucciones, mientras que el fármaco disuelto en el polı́mero luı́a a través de la aguja 

interna. 

En todos los casos se aplicó un voltaje negativo dentro del rango de -2 a -4 kV, y un 

voltaje positivo a las agujas que variaba de +7.69 a +15.07 kV. Este voltaje se ajustó en 

cada caso hasta alcanzar un cono de Taylor estable durante el proceso de electrohilado. 

Los resultados de la optimización tanto de las soluciones como del proceso de 

electrohilado se encuentran descritos en la Tabla 12 del Anexo II. 

En el Capítulo	III, la solución descrita en la sección III.3.1 para las ibras cargadas con 

RIF (RIF/RS100) se alimentó con un lujo de 1mL/h, con una distancia de 15 cm entre 

la punta de la aguja y el colector plano, aplicando una diferencia de voltaje de 15-19 kV. 

Mientras que la solución resultante para partı́culas cargadas con CIP (CIP/RS100) se 

electrosprayó a un lujo de 0.5 mL/h, con una distancia de 7 cm entre la aguja y el 

colector plano, aplicando una diferencia de voltaje de 17-20 kV.  

Para la preparación de ibras decoradas con partı ́culas (RIF-CIP/RS100), se emplearon 

las mismas soluciones descritas anteriormente. La deposición de ibras se realizó sobre 

el tambor rotatorio a 100 rpm aplicando una diferencia de voltaje de 9-13 kV, 

obteniéndose laminas homogéneas de ibras. Se llevaron a cabo dos sı ́ntesis una para 

ibras sin carga y otra para ibras cargadas con RIF. Después de 3 h de electrohilado de 

las ibras, se procedió a electroesprayar la solución de las nanopartı́culas cargadas y sin 

cargar, a una distancia de 22 cm, aplicando una diferencia de voltaje de 16-18kV a un 

lujo de 1 mL/h sobre la capa electrohilada inicial. De esta manera, se obtuvieron ibras 

decoradas con partı ́culas después de 3 h de electrospray.  

Todos los apósitos y partı ́culas sin carga se utilizaron para la caracterización de los 

materiales de manera individual y como control para los ensayos biológicos. 

AI.1.3.2	Síntesis	del	copolímero	de	PLGA‐PEG‐biotina		

Para preparar el copolı́mero utilizado en el Capítulo	IV, se disolvió 1 g de PLGA-COOH 

en 4 mL de diclorometano y se agitó a temperatura ambiente (27°C) en presencia de N-

hidroxisuccinimida (NHS; relación molar PLGA:NHS de 1:8) y N-(3-

Dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDC; relación molar PLGA:EDC de 1:8) para 
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formar un éster reactivo de amina que posteriormente se conjugó con PEG-NH2 

biotinilado. El exceso de NHS y EDC se eliminó mediante un lavado con una solución de 

éter etı́lico y metanol en una proporción de 70/30% v/v, después del lavado, los 

disolventes residuales se eliminaron a vacı ́o durante 4 h.  

El polı́mero se volvió a disolver en 5 mL de cloroformo purgado con argón y se incubó 

bajo agitación suave durante una noche con NH2-PEG-biotina (peso molecular de 3400, 

relación molar PLGA:PEG de 1:1.3) y 2 mL de N,N-Diisopropylethylamine (DIEA). 

Posteriormente, el producto se lavó con metanol para eliminar el PEG no unido. El 

material obtenido se recuperó utilizando éter etı́lico, se secó a vacı ́o durante 2 h y se 

almacenó a -20 °C, etiquetado como PLGA-PEG-biotina.  

AI.1.3.3	Síntesis	de	nanopartículas	sin	cargar	y	cargadas	con	RIF	mediante	
nanoprecipitación		

Para la sı́ntesis por nanoprecipitación de nanopartı ́culas (NPs) se prepararon 

soluciones precursoras de la siguiente manera: utilizando acetona como disolvente se 

preparó una solución de 10 mg/mL de PLGA-PEG-biotina y, en paralelo, una solución de 

5 mg/mL de RIF. En el caso de las NPs sin carga de RIF, solo se utilizó la solución de 

PLGA-PEG-biotina con acetona como disolvente. La solución inal para las partı ́culas 

cargadas con RIF se obtuvo mezclando la solución de PLGA-PEG-biotina al 50% v/v y la 

solución de RIF al 20% v/v en un volumen inal de 1 mL. Esta solución se añadió luego 

a 1 mL de agua ultrapuri icada bajo agitación (300 rpm) utilizando una bomba de 

jeringa Harvard Apparatus Standard PHD Ultra, a una velocidad de lujo de 2 mL/h. La 

solución recogida se agitó a 300 rpm durante 2 h a temperatura ambiente (27°C) para 

permitir la precipitación del polı ́mero y la evaporación del disolvente. Las NPs 

resultantes se recogieron mediante ultra iltración a 5500 rpm durante 5 min 

(centrı́fuga EBA21, Hettich, Tuttlingen, Alemania) utilizando un iltro Amicon Ultra-4, 

100 kDa (Millipore). Las NPs resultantes (PLGA-PEG-RIF o partıćulas sin cargar) se 

redispersaron en 0.3 mL de agua ultrapuri icada y se almacenaron a 4°C.  

