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RESUMEN 

El trabajo aquí presentado, de título “Síntesis, caracterización y aplicación de 

apósitos nano-estructurados cargados con compuestos antimicrobianos de origen 

natural” se ha desarrollado íntegramente en el departamento de Ingeniería Química 

y Tecnologías del Medio Ambiente de la Universidad de Zaragoza, dentro del grupo 

de investigación de Partículas y Películas Nanoestructuradas (NFP, Nanostructured 

Films and Particles). Este grupo es miembro del Instituto de Nanociencia de Aragón 

(INA), en cuyos laboratorios se ha desarrollado la mayor parte de la 

experimentación necesaria para la conclusión de este trabajo entre los años 2015 y 

2019. Además de en los laboratorios del INA, otra parte de la investigación se ha 

llevado a cabo en los laboratorios del Centro de Investigaciones Biomédicas de 

Aragón (CIBA) de los que el grupo NFP puede hacer uso. 

El principal objetivo de esta tesis doctoral es el desarrollo de apósitos 

poliméricos cargados desde los que se pueda regular la liberación de los 

compuestos cargados en los mismos. Así pues, se modifican tanto los materiales 

usados (poliméricos e inorgánicos) como la presentación de los mismos (nanofibras, 

micro y nanopartículas) para lograr un control de la liberación. 

En todos los casos, los compuestos empleados son de origen natural, con 

propiedades bactericidas como propiedad principal, pero también con propiedades 

antiinflamatorias, con el objetivo de obtener unos apósitos que reduzcan el riesgo 

de infección en heridas y aceleren el proceso de concentración de las mismas. 

Estos objetivos generales, quedan estructurados y ampliados en los distintos 

capítulos, a continuación resumidos: 

 El Capítulo I se trata de una introducción general en la cual se describen los 

distintos tipos de infecciones que pueden afectar al organismo, clasificadas 

en función de diversos parámetros, centrado, en el tratamiento de las 

heridas con distintos tipos de apósitos comerciales. Además, se expone un 

resumen de distintos nanomateriales empleados en tratamientos con 

apósitos así como diversas técnicas de síntesis de estos nanomateriales. 

 El Capítulo II se centra en la optimización de la síntesis de nanofibras de 

PCL cargadas con distintos compuestos de origen natural mediante 

electrospinning, analizando el perfil de liberación de los compuestos así 
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como sus propiedades bactericidas, tanto en ensayos in-vitro como en 

ensayos in-vivo. 

 El Capítulo III presenta la síntesis mediante electrospraying de 

micropartículas de PLGA cargadas con un compuesto bactericida de origen 

natural, el timol, para su posterior incorporación en apósitos de nanofibras 

de PCL fabricados mediante electrospinning. Además del perfil de 

liberación y carga del compuesto, en este capítulo se analiza la influencia 

del proceso de electrospraying sobre las membranas poliméricas, a través 

del estudio de sus propiedades mecánicas. Finalmente, se estudian las 

propiedades bactericidas de los materiales preparados, tanto en ensayos 

in-vitro como en ensayos in-vivo. 

 El Capítulo IV describe la síntesis de nanopartículas inorgánicas de SBA-15 

cargadas con timol así como la optimización de su incorporación en 

nanofibras de PCL para poder emplearlas en apósitos con propiedades 

farmacológicas. Una vez incorporadas, se comprueba el perfil de liberación 

del timol al medio, tanto en las partículas libres como incorporadas en las 

fibras además de analizar sus propiedades bactericidas en ensayos in-vitro. 

 El Capítulo V contiene las conclusiones finales del trabajo previamente 

descrito. 

 En la Bibliografía se detallan todas las publicaciones y documentación 

consultada para la realización de este trabajo. 

 El Anexo 1 detalla todos los reactivos empleados en este trabajo. 

 El Anexo 2 describe las técnicas de síntesis y caracterización comunes a 

todos los capítulos. 

 El Anexo 3 describe los métodos de evaluación de las propiedades 

bactericidas empleados a lo largo de este trabajo. 

 El Anexo 4 describe los procedimientos llevados a cabo para la realización 

de los distintos ensayos con animales que se han llevado a cabo en este 

trabajo. 

 El Anexo 5 detalla todas las contribuciones al conocimiento científico 

derivadas de la realización de este trabajo, tanto en forma de artículos 

científicos como en forma de contribución a congresos científicos. 
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I.1. INFECCIONES 

Los seres más numerosos que pueblan la tierra son los microorganismos, que 

colonizan todos los ambientes y ecosistemas e interactúan con plantas y animales, 

incluido el ser humano. Se agrupan en dos categorías: procariotas, que incluyen a 

arqueas y bacterias, y eucariotas, que engloba a hongos, algas y protozoos, además 

de incluir de forma convencional pero fuera de estas dos categorías a virus, viroides 

y priones. Se pueden clasificar en torno a varios criterios, siendo uno de ellos si 

afectan o no a la salud pública, o lo que es lo mismo, si son o no patógenos1. 

Los microorganismos no patógenos son aquellos que no afectan 

negativamente a la salud del individuo en el que habitan, llegando incluso a ser 

beneficiosos cuando se establece una relación de simbiosis. Sin embargo, cuando 

un organismo patógeno coloniza a un individuo, puede afectar a su salud, infectar 

uno o más órganos y generar una enfermedad, denominada enfermedad infecciosa 

o infección. Históricamente, las infecciones han afectado en gran medida a la 

población, como por ejemplo la lepra (causada por la bacteria Mycobacterium 

leprae), el tifus (enfermedad causada por la bacteria Rickettsia typhi), el cólera 

(causada por la bacteria Vibrio cholerae) o las grandes epidemias de peste (causada 

por la bacteria Yersinia pestis) que asolaron Europa entre los siglos XIV y XVIII y que 

a día de hoy es aún una enfermedad endémica en la República Democrática del 

Congo, Perú y Madagascar1,2. 

Para dar una visión de cómo afectan las infecciones a la salud humana en la 

actualidad, dentro de las diez principales causas de muerte en 2016, la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) situó a las infecciones en vías respiratorias en cuarto 

puesto con 3 millones de muertes y, en particular, a la tuberculosis (enfermedad 

causada por la infección de la bacteria Mycobacterium tuberculosis, M. tuberculosis) 

en el décimo puesto con casi 2 millones de muertos anuales en todo el mundo. 

Aunque estas infecciones se encuentran entre las principales causas de muerte en 

todos los países, con independencia de su nivel de ingresos, el problema se agrava 

en países con un nivel bajo de ingresos, en los que son la principal causa de muerte, 

con una tasa bruta de mortalidad de 75 muertes por cada 100000 habitantes3. Si 

centramos los datos en Europa, el Centro Europeo para el Control y Prevención de 

Enfermedades estima que, al año, tres millones de pacientes en Europa sufren 

enfermedades derivadas de infecciones de las cuales medio millar terminan con la 

muerte del paciente4. Con estos datos, no es difícil hacerse una idea del grave 

problema que presentan las infecciones para la salud mundial. 
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I.1.1. Clasificación de las infecciones 

La clasificación de las infecciones se establece, principalmente, en torno a dos 

criterios: el tipo de organismo patógeno que la causa y el órgano en el que se 

produce la infección. A continuación, se presentan ambas clasificaciones. 

 Tipo de patógeno 

Uno de los criterios en torno al cual se clasifican las infecciones es en función 

del tipo de patógeno causante de la misma. Principalmente, estos microorganismos 

se encuentran dentro de uno de los siguientes grupos5,6: 

 Priones: son simples moléculas de proteínas, por lo que son los agentes 

infecciosos más sencillos. No contienen ningún tipo de material genético y se 

reproducen en el huésped tras el cambio conformacional de la proteína priónica en 

una isoforma resistente a las proteinasas del huésped. 

Tabla I- 1. Enfermedades causadas por distintos virus. Adaptado de Gallego Luque y 

colaboradores6 
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 Virus: son elementos corpusculares que contienen proteínas y ácidos 

nucleicos (ADN o ARN, dependiendo de cada virus) y que emplean la maquinaria 

celular del huésped para su replicación. En la Tabla I- 1 se expone un resumen de las 

enfermedades más comunes causadas por la infección de distintos tipos de virus en 

humanos. 

 Organismos eucariotas: son organismos que contienen orgánulos con una 

función específica, lo que les confiere una elevada complejidad celular. En estos 

organismos, se pueden diferenciar infecciones causadas por protozoos 

(protozoosis, como la enfermedad del sueño o el paludismo), infecciones causadas 

por hongos (micosis, que pueden ser superficiales, endémicas u oportunistas. Estas 

últimas están ampliadas en la Tabla I- 2) e infecciones causadas por helmintos 

(helmintiasis, causadas por gusanos como la Taenia solium). 

Tabla I- 2. Clasificación de las micosis oportunistas más comunes en humanos. Adaptado de 

Gallego Luque y colaboradores6 
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Tabla I- 3. Enfermedades causadas por la infección de distintas bacterias. Adaptado de 

Gallego Luque y colaboradores6 
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Tabla I-3 (continuación) 
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Bacterias: son organismos unicelulares procariotas que contienen la 

información genética en moléculas de ADN y emplean ARN para la transcripción del 

mismo a proteínas. Están recubiertos por una membrana celular (en muchos casos 

además de la membrana presentan también una pared celular) y se reproducen 

independientemente sin necesidad de emplear la maquinaria celular de un 

huésped. Gran parte de las infecciones que afectan a los humanos están causadas 

por este tipo de microorganismos, por lo que la investigación en su tratamiento y 

prevención es muy necesaria. Se pueden clasificar en función de distintas 

características, pero la clasificación más simple es en función a su respuesta a la 

tinción de Gram. Las bacterias Gram negativas no incorporan esta tinción debido a 

la gruesa pared celular (compuesta por lipopolisacáridos, lipoproteínas y 

peptidoglicano) que rodea a la membrana citoplasmática. Por otro lado, las 

bacterias Gram positivas incorporan la tinción ya que la pared celular que rodea la 

membrana citoplasmática es mucho más delgada y simple (está compuesta 

únicamente por ácido teicoicos y peptidoglicano)7. En la Tabla I- 3 se presenta un 

pequeño resumen de distintas enfermedades causadas por todo tipo de bacterias, 

tanto Gram positivas como Gram negativas. 

 Órgano afectado 

Otro criterio de clasificación de las enfermedades infecciosas es en función del 

órgano en el que se producen. Éstas prácticamente se pueden producir en cualquier 

localización del huésped dependiendo tanto de la virulencia y efectividad del 

patógeno como de los propios mecanismos de defensa del huésped. En general, 

bajo este criterio, las infecciones se agrupan en torno a los siguientes grupos6. 

 Infecciones del área otorrinolaringológica y orofaringe: 

o Faringitis y amigdalitis: asociadas a generalmente a resfriados y gripes 

causados por virus (Rhinovirus, Coronavirus y Virus influenza) pero también 

aparecen asociadas a cuadros de mononucleosis infecciosa. En el caso de ser de tipo 

bacteriana, estas infecciones suelen estar causadas por estreptococos de grupo A 

(Streptococcus pyogenes, S. pyogenes). 

o Laringitis y epiglotitis: la laringitis generalmente tiene su origen en 

infecciones víricas mientras que la epiglotitis es de origen bacteriano, 

principalmente causada por Haemophilus influenzae (H. influenzae) y, con menor 

frecuencia, por Staphylococcus aureus (S. aureus) y Streptococcus pneumoniae (S. 

pneumoniae). 
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o Sinusitis y rinitis: la sinusitis es, por lo general, de origen bacteriano (H. 

influenzae, Moraxella catharralis, M. catharralis, y S. pneumoniae) mientras que la 

rinitis suele ser de origen vírico, aunque es frecuente que en fases posteriores de la 

enfermedad se encuentre también infección por parte de los patógenos asociados 

a la sinusitis. 

o Otitis: la otitis externa suele estar causada por las bacterias S. aureus y 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) mientras que en la otitis media las 

bacterias patógenas más comunes son H. influenzae, M. catharralis y S. 

pneumoniae. 

 Infecciones del sistema osteomuscular: 

o Gangrena: la gangrena gaseosa está causada por la infección de una herida 

en el músculo por parte de clostridium (en el 90 % de los casos, Clostridium 

perfringens). Por otro lado, la piomiositis es una infección aguda del músculo 

esquelético por parte de S. aureus. 

o Osteomielitis: mientras que cuando se produce asociada a implantes óseos 

esta infección está causada principalmente por Staphylococcus epidermidis (S. 

epidermidis), en el caso de infecciones crónicas, de fracturas abiertas o de pie de 

diabético se trata de una infección polimicrobiana, mayoritariamente de bacterias 

Gram negativas, además de S. aureus. 

o  Artritis: las más frecuentes son las artritis bacterianas causadas por S. 

aureus, aunque existe una variabilidad de la bacteria causante dependiendo de la 

edad del paciente y de la localización de la infección. 

 Infecciones del tracto respiratorio: mientras que, en el caso de las 

neumonías producidas en el ámbito extra-hospitalario, la bacteria responsable de 

la infección es S. pneumoniae en el 80 % de los casos, en el ámbito intra-hospitalario 

la principal bacteria responsable es P. aeruginosa. 

 Infecciones del aparato cardiocirculatorio: dentro de este grupo de 

infecciones, se distinguen tres sub-grupos de infecciones: 

o Endocarditis: la endocarditis bacteriana aguda está causada por Neisseria 

gonorrhoeae, S. aureus, S. pneumoniae y S. pyogenes. En el caso de la endocarditis 

bacteriana subaguda, el origen suele estar en estreptococos microaerófilos y 

Streptococcus viridans. 
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o Aortitis y aneurismas: la aortitis sifilítica se desarrolla en zonas donde 

previamente ha habido una reacción inflamatoria frente a la bacteria Treponema 

pallidum mientras que los aneurismas se localizan en zonas de la pared bascular 

cercanas a zonas donde se ha producido bacteriemia o septicemia. 

o Flebitis, linfagitis y linfadenitis: mientras que la flebitis y la linfagitis suelen 

estar causadas por bacterias procedentes de la piel (S. aureus y bacilos coliformes 

en el caso de la primera y S. pyogenes en el caso de la segunda), la linfadenitis puede 

producirse por la infección de cualquier bacteria, virus, protozoo u hongo. 

 Infecciones del sistema nervioso central: dentro de este grupo de 

infecciones se distinguen tres tipos distintos de infección: 

o Meningitis: es producida por distintas bacterias dependiendo de la edad 

del paciente. Mientras que en el periodo neonatal la principal causa de meningitis 

es la infección por bacilos Gram negativos (especialmente, Escherichia coli, E. coli), 

a partir del primer mes de vida del paciente las bacterias causantes de la infección 

son mayoritariamente H. influenzae y Neisseria meningitidis. En pacientes adultos, 

generalmente los causantes son meningococos y neumococos, siendo también cada 

vez más frecuente la infección por parte bacilos Gram negativos. 

o Encefalitis: la causa más frecuente es la infección vírica, sobre todo por 

virus herpes simple de tipo 1 y 2. 

o Absceso cerebral: se suele producir por contigüidad o por diseminación 

hematógena, aislándose por lo general estreptococos, enterobacterias y hongos. 

 Infecciones del aparato digestivo: 

o Gastritis: el patógeno más frecuente en la gastritis es la bacteria 

Helicobacter pylori. 

o Enteritis: las infecciones víricas suelen ser la causa más frecuente de esta 

enfermedad, pero sin consecuencias clínicas graves. También se puede producir por 

la infección de distintas bacterias, pero también con una escasa afección clínica. Las 

enteritis por hongos son, sin embargo, muy raras y se producen principalmente en 

pacientes con una respuesta inmune deficiente. 

o Esofagitis: se produce casi exclusivamente en pacientes 

inmunocomprometidos y la causa más frecuente es la infección por hongos del 

género Candida. 
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o Peritonitis: se producen en su mayor parte debido a focos continuos 

intraabdominales (como la peritonitis tuberculosa, causada por la bacteria M. 

tuberculosis), perforación de víscera hueca o tras procedimientos quirúrgicos. 

o Hepatitis: en su mayor parte es de origen vírico (causadas por los diferentes 

virus de hepatitis A, B, C, D y E), aunque su origen puede ser bacteriano (infección 

de la bacteria Yersinia enterocolitica) en forma de abscesos. 

 Infecciones del aparato urogenital: las bacterias más habituales que 

causan estas infecciones habitan normalmente en el intestino grueso: E. coli, 

Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Enterobacter sp. y P. 

aeruginosa. Cuando el origen de la infección es un hongo, las levaduras del género 

Candida son los patógenos más frecuentes mientras que en las de origen vírico 

destacan los adenovirus de serotipo 11 y 21 en cuadros de cistitis hemorrágica 

aguda infantil. 

 Infecciones de la piel: la piel puede verse infectada por varios tipos de 

patógenos. Entre los virus más habituales, se encuentran el virus del herpes simple 

de tipo 1 y 2 y el virus de la varicela zoster (VVZ). También puede producirse la 

infección de la piel por una gran variedad de hongos superficiales entre los que se 

incluyen especies de Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton, aunque los 

hongos más comunes que infectan la piel son de la especie Candida albicans (C. 

albicans). Aunque la piel sana es una barrera excelente frente a las bacterias (es un 

medio seco que inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas; está expuesta al 

aire, por lo que se inhibe el crecimiento de bacterias anaerobias, y la presencia de 

lípidos, ácidos grasos libres y la flora residente impide la proliferación las mismas), 

en ocasiones el equilibrio se rompe y se produce la infección de la piel, siendo los 

principales patógenos S. pyogenes y S. aureus. Ninguno de estos patógenos 

proliferan en piel sana, pero los propios pacientes son reservorios naturales de los 

mismos, encontrándose la primera bacteria en la nasofaringe y la segunda en la 

nariz8. Además de en pieles con afectaciones menores (como eccemas, dermatitis 

atópicas y psoriasis), las infecciones de piel también pueden aparecer asociadas a 

heridas producidas en la misma. En estos casos, las principales especies encontradas 

son S. aureus, E. coli, S. epidermidis y P. aeruginosa9. 

I.2. HERIDAS 

De todos los órganos incluidos en la clasificación anterior que pueden ser 

infectados por patógenos la piel es el más extenso, cubriendo la totalidad de la 
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superficie corporal y aportando, de media, el 8 % del total del peso corporal10. 

Además, se trata de la primera barrera de protección con que cuenta el cuerpo 

humano ante la posible entrada de los mismos en el organismo. Procesos tan 

diversos como quemaduras, golpes, operaciones quirúrgicas o, incluso, 

enfermedades como la diabetes, pueden causar una rotura en la integridad de la 

piel, dando lugar a distintos tipos de heridas11. 

Las heridas, en términos generales, se pueden clasificar en agudas y crónicas12. 

Las heridas agudas se producen, generalmente, por un traumatismo (quemaduras, 

laceraciones, abrasiones…) y pueden curarse incluso sin ninguna intervención de un 

agente externo al propio organismo, mediante un proceso natural ordenado que 

finaliza en la sustitución de la piel dañada13. En las heridas crónicas, al contrario que 

ocurre en las agudas, la curación se extiende en un período de tiempo superior a las 

8 semanas14,15, por lo que la recuperación de la estructura de la piel puede no 

alcanzarse totalmente. Dentro de este tipo de heridas, se encuentran, por ejemplo, 

las úlceras de presión (frecuentes en pacientes con movilidad reducida que, además 

de a la piel, pueden llegar a afectar progresivamente a capas más internas del 

organismo como el músculo, los tendones e, incluso, el hueso), las úlceras 

vasculares (producidas por hipertensión o por fallos en las válvulas venosas) y las 

úlceras producidas como consecuencia de complicaciones en pacientes diabéticos. 

Estas úlceras se producen sobre todo en el pie y las consecuencias van desde 

ampollas y cortes en la zona afectada hasta la amputación del miembro afectado16. 

Al igual que en el caso de las infecciones, el tratamiento de las heridas es un 

grave problema de salud mundial, así como un gran gasto en los sistemas sanitarios 

de todos los países. El aumento en la esperanza de vida y la mejora de la calidad de 

la misma se ha traducido de forma paradójica en un incremento de pacientes que 

sufren enfermedades crónicas (entre las que se incluyen las heridas crónicas). 

Además de las consecuencias clínicas y emocionales en los pacientes, este tipo de 

heridas tienen un gran impacto en los sistemas de salud pública, ya que su 

tratamiento implica la hospitalización del paciente, la atención periódica de la 

herida por parte de los equipos de enfermería, tratamientos más largos e intensivos 

que en el caso de las heridas agudas y, en muchos casos, intervenciones quirúrgicas. 

Trasladando estos datos a cifras, al analizar los datos del programa de salud pública 

estadounidense, Nussbaum y colaboradores encontraron que cerca del 15 % de los 

beneficiarios de dicho programa (aproximadamente 8.5 millones de pacientes) 

hicieron uso del mismo para el tratamiento de todo tipo de heridas durante el año 
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2014, lo que supuso un coste estimado para el programa de 28000 millones de 

dólares17. 

Además del problema que implican por sí mismas las heridas en los pacientes, 

estas son una vía de entrada de patógenos al organismo que pueden producir la 

infección de la herida, aumentando así la gravedad de la misma y dificultando su 

tratamiento y curación. Esta infección puede ser causada por la exposición a 

microbios presentes en el ambiente o, también, por los propios patógenos 

presentes en la piel (que no tienen ningún riesgo para la salud en caso de una piel 

sana). Sin embargo, una vez que se produce la infección de la herida, ésta debe ser 

tratada eliminando los tejidos dañados (si es necesario), limpiándola y aplicando un 

tratamiento antibiótico o antiséptico adecuado a los posibles patógenos que 

puedan colonizar la herida18. Una vez la herida está tratada y desinfectada se cubre 

con un apósito, que debe proteger la formación de tejido nuevo, actuar como 

barrera frente a patógenos ambientales y mantener un ecosistema adecuado para 

la curación de la herida (absorbiendo los fluidos producidos durante la curación y 

permitiendo una adecuada permeabilidad del oxígeno y el vapor de agua que 

impida la maceración de la herida). 

I.3. APÓSITOS 

El apósito ideal tiene multitud de características. Así pues, debería potenciar 

el proceso de curación manteniendo la herida libre de tejido desechado durante el 

mismo, absorbiendo los exudados que de manera natural se generan durante el 

proceso y manteniendo un entorno libre de contaminantes y con unos niveles 

óptimos de gases y humedad. Además, debería no ser tóxico para las células 

implicadas en el proceso de curación, no provocar una reacción alérgica en el 

organismo, proteger a la herida de golpes que se pudieran producir durante la 

curación y tener una baja adherencia en los tejidos que se están regenerando para 

que a la hora de retirarlo no se elimine parte del tejido nuevo. Finalmente, dicho 

apósito debería prevenir futuras infecciones, ser fácil de colocar, tener una duración 

larga para que la frecuencia de cambio del mismo sea la mínima posible, ser cómodo 

y adaptarse a la topología de la zona herida10,19,20. En la Figura I- 1 se representa la 

situación de una herida sin proteger con un apósito frente a otra tratada con un 

apósito ideal21. En ella se representa cómo, tras proteger la herida con un apósito 

ideal, las condiciones favorecen la proliferación de células que participan en el 

proceso de curación (como fibroblastos y queratinocitos) además de impedir el paso 

de patógenos como hongos, virus y bacterias. Además, al incluir compuestos 
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activos, éstos se liberan en la herida y combaten la infección de los patógenos que 

hayan logrado atravesar la barrera. 

I.3.1. Tipos de apósitos 

Los apósitos pueden clasificarse de distintas maneras, dependiendo de su 

función en la herida, del material con el que están fabricados o de la apariencia 

externa del apósito. Una clasificación aún más amplia que las anteriores, los divide 

en apósitos primarios (están en contacto con la herida), secundarios (se emplean 

para cubrir a los apósitos primarios) o de tipo isla (están formados por una región 

central absorbente rodeada de un material adhesivo). Finalmente, la clasificación 

que se expone en este trabajo divide a los apósitos entre apósitos tradicionales (que 

solamente mantienen un entorno seco en la herida) y apósitos modernos (que 

mantienen una mayor humedad en la herida), divididos estos últimos en función del 

tipo de material con el que se fabrican y las características físicas del mismo19. Así 

mismo, en la Tabla I- 4 se presenta un resumen de esta clasificación. 

I.3.1.1.Apósitos tradicionales 

Dentro de este grupo se incluyen gasas y vendajes fabricados a partir de 

materiales naturales (generalmente, lana y algodón) y sintéticos. Este tipo de 

Figura I- 1. Representación de una herida sin proteger con un apósito frente a otra 

herida protegida con un apósito que incluye compuestos activos que favorecen la 

curación y previenen la infección. Adaptado de Homaeigohar y Boccaccini21 



I N T R O D U C C I Ó N  G E N E R A L | 

 

P á g i n a  | 21 
 

materiales mantienen seco el entorno de la herida y se emplean tanto como 

apósitos primarios como secundarios y también como parte de apósitos 

compuestos por varios materiales, cada uno con una función específica. 

Las vendas se fabrican tanto con materiales naturales (algodón, lana o 

celulosa) como con materiales sintéticos como la poliamida y se emplean con 

diferentes funciones. Por ejemplo, la venda comercial Cotton Conforming Bandage 

1988 se emplea como apósito secundario para sujetar otros tipos de apósitos 

primarios mientras que las vendas de compresión se emplean para aplicar una 

presión sostenida en el tratamiento de la insuficiencia venosa22. 

Por otro lado, las gasas se fabrican con fibras (tejidas o no) de algodón, 

poliéster o una combinación de ambos. Estos materiales (previamente esterilizados) 

se han utilizado tradicionalmente para absorber los exudados de las heridas además 

de usarlas como filtros a la hora de drenar fluidos desde las mismas. Aunque este 

tipo de apósitos necesitan ser cambiados con regularidad para evitar la maceración 

del tejido que se está regenerando, han demostrado tener un menor coste que 

otros apósitos más modernos23. 

Aunque las gasas puedan aportar cierta protección frente a bacterias y otros 

patógenos, en cuanto se humedecen (bien por los exudados de la herida, bien por 

fluidos externos) pierden esta capacidad. Además, este tipo de apósitos tienden a 

adherirse al tejido nuevo cuando disminuye la producción de fluidos de la herida, lo 

que provoca que su sustitución puede ser dolorosa para el paciente. También 

permiten que se evaporen los fluidos circundantes a la herida provocando la 

deshidratación de la herida, lo cual no es beneficioso para el proceso de curación 

de la misma. Así pues, la tendencia actual es emplear este tipo de apósito bien en 

heridas limpias y secas, bien como apósitos secundarios para absorber los exudados 

y actuar como protección mecánica de la herida. 

I.3.1.2.Apósitos avanzados 

Frente a los apósitos tradicionales, los apósitos avanzados expuestos a 

continuación se han desarrollado con la intención de mejorar las características de 

sus predecesores, principalmente para mantener el nivel de la humedad en la herida 

y facilitar su curación. Este tipo de apósitos se clasifican fundamentalmente de 

acuerdo con el material con el que están fabricados. 
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 Apósitos hidrocoloides: están 

fabricados a partir de coloides 

(materiales que forman geles) 

combinados con elastómeros y 

adhesivos. Los coloides más empleados 

son la carboximetilcelulosa, la gelatina 

y la pectina. Se comercializan bajo 

distintas marcas (GranuflexTM, 

AquacelTM, ComfeelTM y TegasorbTM, 

ejemplos mostrados en la Figura I- 2) en 

forma de films y hojas o combinados 

con otros materiales como el alginato. 

Este tipo de materiales, además de 

adherirse a superficies secas gracias al 

adhesivo que los acompaña se pueden 

emplear en superficies húmedas ya que, al absorber humedad, el proceso de 

gelificación que se produce en el material hace que se adhiera a la superficie. Por 

tanto, esta característica permite su empleo en heridas con un nivel de exudación 

bajo o moderado. Estos materiales, sin alterar, son impermeables al vapor de agua, 

pero al contacto con los exudados de la herida se produce un cambio físico en el 

material, formándose una capa de gel que cubre la herida, por lo que se convierte 

en progresivamente más permeable a los gases y al vapor de agua. Además, esta 

capa de gel hace que no se adhiera a la herida, lo que reduce la posibilidad de causar 

dolor al retirarlo24,25. 

Figura I- 2. Presentaciones comerciales de 

distintos apósitos hidrocoloides 
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 Apósitos de alginato: están 

fabricados a partir del ácido 

polisacárido formado por ácido 

manurónico y ácido gulurónico, el ácido 

algínico (en su forma de sales de sodio 

y calcio), y se emplean en forma de 

espumas producidas mediante 

liofilización o en forma de fibras 

flexibles. Estos materiales, cuando 

entran en contacto con la herida, 

absorben las secreciones producidas 

por la misma y se forma un gel que 

permite un adecuado intercambio de 

gases y vapor de agua para mantener el 

ambiente de la herida en unas 

condiciones óptimas para su curación. El proceso de gelificación está relacionado 

con la presencia de los iones de calcio, que permite el entrecruzamiento de las 

cadenas de ácido algínico. Este proceso hace que el gel de alginato formado se 

degrade más lentamente y mantenga su estructura durante un tiempo superior a, 

por ejemplo, los apósitos hidrocoloides, por lo que lo hace un material ideal en 

ingeniería de tejidos. Comercialmente, se distribuyen bajo 

diversas denominaciones (SorbsanTM, KaltostatTM, Comfeel 

PlusTM o TegadermTM, por ejemplo, Figura I- 3) y se emplean 

en heridas con un nivel entre moderado y alto de exudación. 

Su retirada es sencilla ya que pueden ser rápidamente 

lavados con suero salino, lo que impide que, con su retirada, 

se elimine parte del tejido nuevo generado en la herida19. 

 Apósitos de hidrogel: los hidrogeles son materiales 

insolubles en agua e hinchables (aunque insolubles en ella, 

pueden absorber agua aumentando su tamaño) fabricados a 

partir de polímeros sintéticos como polimetacrilatos y poli-

vinilpirrolidona (PVP). Se emplean tanto en forma de gel 

amorfo como en films elásticos. En el segundo caso, se 

realiza un proceso de entrecruzamiento, lo que hace que 

puedan atrapar moléculas de agua en su estructura, por lo 

que pueden retener volúmenes significativos de este líquido 

Figura I- 3. Distintos apósitos de alginato 

comerciales 

Figura I- 4. Apósito de 

hidrogel comercial en 

tipo film (Nu-GelTM) y 

tipo gel amorfo 

(PurilonTM) 
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cuando se encuentran en contacto de heridas que supuran. En el caso de que se 

apliquen en forma de gel amorfo, se hace necesario el empleo de un apósito 

secundario y requiere que se cambie con regularidad. Al igual que en los casos 

anteriores, se comercializan bajo diferentes marcas, como por ejemplo Nu-gelTM y 

PurilonTM (Figura I- 4)19. 

 Apósitos adhesivos semi-permeables: este tipo de 

apósitos originalmente se fabricaron a partir de derivados de 

nylon rodeados de polietileno adhesivo, por lo que se 

engloban dentro de los apósitos de tipo isla. Sin embargo, 

estos materiales no conseguían absorber una cantidad 

suficiente de humedad, por lo que se formaba una película 

de humedad entre la herida y el apósito que provocaba la 

maceración de la herida y aumentaba el riesgo de una 

infección en la misma debido a la proliferación de bacterias. 

Actualmente, en lugar de nylon se emplea poliuretano 

cubierto con derivados acrílicos, lo que hace que este tipo de 

apósitos sea permeable al vapor de agua y a gases, pero no 

a los líquidos exudados por la herida. Debido a la naturaleza 

elástica y flexible de estos polímeros, se adapta 

perfectamente a los contornos del cuerpo, por lo que no 

requiere emplear un apósito secundario para su uso. Se comercializan bajo distintas 

marcas comerciales (OpsiteTM, CutifilmTM o BioclusiveTM, por ejemplo) que difieren 

entre sí en términos de permeabilidad al vapor, adaptación a los contornos, 

extensión o capacidad adhesiva (Figura I- 5)26. 

 Apósitos de espuma: este tipo de apósitos se fabrican a partir de 

membranas de espuma de poliuretano y, en algunos casos (por ejemplo, en la marca 

TielleTM), se emplean capas adicionales con distintas funciones, como evitar que el 

tejido nuevo se adhiera al apósito, evitar una pérdida excesiva de fluidos o impedir 

la infección bacteriana. Estos apósitos mantienen un ambiente húmedo alrededor 

de la herida, proporcionan un aislamiento térmico, y poseen una elevada absorción 

de fluidos (que se puede regular en función de las propiedades físicas de la espuma) 

y una elevada tasa de transmisión de vapor de agua. Además de TielleTM, se 

comercializan bajo otras marcas comerciales como Lyofoam® o Allevyn®26. 

 Apósitos bioactivos: este tipo de apósitos, además de regular los niveles 

de humedad en la herida toman parte en el proceso de curación de la herida. Por 

Figura I- 5. Apósitos 

semipermeables 

comerciales 
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un lado, están fabricados con polímeros que tienen un papel activo en el proceso 

de curación de la herida como el colágeno (que promueve la proliferación de los 

fibroblastos), el ácido hialurónico (componente de la matriz extracelular) o el 

quitosano (que promueve la formación de tejido granular durante la fase de 

proliferación celular de la curación). Por otro lado, en este tipo de apósitos se 

incorporan otros compuestos como factores de crecimiento celular o compuestos 

con diferentes propiedades farmacológicas (analgésica, bactericida o 

antiinflamatoria, entre otras), que favorecen la curación de la herida. Finalmente, 

están formados por polímeros biodegradables que pueden incorporarse a las rutas 

metabólicas del organismo, eliminando la necesidad de retirarlos de la herida26. 

 Sustitutos de piel (Tissue Engineered Skin Substitutes): se trata de la 

última generación de apósitos, que combinan el empleo de polímeros como 

andamios para substratos que reemplazan el tejido celular perdido y, así, se acelera 

el proceso de curación. En general, hay dos tipos de matrices, dependiendo de si 

contienen o no células. Las matrices que no contienen células se fabrican bien a 

partir de colágeno y compuestos presentes en la matriz extracelular (como el ácido 

hialurónico) o bien a partir de dermis natural a la que se le ha extraído todos los 

componentes celulares manteniendo la arquitectura del fragmento. Las matrices 

con contenido celular se fabrican a partir de una lámina de polímeros 

biodegradables (como, por ejemplo, el colágeno) sobre la cual se siembran células 

epiteliales (del paciente u obtenidas a partir de células madre) para favorecer el 

crecimiento de nuevo tejido. En ambos casos, los apósitos poseen unas propiedades 

mecánicas similares a las de la piel además de que se degradan gradualmente 

dejando tras de sí una estructura adecuada, por lo que son ideales para su empleo 

como apósitos. Sin embargo, a pesar de las ventajas que presentan y el gran 

potencial de estos apósitos, su uso está limitado debido tanto a los altos costes de 

fabricación como a los problemas éticos y legales derivados de la investigación con 

células madre. Comercialmente, se pueden encontrar bajo diversas marcas como 

IntegraTM, BiobraneTM, AllodermTM o DermagraftTM19,26. 
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I.3.2. Sistemas de liberación de fármacos 

Como se ha mencionado anteriormente, el ideal de apósito debería favorecer 

la curación de la herida y mantener el entrono libre de patógenos que pudieran 

infectarla y alterar el proceso normal de curación. Estas características se pueden 

alcanzar incluyendo en los apósitos compuestos con distintas propiedades, como 

antibióticos, antiinflamatorios, factores de crecimiento o suplementos minerales 

(cinc y cobre) y vitaminas (principalmente A, C y E). Este tipo de compuestos se 

aplican tanto en apósitos tradicionales (como gasas impregnadas de parafina) como 

en apósitos avanzados (incluyendo hidrocoloides, hidrogeles, alginatos, espumas y 

geles de silicona)19. 

Sin embargo, el principal reto a la hora de aplicar estos compuestos es su 

liberación. En estos casos es necesario “liberar en el lugar correcto la concentración 

indicada durante el tiempo adecuado”27 el fármaco en cuestión. La correcta 

combinación de estos tres factores (lugar de liberación, concentración liberada y 

espacio temporal) viene determinada en función tanto de las características físico-

químicas del fármaco empleado como de las barreras biológicas que éste debe 

atravesar para realizar su función. El problema de muchos fármacos, altamente 

activos en las condiciones adecuadas, es que no son tan efectivos a la hora de 

aplicarlos ya que no poseen una suficiente biodisponibilidad debido a que son 

insolubles en fluidos biológicos y/o tienen una baja permeabilidad a través de las 

diferentes barreras del cuerpo humano. Por tanto, su efectividad terapéutica no 

viene tan determinada por su actividad sino por su biodisponibilidad en el lugar 

objetivo. 

Los sistemas convencionales de liberación de fármacos incluyen tabletas, 

píldoras, cápsulas, soluciones inyectables, supositorios, aerosoles, líquidos, cremas 

o ungüentos, en función de la enfermedad a tratar y del órgano afectado. Estas 

formas de administración suelen ir acompañadas de efectos adversos que se 

atribuyen principalmente a dos factores: una bio-distribución poco específica y una 

liberación no controlada del fármaco, que provoca una elevada concentración en 

un momento puntual seguida de una ausencia del mismo. Debido a esto, la 

investigación en nuevos sistemas de liberación se ha conducido buscando dos 

requisitos básicos: por un lado, liberar el fármaco en el lugar correcto a una dosis 

adecuada dependiendo, idealmente, de las demandas del organismo, y por otro 

lado monitorizar la actividad del fármaco durante el tratamiento. En resumen, “la 
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razón fundamental en la investigación en nuevos sistemas de liberación de fármacos 

es permitir una liberación sostenida y controlada del fármaco para mantener unos 

niveles eficientes del mismo y simultáneamente reducir sus efectos adversos”28–30. 

En esta línea de avance, la nanotecnología se ha erigido como una solución 

muy apropiada para la fabricación de nuevos sistemas de liberación controlada de 

fármacos. Durante los últimos treinta años, la nanotecnología ha sido considerada 

por algunos como uno de los campos más importantes de la ciencia moderna. Este 

campo engloba a los materiales que se encuentran en la escala de 1 y 100 nm, lo 

que les proporciona una relación área-volumen muy elevada lo cual determina 

muchas de las propiedades del material (por ejemplo, solubilidad, estabilidad 

mecánica y sus propiedades físico-químicas, entre otras). El empleo de estos 

materiales, por un lado, ha permitido mejorar la liberación del fármaco en el órgano 

objetivo, mientras que por otro lado se ha conseguido monitorizar su acumulación 

y desplazamiento a través de células y tejidos, permitiendo obtener una mejor 

comprensión de su farmacocinética y farmacodinámica31,32. 

El empleo de nanopartículas como sistemas de liberación de fármacos ha 

demostrado numerosas ventajas, como la reducción de las dosis de fármaco 

requeridas, la reducción en las variaciones del efecto del tratamiento dependiendo 

del paciente, la reducción de la dependencia del efecto en función de si el paciente 

se encuentra o no en ayunas, una mejor solubilidad en fluidos biológicos, una mejor 

biodisponibilidad tras su administración oral, una mejor velocidad de disolución y 

un mayor control de la acción terapéutica tras su administración. Además, en 

función de los materiales empleados se puede manejar su presencia en el 

organismo controlando la degradación (o la no degradación) de las mismas a partir 

de los materiales y técnicas empleados en su síntesis32. 