AI.1.3.4	Funcionalización	de	NPs	con	anticuerpo	anti‐Staphylococcus	aureus		

Se utilizó el sistema avidina-biotina para funcionalizar las nanopartı́culas de PLGA-PEG-

RIF con el anticuerpo biotinilado271. Para la unión de la avidina, se incubaron 500 mL 
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de dispersión de NPs (20 mg/mL) con 2 mL de solución de avidina (2 mg/mL) en un 

matraz cerrado y se agitaron suavemente en un agitador de rodillo durante 30 min a 

4°C. Transcurrido este tiempo, las NPs se lavaron con el objetivo de eliminar la avidina 

no unida mediante ultra iltración a 5500 rpm durante 5 min utilizando un iltro Amicon. 

Las nanopartı́culas resultantes se resuspendieron utilizando 0.3 mL de agua. Después, 

se mezclaron 150 µL (20 mg/mL) de nanopartı́culas modi icadas con avidina y 2.8 µL 

(4.5 mg/mL) de anticuerpo policlonal anti-S.	aureus biotinilado y se incubó la mezcla 

durante 15 min a 4 °C. Las muestras (PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo) se almacenaron a 4 °C 

para análisis posteriores. 

AI.1.4	Técnicas	de	caracterización	fisicoquímica		

AI.1.4.1	Viscosidad		

Las viscosidades de las soluciones del Capítulo	II antes del proceso de electrohilado se 

determinaron utilizando un viscosı ́metro FUNGILAB V.1.0 VISCO BASIC con un 

adaptador de 8 μL, a una velocidad de rotación de 30 rpm y a una temperatura de 20 °C. 

AI.1.4.2	Efecto	del	pH		

El efecto del pH en las ibras resultantes del Capítulo	 II se estudió primero 

introduciendo las ibras en soluciones tampón a diferentes pH (5.5, 7.4 y 8.2) durante 1 

h, secándolas durante 12 h y luego analizando su morfologı́a resultante por SEM, 

preparación descrita más adelante. Pero como para los polı ́meros Eudragit® L100-55, 

las ibras se disolvieron por completo después de sumergirlas en soluciones de pH 7.4 

y 8.2, la prueba se llevó a cabo tan solo depositando 10 μL del tampón correspondiente 

en la super icie de las membranas electrohiladas fabricadas. 

AI.1.4.3	Caracterización	morfológica	

La morfologı ́a de los materiales sintetizados fue analizada mediante microscopı́a 

electrónica de barrido (SEM). Previamente a la observación, las muestras fueron 

recubiertas con una capa de paladio (Pd) y las imágenes fueron adquiridas utilizando 

un microscopio electrónico de barrido Inspect® F50 FEG (compañı́a FEI, USA)  

En el Capítulo	II, se midieron los diámetros de las nano ibras en las imágenes de SEM, 

mientras que en el Capítulo	III	se realizaron mediciones separadas de los diámetros de 
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las ibras y las partı ́culas, ası ́como del apósito combinado. En todos los casos, se utilizó 

el software DigitalMicrograph® (versión 2.31.734.0) para el análisis de las imágenes. 

En el Capítulo	IV, se midieron los diámetros de las nanopartı́culas en las imágenes de 

SEM (100 mediciones) utilizando el software ImageJ (Versión Java 1.8.0_172). 

AI.1.4.4	Espectroscopía	infrarroja	con	transformada	de	Fourier	

Para evaluar las interacciones quı́micas entre los fármacos y los polı ́meros utilizados, 

se analizaron los materiales sintetizados mediante espectroscopı́a infrarroja con 

transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espectrómetro FTIR Bruker VERTEX 70 

(Bruker, Billerica, MA, USA), con un dispositivo de re lectancia total atenuada (ATR) 

Golden	Gate. Los espectros se registraron promediando 40 barridos en el rango de 

número de onda de 4000-600 cm-1 con una resolución de 4 cm-1. 

AI.1.4.5	Espectroscopía	Raman	

Se realizaron mediciones Raman en los apósitos del Capítulo	 II para obtener 

información sobre las vibraciones moleculares de los agentes farmacéuticos presentes 

en las ibras. Estas mediciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio confocal de 

sobremesa WITec Alpha 300 con una resolución espectral de 2 cm-1. Se utilizó una 

longitud de onda de excitación de 785 nm y una potencia de láser de 30 mW para las 

ibras con RIF, mientras que para las ibras cargadas con CHXD y THY se utilizó una 

longitud de onda de excitación de 633 nm con una potencia de láser de 10 mW. Todas 

las mediciones se realizaron en la con iguración de retrodispersión. 

AI.1.4.6	Espectroscopía	de	Resonancia	Magnética	Nuclear		

Con el in de estudiar la estructura molecular del PLGA-NHS resultante y el PLGA-PEG-

biotina utilizados para la sıńtesis del copolı́mero de PLGA-PEG-biotina del Capítulo	IV, 

se recogieron 10 mg de cada muestra después de su sı́ntesis, se almacenaron a -20 °C 

para su análisis mediante espectroscopı ́a de resonancia magnética nuclear (H-NMR) 270. 

Las muestras analizadas se disolvieron en cloroformo deuterado (10 mg/mL) y se 

colocaron en un tubo de vidrio para H-NMR. Las muestras se analizaron en un 

espectrómetro de resonancia magnética nuclear Bruker Advance de 400 MHz para 
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veri icar la conjugación efectiva del PEG con PLGA y evaluar la posible presencia de 

productos intermedios. 