Tradicionalmente, los nanomateriales se han clasificado en función de su 

tamaño, dividiéndose en función del número de dimensiones de sus medidas que 

se encuentren fuera de la escala nanométrica32,33. 

 Estructuras sin ninguna dimensión fuera de la escala nanométrica (zero-

dimensional nanostructures): en este tipo de estructuras de forma esférica o en 

forma de clusters se incluyen nanopartículas y nanopartículas funcionalizadas con 

estructuras dendríticas. 

 Estructuras con una dimensión fuera de la escala nanométrica (one-

dimension nanostructures): en esta sección se engloban fibras, cables y estructuras 
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en forma de varilla (rods) con una de sus dimensiones fuera de la escala 

nanométrica. 

 Estructuras con dos dimensiones fuera de la escala nanométrica (two-

dimension nanostructures): se incluyen dentro de esta sección películas, placas y 

redes con dos de sus dimensiones fuera de la escala nanométrica. 

 Estructuras con tres dimensiones fuera de la escala nanométrica (three-

dimension nanostructures): en este tipo de materiales se incluyen aglomeraciones 

de nanopartículas y nanocables que, aunque sus dimensiones se encuentran fuera 

de la escala nanométrica, poseen características comunes con los nanomateriales. 

I.3.2.1. Nanomateriales empleados como sistemas de 

liberación de fármacos 

La clasificación presentada anteriormente, es muy amplia y engloba a todo tipo 

de nanomateriales. Sin embargo, no todos ellos se pueden emplear como sistemas 

de liberación de fármacos. A continuación, se presentan los tipos de nanomateriales 

usados con mayor frecuencia para la liberación de fármacos (resumido en la Tabla 

I- 5) con las características y aplicaciones más relevantes de cada grupo. 

 Nanomateriales basados en carbono: los nanotubos de carbono son 

estructuras cilíndricas formadas por redes hexagonales de átomos de carbono con 

un diámetro aproximado de 1 nm y una longitud de entre 10 y 100 nm. Poseen una 

alta conductividad eléctrica y una gran resistencia. Los fulerenos son agrupaciones 

de 60 o más átomos de carbono con una estructura poligonal que pueden ser 

funcionalizados para la liberación de distintos fármacos y biomoléculas como por 

ejemplo gemcitabina, doxorrubicina, anfotericina B y precursores de cis-

platino31,34,35. 

 Nanopartículas metálicas: se trata de nanopartículas de entre 0.8 y 200 

nm de diámetro basadas en oro, plata, níquel y óxido de hierro principalmente, y, 

aunque poseen una elevada área superficial y pueden incorporar una dosis alta de 

fármaco, presentan el inconveniente de su toxicidad frente a células humanas36,37. 

En biomedicina se emplean mayoritariamente nanopartículas de oro y de plata y su 

estudio se centra en sus efectos antimicrobianos ya que este tipo de nanopartículas 

pueden interactuar con la membrana celular de microorganismos patógenos, como 

algunas bacterias36,38. Finalmente, la superficie de este tipo de nanopartículas se 

puede modificar con diferentes grupos funcionales, empleándose las 
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nanopartículas obtenidas en transfección de genes o alterando el objetivo 

terapéutico donde actúan36,39. 

 Nanocristales: se trata de partículas de fármaco que cristalizan en 

dimensiones nanométricas y presentan en su superficie macromoléculas de 

polímero y surfactantes no iónicos. Esto permite reducir la acumulación de 

partículas portadoras en el organismo, que el fármaco se encuentre disponible 

rápidamente en el lugar de actuación y un aumento de solubilidad del mismo40. 

Algunos de los fármacos empleados bajo esta forma son la rapamicina, el megestrol, 

el fenofibrato o el aprepitant32. 

 Quantum dots: se trata de nanocristales de materiales semiconductores de 

un tamaño de entre 1 y 5 nm formados por un núcleo de semiconductor inorgánico 

rodeado por un recubrimiento orgánico. Debido a sus propiedades ópticas, en 

biomedicina se emplean como trazadores de procesos intracelulares y en 

aplicaciones de bioimagen para monitorización de procesos en tiempo real. Como 

herramientas terapéuticas también se emplean en procesos de hibridación de ADN 

y como vectores no virales en terapias génicas41. 

 Dendrímeros: están formados por estructuras híper-ramificadas en las que 

se pueden diferenciar tres regiones (el núcleo, las unidades de ramificación y la 

superficie). Poseen un tamaño menor de 10 nm y una estructura globular repleta de 

cavidades internas, además de ser capaces de ensamblarse entre sí unidades con 

distintas propiedades. En este tipo de estructuras, el fármaco se puede incorporar 

tanto encapsulado en las cavidades como unido a los grupos funcionales de la 

superficie. Además, la posibilidad de funcionalizar con distintas moléculas la 

superficie de los dendrímeros permite modular tanto su citotoxicidad como su 

biopermeabilidad32. 

 Liposomas: se trata de vesículas cerradas formadas por la hidratación de 

fosfolípidos. Se encuentran de forma natural en los organismos ya que las 

membranas celulares y vesículas intra y extracelulares están compuestas por 

fosfolípidos, al igual que los liposomas, que los emplean para controlar el tránsito 

de moléculas entre el interior y el exterior celular. En el laboratorio, se pueden 

emplear como sistemas de liberación de fármacos dada su alta eficiencia de 

encapsulación de distintos fármacos y su biocompatibilidad, ya que este tipo de 

partículas poseen una estructura similar a las membranas celulares42. Dada la 

naturaleza anfifílica de los fosfolípidos, los liposomas pueden transportar tanto 

fármacos hidrofílicos (en el interior acuoso de la partícula) como hidrofóbicos 
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(insertados en la membrana lipídica que forma la partícula). Sin embargo, presentan 

el inconveniente de que son retirados rápidamente del sistema circulatorio a través 

del retículo endotelial y del sistema fagocítico. Actualmente, se comercializan 

diferentes formulaciones como Calyx® y Miocet®, que incorporan doxorrubicina o 

Daunosome®, que incorpora daunorrubicina, ambos fármacos empleados en 

terapias contra el cáncer32,43. Además de para la administración de fármacos, los 

liposomas se han empleado también para la aplicación de vacunas basadas en ARN 

mensajero, como la desarrollada por los equipos de Pfizer y Moderna frente al 

coronavirus SARS-COV-244. 

 Polimerosomas: se trata de vesículas esféricas formadas por bloques de 

co-polímeros anfifícos. Este polímero está formado por una subunidad hidrofílica, 

como el ácido poli-láctico-co-glicólico (PLGA) y por una subunidad hidrofóbica como 

el poli-etilenglicol (PEG) o la poli-caprolactona (PCL). Este tipo de estructuras son 

similares a los liposomas, ya que al igual que ellos adoptan forma de membrana bi-

capa. La diferente carga electrostática que presentan los polimerosomas en 

comparación con los liposomas, retrasa la interacción con las membranas 

plasmáticas, lo que, a diferencia de los liposomas, permite modular la liberación de 

los fármacos cargados en los mismos, así como aumentar el tiempo de circulación 

en el sistema sanguíneo45–47. 

 Nanopartículas poliméricas: se trata de partículas de entre 10 y 100 nm de 

diámetro fabricadas a partir de multitud de polímeros tanto sintéticos (PLGA, PCL, 

poli-acrilamida o poli-acrilato, entre otros muchos) como naturales (como 

albúmina, alginato, colágeno, gelatina o quitosano). Dependiendo del polímero 

empleado, la nanopartícula sintetizada es o no biodegradable, pudiéndose modular 

además su velocidad de degradación32. La amplia variedad de polímeros permite la 

encapsulación de todo tipo de fármacos con distintas propiedades físico-químicas. 

Generalmente, se distinguen dos tipos, partículas esféricas (en las que el fármaco 

se encuentra distribuido dentro de la matriz polimérica) y cápsulas (en las que se 

distingue un núcleo, generalmente de fármaco, rodeado de una membrana de un 

material diferente, normalmente el polímero). Finalmente, la posibilidad de 

emplear distintos materiales permite el empleo de polímeros que liberen el fármaco 

encapsulado como respuesta a distintos estímulos, como pueden ser, entre otros, 

la temperatura o el pH48. 
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I.3.3. Nanomateriales empleados como sistema de liberación de 

fármacos en apósitos 

Como se ha podido comprobar, hay una amplia variedad de nanomateriales 

que pueden ser empleados como sistemas de liberación de fármacos. Como se 

menciona en la sección I.3.2, para la obtención del apósito ideal es necesaria la 

encapsulación y liberación controlada de ciertas biomoléculas terapéuticas. Sin 

embargo, debido a sus características, no todos pueden ser incluidos eficazmente 

en apósitos para el tratamiento de heridas. A continuación, se presenta una serie 

de materiales que han sido utilizados para este fin. 

I.3.3.1. Nanotubos de carbono 

Como ya se ha mencionado anteriormente, los nanotubos de carbono se 

pueden emplear para la encapsulación de diferentes fármacos y moléculas activas. 

Zhicheng y colaboradores prepararon nanotubos de carbono cargados factor de 

crecimiento endotelial vascular, una proteína involucrada en los procesos de 

formación de nuevos vasos sanguíneos, o de reparación de los ya existentes, en el 

organismo. Tras la síntesis de estos nanotubos cargados de proteína, los incluyeron 

en membranas ultrafinas de PLGA en distintas proporciones, para después incluirlas 

en otras membranas de matriz dérmica acelular para probar su eficacia in-vitro. En 

todos los casos, las membranas sintetizadas probaron que  favorecen el crecimiento 

celular de fibroblastos y endoteliocitos, además de demostrar una liberación 

sostenida de la proteína a lo largo del tiempo49. Por otra parte, Simmons y 

colaboradores prepararon nanotubos de carbono recubiertos de 

iodopolivinilpirrolidona (también denominada povidona), un antiséptico 

ampliamente empleado en heridas. Posteriormente, depositaron los nanotubos 

sintetizados en membranas de politetrafluoroetileno (PFTE) para obtener apósitos 

con propiedades antisépticas y con una liberación sostenida de la povidona, 

consiguiendo la inhibición in-vitro del crecimiento de E. coli hasta 48 horas tras la 

aplicación del tratamiento50. 

I.3.3.2. Nanopartículas metálicas 

La actividad bactericida de los iones plata frente a distintas bacterias 

(incluyendo especies resistentes a diversos fármacos51,52) es bien conocida, por lo 

que una forma de emplearlos como tratamiento es su liberación a partir de 

nanopartículas de este metal. Moreno y colaboradores prepararon membranas de 
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polimetilmetacrilato (PMMA) como apósitos en las que incluyeron nanopartículas 

de plata mediante un proceso de reducción de nitrato de plata que previamente 

habían incluido en el proceso de síntesis de las membranas. En su estudio, logran 

regular la liberación de plata desde las membranas en función de la cantidad de 

Ag(0) (a mayor tiempo de reducción, mayor cantidad de plata metálica, lo que hace 

que la liberación de los iones Ag+ se produzca de forma más sostenida), además de 

comprobar su efectividad frente a S. aureus53. Otro ejemplo académico del uso de 

nanopartículas en apósitos lo presentan Tian y colaboradores, cargando 

nanopartículas de plata de aproximadamente 14 nm de diámetro en apósitos. 

Probaron la eficacia in-vivo de estos apósitos para combatir una infección en heridas 

producidas por quemaduras y comprobaron que ninguno de los animales tratados 

con estos apósitos desarrolló ninguna infección hasta cinco días después del 

tratamiento, mientras que en los animales a los que no se les aplicó ningún 

tratamiento desarrollaron infección desde el día uno tras provocar la quemadura. 

Además, comprobaron que el tiempo de tratamiento necesario para curar 

completamente la herida con estos apósitos se reducía en comparación con el 

necesario tras el tratamiento con amoxicilina y metronidazol54. Pero la plata no es 

el único metal empleado como fármaco en membranas. Dorazilová y colaboradores 

incluyeron en dos tipos de membranas (de colágeno y de una mezcla de éste con 

quitosano) nanopartículas de selenio dado su potencial uso como agente 

bactericida. Ambos tipos de membranas (con y sin quitosano) presentaron una 

mayor actividad bactericida frente a S. aureus y E. coli que las membranas sin 

partículas empleadas como control55. Balcucho y colaboradores ensayaron la 

posibilidad de emplear nanopartículas de óxido de cobre frente a S. aureus 

resistente a meticilina (MRSA), comprobando que estas partículas tienen efecto 

bactericida frente a este microorganismo. Posteriormente, incluyeron estas 

partículas en membranas de PCL y ensayaron sus propiedades bactericidas. En los 

resultados obtenidos, los autores comprobaron que, a partir de un 0.07 % m/m de 

nanopartículas respecto a PCL, las membranas presentaban efecto bactericida 

frente a MRSA, por lo que las mismas presentaron potencial para ser empleadas 

como apósitos con propiedades bactericidas56. 

I.3.3.3. Liposomas 

Aunque este tipo de estructuras se emplean habitualmente en forma “libre”, 

también se pueden encontrar ejemplos de su uso en sistemas de liberación 

controlada de fármacos en forma de membrana para su posible empleo como 
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apósitos. Así, Nunes y colaboradores incluyeron liposomas cargados de ácido úsnico 

(un metabolito de diversos líquenes con propiedades antibióticas, antiinflamatorias 

y analgésicas, entre otras) en membranas de colágeno57. Estas membranas las 

emplearon en ensayos in-vivo como tratamiento en quemaduras de segundo grado, 

comprobando como la incorporación de los liposomas cargados con ácido úsnico 

aceleraba la curación del proceso en comparación con los animales tratados con los 

materiales control (membranas de colágeno con liposomas vacíos y sin 

liposomas)58. La eficacia de estos materiales es clara, ya que posteriormente da Silva 

y colaboradores extendieron su empleo a lesiones oculares en ratones de 

laboratorio, comprobando cómo son capaces de acelerar el proceso de curación en 

heridas causadas por quemaduras químicas59. Xi y colaboradores prepararon 

liposomas cargados con el plásmido IL-4 (molécula que regula una de las rutas de la 

respuesta inflamatoria del organismo, además de promover la regeneración de los 

tejidos dañados) incorporando posteriormente estos liposomas en la superficie de 

nanofibras tipo core-shell de ácido poli-láctico (PLA) orientadas en una única 

dirección, para favorecer el crecimiento de las nuevas células en una dirección. El 

incluir los liposomas en este tipo de fibras permitió a los autores regular la liberación 

del plásmido en función del pH al que se encuentra el apósito, obteniendo un 

material capaz de responder en función del entorno en que se encuentra60. Como 

último ejemplo del empleo de los liposomas como sistemas de liberación de 

fármacos en apósitos se presenta el trabajo de Wang y colaboradores. Los autores 

prepararon liposomas cargados con criptotansinona, un diterpeno de origen natural 

con propiedades bactericidas y antiinflamatorias empleado en el tratamiento del 

acné. Posteriormente, incluyeron estos liposomas en un hidrogel de poliacrilato de 

sodio y fabricaron apósitos de distintos tamaños empleando la impresión 3D como 

técnica. La inclusión del compuesto en los liposomas permitió una liberación más 

sostenida del fármaco que en los mismos apósitos en los que se incluyó el 

compuesto libre, además de aportar una mejor permeación a través de la piel en 

los ensayos ex-vivo llevados a cabo por los autores61. 

I.3.3.4. Nanopartículas poliméricas 

Al igual que en el caso de los liposomas, las nanopartículas poliméricas 

cargadas con fármaco se suelen emplear de forma directa, administrándose 

oralmente o en forma de suspensión inyectable. Sin embargo, para el tratamiento 

de heridas estas formas de administración no son adecuadas por lo que, para 

aprovechar el potencial de estas estructuras en el tratamiento de heridas, muchos 
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autores han trabajado en la posibilidad de incluir nanopartículas poliméricas en 

distintos tipos de membranas para desarrollar apósitos con propiedades cercanas a 

las de las partículas. 

Amanat y colaboradores describieron la síntesis de nanopartículas de acetato-

butirato de celulosa cargadas con resveratrol, un compuesto polifenólico con 

diversas propiedades farmacológicas (antioxidante, antiinflamatorio, 

cardioprotector, hepatoprotector e inmunoregulador). Estas partículas presentaron 

un perfil de liberación sostenida del polifenol, por lo que decidieron incorporarlas 

en membranas de una mezcla de carboximetil celulosa y quitosano. Las membranas 

cargadas con nanopartículas mostraron en ensayos in-vitro un perfil de liberación 

similar al de las nanopartículas “libres” por lo que los autores ensayaron in-vivo el 

efecto de las membranas en la curación de heridas. En estos ensayos, las 

membranas cargadas con nanopartículas mostraron su potencial uso en curación de 

heridas (aceleraron el ritmo de curación) frente a los controles en los que usaron 

membranas sin partículas o con partículas sin resveratrol62. Por otro lado, Kaparekar 

y colaboradores sintetizaron nanopartículas de quitosano cargadas con ácido gálico 

(un polifenol de origen natural con propiedades antinflamatorias y antioxidantes y 

que ha demostrado su potencial uso en la aceleración del curado de heridas) 

mediante el método de gelación ionotrópica. Posteriormente, incluyeron estas 

partículas en membranas de una mezcla de fibrina y colágeno empleando genipina 

como agente entrecruzante. En ensayos in-vitro, tanto las nanopartículas libres 

como las incluidas en membranas mostraron un perfil de liberación de ácido gálico 

similar, además de mostrar actividad antioxidante frente a los materiales análogos 

que no incluían al polifenol. Las membranas cargadas con nanopartículas mostraron 

también, tanto en ensayos in-vitro como in-vivo su potencial uso en regeneración 

de heridas, acelerando el proceso de migración celular (en ensayos in-vitro) y 

reduciendo el período de epitelización en heridas provocadas en animales de 

laboratorio frente a materiales análogos que no incluían nanopartículas cargadas 

con ácido gálico63. 

Alberti y colaboradores prepararon nanopartículas de lecitina de soja cargadas 

con un extracto de própolis verde, una mezcla rica en polifenoles que estimula la 

proliferación de fibroblasatos 3T3 en ensayos in-vitro e induce una mayor velocidad 

en el cierre de heridas en ensayos in-vivo. El incluir el extracto encapsulado en 

nanopartículas poliméricas proporciona una mayor homogeneidad en su 

distribución dentro de las nanofibras de alcohol polivinílico (PVA), ya que es poco 

soluble en agua, disolvente empleado para la síntesis de estas nanofibras. En los 
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ensayos in-vivo llevados a cabo por los autores, las membranas con nanopartículas 

cargadas con el extracto presentaron un mayor porcentaje de cierre de las heridas 

tras 7 días de tratamiento al compararlo con el resultado obtenido para el 

tratamiento del mismo tipo de heridas con membranas cargadas con nanopartículas 

sin el extracto y la herida control, sin ningún tratamiento aplicado64. 

Karimi y colaboradores prepararon nanopartículas de quitosano cargadas con 

el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, molécula que juega 

un papel fundamental en el proceso de curación de las heridas ya que estimula la 

producción de multitud de células implicadas en el proceso de reparación de tejidos. 

Posteriormente, incluyeron las nanopartículas sintetizadas en membranas de ácido 

hialurónico, adicionando además celulosa nanocristalina para mejorar las 

propiedades mecánicas de las membranas. Las membranas con nanopartículas 

cargadas, además de proporcionar in-vitro una liberación sostenida del factor 

estimulante, demostraron en ensayos in-vivo su capacidad para acelerar la curación 

de heridas, ya que tras 14 días de tratamiento se alcanzó la curación total mientras 

que en las heridas no tratadas, o tratadas con un material análogo que no contenía 

el factor estimulante, no se observó el cierre total de las heridas tras ese período de 

tiempo65. 