AI.1.4.7	Dispersión	dinámica	de	la	luz	y	Potencial	zeta			

Para evaluar la carga eléctrica en la super icie de las partı ́culas sintetizadas en el 

Capítulo	IV y analizar su estabilidad electrostática, se utilizó la técnica de dispersión 

de luz electoforética (ELS). El potencial zeta se midió utilizando un analizador de 

tamaño de partı ́culas Brookhaven 90plus fabricado en Holtsville, NY, USA. Para 

determinar los tamaños hidrodinámicos de las nanopartı́culas, se empleó la técnica de 

dispersión dinámica de la luz (DLS) en el mismo equipo, la cual se basa en la detección 

de las luctuaciones en la dispersión de la luz causadas por el movimiento por difusión 

de las partıćulas. 

AI.1.4.8	Carga	del	fármaco	y	eficiencia	de	encapsulación		

Con el in de cuanti icar la capacidad de los sistemas sintetizados para contener una 

cantidad especı́ ica de cada agente terapéutico, se determinó la e iciencia de 

encapsulación (EE) y la carga de fármaco (DL) utilizando las ecuaciones (1) y (2), 

respectivamente: 

 

𝐸𝐸 %
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑚𝑔

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑎ñ𝑎𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑚𝑔
𝑥100 1  

 

𝐷𝐿 %
𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑚𝑔

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑎𝑠 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑚𝑔
 𝑥 100       2  

 

 

Para la determinación de los valores del contenido de los agentes terapéuticos se 

utilizaron dos métodos:  

UV‐Vis		

La espectrofotometrı ́a UV-Vis se realizó utilizando un espectrofotómetro V-670 UV-VIS-

NIR Jasco (Jasco Applied Science, Eschborn, Alemania).  

En el Capítulo	II, el contenido de RIF, CHXD y THY en las ibras se midió a una longitud 

de onda de 340 nm, 254 nm y 276 nm, respectivamente, mediante la disolución de 2 mg 
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de las ibras cargadas de fármacos en 1 mL de DMSO. Se restó la lı́nea base de la misma 

cantidad de cada polı́mero no cargado y disuelto para eliminar cualquier posible 

interferencia. 

En el Capítulo	III, la carga de antibiótico alcanzada en las ibras RIF/RS100 y en las 

partı ́culas CIP/RS100 fue analizada independientemente. Tres muestras de cada 

sı́ntesis fueron disueltas individualmente en DMSO y se analizaron mediante 

espectrofotometrı ́a UV-Vis a longitudes de onda de 340 nm la RIF y 280 nm el CIP. 

En el Capítulo	IV, la RIF se midió a una longitud de onda de 340 nm, las muestras se 

prepararon disolviendo 0.1 mL de las NPs cargadas con el antibiótico en 0.9 mL de 

DMSO.   

Ultra‐high	performance	liquid	chromatography	(UHPLC)	

En el Capítulo	 III, la carga en los apósitos RIF-CIP/RS100 se determinó mediante 

UHPLC utilizando un equipo Waters Acquity equipado con un detector Waters 2998 

Acquity PDA, una columna C18 Excel (3 µm, 4.6 x 100 mm) a una longitud de onda de 

280 nm. Para esta medición se disolvieron 2 mg de ibras decoradas con partı ́culas en 

una mezcla de acetonitrilo/agua (2:1), cada muestra se iltró a través de un iltro 

CLARIFY-NY de 0.22 µm.  

AI.1.4.9	Evaluación	de	la	cinética	de	liberación	

La evaluación de la cinética de liberación de los compuestos cargados se realizó 

utilizando un agitador rotatorio J.P. Selecta Movil-Rod a una temperatura de 37 °C. Para 

cada material sintetizado, se tomó un peso conocido y se colocó en un medio de 

liberación especı ́ ico correspondiente a cada material. 

En intervalos de tiempo prede inidos, se recogió 1 mL del sobrenadante y 

posteriormente se centrifugó durante 1 minuto a 3000 rpm. Luego, se reemplazó el 

volumen recogido con una cantidad equivalente de disolución fresca. 

En los apósitos sintetizados en el Capítulo	 II, se utilizaron diferentes soluciones 

tamponadas con diferentes pH (pH = 5.5, 7.4 y 8.2) para emular los diferentes valores 

de pH de una herida. Se utilizó una solución tamponada a pH 5.5 basada en acetato de 

sodio 2.05 g + ácido acético 1.5 mL + NaOH 2 N para simular el pH de la piel intacta, una 

solución tamponada a pH 7.4 basada en 0.1 M de PBS para imitar la fase de cicatrización 
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de la herida en la que se produce la proliferación celular y la granulación, y una solución 

tamponada a pH 8.2 basada en una solución de TRIS 0.1 M para simular el pH de las 

heridas infectadas. Para realizar este estudio, se sumergieron 5 mg de ibras de cada 

polı́mero cargado con fármaco en 5 mL de cada solución tamponada durante 24 h bajo 

agitación (60 rpm). Cuando se utilizaron muestras de Eudragit® RS100, se agregó un 

2% de Tween® 80 para facilitar la liberación de los agentes antimicrobianos cargados.  

Para cada material, cuatro muestras diferentes fueron analizadas independientemente 

por espectrofotometrıá UV-Vis, restando la lı́nea de base obtenida utilizando los 

polı́meros no cargados. La cinética de liberación se determinó ajustando los datos 

experimentales a diferentes modelos matemáticos (Tabla 13, Anexo II).  