Como último ejemplo de nanopartículas poliméricas empleadas como medio 

de liberación de fármacos en membranas se expone la síntesis de hidrogel 

presentada por Farghaly y colaboradores. En un primer paso, los autores 

sintetizaron nanopartículas de mezclas de PEG y PVP en las que cargaron 

simvastatina, un fármaco que se emplea para prevenir la hiperlipidemia y que 

recientemente ha demostrado ser capaz de acelerar el proceso de curación de las 

heridas, (incrementando los niveles del factor de crecimiento endotelial vascular) 

para posteriormente incluir las nanopartículas sintetizadas en un hidrogel de 

Carbopol® 934. En los ensayos in-vitro demostraron la liberación sostenida del 

fármaco, dependiente además del pH del medio, ya que se libera aproximadamente 

el doble de rápido en pH 5.5 respecto a pH 7.4, así como la permeación de la 

simvastatina a través de la piel en ensayos ex-vivo. Finalmente, emplearon el 

hidrogel preparado un modelo in-vivo de herida, comprobando como en los grupos 

de heridas tratadas con este material el tamaño de la herida se reducía más 

rápidamente que en el caso de las heridas control, demostrando la posibilidad de 

emplear este hidrogel cargado con nanopartículas como un apósito que favorece la 

curación de las heridas66. 
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I.3.3.5. Nanofibras poliméricas 

En todos los casos anteriores, las membranas se han empleado como mero 

soporte para la aplicación de otros tratamientos en la herida. Sin embargo, pueden 

ser empleadas a la vez como soporte y sistema de liberación de fármaco, reduciendo 

el número de variables a optimizar en el proceso de síntesis y el número de 

compuestos susceptibles de presentar problemas de citotoxicidad. Por estos 

motivos, numerosos autores han investigado la posibilidad de incluir fármacos y 

otras moléculas activas directamente en las nanofibras que forman el apósito. 

Wutticharoenmongkol y colaboradores prepararon nanofibras de acetato de 

celulosa mediante electrospinning en las que incluyeron ácido gálico que, además 

de las propiedades mencionadas anteriormente, también posee propiedades 

bactericidas. Además de comprobar que el polifenol se liberaba de forma sostenida 

al medio externo, determinaron que las membranas cargadas con ácido gálico 

presentan actividad bactericida frente a la bacteria S. aureus, por lo que este 

material es un posible candidato para ser empleado como apósito ya que puede 

prevenir y combatir una infección bacteriana en heridas67. 

Rath y colaboradores, por su parte, prepararon nanofibras de gelatina en las 

que incluyeron cefazolina, un antibiótico de amplio espectro y estudiaron tanto la 

liberación como el efecto in-vitro e in-vivo de estos materiales. Los estudios de 

liberación demostraron que el antibiótico se libera de forma sostenida durante, al 

menos, 24 horas y los ensayos bactericidas in-vitro frente a S. aureus demostraron 

su potencial uso como material bactericida, al mostrar un halo de inhibición no 

presente en las muestras tratadas con membranas sin incluir el antibiótico. 

Finalmente, en los ensayos in-vivo, las membranas sin incluir antibiótico mostraron 

una mayor velocidad de curación que en las heridas sin tratamiento, siendo aún 

mayor esta velocidad en las heridas tratadas con las membranas cargadas con 

antibiótico, lo cual demuestra su potencial uso tanto para prevenir y tratar 

infecciones como para acelerar la curación en heridas68. 

Shin y colaboradores prepararon nanofibras de tipo core-shell de ácido 

hialurónico y PLGA en las que incluyeron galato de epigalocatequina (un polifenol 

con propiedades bactericidas, antinflamatorias y actividad angiogénica) en el 

recubrimiento de PLGA. Estas fibras presentaron una liberación sostenida del 

polifenol hasta 28 días y mostraron su eficacia en la curación de heridas, ya que en 

comparación con otras heridas tratadas con membranas sin incluir el compuesto o 

con Rapiderm (un material comercial empleado comúnmente en este tipo de 
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tratamientos) el área de la herida en los distintos tiempos de estudio se vio 

reducida69. 

Como último ejemplo de nanofibras empleadas como sistemas de liberación 

controlada de fármacos se presenta el trabajo de Alavarse y colaboradores en el que 

prepararon nanofibras de una mezcla de PVA y quitosano cargadas con cloruro de 

tetraciclina un antibiótico de amplia aplicación en infecciones urinarias y 

periodontales. Las nanofibras sintetizadas presentaron una liberación brusca de la 

tetraciclina en las primeras horas seguida de una liberación más sostenida del 

fármaco. Estos materiales presentaron actividad bactericida frente a las bacterias S. 

epidermidis y S. aureus así como una baja citotoxicidad a las concentraciones 

bactericidas frente a células musculares lisas aórticas de ratón, lo que los presenta 

como unos candidatos adecuados para su uso como apósitos con propiedades 

bactericidas70. 

I.4. NANOMATERIALES POLIMÉRICOS 

Como se puede comprobar en el apartado anterior, los nanomateriales 

poliméricos son la opción mayoritariamente elegida a la hora de encapsular 

fármacos para su posterior liberación al organismo. Estos materiales pueden ser 

preparados mediante múltiples procesos, por lo que a continuación se presentan 

algunos de los métodos de síntesis de nanopartículas y nanofibras más comunes. En 

la Figura I- 7 se presenta un resumen de los mismos. 

I.4.1. Síntesis de nanopartículas poliméricas 

Para la síntesis de nanopartículas poliméricas, en general, se pueden distinguir 

dos tipos de métodos de síntesis, en función de si se produce la polimerización de 

monómeros para generar nanopartículas poliméricas o de si se emplea una 

disolución o dispersión del polímero para producir las nanopartículas71. 

I.4.4.1.Métodos de polimerización de monómeros 

 Polimerización de emulsiones: este método empela generalmente agua, 

un monómero con una reducida solubilidad acuosa, un surfactante y un iniciador 

soluble en agua. En estas condiciones, el monómero se encuentra disperso en agua 

y cuando entra en contacto con el iniciador (o se genera un radical por un estímulo 

externo como puede ser la radiación ultravioleta) se inicia la reacción de 

polimerización, separándose en dos fases (polímero y fase acuosa) y generándose 

las nanopartículas72,73. 
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 Polimerización de mini-emulsiones:  se trata, básicamente, de una 

modificación del método anteriormente descrito en la que se añade un co-

estabilizador de bajo peso molecular y para generar la emulsión se emplea una 

fuente de energía, como los ultrasonidos. Mientras que mediante el método 

anterior se obtienen partículas de entre 50 y 300 nm de diámetro, con la generación 

de mini-emulsiones las partículas sintetizadas se encuentran en el rango de 10-30 

nm74,75. 

 Polimerización de micro-emulsiones: en este caso, el iniciador no está en 

la fase acuosa donde se produce la dispersión polimérica (formada por micelas de 

en torno a 10 nm diámetro) si no que se añade tras la formación de dichas micelas. 

Este cambio se traduce en un cambio en las condiciones termodinámicas de la 

reacción de polimerización respecto a las producidas en la polimerización clásica de 

emulsiones, con lo que se generan unas nanopartículas de menor diámetro y con 

un menor índice de polidispersidad71. 

 Polimerización interfacial: en este método de síntesis intervienen dos 

monómeros disueltos cada uno en un disolvente, con lo que se forman dos fases. La 

polimerización se produce en la interfase entre ambas por diversas reacciones como 

el entrecruzamiento, la poli-condensación o la polimerización radicalaria, 

generándose una suspensión de nanocápsulas76. 

I.4.4.2.Métodos de dispersión de polímero 

 Evaporación del disolvente: se trata del primer método desarrollado para 

la síntesis de nanopartículas poliméricas a partir de polímero77. Para la preparación 

de las partículas, se añade una disolución de polímero sobre un disolvente 

inmiscible y se aplica energía (mediante agitación o ultrasonidos) para la generación 

de la emulsión. Finalmente, se deja evaporar el disolvente, quedando una 

suspensión con las nanopartículas sintetizadas, que se pueden separar del 

disolvente mediante liofilización. Dentro de este proceso de síntesis, se emplean 

dos estrategias para la formación de emulsiones: la emulsión simple (una emulsión 

de fase orgánica, con el polímero, en agua) o la emulsión doble (una emulsión de 

fase acuosa en disolvente orgánico disperso a su vez en una fase acuosa), que 

permite la preparación de partículas con una geometría de cápsula. Inicialmente, se 

emplearon diclorometano y cloroformo como fases orgánicas, pero actualmente se 

han sustituido por acetato de etilo dada su menor toxicidad según la farmacopeia78. 
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 Precipitación salina (salting-out): este método evita el empleo de 

disolventes clorados, al emplear disolventes miscibles con agua. Para ello, se 

emplea una disolución polimérica en un disolvente miscible en medio acuoso (como 

la acetona) y una disolución acuosa con una elevada fuerza iónica, por ejemplo, con 

una concentración muy alta de sal. Al añadir la disolución acuosa sobre la 

polimérica, bajo agitación continua, se forma una emulsión (dado que la elevada 

fuerza iónica impide la mezcla de ambos disolventes). Una vez formada la emulsión, 

se añade una cantidad suficiente de agua para reducir la salinidad del medio y 

permitir la mezcla del disolvente orgánico, que difunde a través del polímero, 

dejando como resultado una suspensión de nanopartículas poliméricas79,80. 

 Nanoprecipitación: este método es similar a la precipitación salina, 

sustituyendo la sal que proporciona una elevada fuerza iónica a la disolución acuosa 

por un surfactante como Tween o Pluronic, entre otros. Al añadir la disolución 

polimérica sobre esta disolución acuosa, se produce el desplazamiento de parte del 

disolvente orgánico, lo que permite la formación de pequeñas gotas de polímero 

que producen las nanopartículas poliméricas81. La diferencia con la emulsión-

evaporación de solvente es que aquí el disolvente orgánico es miscible con el agua. 

 Diálisis: en este método, el polímero se disuelve en un disolvente orgánico 

que se coloca en una membrana de diálisis del tamaño de poro adecuado (molecular 

weight cut-off), empleando como disolvente para realizar la diálisis uno miscible con 

el empleado para la disolución pero que no disuelva el polímero. Al desplazarse el 

disolvente del polímero fuera de la membrana, el polímero se agrega 

progresivamente precipitando, lo que genera una suspensión de nanopartículas 

homogéneas82–84. 

 Electrospraying: el electrospraying (también denominado atomización 

electro-hidrodinámica) se basa en la aplicación de una diferencia de potencial 

eléctrico del orden de kilovoltios entre una disolución polimérica conductora y el 

colector donde se depositan las partículas. En las condiciones adecuadas, se 

generan gotas cargadas de la disolución, que por diferencia de potencial viajan hacia 

el colector y durante ese trayecto el disolvente se evapora, quedando las partículas 

sólidas depositadas sobre el colector. Este método ha demostrado obtener una baja 

polidispersidad en el tamaño de las partículas sintetizadas, así como obtener unas 

altas eficiencias de encapsulación de otras moléculas y principios activos en las 

partículas, por lo que es un método atractivo para la preparación de 

nanopartículas85. 
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I.4.2. Síntesis de nanofibras poliméricas 

Al igual que en caso de las nanopartículas poliméricas, para la síntesis de 

nanofibras poliméricas hay distintos métodos de síntesis con sus propias 

características. 

 Estirado: es el método más sencillo, en el cual se deposita una gota de 

disolución polimérica sobre una superficie y se estira de la misma lentamente para 

generar la nanofibra. Además de que se trata de un proceso discontinuo (al tener 

que preparar cada fibra individualmente) es difícilmente reproducible86,87. 

 Síntesis mediante plantilla: en este método, se hace pasar una disolución 

polimérica a través de una membrana de poro cilíndrico (con las dimensiones de la 

fibra deseada) que actúa como plantilla. Al otro lado del poro, la disolución de 

polímero interactúa con una disolución de precipitación con lo que se genera la 

nanofibra. Mediante este método se pueden generar nanofibras de diversos 

polímeros, así como materiales inorgánicos, pero tiene el inconveniente de que no 

se puede trabajar en continuo ya que hay que limpiar la plantilla tras cada 

síntesis88,89. 

 Separación de fases: se trata de un proceso largo de síntesis, que implica 

la disolución del polímero, su gelificación, la extracción del disolvente empleado y 

la congelación y posterior liofilización de la membrana. Además de la cantidad de 

tiempo necesaria para la obtención de las nanofibras, este proceso solo se puede 

emplear para la preparación de fibras de gelatina o de PLA90–92. 

 Auto-ensamblado: con este proceso, las fibras se construyen a partir de 

moléculas (denominadas bloques de construcción básicos) que se ordenan en forma 

de nanofibra mediante interacciones no covalentes. La estructura final se puede 

modificar ajustando factores como el pH, la temperatura y los bloques de 

construcción seleccionados93,94. 

 Soplado en fusión: las fibras se producen por la extrusión de polímero 

fundido a través de un orificio mediante una corriente de aire caliente. Es un 

método de síntesis rápido y escalable a nivel industrial y elimina los problemas 

derivados de la toxicidad de los disolventes empleados en otros métodos de 

síntesis. Permite además una mayor reproducibilidad en el diámetro de las fibras 

obtenidas así como la posibilidad de trabajar en continuo, pero presenta 

limitaciones a la hora de preparar fibras de diámetros menores de 400 nm, 
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encontrándose el diámetro medio de las fibras disponibles comercialmente entre 1 

y 2 µm95–97. 

 Electrospinning: esta técnica tiene el mismo fundamento que el 

electrospraying. La diferencia radica principalmente en las características de la 

disolución polimérica. Si en el caso anterior, se generaban gotas de disolución 

cargadas, en este caso se genera un jet continuo cargado que produce una fibra de 

disolución. Esta fibra, al secarse en su trayecto entre el emisor y el colector se 

deposita en forma de membrana de nanofibras poliméricas libres de disolvente98. 

Aunque los efectos de aplicar una diferencia de potencial a una disolución 

polimérica ya se observaron por Rayleigh en 1897, se estudiaron por Zeleny en 

191499 y el primer equipo de producción de fibras mediante esta técnica se patentó 

por Formhals en 1934100, no es hasta el siglo XXI cuando esta técnica empieza a 

implementarse en el ámbito académico e industrial y empieza a crecer 

exponencialmente, superando desde el año 2018 hasta el día de hoy la barrera de 

las 3000 publicaciones anuales (Figura I- 6). Una de las principales ventajas de esta 

técnica de síntesis, de cara a la encapsulación de fármacos, son las condiciones de 

síntesis suaves, ya que no se requieren de altas temperaturas (la evaporación del 

disolvente, por norma general, se produce a temperatura ambiente) para la 

preparación de las fibras, por lo que es difícil que se produzca la degradación del 

fármaco. El campo eléctrico no afecta a muchos fármacos. Además, el abanico de 

polímeros y disolventes que se pueden usar es muy amplio, por lo que se pueden 

encapsular fármacos con las más diversas propiedades físico-químicas97,98. 

Figura I- 6. Número de publicaciones científicas anuales acerca de electrospinning entre los 

años 2000 y 2020.  Fuente: Web Of Science 
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Figura I- 7. Resumen de métodos de síntesis de nanomateriales poliméricos 
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I.4.3. Control de la liberación en nanomateriales poliméricos 

Además de elegir el método de síntesis más adecuado para la aplicación 

terapéutica que se requiera, es necesario controlar la dosificación del fármaco que 

incorpora al organismo a tratar. Para ello, es necesario conocer qué factores afectan 

a la liberación del fármaco al organismo. Así, en los materiales poliméricos las 

primeras vías de estudio del perfil de liberación se basan en el tamaño del material 

sintetizado, la porosidad del mismo y el peso molecular del polímero del que se 

compone dicho material101. 

En el caso del tamaño del material, un elevado número de estudios han 

demostrado la relación entre el tamaño de las partículas o fibras sintetizadas y el 

perfil de liberación que presenta el fármaco encapsulado en las mismas. Por 

ejemplo, Chen y colaboradores prepararon microesferas de PLGA cargadas de 

gefitinib en cuatro rangos de diámetro distintos entre 20 y 100 µm. Además de 

diferencias en la cantidad de fármaco encapsulado, encontraron que, mientras que 

las partículas de entre 20 y 50 µm y las de menos de 20 µm liberaban todo el 

fármaco a lo largo de una semana, las de mayor diámetro (de entre 50 y 100 µm y 

mayores de 100 µm) mostraban una liberación más sostenida durante la primera 

semana, tardando hasta más de 3 meses en liberar todo el fármaco cargado102. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores, como Berkland y 

colaboradores, que sintetizaron partículas de PLGA de distintos diámetros cargadas 

con piroxicam. Mientras que las partículas de menor diámetro presentaron una 

liberación muy rápida del fármaco cargado, al aumentar el tamaño de las mismas se 

redujo la velocidad de liberación101. Este efecto puede ser explicado en base a la 

difusión del fármaco a lo largo del polímero, ya que, si la partícula tiene un tamaño 

mayor, mayor es también el camino a recorrer hasta abandonar la matriz 

polimérica. Pero, dado que de por sí, esta hipótesis no parece suficiente para 

explicar los distintos efectos, diversos autores proponen que el mecanismo de 

liberación está también influenciado por la relación área/volumen de los sistemas 

sintetizados: a un menor diámetro, este parámetro aumenta con lo que también 

aumenta la cantidad de agua que entra en contacto con el sistema y que extrae al 

medio externo el fármaco101. Por tanto, uno de los parámetros a tener en cuenta a 

la hora de diseñar un sistema polimérico de liberación de fármacos es el tamaño del 

mismo. 
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Otro factor a tener en cuenta es la porosidad del material sintetizado. Al igual 

que en el caso del tamaño del material, diversos autores han estudiado la influencia 

de la porosidad del mismo en el perfil de liberación del fármaco cargado. Kim y 

colaboradores prepararon microesferas porosas de PLGA cargadas con 

progesterona de aproximadamente 100 µm de diámetro. En comparación con 

partículas no porosas del mismo polímero y diámetro, las partículas porosas 

liberaron la totalidad del fármaco encapsulado tras 14 días de ensayo, mientras que 

en ese mismo período de tiempo las partículas no porosas liberaron sólo el 70 % del 

fármaco103. Este efecto, fue confirmado, entre otros, por Klose y colaboradores 

empleando en su caso lidocaína como fármaco modelo. Mientras que las partículas 

porosas liberaron el total de lidocaína cargado antes de 30 días, para las partículas 

no porosas este porcentaje de liberación no se alcanzó hasta 45 días después de 

comenzar el experimento104. Al igual que en el caso del tamaño de la partícula, un 

menor camino difusional a recorrer y una mayor relación área/volumen hace que, 

al aumentar la porosidad del material sintetizado aumente a su vez la liberación al 

medio de los fármacos cargados en el mismo. 

Además de por el tamaño y la porosidad del material sintetizado, la liberación 

del fármaco se puede controlar en función del peso molecular del polímero 

utilizado. Así, para un mismo polímero, tipo de material y fármaco cargado, los 

sintetizados con un polímero de menor peso molecular presentan una liberación 

más acelerada en el período inicial mientras que los sintetizados con un polímero 

de peso molecular más elevado presentan una liberación más sostenida del fármaco 

en la primera fase de la liberación101,105. Por ejemplo, Mylonaki y colaboradores 

sintetizaron partículas de PLGA de diversos pesos moleculares (entre 8 y 45 kDa) 

cargadas con atorvastatina, manteniendo constantes tanto la carga de fármaco 

como el tamaño de partícula. En todos los casos, tras 30 días de ensayo de liberación 

in-vitro se alcanzó el mismo porcentaje de fármaco liberado. Sin embargo, el perfil 

de liberación del mismo fue muy distinto entre ellos. Conforme los autores 

aumentaron el peso molecular del polímero empleado la liberación del mismo se 

produjo de forma más sostenida: mientras que en las partículas sintetizadas con 

PLGA de menor peso molecular el porcentaje máximo de liberación se alcanzó a los 

14 días de experimento, para el resto de partículas este valor no se obtuvo hasta el 

día 30106. Los polímeros de menor peso molecular, en general, absorben una 

cantidad menor de agua que los de mayor peso molecular, lo que favorece la 

difusión del fármaco hacia el medio externo. Además, esta mayor absorción de agua 
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también favorece la degradación del polímero, lo que erosiona el material y 

favorece una liberación más rápida del fármaco al medio107,108. 