La liberación in	vitro del apósito RIF-CIP/RS100 sintetizado en el Capítulo	III, se realizó 

sumergiendo 5 mg de material inal en 5 mL de PBS con un 2% de Tween® 80 y cada 

alı́cuota obtenida se iltró con un iltro CLARIFY-NY de 0.22 µm para su análisis 

utilizando el equipo UHPLC mencionado previamente. La liberación se analizó en un 

total de seis muestras independientes.  

En el caso de las NPs de PLGA-PEG-biotina_RIF, sintetizadas en el Capítulo	 IV, se 

dispersaron las muestras a una concentración de 1mg/ mL en PBS. Las muestras fueron 

analizadas por UV-Vis y se hicieron tres repeticiones de 3 sı ́ntesis independientes.  

AI.1.4.10	Bicinchoninic	Acid	(BCA)	

La presencia de la avidina y el anticuerpo en las NPs de PLGA_PEG_RIF con anticuerpo 

sintetizados en el Capítulo	 IV se determinaron indirectamente utilizando un kit de 

ensayo de proteı ́nas Pierce BCA (Thermo isher, Waltham, MA, USA) mediante la 

recuperación, durante los lavados, de la avidina y del anticuerpo no unidos y realizando 

un balance de masa. Se prepararon estándares de diferentes concentraciones que 

variaban desde 0 hasta 2000 µg/mL. La solución de trabajo para los estándares y las 

muestras desconocidas se prepararon mezclando el reactivo A del kit BCA con el 

reactivo B del kit BCA en una proporción de 50:1. Se mezclaron 25 µL de cada estándar 

y muestra desconocida con 200 µL de la solución de trabajo en una placa de 

microtitulación (Thermo Scienti ic Pierce 96-Well plate, ThermoFisher, Waltham, MA, 

USA) y se agitaron durante 30 s. La placa se cubrió con papel de aluminio y se incubó a 
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37 °C durante 30 min. La placa se enfrió a temperatura ambiente y la absorbancia se 

midió a 562 nm en un lector de microplacas Synergy HT Multi-Detection (BioTek 

Instruments, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

AI.1.5	Evaluación	biológica		

AI.1.5.1	Cultivo	de	bacterias		

Todos los microorganismos se cultivaron colocando una colonia en 4 mL de TSB, 

incubándolo durante 16 h a 37 ºC con agitación continua (150 rpm) hasta alcanzar la 

fase estacionaria de crecimiento (109 CFU/mL). 

La actividad bactericida de los agentes bacterianos y los apósitos cargados sintetizados 

en el Capítulo	II fue evaluada frente a la cepa de S.	aureus	GFP, como modelo de bacteria 

Gram-positiva, y frente a E.	coli	S17 como modelo de bacteria Gram-negativa.  

Por otro lado, la actividad bactericida de los antibióticos libres, el apósito RIF-

CIP/RS100 del Capítulo	 III y las NPs de PLGA_PEG_RIF con y sin anticuerpo 

sintetizadas en el Capítulo	IV, fueron evaluadas frente a S.	aureus ATCC  25923 y frente 

a E.	coli S17. 

AI.1.5.2	Actividad	bactericida		

Para evaluar la actividad bactericida de los compuestos libres y cargados en los 

materiales sintetizados, se determinaron la Concentración Mı́nima Inhibitoria (MIC) y 

la Concentración Mı́nima Bactericida (MBC).  

Para llevar a cabo la evaluación, se realizaron dos tipos de incubaciones dependiendo 

del tipo de material: 

1. Para los compuestos libres y las nanopartı́culas, se incubaron junto con la 

bacteria (105 CFU/mL) seleccionada en medio de cultivo TSB durante 24 h. 

Después de transcurrido este tiempo se procedió a plaquear para su conteo.  

2. Para los apósitos realizados, se incubaron junto con las bacterias seleccionadas 

en medio de cultivo TSA, siguiendo el método de prueba estándar ASTM E-2180-

18292. Este método involucró el corte de las membranas y su colocación en placas 

de 24 pocillos. Cada pocillo se llenó con 2 mL de TSA inoculado, conteniendo 105 

CFU/mL de la bacteria seleccionada. Las placas se incubaron en una caja cerrada 

con agua a 37 °C durante 24 horas para permitir el crecimiento bacteriano. 
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Después de la incubación, cada muestra se trans irió a un falcon y se sometió a 

sonicación y agitación en vortex para despegar las bacterias. Y se procedió al 

plaqueo para su conteo.  

El conteo celular se realizó utilizando el método de microdilución estándar. Se 

realizaron diluciones seriadas 1:10 de cada muestra en DPBS, y se sembraron tres gotas 

de 25 µL de cada dilución en placas de Petri con TSA estéril. Las placas se incubaron a 

37 °C durante la noche para permitir el crecimiento de las colonias bacterianas. 

Se llevaron a cabo tres repeticiones del experimento con tres sıńtesis diferentes, y se 

incluyeron controles de bacterias no tratadas, de los materiales no cargados y con el 

disolvente utilizado para cada material. Además, todos los materiales fueron 

esterilizados mediante exposición a luz UV durante una hora. 

AI.1.5.3	Actividad	bactericida	en	cocultivo	bacteriano	

Para el cocultivo bacteriano realizado en el Capítulo	IV, las bacterias S.	aureus y E.	coli 

se cultivaron siguiendo el procedimiento descrito en el apartado AI.1.5.1. 

Posteriormente, se evaluó la selectividad de las nanopartıćulas PLGA-PEG-RIF o PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo mediante la colocación del mismo volumen de suspensión de 

ambas bacterias en cada pocillo, junto con las nanopartı ́culas. 

Después de la incubación, se llevó a cabo el método de diluciones seriadas293 descrito 

anteriormente utilizando medios de cultivo selectivos para cada bacteria. Se empleó 

agar Columbia CNA suplementado con un 5% de sangre de oveja para el aislamiento y 

cultivo selectivo de S. aureus, mientras que se utilizó agar MacConkey para el 

aislamiento y cultivo selectivo de E. coli. Estos medios de cultivo proporcionaron las 

condiciones adecuadas para la identi icación y cuanti icación de las colonias 

bacterianas presentes en cada muestra. 

AI.1.5.4	Ensayo	de	Susceptibilidad	Antimicrobiana	en	Disco	

Para realizar esta evaluación en las ibras cargadas con CHXD en el Capítulo	 II se 

cortaron discos de diferentes diámetros (12, 16 y 20 mm). Las placas de Petri con agar 

se inocularon con 300 μL de una suspensión de cada bacteria (S.	aureus GFP y E.	coli) a 

107 CFU/mL. Las ibras se colocaron en las placas de Petri inoculadas (3 muestras por 

placa, repitiendo el experimento en 3 placas diferentes) y después de una incubación 
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durante la noche a 37 ºC se midió la zona de inhibición (área sin crecimiento) con un 

calibre. 

AI.1.5.5	Estudio	de	sinergia	mediante	la	determinación	del	índice	de	
concentración	inhibitoria	fraccional	(FICI)			

Las posibles interacciones in	vitro entre ambos antibióticos utilizados en el Capítulo	IV 

(RIF y CIP) se evaluaron mediante el método de tablero de damas (Checkerboard)294, 

que representa grá icamente el comportamiento conjunto de dos compuestos. Los 

ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos, para cada cepa bacteriana (S.	aureus y E.	

coli) se preparó una solución stock que contenı́a una concentración igual a cuatro veces 

la MIC de cada uno de los antibióticos (RIF y CIP). La RIF se diluyó en dirección 

horizontal y el CIP se diluyó en dirección vertical, haciendo una placa para cada bacteria. 

Se añadieron 10 µL de cada bacteria (S.	aureus o E.	coli) a una concentración de 105 

CFU/mL en cada pocillo y se utilizó una placa sin bacterias como control negativo. Las 

placas se incubaron durante 24 h a 37 °C y se observó la turbidez mediante inspección 

visual. El ensayo se realizó por triplicado. Los valores de FICI se calcularon utilizando la 

siguiente fórmula: 

𝐹𝐼𝐶𝐼 𝐹𝐼𝐶 𝐹𝐼𝐶   (Eq. 3) 

En donde 

𝐹𝐼𝐶
    

  (Eq. 4)   and    𝐹𝐼𝐶
   

 Eq. 5  

Tal y como indica el método, cuando el valor de FICI ≤ 0.5, se consideró sinergia, cuando 

0.5 < FICI ≤ 4, se consideró indiferente y antagonismo cuando FICI > 4. 

AI.1.5.6	Formación	y	disrupción	del	biofilm		

Se evaluó el efecto de los antibióticos RIF y CIP libres, ası́ como de los apósitos RIF-

CIP/RS100 (Capítulo	III) y las NPs PLGA_PEG_RIF con y sin anticuerpo (Capítulo	IV) 

tanto en la inhibición de la formación como en la eliminación de bio ilms preformados 

de las bacterias S.	aureus y E.	coli. Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:  
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 Inhibición	 de	 formación	 de	 bio ilms: Las bacterias se diluyeron a una 

concentración de 107 CFU/mL en placas de 24 pocillos. Luego, se expusieron a 

los agentes antibacterianos y se incubaron durante 24 h a 37°C sin agitación. 

 Disrupción	de	bio ilms: Las bacterias se diluyeron a una concentración de 107 

CFU/mL en placas de 24 pocillos y se incubaron a 37°C sin agitación durante 24 

h para permitir la formación de bio ilms maduros. Después de este perı́odo, se 

eliminaron las células planctónicas y se realizaron dos lavados con PBS para 

eliminar cualquier residuo. A continuación, se añadió el agente antibacteriano, 

junto con un medio de cultivo fresco, y se incubaron durante 24 h a 37°C sin 

agitación. 

Tras la incubación, se retiró el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS para 

eliminar cualquier célula planctónica restante. Posteriormente, los bio ilms resultantes 

se rompieron mediante sonicación (15 minutos, 200 W; Ultrasons, JP Selecta, Barcelona, 

España) para contar las bacterias viables (CFU/mL) utilizando el método estándar de 

diluciones seriadas descrito anteriormente. Se utilizaron bacterias no tratadas y 

sistemas no cargados como controles experimentales.  

Para evaluar el efecto en la inhibición de bio ilms, se añadieron nanopartı́culas a medios 

de cultivo inoculados con bacterias (107 CFU/mL) y las muestras se incubaron durante 

24 h a 37 °C sin agitación. En el caso del cocultivo, se añadió la misma cantidad de ambas 

bacterias para lograr una concentración inal de 107 CFU/mL. Para la siembra de las 

colonias obtenidas del bio ilm del cocultivo, se utilizaron los medios selectivos 

anteriormente mencionados.   