A parte de estos 3 parámetros relacionados con la síntesis del material y que 

pueden ser considerados como una vía “pasiva” de control de la liberación del 

fármaco, ésta también se puede controlar de forma “activa” como respuesta a 

estímulos tanto internos como externos al organismo a tratar. Este tipo de 

estímulos son de diverso origen, pudiendo encontrar polímeros sensibles al pH del 

medio, al potencial redox, a distintas enzimas, a campos magnéticos y eléctricos, a 

ultrasonidos, a variaciones de la temperatura o a la incidencia de luz de una 

determinada longitud de onda. Mientras que en los casos anteriores (aun 

controlando el perfil de liberación) el inicio de la liberación está unido al inicio de la 

administración del material y a partir de ese momento no se puede detener, 

empleando polímeros sensibles a determinados estímulos se puede decidir tanto el 

inicio como el fin del tratamiento con solo aplicar o no el estímulo 

determinado109,110. A continuación, se presenta un pequeño resumen de los 

estímulos empleados en la liberación de fármacos cargados en nanomateriales. 

 Temperatura: los polímeros termosensibles cambian su estructura 

dependiendo de la temperatura a la que se encuentren. Este cambio puede ser 

inducido, bien por la propia temperatura del organismo o por estímulos externos 

como la luz (mediante un efecto fototérmico) o un campo magnético a través de la 

hipertermia. El ejemplo más común de polímero termosensible empleado en 

aplicaciones biomédicas es el poli(N-isopropilacrilamida), PNIPAm, que presenta un 

cambio reversible de su conformación hidrofílica a su conformación hidrofóbica 

cuando supera los 30°C aunque esta temperatura se puede modular en virtud de la 

proporción de sus monómeros constituyentes111,112. 

 Luz: la luz se trata de un estímulo físico que no necesita de un contacto 

directo y que puede ser activado y desactivado fácilmente. Principalmente, el 

espectro luminoso se divide en tres regiones (ultravioleta, visible e infrarrojo) en las 

cuales las moléculas fotosensibles pueden ser activadas. De las tres, la franja 

infrarroja del espectro es la más empleada en aplicaciones biomédicas debido a su 

mayor penetración y menor atenuación cuando tiene que atravesar tejidos 

biológicos en comparación con las otras dos regiones. En este tipo de aplicaciones, 

se suele dopar el polímero con moléculas fotosensibles (por lo general, azobenceno) 

y el cambio conformacional del polímero viene dado por uno de tres posibles 

mecanismos: por efecto fototérmico (en el que un compuesto aumenta su 
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temperatura al incidir luz sobre el mismo), por la absorción de dos fotones o por el 

uso de nanopartículas de tipo up-conversion, que absorben radiación en el rango 

infrarrojo y la emiten en el rango visible o en el ultravioleta (promoviendo un efecto 

fotodinámico más intenso que si la radiación producida estuviera en el rango 

infrarrojo)113,114. 

 Campos magnéticos: el empleo de campos magnéticos alternos en 

combinación con partículas sensibles a ellos, induce una estimulación térmica 

debido a la vibración de partículas magnéticas por fenómenos de relajación de Néel 

y Brownianos. Este efecto se ha aprovechado en combinación con polímeros 

termosensibles en los que se carga, actuando el polímero como protector de las 

partículas magnéticas y las partículas como fuente de calor que inducen la liberación 

del fármaco cuando se activa el estímulo magnético112,115. 

 Campos eléctricos: los polímeros conductores de electricidad son una 

opción para la carga de fármacos y su posterior liberación mediante la aplicación de 

un campo eléctrico controlado. El polímero conductor más usado se trata del 

polipirrol, dado su estabilidad y su capacidad de liberar y cargar un amplio espectro 

de fármacos116,117. 

 Ultrasonidos: la energía generada mediante ultrasonidos puede provocar 

el calentamiento de un polímero termosensible o producir cambios 

conformacionales en un polímero, por lo que se trata de un estímulo atractivo para 

su uso en liberación controlada de fármacos. En particular, los ultrasonidos de alta 

intensidad (dada su elevada energía y la posibilidad de enfocarlos en un área 

milimétrica) se han empleado en combinación con nanopartículas de PLGA, entre 

otras, para la liberación de fármacos118. 

 pH: los cambios en el pH que se dan entre un tejido sano y uno afectado 

por una patología pueden ser aprovechados para emplear polímeros sensibles al 

pH, que varían su grado de ionización en función de la acidez/basicidad del medio. 

Este cambio puede derivar en un cambio conformacional en su estructura que, en 

el caso de llevar cargado un fármaco, lo puede liberar al medio de forma análoga a 

los polímeros termosensibles. De esta forma, mientras se encuentra en un tejido 

sano, el polímero no libera el fármaco mientras que cuando ese tejido se ve 

afectado se produce el cambio de pH que induce la liberación del mismo. Sin 

embargo, en general estos polímeros presentan la desventaja que, una vez inducido 

el cambio conformacional, no pueden volver a su conformación anterior, por lo que 

no se puede detener la liberación del fármaco119,120. 
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 Potencial redox: el glutatión, por ejemplo, es una proteína que regula el 

entorno reductor del medio extracelular, además de ser capaz de romper los 

enlaces de tipo di-sulfuro. Esta molécula en tejidos tumorales se encuentra en una 

concentración cuatro veces superior que en tejidos sanos. Si se emplean polímeros 

con enlaces di-sulfuro para encapsular fármacos y si se administran en un tejido 

sano, apenas se liberarían al medio mientras que si llegan a un tejido tumoral, la 

alta concentración de glutatión provocaría la degradación del polímero y la 

liberación del fármaco en el punto de interés, sin verse afectados en otros puntos 

sanos del organismo110. 

 Enzimas: este tipo de moléculas son catalizadores muy específicos que, en 

ciertos casos, se encuentran sobre-expresadas cuando se da una patología. En 

aplicaciones biomédicas, se puede aprovechar este hecho modificando la superficie 

de materiales para que se inicie su degradación por la presencia de una enzima 

característica de una patología, obteniendo así un material que solo libera el 

fármaco encapsulado cuando la patología está activa121. 

I.5. RESISTENCIAS BACTERIANAS 

Como se puede comprobar en esta breve revisión bibliográfica, son muchos 

los esfuerzos llevados a cabo por la comunidad científica para desarrollar nuevos 

apósitos con el objetivo de proteger y mejorar la velocidad y calidad de curación de 

las heridas producidas en el cuerpo humano. Sin embargo, además de desarrollar 

un material que libere la dosis adecuada de fármaco en el momento y lugar precisos, 

el fármaco debe ser eficaz frente al tratamiento que se desea aplicar. En general 

esto no suele ser un problema, pero cuando se emplean antibióticos para tratar o 

prevenir una infección bacteriana el escenario cambia. 

Aunque originalmente los antibióticos fueron concebidos para su uso en 

humanos, en la actualidad se han extendido también a las terapias para animales y 

plantas. Este hecho, unido al abuso y mal uso que se da también en humanos ha 

conducido a un aumento desmesurado en el desarrollo de resistencias bacterianas, 

alcanzando niveles alarmantes a lo largo de todo el mundo122–124. Ya en 2014, se 

produjeron aproximadamente 700000 muertes debido a infecciones producidas por 

cepas resistentes a antibióticos de bacterias relativamente comunes (como E. coli o 

S. aureus). Además, cerca de 200000 personas mueren al año de tuberculosis 

debido a la infección por cepas resistentes a múltiples antibióticos y en India las 

infecciones neonatales por bacterias resistentes a antibióticos causan la muerte 

aproximadamente a 60000 bebés. En el mismo estudio O’neill considera que estas 
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cifras son incluso más bajas de la realidad debido a problemas de notificación y 

diagnóstico en determinadas zonas. En cualquier caso, se estima que para el año 

2050 el número de muertes anuales debido a infecciones por bacterias resistentes 

a los antibióticos conocidos se dispare hasta cerca de 10 millones de pacientes a lo 

largo de todo el mundo superando por ejemplo a los decesos que se producirán por 

cáncer125. 

Este último dato, que en 2014 sólo era una estimación, está cada vez más cerca 

de convertirse en realidad. Según los datos publicados por el Centro Europeo para 

el Control y Prevención de Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés) en su 

informe sobre la resistencia bacteriana en Europa en el año 2018 sólo en este 

continente se produjeron más de 670000 infecciones por bacterias resistentes a los 

antibióticos disponibles actualmente. De esta cifra, aproximadamente 33000 

pacientes fallecieron como consecuencia directa de la infección y los costes en los 

sistemas de salud de los países implicados se estimaron en 1.1 billones de euros sólo 

durante ese año. Sólo a modo de muestra, en la Unión Europea el 58.3 % de las 

muestras aisladas de E. coli durante 2018 presentaron resistencia a, al menos, un 

antibiótico que se había mostrado eficaz anteriormente para su tratamiento126. 

Por tanto, es obvia la necesidad del desarrollo de nuevos antibióticos efectivos 

y que no generen resistencias. Sin embargo, esto presenta un problema crucial: 

mientras que el desarrollo de nuevos antibióticos sintéticos es costoso tanto en 

términos económicos y temporales, la plasticidad genética de las bacterias hace que 

aparezca una mutación que conduzca a una resistencia mucho más rápido de lo que 

se puede desarrollar un nuevo compuesto127,128. 

Debido a este hecho, muchos investigadores han dirigido sus esfuerzos al 

estudio de compuestos de comprobada eficacia a lo largo del tiempo. Dentro de 

estos, se encuentran los compuestos aislados a partir de aceites esenciales de 

plantas. Históricamente, especias como el tomillo, el clavo o el romero (y los aceites 

esenciales obtenidos de los mismos) han sido empleados como conservantes 

debido a sus propiedades antimicrobianas, que impiden que las bacterias, hongos y 

levaduras colonicen los alimentos y los descompongan. Hoy día se siguen usando 

las mismas plantas como conservantes, por lo que sus propiedades bactericidas no 

se ven afectadas por mutaciones de las bacterias, lo que hace a estos aceites una 

potencial fuente de compuestos bactericidas alternativos a los antibióticos actuales 

con los que combatir el creciente problema de las resistencias bacterianas129,130. Los 

antibióticos generalmente solo tienen una única diana en las bacterias dada su 

especificidad, pero, por otro lado, ésta hace que las probabilidades de que las 



I N T R O D U C C I Ó N  G E N E R A L | 

 

P á g i n a  | 51 
 

bacterias desarrollen mutaciones genéticas en contra de dicho antibiótico son muy 

altas. Sin embargo, los componentes de los aceites esenciales muestran múltiples 

mecanismos de acción por lo que las probabilidades de que las bacterias desarrollen 

múltiples mutaciones genéticas se minimizan. 

I.6. OBJETIVOS 

Con todos estos precedentes, en el presente trabajo se planteó el diseño de 

membranas nanoestructuradas para su empleo como apósitos que controlaran y 

eliminaran infecciones bacterianas, además de contribuir en otros aspectos del 

proceso de curación de heridas, como la reducción de los procesos inflamatorios. 

En un primer lugar, se planteó la síntesis de nanofibras de PCL cargadas con 

compuestos activos con propiedades tanto bactericidas como antinflamatorias para 

el tratamiento de heridas. El polímero elegido presentó un perfil de liberación que, 

aunque es sostenido, tiene efecto únicamente en un corto período de tiempo. La 

técnica de síntesis elegida para la preparación de las mismas fue el electrospinning, 

una técnica rápida y versátil para la síntesis de nanofibras poliméricas.  

Con el objetivo de controlar la liberación, se planteó la modificación del 

polímero empleado como reservorio del compuesto activo, así como de la 

morfología del material en el que se encapsula el fármaco. Para ello, se planteó el 

empleo de micropartículas de PLGA como material de encapsulación del compuesto 

activo. Dado que las partículas por sí mismas no constituyen ningún apósito, para 

su empleo en heridas se depositaron sobre las nanofibras poliméricas sintetizadas 

con anterioridad, con la excepción de que no se incluyó compuesto activo en las 

mismas. El cambio de polímero tuvo un efecto en el perfil de liberación del 

compuesto activo, que se prolongó durante un período de tiempo mayor que en el 

caso de las nanofibras poliméricas. La técnica de síntesis elegida para las 

micropartículas de PLGA fue el electrospraying, que, al igual que el electrospinning, 

es una técnica rápida, versátil y muy apropiada cuando la volatilidad de los 

compuestos activos elegidos es alta. El objetivo fue el demostrar que es posible 

alcanzarse un control cinético en la liberación de un principio activo desde un 

apósito. 

Finalmente, y para obtener un apósito que proporcionara al medio compuesto 

durante un período de tiempo mayor que en los casos anteriores, se planteó la 

encapsulación del mismo en nanopartículas inorgánicas. El material elegido en este 

caso fue la SBA-15, en forma de nanopartículas de tipo bastón preparadas mediante 
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síntesis hidrotermal y en las que se cargó el compuesto activo mediante el método 

de impregnación-adsorción. Para su empleo en apósitos, dichas partículas se 

depositaron sobre nanofibras de PCL mediante un proceso de electrospraying de las 

partículas pre-sintetizadas sobre las nanofibras. Este material presentó un perfil de 

liberación mucho más extendido en el tiempo que sus predecesores, así como una 

eficiencia de encapsulación del compuesto activo y de inclusión de las partículas en 

las fibras muy alto. 

Transversalmente a estos tres objetivos, la elección de los compuestos activos 

empelados se basó en minimizar la posible generación de resistencias bacterianas 

con el uso de los materiales preparados. Para ello, los compuestos activos elegidos 

se seleccionaron a partir de los componentes principales presentes en los aceites 

esenciales de origen natural (en concreto de origen vegetal) que, como se ha 

presentado en párrafos anteriores son menos susceptibles a la generación de 

resistencias bacterianas. Se seleccionaron los principios activos para los cuales había 

evidencia científica de su claro efecto antiinflamatorio y bactericida. 



 

 

 

CAPÍTULO II: 

Nanofibras De PCL 
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II.1. INTRODUCCIÓN 

II.1.1. Compuestos bactericidas obtenidos de aceites 

esenciales 

Tal y como se indica en el capítulo I, una alternativa a los antibióticos 

empleados actualmente es el tratamiento con aceites esenciales extraídos de 

plantas. El que estos aceites se hayan podido emplear durante tanto tiempo sin 

verse alteradas sus propiedades bactericidas y que apenas generan resistencias 

bacterianas son dos de sus grandes ventajas. Múltiples autores han buscado 

explicación a su reducida capacidad de generar resistencias, coincidiendo en que la 

razón se encuentra en los múltiples mecanismos de acción que poseen los 

compuestos presentes en los aceites esenciales lo que reduce drásticamente la 

posibilidad de que una misma bacteria genere múltiples mutaciones simultáneas 

que combatan estos mecanismos131–135. Sin embargo, la complejidad en la 

composición de estos aceites (generalmente en los mismos se encuentran 

presentes entre 20 y 60 compuestos, pudiendo llegar hasta el centenar de 

compuestos) así como la variación de la composición en función de múltiples 

factores (estación de recolección, edad de la planta, clima, órganos de donde se 

extrae e, incluso, método de extracción)136 hace que sea necesario enfocar el 

estudio de sus propiedades bactericidas en unos pocos componentes. En este 

trabajo se ha centrado la atención en carvacrol y timol, dos de los compuestos 

mayoritarios del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris)137 entre otros, que 

presentan actividad bactericida frente a bacterias Gram positivas y Gram 

negativas138. 

Betancourt y colaboradores139 proponen que el mecanismo de acción del 

carvacrol y timol se basa en su capacidad para desintegrar la membrana externa de 

las bacterias Gram negativas, lo que conduce a la liberación de lipopolisacáridos, 

incrementa la permeabilidad de la membrana citoplasmática al adenosín trifosfato 

y permite la salida de iones del citoplasma, lo cual rompe el equilibrio homeostático 

del medio celular. Además, proponen que el mecanismo de inhibición está también 

relacionado con la interferencia del carvacrol y timol con la acil-homoserina lactona, 

afectando a su síntesis y actividad. Esta molécula actúa en procesos de señalización 

intercelulares, conocidos como quorum sensing, relacionados con la formación de 

biofilm (ecosistema microbiano organizado formado por una o varias especies de 

microorganismos asociados a una superficie biótica o abiótica y con características 

funcionales y estructuras complejas). Estos procesos están relacionados con la 
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supervivencia, virulencia y patogenicidad de estos microorganismos, por lo que se 

ha incrementado la atención en el desarrollo de terapias que actúen como 

inhibidores del quorum sensing, empleando compuestos extraídos de aceites 

esenciales para ello140. Para el caso de las bacterias Gram positivas, se ha descrito 

que estos compuestos pueden alterar su membrana citoplasmática dañando la 

bicapa lipídica. Esto afecta a la permeabilidad de la membrana, provocando una 

liberación al medio externo de iones K+ y ATP141. Recientemente en nuestro grupo 

de investigación se ha evaluado la actividad bactericida y el mecanismo de acción 

de diferentes compuestos de origen natural (ácido rosmarínico, β-cariofileno, 

carvacrol, cinamaldehído, escualeno, eugenol y timol)138. Los resultados obtenidos 

en dicho estudio confirman el mecanismo anteriormente propuesto en la 

bibliografía para carvacrol y timol (de los compuestos ensayados, los que mayor 

actividad bactericida presentan), por el cual estos compuestos dañan la membrana 

celular, produciendo la rotura de la misma y el vaciado de los componentes 

intracelulares. 

II.1.2. Nanofibras cargadas con compuestos con actividad 

bactericida 

Como alternativa a los tratamientos actuales para evitar o eliminar las 

infecciones en heridas, es necesario el desarrollo de apósitos bactericidas con una 

reducida citotoxicidad frente a células humanas. Con este fin, las membranas 

compuestas por nanofibras fabricadas mediante electrospinning se presentan como 

unos materiales muy prometedores, ya que su gran relación entre superficie y 

volumen hacen que sea posible una elevada carga con compuestos activos 

(bactericidas, regenerativos o antinflamatorios) y la liberación de los mismos en 

concentraciones terapéuticas. Así mismo, este tipo de materiales poseen una 

estructura porosa que permite el intercambio de gases con el ambiente, así como 

una permeabilidad al vapor de agua que permiten mantener unas condiciones 

adecuadas de humedad en la herida, lo que facilita la curación de esta. 

Por un lado, se pueden fabricar membranas de polímeros con propiedades 

bactericidas. Por ejemplo, Da Silva y colaboradores prepararon fibras de Eudragit L-

100 y de una mezcla del mismo con óxido de poli-etileno (PEO). El recubrimiento de 

las mismas con polipirrol proporciona a las fibras sintetizadas actividad bactericida 

frente a Staphylococcus aureus sin la necesidad de incorporar ningún componente 

“no polimérico”142. De Paula y colaboradores prepararon mediante electrospinning 

fibras de PCL mezcladas con PEG y metacrilato de gelatina (GelIMA). Estos 
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materiales se mostraron capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias S. aureus 

y P. aeruginosa, siendo mayor esta capacidad cuando al material sintetizado se le 

sometía a un proceso de entrecruzamiento mediante luz UV143. Como último 

ejemplo, Inal y colaboradores prepararon fibras de gelatina y una mezcla de gelatina 

y cloruro de [2-(metacriloíloxi)etil]trimetil-amonio en diferentes proporciones 

mediante electrospinning, comprobando como la incorporación de la mezcla 

incrementa el poder bactericida de las fibras frente a S. aureus, MRSA, 

Acinetobacter baumannii y E. coli144. 