En el Capítulo	IV, también se realizó el estudio antibio ilm que incluyó un cocultivo de 

S.	aureus y E.	coli. Se agregó la misma cantidad de ambas bacterias para alcanzar una 

concentración inal de 107 CFU/mL. Las colonias obtenidas del bio ilm del cocultivo se 

sembraron utilizando los medios selectivos mencionados anteriormente. 

Además del conteo celular, en este capı́tulo, se llevaron a cabo dos metodologı ́as para 

evaluar el efecto de las nanopartı ́culas de PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo 

en la prevención de la formación de bio ilms y en la disrupción de bio ilms preformados. 
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 SEM: Las bacterias se cultivaron para los análisis de inhibición y disrupción de 

bio ilms y se trataron con las nanopartı́culas como se mencionó anteriormente 

en placas de 24 pocillos con un cubreobjetos de vidrio en el fondo. Después del 

tratamiento, cada lámina se lavó con PBS y se sumergió en 500 µL de 

paraformaldehido durante la noche. Posteriormente, las muestras se enjuagaron 

con agua destilada y etanol al 70% y se dejaron secar al aire. Los cubreobjetos 

se recubrieron y observaron cómo se mencionó anteriormente en el apartado 

AI.1.4.3. 

 Microscopía	 confocal: S.	 aureus,	 E.	 coli y el cocultivo de ambas bacterias se 

cultivaron en placas de vidrio con ocho pocillos revestidos con poli-L-lisina 

(Ibidi, Alemania) para los análisis de formación y disgregación de bio ilms. Las 

muestras se trataron con NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo 

durante 24 h, como se describió anteriormente. Posteriormente, se eliminó el 

medio de cultivo y se lavaron los bio ilms con PBS para eliminar las bacterias no 

adheridas. Posteriormente, se añadieron 300 µL de paraformaldehido al 4% en 

PBS a cada pocillo. Después de 45 minutos, se lavó el paraformaldehido dos 

veces con agua estéril y se añadieron 200 µL de SYTO 9 a una concentración de 

1.67 µM y se incubaron durante 30 minutos.  Se lavó cada pocillo con agua estéril 

y se tiñó con 200 µL de Calco luor White al 0.025% durante 30 minutos para su 

posterior visualización mediante microscopı́a confocal (Confocal Zeiss LSM 880 

con Airyscan, Zeiss, Jena, Alemania). También se utilizaron bio ilms no tratados 

y bio ilms no teñidos como controles. 

AI.1.5.7	Citotoxicidad		

El cultivo de células para las pruebas de citotoxicidad se realizó en medio de cultivo 

Eagle con Dubelcco de alta glucosa (DMEM con glutamina estable, Biowest, Francia) 

suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Gibco, Reino Unido) y una 

solución de antibiótico-antimicótico al 1% (w/v) (penicilina-estreptomicina-

anfotericina B, Biowest, Francia) a 37°C y 5% de CO2.  Para determinar la 

citocompatibilidad de los materiales del Capítulo	II y IV, se utilizaron macrófagos J774 

ATCC-TIB-67, mientras que para el Capítulo	 III para determinar la citotoxicidad del 
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apósito RIF-CIP/RS100, además de los macrófagos se emplearon HaCat y ibroblastos 

dérmicos humanos como modelos de lı ́neas celulares humanas. 

La citocompatibilidad se midió utilizando el ensayo de viabilidad celular Cell Blue® 

Viability Assay Kit, el cual mide el metabolismo celular asociado con la viabilidad 

celular.  

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos para los apósitos y de 96 pocillos para 

los compuestos libres y nanopartı́culas (18,000 células/cm2), y se adicionaron los 

materiales a probar. Las placas se incubaron a 37°C, 5% de CO2 durante 24 h. 

Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS. Luego, se incubaron las células 

con el reactivo celular Blue® (10% (v/v) en DMEM suplementado) y se incubaron 

durante 4 h a 37°C y 5% de CO2. Se midió la luorescencia en longitudes de onda de 

excitación/emisión de 530/590 nm en un lector de microplacas Varioskan LUX 

microplate reader (Thermo Scientific, Waltham, USA). 

La evaluación del efecto citotóxico se realizó mediante la comparación de los valores de 

luorescencia entre las células tratadas y las células no tratadas (utilizadas como control 

y representando una viabilidad del 100%). Cada concentración fue analizada en cuatro 

réplicas y se realizaron tres repeticiones independientes del experimento. 

AI.1.5.8	Modelo	de	infección			

Para evaluar la e icacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo del 

Capítulo	 IV en una infección intracelular provocada por S.	 aureus, E.	 coli o ambas 

bacterias, se llevó a cabo un protocolo previamente reportado295. Las NPs PLGA-PEG-

RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, se añadieron a las células sembradas en placas de 

microtitulación de 24 pocillos (18,000 células/cm2) a la concentración bactericida 

determinada previamente para las nanopartı́culas funcionalizadas con el anticuerpo 

(0.2 µg/mL) 20 h antes de la infección. Posteriormente, los macrófagos fueron 

infectados con S.	aureus a una multiplicidad de infección (MOI) de 20:1, mientras que la 

infección por E.	coli se indujo por separado mediante la adición de una MOI de 8:1 295. 