Además del empleo de polímeros con actividad bactericida, otra alternativa 

para la síntesis de materiales con propiedades bactericidas es la incorporación de 

nanopartículas metálicas con conocidas propiedades biocidas, quedando así las 

fibras como soporte de las mismas. Shalumon y colaboradores prepararon 

mediante electrospinning fibras de alginato de sodio y PVA en las que incorporaron 

nanopartículas de óxido de Zn145. La incorporación de estas nanopartículas (que 

poseen propiedades bactericidas debido a sus propiedades fotocatalíticas146) hace 

que las fibras presenten propiedades bactericidas frente a E. coli y S. aureus. Rath y 

colaboradores incorporaron nanopartículas de plata en fibras de colágeno 

sintetizadas mediante electrospinning a partir de una disolución del polímero y las 

nanopartículas ya sintetizadas. La incorporación de las nanopartículas de plata hace 

que las fibras muestren actividad bactericida frente a S. aureus y P. aureginosa147. 

Finalmente, Ahire y colaboradores incorporaron nanopartículas de cobre en fibras 

de poli-acrilonitrilo y de una mezcla de PEO y ácido poli-d-l-láctico, comprobando 

en ambos casos que esta incorporación confería a las fibras propiedades 

bactericidas frente a E. coli148. 

Además de materiales nanoestructurados con propiedades bactericidas se han 

incluido en fibras otros compuestos con estas propiedades. Cui y colaboradores 

incorporaron doxiciclina, un antibiótico de amplio espectro, en nanofibras de PLA 

sintetizadas mediante electrospinning. La incorporación de este antibiótico hace 

que las fibras presenten actividad bactericida frente a E. coli149. Ajmal y 

colaboradores comprobaron que la incorporación en fibras de PCL de ciprofloxacino 

(otro antibiótico de amplio espectro) junto con quercetina (un antioxidante de 

origen natural con propiedades antiinflamatorias) hace que las fibras presenten 

actividad bactericida frente a S. aureus. Además, estas fibras presentaron una 

liberación sostenida del fármaco, comprobándose que tras siete días mantenían su 

capacidad bactericida (aunque con un efecto menor que en el día inicial)150. 

Bakhsheshi-Rad y colaboradores incluyeron cefalexina (un tipo de cefalosporina) 
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como agente bactericida en fibras de una mezcla de PCL y GelIMA. Con la inclusión 

de un 2 % de este antibiótico, las fibras presentaron actividad bactericida frente a 

E. coli y S. aureus151. 

Aunque la incorporación de estos antibióticos (y partículas con propiedades 

bactericidas) en nanomateriales suele implicar una reducción en la concentración 

necesaria para tener efecto terapéutico (es decir, se reduce la concentración 

mínima bactericida, MBC) siguen siendo fármacos que generan resistencias 

bacterianas (al igual que los antibióticos, las nanopartículas con propiedades 

bactericidas también pueden generar resistencias152,153). Por eso, este capítulo se 

enfocó hacia la síntesis y caracterización de membranas de nanofibras poliméricas 

cargadas con carvacrol y timol, compuestos que, como ya se ha explicado 

anteriormente, es difícil que generen resistencias bacterianas. En bibliografía se 

encontraron pocos ejemplos de la inclusión de estos dos compuestos en nanofibras 

de PCL. Tampau y colaboradores154,155 reportaron la síntesis de nanofibras de PCL 

cargadas con carvacrol mediante electrospinning, a partir de distintas disoluciones 

del polímero mezclado con carvacrol en ácido acético glacial, obteniendo una 

eficiencia de encapsulación de entre el 50 y el 86 %, dependiendo de la formulación 

empleada. Posteriormente, estos mismos autores incluyeron estas fibras en un 

sistema multicapa junto con láminas de almidón y evaluaron la capacidad 

bactericida de este sistema con el objetivo de usarlo en el envasado de alimentos155. 

Por otro lado, Karami y colaboradores prepararon nanofibras de PCL cargadas con 

timol mediante electrospinning, con un porcentaje teórico del 9 % m/m de timol 

respecto al polímero156. Sin embargo, sólo muestran los resultados bactericidas 

obtenidos mediante un ensayo de difusión en disco de nanofibras híbridas de PCL y 

PLA cargadas con timol sin ofrecer resultados cuantitativos. 

II.1.3. Compuestos de origen natural con propiedades 

antiinflamatorias 

Además de propiedades bactericidas, los aceites esenciales poseen otros tipos 

de propiedades con aplicaciones farmacológicas, como son las propiedades 

antiinflamatorias. Así pues, en bibliografía se pueden encontrar ejemplos tanto de 

aceites esenciales completos como de compuestos individuales extraídos de los 

mismos que son capaces de modular efectivamente la respuesta inflamatoria 

celular157,158. 



I N T R O D U C C I Ó N | 

 

P á g i n a  | 59 
 

Algunos de estos compuestos pueden ser empleados como antiinflamatorios 

ya que interfieren en la ruta de señalización del factor nuclear potenciador de las 

cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB), factor que estimula la 

proteína activadora, desencadenando la transcripción de genes pro-inflamatorios. 

Por ejemplo, el escualeno (un triterpeno presente en numerosas fuentes naturales 

como arroz, trigo o aceituna) o la curcumina (un polifenol presente en el rizoma de 

la cúrcuma) interfieren en puntos de la ruta de señalización del NF-κB, modulando 

la respuesta inflamatoria159,160. Dos compuestos que ya se ha comentado que 

poseen actividad bactericida, el carvacrol y el timol, disminuyen el nivel de la 

interleucina-2 y del interferón γ. Estas citoquinas desencadenan distintos 

mecanismos de respuesta inflamatoria, por lo que la reducción en el nivel de las 

mismas tiene un efecto antiinflamatorio161. Además de estas referencias 

bibliográficas, recientemente en nuestro grupo de investigación se ha evaluado la 

capacidad antiinflamatoria de 4 compuestos de origen natural: carvacrol, 

escualeno, timol y tirosol. De este estudio, el escualeno se presenta como el más 

activo seguido del tirosol162. 

Así pues, en este capítulo se presenta la síntesis de membranas compuestas 

por nanofibras de PCL cargadas con compuestos de origen natural (carvacrol y 

timol) para su uso como apósitos con propiedades bactericidas frente a bacterias 

Gram positivas (S. aureus) y frente a bacterias Gram negativas (E. coli). Así mismo, 

se preparan también membranas compuestas por nanofibras de PCL cargadas con 

compuestos de origen natural con propiedades antiinflamatorias (escualeno y 

tirosol) y su combinación con las anteriores para la obtención de membranas 

híbridas que combinen propiedades bactericidas y antiinflamatorias. 
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II.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.2.1. Optimización de disoluciones y electrospinning de 

nanofibras 

Para la síntesis de nanofibras de PCL se partió de una disolución del polímero 

en una mezcla de diclorometano (DCM) y N-N-dimetilformamida (DMF) (en relación 

1:1 en volumen) con una concentración de 10 % m/m. Para la preparación de las 

disoluciones, a 5 mL de DCM y 5 mL de DMF se añadieron 1.2 g de PCL en un bote 

de polipropileno hermético (debido a la alta volatilidad de los disolventes) y se 

mantuvieron toda la noche bajo agitación para garantizar la completa disolución del 

polímero y la homogeneidad de la disolución. 

Para la síntesis de nanofibras de PCL cargadas con compuesto activo, se partió 

de una disolución de 10 % m/m de PCL a la que se le añadieron concentraciones 

crecientes de los distintos compuestos activos. Los porcentajes ensayados se 

indican en la Tabla II- 1. Debido a la elevada volatilidad de la mayoría de los 

compuestos empleados, éstos se añadieron a la disolución de polímero 30 minutos 

antes del proceso de electrospinning, tiempo suficiente para su completa disolución 

y homogeneización en la disolución polimérica. 

Tabla II- 1. Disoluciones preparadas de PCL 10 % m/m con distintas concentraciones de 

compuestos activos 
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Todos los materiales preparados en este capítulo se sintetizaron en el equipo 

YFlow 2.2 D500 descrito en el anexo A.2.A.2.1 equipado con el colector plano de 30 

x 30 cm o con el colector rotatorio de varillas. 

Para la preparación de las membranas cargadas con un solo compuesto activo, 

la disolución de PCL con el compuesto se traspasó a una jeringa de 10 mL que se 

colocó en el soporte de una de las bombas de jeringa del equipo, conectándola a 

través de tubos de teflón a una aguja para electrospinning. Para esta síntesis se 

utilizó el colector plano de aluminio de 30 x 30 cm (cubierto con papel de aluminio). 

Para la preparación de las membranas cargadas con dos compuestos activos, 

se preparó cada disolución independientemente y se traspasaron a sendas jeringas 

de 10 mL que se colocaron en los soportes de las bombas de jeringa del equipo, 

conectando cada jeringa a una aguja para electrospinning a través de tubos de 

teflón. En este caso, se empleó el colector rotatorio de varillas (cubierto de papel 

de aluminio) programado a una velocidad de 200 rpm. 

En ambos casos, la distancia entre la punta de la aguja y la superficie del 

colector se fijó en 18 cm. El voltaje en el colector se mantuvo constante a -4 kV 

mientras que el voltaje positivo aplicado a la aguja se mantuvo entre +7.42 y +12.96 

kV, variándolo en cada caso para mantener un cono de Taylor estable. En todos los 

casos, el proceso se desarrolló a temperatura ambiente y con una humedad relativa 

de entre 30-50 %. 

II.2.2. Caracterización 

II.2.2.1. Morfología 

Para la caracterización morfológica de las membranas sintetizadas en este 

capítulo, se recurrió principalmente a la microscopía electrónica de barrido (SEM). 

II.2.2.2. Carga de compuesto activo 

II.2.2.2.1. GC-MS 

Para calcular la cantidad de compuesto activo incorporado en las nanofibras 

sintetizadas, se empleó la técnica de cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS). Para ello, se preparó una recta de calibrado 

entre 1 y 30 ppm en metanol para cada compuesto y se añadió una concentración 

de 5 ppm de S-(-)-limoneno como patrón interno para corregir posibles alteraciones 

puntuales en la inyección.  
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Para la preparación de las muestras, se disolvieron aproximadamente 10 mg 

de membrana en 10 mL de una mezcla de acetonitrilo y DCM (en relación 

volumétrica 1:1), se realizaron dos diluciones de la misma con metanol (1:10 y 1:20) 

para ajustar la concentración esperada de compuesto activo a la recta de calibrado 

y se añadieron 5 ppm del patrón interno. Una vez realizada la medida, se empleó la 

recta de calibrado para cada compuesto para el cálculo de la concentración de 

compuesto activo en cada muestra. Para el cálculo del porcentaje de compuesto 

activo incorporado en cada material se midieron tres réplicas de, al menos, tres 

síntesis independientes de cada material. Los resultados obtenidos se presentan 

como la media de las medidas y el error obtenido se expresa como la desviación 

estándar de las mismas. 

II.2.2.2.2. RMN-1H 

Para las muestras cargadas con carvacrol y timol, se empleó también la 

resonancia magnética nuclear de protón (RMN-1H) como técnica de cuantificación, 

realizados en el Departamento de Química Inorgánica y Orgánica de la Facultad de 

Ciencias Experimentales de la Universidad de Jaén con la colaboración de la 

Profesora Sofía Salido Ruiz. Para ello, se preparó en un tubo para RMN (5 mm 

diámetro externo) una disolución de PCL en cloroformo deuterado (CDCl3) a una 

concentración de 20 mg/mL a la que se le añadieron cantidades crecientes de una 

disolución de 20 mg/mL de carvacrol o 

timol en CDCl3. El rango de 

concentraciones empleado para el caso 

del carvacrol se situó entre 1.96 y 20.63 % 

m/m y para el caso del timol entre 1.60 y 

17.80 % m/m. El espectro de protón se 

adquirió en un equipo Bruker DPX 400. La 

cuantificación se basó en la relación entre 

la señal del grupo metileno f (-O-CH2-) de 

la PCL (4.04 ppm, triplete, J = 6.6 Hz) y la 

señal de H-3 (Figura II- 1) para el carvacrol 

(7.06 ppm, doblete, J = 7.6 Hz) o el timol 

(7.08 ppm, doblete, J = 7.6 Hz). Con estos 

datos, se construyó una recta de calibrado 

representando la relación entre la 

Figura II- 1. Estructuras químicas de las 

moléculas de carvacrol (A), timol (B) y PCL 

(C) con la numeración empleada en la 

descripción de RMN-1H 



 M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S | 

 

P á g i n a  | 63 
 

intensidad de ambas señales frente a la concentración de carvacrol o timol. 

Para el análisis de muestras se disolvieron 20 mg de muestra en 700 µL de 

CDCl3 y la disolución resultante se transfirió a un tubo para RMN para su medida. 

Una vez obtenida la relación entre las señales previamente mencionadas, se 

interpoló su valor en la recta de calibrado construida para obtener la concentración 

de carvacrol o timol en la muestra. 

II.2.2.3. Determinación del perfil de liberación 

El perfil de liberación de un material proporciona la cantidad de compuesto 

activo liberado en cada instante de tiempo. La determinación de este perfil es 

fundamental para comprobar si se ha obtenido un material que libere el compuesto 

activo cargado de forma sostenida a lo largo del tiempo. Para la determinación de 

los perfiles de liberación de los materiales sintetizados en este capítulo, se eligió un 

modelo dinámico, en el cual una bomba cromatográfica (Shimadzu LC-10AT VP) 

impulsa fluido biológico simulado a través de una cantidad determinada (100 mg) 

de material a un flujo controlado (1 mL/h) y del que se recogen alícuotas de 1 mL a 

tiempos determinados gracias a un automuestreador programable163. El fluido 

biológico simulado se compone de tampón fosfato salino (PBS) con un 2 % m/v de 

Tween 80 (en el caso de las muestras que contienen como compuesto activo 

escualeno se empleó como fluido biológico simulado agua destilada con un 2 % m/v 

de Tween 80) y las alícuotas recogidas se analizaron mediante la técnica de 

cromatografía líquida de ultra-alta resolución (UPLC-UV-Vis) con los equipos y 

métodos descritos en el anexo A.2.5. Las alícuotas se recogieron cada minuto 

durante los primeros 10 minutos, cada 10 minutos entre 10 y 60 minutos, cada 30 

minutos entre 1 y 3 horas y cada hora entre 3 y 8 horas. 

II.2.2.4. RMN-13C 

Para las muestras cargadas con timol y carvacrol, se empleó la técnica de 

desacoplamiento protónico de banda ancha en espectros de resonancia magnética 

nuclear de 13C (RMN-13C) para analizar la naturaleza del enlace existente entre el 

compuesto activo y el polímero. Para ello, se empleó el mismo equipo que para el 

análisis de RMN-1H, adquiriendo el espectro a 100 MHz con una ventana espectral 

entre 0 y 250 ppm. Las muestras se prepararon disolviendo 40 mg de una mezcla de 

PCL y carvacrol (o timol), en una proporción 1:1, en 700 µL de CDCl3, transfiriendo 

la disolución al mismo tipo de tubos que se emplearon para la cuantificación 

mediante RMN-1H. Al igual que en el caso de los experimentos de RMN-1H, éstos 
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fueron realizados en colaboración con la Profesora Sofía Salido Ruiz en la 

Universidad de Jaén. 

II.2.2.5. Propiedades bactericidas 

II.2.2.5.1. Determinación de Concentración Mínima Inhibitoria 

(MIC) y Concentración Mínima Bactericida (MBC) 

Dado el potencial uso como agentes bactericidas, se eligieron membranas 

cargadas con carvacrol y con timol para realizar ensayos que determinaran su 

capacidad bactericida, calculando la MIC (concentración a la cual se inhibe el 

crecimiento visible de la bacteria)7 y la MBC (concentración a la cual se elimina la 

totalidad de las bacterias presentes en la muestra). En este trabajo, el valor de MIC 

se estableció como la reducción de 3 log10 en el crecimiento respecto del control. 

Dada la naturaleza hidrofóbica del polímero, se empleó el ensayo bactericida de 

superficie (adaptación de la norma ASTM E-2180164) descrito en el anexo A.3.1. Para 

este ensayo se empleó como modelo de bacteria Gram + la bacteria S. aureus ATCC 

25923 y como modelo de bacteria Gram - la bacteria E. coli S17. 

II.2.2.5.2. Influencia del contacto 

Para evaluar la influencia del contacto entre la membrana y la bacteria en la 

capacidad bactericida de la primera, se analizaron los compuestos liberados de la 

membrana a diferentes tiempos. Para ello, se siguió el protocolo descrito en el 

anexo A.3.2. Los tiempos de medida elegidos fueron 1, 2 y 7 días y los modelos 

bacterianos empleados fueron los mismos que se utilizaron para determinar MIC y 

MBC. 

II.2.2.5.3. Influencia de la volatilidad del compuesto activo 

Debido a la alta volatilidad del carvacrol y del timol, se diseñó un ensayo para 

confirmar que el efecto bactericida observado en las determinaciones de MIC y MBC 

no fuera debido a la exposición de vapores del compuesto provenientes de otra 

muestra. Para ello, se llenó un pocillo de una placa multiwell de 6 pocillos con 2 mL 

de medio de cultivo de triptona de soja sólido (TSA) inoculado con 106 UFC/mL 

(Unidades Formadoras de Colonias por mL) del microorganismo correspondiente. 

En otro pocillo se añadió la cantidad necesaria para alcanzar la MIC o la MBC para 

cada compuesto y cada microorganismo138. Cada condición, así como el control de 

crecimiento, se colocó en placas diferentes, que se incubaron durante 24 horas a 37 
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°C en una caja cerrada con agua. Finalmente, cada muestra se trató de la misma 

forma que las muestras empleadas para la determinación de la MIC y MBC. 

II.2.2.5.4. Microscopía confocal 

Para observar cualitativamente el crecimiento bacteriano sobre las 

membranas preparadas, se empleó un kit de tinción de bacterias (LIVE/DEADTM 

BacLighTM Bacterial Viability Kit, InvitrogenTM) que tiñe selectivamente las bacterias 

vivas y las muertas y permite su posterior visualización mediante microscopía 

confocal. 

Para ello, tras esterilizar las muestras (mediante irradiación UV a 254 nm 

durante 30 minutos por cada cara), se incubaron con 1 mL de medio de cultivo de 

triptona de soja (TSB) inoculado con 106 UFC/mL del correspondiente organismo en 

una placa multiwell de 24 pocillos. Debido a la naturaleza hidrofóbica del polímero, 

para asegurar que la muestra se mantiene en el fondo del pocillo se emplearon unos 

insertos CellCrownTM (Scaffdex). Pasado el tiempo de incubación, se retiró el TSB y 

la muestra se lavó con solución salina estéril. Posteriormente, se tiñó siguiendo las 

instrucciones del fabricante y se lavó el exceso de tinción con solución salina antes 

de su colocación en un portaobjetos de vidrio para su visualización en un 

microscopio confocal Leica TCS SP2. 

II.2.2.6. Estudio microbiológico in-vivo 

Además de la determinación de la MIC y MBC de parte de las membranas 

sintetizadas, dentro del grupo de investigación se ensayaron las propiedades 

bactericidas de las membranas cargadas con timol en un modelo escisional de 

herida infectada en ratón. Todos los experimentos fueron aprobados por la 

Comisión Ética Asesora para la Experimentación Animal de la Universidad de 

Zaragoza de acuerdo con la Política Española para la Protección Animal (RD53/2013) 

y la Directiva de la Unión Europea 2010/63 para la protección de los animales 

destinados a la investigación científica. 

El procedimiento experimental empleado se describe en el anexo A.4.1) 

empleando como modelo de Gram + la bacteria S. aureus ATCC 25923. Se 

emplearon discos de 12 mm de diámetro de las membranas sintetizadas con una 

masa suficiente para alcanzar la MBC frente a S. aureus determinada previamente 

en los ensayos in-vitro. Se establecieron 6 grupos experimentales de 6 ratones cada 

uno: a) grupo control (con heridas no infectadas), b) grupo infectado con heridas 
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tratadas con membranas de PCL, c) grupo infectado con heridas tratadas con 

membranas de PCL-TIM, d) grupo infectado con heridas tratadas con timol, e) grupo 

infectado con heridas tratadas con clorhexidina (usado como control de un 

antiséptico de amplio espectro comúnmente utilizado). En cada grupo, 3 de los 

ratones se sacrificaron tras 3 días de tratamiento, mientras que los otros 3 se 

sacrificaron a los 7 días, momentos en los que las heridas se midieron y 

fotografiaron. 

La progresión de la infección se siguió de forma semi-cuantitativa mediante el 

cultivo de muestras de exudado circundante tomadas a distintos tiempos (1, 2, 3 y 

7 días) en agar sangre y agar McConkey, identificándose la presencia de la cepa 

empleada de S. aureus mediante un re-sembrado de las muestras y el análisis de las 

mismas mediante espectrometría de masas con un sistema de desorción/ionización 

de la matriz asistido por láser acoplado a un detector de tiempo de vuelo (MALDI-

TOF, por sus siglas en inglés). Además, se determinó cuantitativamente la 

concentración de bacterias en la herida mediante la técnica de reacción cuantitativa 

en cadena de la polimerasa (qPCR). Ambos procesos se describen en el anexo A.4.2. 

También se realizó el estudio histopatológico de las heridas mediante el 

procedimiento descrito en el anexo A.4.3. 
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II.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

II.3.1. Optimización de las disoluciones y caracterización 

morfológica 

La optimización de las disoluciones empleadas en este trabajo se centró en 

conseguir la mayor carga inicial posible de compuesto activo intentando 

comprometer en la menor medida posible la estructura de nanofibras generada. 

Para ello, en primer lugar, se preparó una disolución de PCL con una concentración 

del 10 % m/m en una mezcla de DCM y DMF 1:1. Con esta disolución, trabajando a 

un flujo de 1 mL/h y empleando el rango de voltajes indicado en la sección II.2.1, se 

obtuvo una membrana con un diámetro 

homogéneo de fibra de 263±68 nm (Figura II- 

2). A disoluciones con esta concentración de 

polímero se les agregaron concentraciones 

crecientes de distintos compuestos activos 

(carvacrol, CAR; escualeno, ESC; timol, TIM y 

tirosol, TIR), partiendo desde un 10 % m/m 

(referido a la masa de polímero) hasta un 

máximo de 50 % m/m antes de realizar el 

proceso de electrospinning. Tras someter a 

estas disoluciones a un proceso de 

electrospinning (con un flujo de 1 mL/h y el 

voltaje indicado en la sección II.2.1), se tomaron muestras para su observación en 

SEM y poder así determinar el tipo de material producido. En las imágenes 

obtenidas se midió el diámetro de las fibras y los resultados se muestran en la Tabla 

II- 2. 

Usando el timol como compuesto de referencia, se observó que para 

concentraciones mayores al 30 % m/m no se obtienen fibras. Las imágenes de SEM 

muestran que para las concentraciones de 10 % m/m y 20 % m/m (Figura II- 3 A y 

B), se obtuvo una membrana con un diámetro de fibra muy próximo al de las 

nanofibras de PCL sin cargar con ningún compuesto activo (282±77 y 299±69 nm 

respectivamente frente a 263±68 nm de las nanofibras de PCL). Sin embargo, para 

la concentración de un 30 % m/m de timol (Figura II-4 A), aunque se observaron 

fibras, estas son de un diámetro muy reducido y parecen estar rodeadas por 

estructuras de mayor diámetro, de ahí que su medida arrojara un diámetro mucho 

Figura II- 2. Imagen de SEM de NFs de 

PCL. La escala corresponde con un 

valor de 10 µm 
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mayor y poco homogéneo (1295±552 nm). Para las concentraciones del 40 % m/m 

y 50 % m/m de timol no llegó a observarse estructura alguna de nanofibras. 

Tras la optimización de las membranas cargadas con timol, se continuó con la 

optimización de las membranas cargadas con carvacrol, siguiendo el mismo 

esquema. Los resultados obtenidos para este compuesto fueron similares a los 

obtenidos para el timol. Las disoluciones con concentraciones de 10 % y 20 % m/m 

de carvacrol (Figura II-3 C y D) generaron membranas con diámetro de fibra de 

245±42 y 259±47 nm respectivamente, valores cercanos al generado a partir de una 

disolución de PCL sin ningún compuesto añadido (263±68 nm). Sin embargo, para 

un 30 % m/m de carvacrol (Figura II-4 B) sólo se observó una capa de polímero sin 

estructura, mientras que para una concentración del 40 % m/m de carvacrol sólo se 

observó macroscópicamente una mezcla viscosa compuesta por el polímero 

disuelto en el carvacrol. 

A partir de estos datos, se consideró como óptima una concentración del 20 % 

m/m del compuesto activo ya que, por encima de esta concentración, el material 

obtenido pierde la regularidad en su morfología, cuando no pierde toda su 

estructura. La adición de otros compuestos a la disolución optimizada de PCL hace 

que la concentración del polímero disminuya, lo que provoca a su vez una 

disminución en la viscosidad de la disolución. Ambos parámetros (concentración y 

Figura II- 3. Imágenes de SEM e histogramas de distribución de diámetro de fibra de las 

membranas sintetizadas. A: 10 % TIM, B: 20% TIM, C: 10 % CAR, D: 20 % CAR, E: 20 % TIR, F: 

20 % ESC. En todas las micrografías la escala corresponde con un valor de 10 µm 
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viscosidad) tienen una gran influencia en el proceso de 

electrospinning165,166: en general, a partir de disoluciones de 

concentración de polímero y viscosidad bajas se obtienen 

fibras de diámetro reducido y con un gran porcentaje de 

beads (inclusiones poliméricas de forma más o menos 

esférica dentro de la estructura de fibras) mientras que si se 

aumentan ambos parámetros, la presencia de beads 

desaparece y el diámetro de fibra aumenta. Sin embargo, 

una excesiva disminución de estos parámetros impide la 

formación de fibras como ocurre al añadir concentraciones 

mayores del 20 % en que la disolución de polímero presenta 

una viscosidad tan baja que no permite la formación de 

nanofibras. 

A partir de los resultados obtenidos para carvacrol y 

timol para la síntesis de las membranas cargadas con tirosol 

y las cargadas con escualeno se empleó una concentración 

de compuesto activo del 20 % m/m. A partir de las 

disoluciones de polímero con un 20 % m/m de tirosol, se 

obtuvieron membranas nanoestructuradas con un diámetro de fibra de 380±67 nm 

(Figura II-3 E). Para las membranas cargadas con escualeno, a partir de las 

disoluciones de polímero con un 20 % m/m de este compuesto, también se 

obtuvieron membranas nanoestructuradas (Figura II-3 F), en este caso con un 

diámetro de fibra de 438±78 nm. En estos casos, se observó un aumento en el 

diámetro de fibra respecto al de las membranas sin cargar (263±68 nm), mayor en 

el caso del escualeno que en el del tirosol. Este hecho se puede explicar a partir del 

voltaje necesario para obtener un cono de Taylor estable en cada caso. Mientras 

que para obtener las membranas sin cargar se aplicó a la aguja un voltaje positivo 

de 10.17±0.36 kV, para las membranas cargadas con tirosol y para las cargadas con 

escualeno fue necesario aplicar un voltaje de 9.11±0.62 y 7.42±0.54 kV, 

respectivamente. Al igual que la viscosidad y la concentración polimérica, el voltaje 

es un parámetro que afecta a la morfología de las fibras obtenidas mediante 

electrospinning, siendo menor el diámetro de las fibras obtenidas cuanto mayor es 

el voltaje aplicado al emisor (aguja)98,167. Por lo tanto, la disolución a la que se aplicó 

un menor voltaje (la que contiene un 20 % m/m de escualeno) produce nanofibras 

con un diámetro superior al resto. Para el caso de carvacrol y timol, los voltajes 

aplicados fueron de 10.42±0.36 kV y 10.28±0.46 kV respectivamente, valores 

Figura II- 4. Imágenes 

de SEM de las 

membranas 

sintetizadas. A: 30 % 

TIM, B: 30 % CAR. En 

ambos casos, la escala 

corresponde con un 

valor de 10 µm 
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cercanos al de las membranas sin cargar, lo que concuerda con los diámetros de 

fibra comentados con anterioridad. 

Con estos resultados, se planteó la incorporación de dos compuestos activos 

distintos dentro de un mismo material para combinar sus propiedades. Para 

sintetizarlo, se pueden seguir dos alternativas: preparar una disolución que incluya 

ambos compuestos o conseguir una “mezcla” de fibras a partir de dos disoluciones 

independientes. Como se puede deducir de los resultados anteriores, la adición de 

más de un 20 % m/m de compuesto activo a la disolución disminuye la viscosidad 

de la misma, lo que compromete la formación de nanofibras. Así pues, en el caso de 

que se adicionaran dos compuestos en una proporción 1:1, se podrían obtener 

nanofibras con un 10 % m/m de cada compuesto activo en el material final. 

Otra manera de obtener un material con dos compuestos activos implica, 

además de la preparación de dos disoluciones independientes con un 20 % m/m de 

compuesto activo en cada una, el empleo de dos agujas para electrospinning 

conectadas a una misma fuente de voltaje positivo. El problema de esta 

aproximación fue que, al encontrarse dos focos de voltaje positivo tan cercanos, se 

producía una repulsión entre los dos jets de polímero, lo que se reflejó en que cada 

disolución se depositó en zonas opuestas del colector plano por lo que no se podría 

obtener un material que mezclara ambos tipos de fibra. Ante esta situación, se 

planteó emplear un colector rotatorio de varillas (recubierto de papel de aluminio, 

para una mayor facilidad a la hora de 

recoger la muestra, Figura II-5). Las 

agujas se situaron a la misma 

distancia del colector, una a cada 

lado del mismo, se conectaron 

ambas a la fuente de voltaje positivo 

y se activó la rotación del colector. 

Manteniendo el colector sin 

rotación, se observó cómo se 

deposita cada disolución en dos 

zonas separadas, pero al activar el 

movimiento se observa cómo se 

produce una membrana continua, 

en la cual no fue posible distinguir 

ambos tipos de fibras, lo que se 

Figura II- 5. Electrospinner equipado con un 

colector rotatorio y dos agujas. Inserto: detalle 

de la colocación de ambas agujas 
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comprobó posteriormente al evaluar el contenido de ambos aceites en distintas 

zonas del material obtenido.  

Un posible problema empleando esta técnica es la alineación de las fibras 

producidas: a velocidades de rotación lo suficientemente altas, las fibras se 

depositan alineadas en una única dirección168,169. Por este motivo, se seleccionó la 

menor velocidad con la que permite trabajar el equipo, 200 rpm, como velocidad 

de trabajo. Con ella, se obtuvo un material en el cual ambos tipos de fibras se 

mezclaron homogéneamente orientadas aleatoriamente (Figura II- 6). Mantener la 

aleatoriedad en la orientación de las nanofibras es muy importante, ya que la 

alineación de las mismas podría cambiar la porosidad de las membranas, 

dificultando así la comparación entre las membranas cargadas con un solo 

compuesto y las cargadas con dos compuestos.  

Una vez optimizadas las disoluciones para la síntesis de membranas cargadas 

con un compuesto activo, éstas se emplearon para la síntesis de membranas 

cargadas con dos compuestos activos, en concreto las combinaciones timol-tirosol 

y timol-escualeno, para las que se emplearon disoluciones de 10 % m/m de PCL con 

un 20 % m/m de timol, tirosol o escualeno. Se eligieron estas combinaciones de 

compuesto activo para obtener un material que combinara las propiedades 

bactericidas del timol y las propiedades antiinflamatorias de tirosol y escualeno. 

Para la síntesis de nanofibras 

cargadas con timol y escualeno (PCL-

TIM-ESC, Figura II- 6A) a partir de dos 

disoluciones con un 20 % m/m de cada 

compuesto se obtuvieron fibras de 

797±261 nm mientras que para la 

síntesis de nanofibras cargadas con 

timol y tirosol (PCL-TIM-TIR, Figura II-6 

B) a partir de sus disoluciones 

correspondientes se obtuvieron fibras 

de 852±192 nm.  

En general, la técnica de 

electrospinning está afectada (además 

de por la viscosidad y la concentración 

de polímero, como ya se ha 

mencionado anteriormente) por 

Figura II- 6. Imágenes de SEM e histogramas 

de distribución de diámetro de fibra de las 

membranas sintetizadas. A: PCL-ESC-TIM, B: 

PCL-TIM-TIR. En ambas micrografías, la escala 

corresponde con un valor de 10 µm 
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variables como la conductividad de las disoluciones (relacionadas con la 

concentración de polímero, aditivitos y disolventes en los que se prepara la 

disolución), el voltaje aplicado, la temperatura y humedad ambiental y la distancia 

entre la punta de la aguja y el colector170,171. Como se puede observar en la Tabla II- 

2, hay una gran variación de diámetro al comparar las fibras cargadas con un solo 

compuesto activo con las cargadas con dos. Esto puede ser debido principalmente 

a una diferente distancia entre la punta de la aguja al emplear un colector plano o 

uno rotatorio o a cierta distorsión del campo eléctrico debido a la presencia de dos 

agujas conectadas al polo positivo. 

II.3.2. Carga de compuesto activo 

II.3.2.1. GC-MS 

Una vez optimizada la síntesis de los distintos materiales, se procedió a la 

cuantificación de la cantidad de compuesto activo cargada en las membranas. La 

técnica elegida para la determinación de los mismos fue GC-MS, técnica mediante 

la cual los componentes de una mezcla se separan en una columna cromatográfica 

en función de su temperatura de ebullición y la interacción con la fase estacionaria. 

Por tanto, dada la naturaleza de los componentes presentes en los materiales, esta 

técnica se ajusta perfectamente. 

Para la preparación de las muestras para su análisis mediante GC-MS, en 

primer lugar, se intentó eliminar el polímero de las mismas mediante la disolución 

Tabla II- 2. Diámetro de NFs obtenidos para los materiales sintetizados 
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de la muestra en DCM y su posterior precipitación con otro disolvente. Dado que no 

se consiguió eliminar totalmente el polímero de la muestra de esta forma, y a la 

posibilidad de que durante el proceso de precipitación se perdiera parte del 

compuesto activo a cuantificar, se decidió inyectar directamente en el cromatógrafo 

una disolución de polímero en una mezcla de DCM y acetonitrilo empleando un liner 

con lana de vidrio para retener el material que no volátil de la muestra. Se 

observaron trazas de ɛ-caprolactona (monómero a partir del cual se obtiene la PCL) 

en el cromatograma y restos de polímero en el liner, pero sin afectar al análisis de 

los compuestos de interés. A modo de ejemplo, en la Figura II- 7 se presenta el 

cromatograma para una muestra de PCL-TIM-ESC. En él se puede observar cómo, 

aunque el pico cromatográfico de la ɛ-caprolactona aparece cerca del pico 

cromatográfico correspondiente al timol, ambos están lo suficientemente resueltos 

como para poder cuantificar el compuesto sin interferencias del polímero. Los 

cromatogramas para el resto de compuestos se encuentran representados en el 

anexo A.2.4. 

A partir de la concentración del compuesto obtenida mediante esta técnica se 

calculó la carga de compuesto (CC) y la eficiencia de encapsulación (EE) 

considerando la masa de compuesto teórica (mt), la masa de compuesto medida 

experimentalmente (me) y la masa de membrana (mm) (Ecuación II- 1 y Ecuación II- 

2): 

Figura II- 7. Cromatograma de GC-MS de una muestra de PCL-TIM-ESC 
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𝐶𝐶 (%) =
𝑚𝑒

𝑚𝑚
× 100 

Ecuación II-1. Cálculo del porcentaje del compuesto activo en la membrana 

 

𝐸𝐸 (%) =
𝑚𝑒

𝑚𝑡
× 100 

Ecuación II: Cálculo de eficiencia de encapsulación del compuesto activo en la membrana 

Como se detalla en la Tabla II- 3, en todos los casos se obtuvo una eficiencia 

de encapsulación superior al 70 % para los compuestos ensayados, lo que se traduce 

en una carga entre el 15.4 y el 17.7 % (entre un 7.2 y un 7.8 % para cada compuesto 

individual en el caso de las membranas cargadas con dos componentes). 

Las altas eficiencias 

de encapsulación 

obtenidas se pueden 

justificar por las 

condiciones de síntesis 

relativamente suaves 

empleadas. Aunque dos 

de los compuestos 

cargados (carvacrol y 

timol) son altamente 

volátiles (presión de vapor 

igual a 2.12172 y 3.95173 Pa, 

respectivamente), al no 

emplearse una alta 

temperatura durante la 

evaporación del 

disolvente (el proceso se 

lleva a cabo a temperatura ambiente) la fracción de compuesto que se evapora 

durante el proceso es relativamente baja. Los valores de eficiencia de encapsulación 

obtenidos en este trabajo son mayores que los reportados en bibliografía para otras 

técnicas de encapsulación (con un valor máximo del 47 % para el timol frente al 86 

% obtenido en este trabajo)174–177 además de ser coherentes con otros trabajos 

encontrados en bibliografía para la encapsulación de carvacrol en NFs de PCL 

mediante electrospinning (una EE del 80 % frente al 77 % obtenido en este 

Tabla II- 3. Carga de compuesto activo y eficiencia de 

encapsulación de los distintos compuestos activos en los 

materiales sintetizados (calculado mediante GC-MS) 
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trabajo)154 por lo que el electrospinning es una técnica adecuada para la 

encapsulación de compuestos volátiles en matrices poliméricas. 

II.3.2.2. RMN-1H 

Como confirmación para los resultados de cuantificación mediante GC-MS, se 

empleó el RMN-1H como técnica de cuantificación para las membranas cargadas con 

carvacrol y las cargadas con timol. En la Figura II-8 se presentan los espectros 

obtenidos para las muestras de PCL-CAR y PCL-TIM junto con una ampliación de las 

regiones empleadas para la cuantificación. 

Para ello se recurrió a la integración de la señal del grupo metileno del 

polímero (4.04 ppm) que aparece en una región limpia del espectro sin solapar con 

otras señales y a la señal del protón en posición 3 para carvacrol y timol (7.06 y 7.08 

ppm respectivamente). Se prepararon disoluciones con 10 mg de PCL y cantidades 

crecientes del compuesto activo y se representó el cociente entre la integral de la 

señal escogida para el compuesto y la seleccionada para la PCL frente a la masa de 

compuesto activo presente en cada disolución para preparar una recta de calibrado. 

Siguiendo el mismo procedimiento con las muestras, se obtuvo la concentración de 

compuesto activo presente en la muestra. 

En la Tabla II- 4 se puede comparar la carga medida mediante GC-MS y la 

medida mediante RMN-1H para ambos materiales. Como se puede comprobar, 

mediante ambos métodos se obtuvieron resultados iguales, por lo que se puede 

asegurar que ambas metodologías son válidas para el cálculo de la cantidad de 

compuesto activo presente en este tipo de materiales. 