También se realizaron pruebas con cocultivo de S.	aureus y E.	coli mediante la adición 

de ambas bacterias a las mismas MOI utilizadas por separado (20:8:1). Como control se 

utilizaron muestras no tratadas y no infectadas. Después de la infección, las placas se 
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centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. 

Posteriormente, las células fueron sometidas a lavados con PBS y se trataron con una 

solución de 100 μg/mL de sulfato de gentamicina durante 1 hora a 37 °C, con el in de 

eliminar las bacterias no internalizadas. Posteriormente, se incubo con 250 µL Triton X-

100 (0.5%) durante 15 min para lisar la membrana celular y obtener las bacterias 

intracelulares. Las suspensiones inales se diluyeron en PBS y se sembraron siguiendo 

el método de diluciones seriadas293 en agar TSA y para el cocultivo en los medios de 

cultivo diferenciales antes mencionados. 

A su vez, la viabilidad de los macrófagos después de la infección se evaluó mediante 

microscopı́a confocal utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead para 

células de mamı́feros (ThermoFisher Scienti ic™, Waltham, MA, USA). Se realizaron 

pruebas de viabilidad para asegurar que se utilizaran las MOIs adecuadas en el modelo 

de infección con las nanopartı́culas descritas. Las células se sembraron en una placa de 

12 pocillos y luego se infectaron como se describió anteriormente. Después, las células 

se lavaron dos veces con PBS y se añadió una solución que contenı́a 20 μL de una 

solución madre 2 mM de etidio homodı ́mero-1 (EthD) y 5 µL de una solución 4 mM de 

calceı ́na AM. Después de 15 minutos de incubación a 37 °C, las muestras se analizaron 

mediante microscopı́a confocal (microscopio confocal de barrido láser Leica TCS SP2, 

Wetzlar, Alemania). 

AI.1.6	Análisis	estadístico	

Todos los resultados se presentan como media ± desviación estándar (DE). Los 

experimentos celulares se analizaron utilizando análisis de varianza de dos vı ́as 

(ANOVA) con el software GraphPad Prism 9 (San Diego, USA). Se consideraron 

estadı ́sticamente signi icativas aquellas diferencias con un valor de p ≤ 0.05. 
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Tabla	12. Pruebas de sı́ntesis mediante la modi icación de diferentes variables para 
identi icar los valores óptimos de deposición de las ibras que conforman los apósitos inales  

Eudragit Parámetros Desventajas Imágenes SEM 

L1
0
0
‐5
5
	

Polı́mero: 15% 

*Formación de 
partı́culas  

 

Fármaco: --- 

Disolvente: DMF:EtOH 
Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: -3.2/ 13.1 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de	beads 
*Solución más viscosa 

 

Fármaco: 5% RIF 
Disolvente: DMF:EtOH 

Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1mL/h 
Voltaje: -3.9/ 13.8 kV 

S1
0
0
	

Polı́mero: 15% 

*Formación de 
partı́culas 

 

Fármaco: --- 

Disolvente: CHCl3 
Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: -4.1 / 15.9 kV 

Polı́mero: 30% 

*Voltaje muy alto 
*Formación de beads 

en ibras  
 

 

Fármaco: 5% RIF 

Disolvente: DMF:EtOH 
Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: -3.6/ 25.3 kV 

Polı́mero: 30% 

*Polı́mero fundido 

 

Fármaco: 20% THY 

Disolvente: CHCl3 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: -3.8/ 11.2 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de 
partı́culas y ibras 

 

Fármaco: 10% CHXD 
Disolvente: DMF:EtOH 
Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1mL/h 
Voltaje: -3.5/ 12.5 kV 
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R
S1
0
0
	

Polı́mero: 30% 
*Cono de Taylor 

inestable 
*Polı́mero seco en la 

punta 
*Formación de beads 

 

Fármaco: --- 
Disolvente: CHCl3 

Distancia: 15 cm 
Flujo: 0.5 mL/h 

Voltaje: -3.6/ 14.9 kV 

Polı́mero: 30% 
*Cono de Taylor 

inestable 
*Polı́mero seco en la 

punta 
*Formación de beads 

 

Fármaco: --- 

Disolvente: CHCl3 
Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: - 3.2 / 13.6 kV 

Polı́mero: 30% 

*Polı́mero seco en la 
punta 

*Formación de beads 

 

Fármaco: --- 
Disolvente: CHCl3 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 
1 mL/h 
(Coaxial 

0.1mL/h) 
Voltaje: -3.2/ 15.6 kV 

Polı́mero: 20% 

*Formación de 
partı́culas 

 

Fármaco: --- 
Disolvente: CHCl3 

Distancia: 15 cm 
Flujo: 1mL/h 

Voltaje: -3.1 / 10.68 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de beads 
*Cono de Taylor 

inestable 

 

Fármaco: --- 

Disolvente: DMF:EtOH 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 1 mL/h 
Voltaje: -3.63 /18.92 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de beads 
*Cono de Taylor 

inestable 

 

Fármaco: 2.5% RIF 
Disolvente: DMF:EtOH 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 1mL/h 
Voltaje: -2.95/18.02 kV 
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R
S1
0
0 

Polı́mero: 30% 

*Formación de beads 
 

 

Fármaco: 10% THY 
Disolvente: CHCl3 

Distancia: 18.5 cm 

Flujo: 
1 mL/h 
(Coaxial 

0.3mL/h) 
Voltaje: -3.4/ 17.6 kV 

Polı́mero: 30% 

*Sales de CHXD entre 
ibras 

 

Fármaco: 5% CHXD 
Disolvente: CHCl3 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 
1 mL/h 
(Coaxial 

0.4mL/h) 
Voltaje: -3.2 / 13.2 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de beads 

 

Fármaco: --- 
Disolvente: CHCl3 
Distancia: 15 cm 

Flujo: 
1 mL/h 
(Coaxial 

0.5mL/h) 
Voltaje: -2.9/13.4 kV 

Polı́mero: 30% 

*Formación de beads 

 

Fármaco: --- 

Disolvente: CHCl3 
Distancia: 10 cm 

Flujo: 
1 mL/h 
(Coaxial 

0.2mL/h) 
Voltaje: -3.4/ 12.9 kV 
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Anexo II 

Tabla	13.		Cinéticas de liberación de los apósitos cargados con RIF, CHXD y THY a diferentes 
valores de pH		
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Anexo III 

AIII.1	Publicaciones	

Landa, G.; Miranda-Calderon, L.; Sebastian, V.; Irusta, S.; Mendoza, G.; Arruebo, M. 

Selective point-of-care detection of pathogenic bacteria using sialic acid functionalized 

gold nanoparticles.  Talanta 2021, 234, p.122644. DOI: 10.1016/j.talanta.2021.122644. 

IF= 6.1	

Miranda-Calderon L.; Yus C.; Landa G.; Mendoza G.; Arruebo M.; Irusta S. 

Pharmacokinetic control on the release of antimicrobial drugs from pH-responsive 

electrospun wound dressings. International	 Journal	 of	 Pharmaceutics	 2022, pp. 

624:122003. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2022.122003. IF= 5.8  

Miranda-Calderon, L.; Alejo, T.; Santos, S.; Mendoza, G.; Irusta, S.; Arruebo, M. Antibody-

Functionalized Polymer Nanoparticles for Targeted Antibiotic Delivery in Models of 

Pathogenic Bacteria Infecting Human Macrophages. ACS	 Applied	 Materials	 &	

Interfaces 2023. DOI:10.1021/acsami.3c07367. IF= 9.5 

Miranda-Calderon, L.; Yus, C.; Remirez de Ganuza, C.; Paesa, M.; Landa, G.; Tapia, E.; 

Lujan, L.; Perez, M.; Sebastian, V.; Arruebo, M.; Mendoza, G.; Irusta S. Combinatorial 

wound dressings loaded with synergistic antibiotics in the treatment of chronic infected 

wounds. (En revisión por Chemical	Engineering	Journal) 

Landa, G.; Miranda-Calderon, L.; Gomez, A.; Perez, M.; Sebastian, V.; Arruebo, M.; 

Lamarche, I.; Tewes, F.; Irusta, S.; Mendoza, G. Real-time in vivo monitoring of the 

antimicrobial action of combination therapies in the management of infected topical 

wounds. (En revisión por International	Journal	of	Pharmaceutics) 
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Anexo III 

AIII.2	Congresos	

XXXIX	Reunión	Bienal	de	la	Sociedad	Española	de	Química, Zaragoza, España (Junio 

25-29, 2023). Poster: “Synthesis of polymer nanoparticles functionalized with 

antibodies for drug delivery in intracellular infections”  

II	 Encuentro	 de	 Investigadores	 Predoctorales	 en	Biomedicina, (Junio 2, 2023). 

Poster: “Synthesis of polymeric nanoparticles functionalized with antibodies for 

targeted drug delivery in intracellular pathogenic infections”. 

I	Encuentro	de	 Investigadores	Predoctorales	 en	Biomedicina, Zaragoza, España 

(Mayo 31, 2022). Poster: “Desarrollo de nuevos sistemas poliméricos de liberación de 

agentes terapéuticos para prevenir infecciones crónicas”. 

32nd	European	Congress	of	Clinical	Microbiology	&	Infectious	Diseases, Lisboa, 

Portugal (Abril 23-26, 2022). Poster: “Evaluation of ibre-particle hybrid material based 

a commercial antimicrobial controlled-release system”.  

XIV	Spanish‐Portuguese	Conference	on	Controlled	Drug	Delivery, Tenerife, España. 

(Enero 26-28, 2022). Poster: “Evaluation of Eudragit s100 nano ibers as pH responsive 

antimicrobial release system”. 

XXII	 Congreso	 Argentino	 de	 Fisicoquímica	 y	 Química	 Inorgánica, La Plata, 

Argentina. (Abril 19-29, 2021). Poster: "In luencia del pH en nano ibras de Eudragit 

l100-55 cargado con agentes terapéuticos para su evaluación como sistema de 

liberación controlada". 

1er	Congreso	 Internacional	de	Educación	Química‐en	 línea:	 la	enseñanza	de	 la	

Química	y	los	retos	de	los	Objetivos	del	Desarrollo	Sostenible. (Noviembre 12-14, 

2020). Asistente. 

II	 Congreso	 Internacional	 de	 NanoBioIngeniería, Foro Virtual del Centro de 

Investigación en Biotecnologı́a y Nanotecnologı́a (Octubre 24-30, 2020). Asistente. 
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