Tabla II- 4. Comparación de la carga de compuesto 

medida mediante GC-MS y RMN-1H para las 

membranas de NFs de PCL-CAR y PCL-TIM 



| C A P Í T U L O  I I   

 

76 | P á g i n a  
 

  

Figura II- 8. Espectros de RMN-1H de PCL-CAR (A: ventana completa, y B: zoom de la región 

de cuantificación) y PCL-TIM (D: ventana completa, y E: zoom de la región de cuantificación), 

así como la asignación de las señales correspondientes al compuesto activo 
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II.3.3. Determinación del perfil de liberación de los materiales 

sintetizados 

Dado que las membranas sintetizadas están pensadas como apósitos para la 

liberación de compuestos activos, es necesario conocer cómo se produce esta 

liberación del compuesto a lo largo del tiempo. 

Debido a la hidrofobicidad del polímero y a su flotabilidad, para este ensayo se 

recurrió a un experimento mediante el cual la membrana sintetizada actúa a modo 

de filtro por el que se hace pasar un flujo constante a su través de 1 mL/min de 

fluido biológico simulado, asegurando así el contacto entre la membrana y el fluido. 

Para la construcción del perfil de liberación, se tomaron muestras de fluido a 

diferentes tiempos que se analizaron mediante UPLC-UV-Vis. 

En bibliografía, este método de liberación se muestra como adecuado para el 

análisis de materiales estructurados en forma de membranas o films178. En la Tabla 

II- 5 se muestran los resultados obtenidos de estos experimentos. El compuesto que 

se liberó en mayor medida fue el tirosol liberándose en torno al 60 % de la cantidad 

cargada en las membranas que sólo contienen tirosol y en torno al 40 % en las 

membranas cargadas con timol y tirosol. Dado que se trata del mismo compuesto 

cargado en el mismo polímero, la diferencia entre ambos valores puede ser 

atribuida al límite de cuantificación de la 

técnica de determinación. Debido a que la 

carga inicial es de, aproximadamente, la 

mitad en el caso del material cargado con 

ambos compuestos, para un mismo 

porcentaje de compuesto liberado, la 

concentración liberada en la alícuota de 

medida será la mitad. Para el caso de los 

primeros puntos de la liberación, este 

hecho no afecta a la medida, ya que la 

concentración a determinar es 

relativamente alta (por ejemplo, para el 

punto tomado a 10 minutos, la 

concentración medida para el material 

cargado con tirosol es de 113.44 ppm, 

mientras que para el material cargado con 

timol y tirosol es de 72.15 ppm). Sin 

Tabla II- 5. Porcentaje de compuesto 

activo liberado en los materiales 

sintetizados 
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embargo, en puntos posteriores se puede observar como a los 60 minutos ya no es 

cuantificable la liberación de tirosol en el material cargado con timol y tirosol 

mientras que en el cargado sólo con tirosol el compuesto se puede detectar hasta 

el punto tomado a 6 horas. 

Carvacrol y timol presentaron un comportamiento similar, liberándose apenas 

un 5.8 % en el caso del primero y un 7.3 % en caso del segundo, mientras que de los 

experimentos realizados se puede deducir que el escualeno no se libera del material 

sintetizado. Tan dispar comportamiento de los compuestos, incluso usando un 

surfactante (Tween80) que simule el efecto de los compuestos anfifílicos presentes 

en el medio biológico (como los fosfolípidos), puede ser atribuido a las diferentes 

solubilidades de los mismos en agua. Así pues, si ordenamos los cuatro compuestos 

siguiendo una solubilidad creciente, la lista quedaría de la siguiente forma: 

escualeno (menor de 1 mg/mL a 19 °C), timol (0.9 mg/mL, a 20 °C), carvacrol (1.25 

mg/mL a 25 °C) y tirosol (106.9 mg/mL)179–181. Debido a estas diferencias en la 

solubilidad es lógico que se libere mayor cantidad de tirosol que del resto de 

compuestos, a pesar de que la cantidad inicial de compuesto activo sea muy similar. 

En la Figura II- 9 se presenta el perfil de liberación de las membranas 

sintetizadas. En todos los casos, se puede observar la rápida liberación del 

compuesto activo en la primera media hora de experimento, seguida de una 

liberación sostenida hasta alcanzar las primeras 8 horas. Este efecto puede ser 

indicativo de que el compuesto activo está distribuido homogéneamente en todo el 

polímero, liberándose en primer lugar el compuesto que se encuentra en la capa 

externa del polímero. Posteriormente se libera el compuesto incluido en el núcleo 

polimérico en función de la degradación del mismo, proceso que en el caso de la 

PCL es del orden de meses182. 
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Figura II- 9. Perfiles de liberación de los materiales sintetizados 
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II.3.4. Análisis del enlace compuesto activo-polímero 

Otra de las causas que puede contribuir al bajo porcentaje liberado de 

carvacrol y timol tras 24 h (5.8 y 7.3 %, respectivamente), así como la alta eficiencia 

de encapsulación, puede ser la interacción que se puede establecer entre ellos y la 

PCL. De su estructura química (Figura II- 1) se puede plantear la formación de 

enlaces de hidrógeno entre el grupo hidroxilo de carvacrol o timol y el grupo 

carbonilo presente en la molécula de PCL. 

Para confirmarlo, se recurrió al RMN-13C ya que el valor de desplazamiento 

químico (δ) de los carbonos en el espectro es muy reproducible (con variaciones, 

como máximo, de 0.05 ppm en una ventana espectral de 250 ppm). Además, 

bibliográficamente está reportado que el valor de desplazamiento químico de los 

carbonos es sensible a la formación de enlaces de hidrógeno183. Por otro lado, 

aunque el grado de formación de este tipo de enlaces decrezca con la dilución del 

compuesto (o compuestos) en disolventes no polares (como el CDCl3), esta técnica 

ha sido ampliamente utilizada para el estudio de la formación de enlaces de 

hidrógeno, tanto intra- como inter-moleculares184,185. 

Para realizar este experimento se prepararon mezclas de PCL y carvacrol o 

timol (en proporción 1:1) en CDCl3, ya que es un disolvente no polar que tiende a no 

formar enlaces de hidrógeno. En la Figura II- 10 se presenta el espectro de RMN-13C 

de las mezclas de PCL con carvacrol y timol (A y B respectivamente), centrado en la 

región que engloba a las señales de los compuestos activos. En ambos casos, el 

espectro en color azul se corresponde con la mezcla mientras que el espectro en 

color verde se corresponde con el timol o el carvacrol sin mezclar. 
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Figura II- 10. Espectros de RMN-13C de carvacrol (A en azul), timol B 

en azul) y sus mezclas con PCL (A y B en verde, respectivamente) 
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En ellos se pudo observar cómo los átomos con mayor variación en el 

desplazamiento fueron el carbono C-1 (el que porta el grupo hidroxilo) y el carbono 

C-4 (en posición para respecto al anterior) y el carbono C-5 (en posición meta 

respecto al carbono C-1 y portando grupos alquílicos). En la Tabla II- 6 se presentan 

los valores de desplazamiento que se obtuvieron para las señales, tanto en el 

compuesto puro como en mezcla. Se observó cómo el carbono que porta el grupo 

hidroxilo (C-1) se encontró más desapantallado (aparece a un valor mayor de 

desplazamiento químico) mientras que los carbonos en posición C-4 y C-5 se 

encontraron más apantallados (aparecen a un valor menor de desplazamiento 

químico) en la mezcla con PCL que en estado puro. Estos datos, que son coherentes 

con los encontrados en bibliografía184, permiten afirmar que entre las moléculas de 

timol (o carvacrol) y las de PCL se establece un enlace de hidrógeno, lo que 

contribuiría a la alta eficiencia de encapsulación de estos compuestos y su bajo 

porcentaje de liberación. 

Tabla II- 6. Valores de δ de 13C para timol, carvacrol y sus mezclas con PCL y variación de 

δ (Δδ) cuando se encuentran en la mezcla respecto a cuando se encuentran libres 
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II.3.5. Propiedades bactericidas 

II.3.5.1. Influencia de la volatilidad del compuesto activo 

Debido a la alta volatilidad tanto del carvacrol como del timol, antes de ensayar 

la capacidad bactericida de las membranas cargadas se diseñó un experimento para 

comprobar la influencia de los vapores de los compuestos. Las muestras incubadas 

en la misma placa que el compuesto libre presentaron un crecimiento en el mismo 

orden de magnitud que el crecimiento de las muestras control incubadas en una 

placa aparte (del orden de 108 UFC/mL para E. coli y 109 UFC/mL para S. aureus), por 

lo que se concluyó que, pese a la alta volatilidad de los compuestos empleados, no 

hay efecto bactericida de los vapores de los compuestos y por tanto no hay 

interferencia entre pocillos vecinos en la misma placa. 

II.3.5.2. Determinación de MIC y MBC 

A fin de evaluar su uso como apósitos bactericidas, se realizaron ensayos 

bactericidas de superficie con distintas masas de material cargado con timol y 

carvacrol para determinar la concentración mínima inhibitoria y la concentración 

mínima bactericida, de ambos materiales. 

En la Tabla II- 7 se presentan los valores obtenidos para cada material (tanto 

la concentración de membrana como la concentración teórica de compuesto 

liberada a las 24 horas, obtenida del perfil de liberación) junto con los valores de 

MIC y MBC para el compuesto libre obtenidos previamente en el grupo de 

investigación138. Se puede observar que, para los valores de MIC de las membranas 

sintetizadas, se obtuvo una concentración teórica de compuesto liberada al medio 

inferior a la cantidad necesaria de compuesto libre (usando Tween80 como 

solubilizante). Este efecto también se observó en los valores para la MBC, excepto 

en el caso de las membranas de PCL-TIM frente a S. aureus, que el resultado 

obtenido es del mismo orden en ambos casos. 

Estos resultados mostraron una influencia importante del contacto en el modo 

de acción de los materiales sintetizados, ya que la cantidad liberada fue muy inferior 

a la teórica necesaria. Así pues, se planteó estudiar el efecto del contacto en la 

capacidad bactericida de los materiales mediante un experimento en el cual se 

incubó, durante distintos tiempos, una membrana (en una concentración suficiente 

como para alcanzar la MBC) en medio de cultivo estéril, para después retirarla del 
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medio y comprobar la capacidad bactericida tanto de la membrana como del 

compuesto liberado al medio (exudados) tras este proceso. 

La Figura II- 11 muestra los resultados de este experimento. Como se puede 

observar, para todos los casos la membrana mantuvo sus propiedades bactericidas, 

a pesar de haber liberado parte del compuesto, mientras que en ninguno de los 

casos los exudados produjeron efecto bactericida, ya que el crecimiento bacteriano 

fue igual al del control positivo (medio de cultivo inoculado sin ningún agente 

bactericida). En los gráficos se presentan dos controles de crecimiento (control +) 

distintos ya que la capacidad bactericida de las membranas se evalúa en medio 

sólido, con TSA inoculado con 106 UFC/mL, mientras que la capacidad bactericida 

de los exudados se evalúa en suspensión, con TSB inoculado con 106 UFC/mL. 

Tras estos resultados se planteó un último experimento para confirmar la 

importancia del contacto entre la membrana y la bacteria en la capacidad 

bactericida de la misma. Para ello se prepararon membranas de tres capas 

Tabla II- 7. MIC y MBC obtenidas para los materiales sintetizados. Los resultados se 

obtuvieron por triplicado en cuatro experimentos distintos, para cada combinación de 

material y bacteria 
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(membranas tri-capa), en las cuales se intercala una capa de PCL cargada con el 

compuesto activo entre dos capas de PCL sin compuesto activo, en una relación de 

masa 1:2:1. 

Debido a la relación de masa entre PCL cargada con compuesto activo y PCL 

sin cargar, las membranas tri-capa contienen únicamente un 50 % de PCL cargada 

con compuesto activo, lo que hace que la carga total de compuesto activo en las 

membranas tri-capa sea la mitad que en las membranas cargadas mono-capa. Por 

la tanto, para alcanzar la misma masa final de compuesto activo en las membranas 

tri-capa que en las mono-capa, en este experimento se ensayó con el doble de la 

Figura II- 11. Crecimiento bacteriano de los distintos componentes (membranas y exudados, 

junto con sus controles) para el experimento de exudados. A) PCL-CAR frente a E. coli; B) 

PCL-CAR frente a S. aureus; C) PCL-TIM frente a E. coli; D) PCL-TIM frente a S. aureus 
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MBC detallada en la Tabla II-7 para cada material (30 y 50 mg/mL de PCL-CAR tri-

capa frente a E. coli y S. aureus, respectivamente, y 20 y 60 mg/mL de PCL-TIM tri-

capa frente a E. coli y S. aureus, respectivamente) 

En estas muestras se obtuvo un crecimiento del mismo orden de magnitud que 

en los controles (aproximadamente 108 UFC/mL para E. coli y 109 UFC/mL para S. 

aureus) lo que, junto con los resultados obtenidos anteriormente, indica que el 

contacto entre la membrana y la bacteria es imprescindible para el efecto 

bactericida de los materiales sintetizados. 

II.3.5.3. Microscopía de fluorescencia confocal 

Para observar la viabilidad de las bacterias en la superficie de la membrana, se 

incubaron durante 24 h membranas de PCL y de PCL cargadas con carvacrol (en la 

concentración de MIC para cada microorganismo detallada en la Tabla II- 7) en TSB 

inoculado con 106 UFC/mL de E. coli y de S. aureus. Posteriormente, se tiñeron las 

muestras con un kit específico para su observación mediante microscopía confocal. 

Las bacterias vivas se tiñeron con SYTO 9, un fluoróforo que tiene el máximo de 

excitación a 483 nm (y un máximo de emisión a 500 nm) mientras que las bacterias 

muertas lo hicieron con yoduro de 

propidio, cuyo máximo de excitación 

se encuentra a 531 nm (y el máximo 

de emisión a 615 nm). Así pues, 

usando el láser de Ar/Kr (que 

proporciona una línea 

monocromática a 488 nm) y el láser 

de He/Ne (que proporciona una línea 

monocromática a 543 nm) del 

microscopio confocal, las bacterias 

vivas se visualizaron en color verde, 

las muertas en color rojo y las que 

tienen la membrana plasmática 

dañada se visualizaron en tonos 

amarillo-anaranjados por la 

superposición de zonas verdes y rojas. 

Finalmente, empleando la línea de 

514 nm del láser de Ar/Kr se puedo 

Figura II- 12. Imágenes de microscopía confocal 

de NFs de PCL y de NFs de PCL-CAR 

(concentración de MIC, A y B respectivamente) 

inoculadas con E. coli y NFs de PCL y de NFs de 

PCL-CAR (concentración de MIC, C y D 

respectivamente) inoculadas con S. aureus. La 

barra de escala corresponde con 30 µm 
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visualizar (representado en color azul en la figura) mediante reflexión la estructura 

de nanofibras. 

En la Figura II- 12 se presentan los resultados obtenidos mediante esta técnica. 

Como se puede observar en las imágenes A y C, en ausencia de compuesto 

bactericida, la mayoría de las bacterias encontradas sobre la superficie se 

visualizaron vivas. Sin embargo, en presencia de concentraciones inhibitorias de 

membranas cargadas con carvacrol (imágenes B y D), la concentración de bacterias 

fue mucho menor, además de encontrar una gran cantidad de ellas muertas o con 

la membrana seriamente dañada. Este resultado es coherente con los obtenidos 

anteriormente, ya que, a esta concentración, si bien no se erradica el 100 % de las 

bacterias presentes en la muestra, sí se reduce su crecimiento, hallándose una 

mortalidad superior que en muestras donde no está presente el agente bactericida. 

Adicionalmente, mediante esta técnica 

de microscopía también se pueden obtener 

imágenes a distintas alturas de la muestra, 

con lo que, además de poder explorar la 

muestra en los ejes x e y, podemos 

profundizar en el eje z. Así, se tomaron 

imágenes del interior de la membrana, como 

muestra la Figura II- 13. En la imagen superior 

se muestra la superficie de una membrana de 

PCL incubada con un cultivo de E. coli, 

pudiendo observar las bacterias sobre la 

superficie de fibras. La imagen inferior se 

corresponde con la misma zona de la 

muestra, solo que tomada profundizando 2 

µm en el interior de la membrana. Como se 

puede observar, no se encontró presencia 

bacteriana en el interior de la membrana, por 

lo que este material no permite el paso de las 

bacterias. 

Este resultado, en un ejemplo de 

aplicación como apósito, indica que, además 

de eliminar las posibles bacterias presentes 

en la superficie de la herida, se impediría la 

colonización de la misma por bacterias 

Figura II- 13. Vista de la superficie (A) y 

a una profundidad de 2 µm (B) de una 

membrana de NFs de PCL inoculada 

con E. coli 
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provenientes de otras fuentes, ya que el tamaño de poro es demasiado pequeño 

como para que una bacteria del tamaño de E. coli pase a través de ella. 

II.3.6. Estudio microbiológico in-vivo 

Tras estudiar las propiedades bactericidas in-vitro de las membranas de PCL 

cargadas con carvacrol y timol frente a S. aureus se decidió estudiar dichas 

propiedades in-vivo en un modelo de herida infectada. Para ello, se emplearon las 

membranas de cargadas con timol en forma de discos de 12 mm de diámetro con 

una masa de 30 mg (el valor de la MBC determinada previamente frente a la cepa 

de S. aureus empleada). 

Los resultados de dichos experimentos obtenidos en el grupo de 

investigación186 se presentan en la Figura II-14 A, donde se muestran imágenes de 

heridas representativas de cada grupo experimental, junto con la evaluación semi-

cuantitativa del nivel de infección. El grupo control no presentó infección (NG) en 

ninguno de los tiempos estudiados mientras que el grupo infectado y tratado con 

membranas de PCL presentó una infección masiva (+++) en todos los puntos 

estudiados. En las heridas tratadas con PCL-TIM se encontró una ligera infección (+) 

durante los tres primeros días de tratamiento que finalmente aumentó hasta un 

nivel moderado (++) en el punto final del experimento. Si comparamos los 

resultados con los obtenidos para la aplicación de una dosis de un antiséptico 

empleado en la práctica clínica, la clorhexidina, se puede observar que se 

obtuvieron resultados similares en todos los puntos excepto en el primer día. Para 

el primer día no se detectó infección en la herida tratada con clorhexidina, pero a 

partir del segundo día los niveles de infección fueron similares a los observados en 

las heridas tratadas con membranas de PCL-TIM. Para el timol libre, los resultados 

que se obtuvieron fueron siempre de un nivel mayor de infección en comparación 

con los obtenidos para la clorhexidina y para las membranas de PCL-TIM, llegando 

incluso a una infección masiva (+++) en el último día de experimento. Atendiendo a 

los resultados cuantitativos obtenidos mediante qPCR (Figura II-14 B) se puede ver 

cómo, tras 3 días de tratamiento, se consiguió una reducción de, al menos, 102 

UFC/mL respecto a la concentración de bacterias determinada en las heridas 

tratadas con membranas de PCL, lo que indica que las membranas de PCL-TIM 

actúan como inhibidores del crecimiento de S. aureus de una forma tan efectiva 

como la clorhexidina. Además, en estudios previos dentro del grupo de 

investigación se comprobó cómo la clorhexidina reduce la viabilidad de varias líneas 

celulares por debajo del 70 % (umbral determinado para considerar a un compuesto 
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citotóxico según la norma ISO 10993-5187) a concentraciones tan bajas como 4 

µg/mL, mientras que las muestras tratadas con timol mantuvieron la viabilidad por 

encima de dicho umbral para una concentración de 60 µg/mL. Por tanto, la 

encapsulación de timol en membranas de PCL presenta un efecto bactericida similar 

a un compuesto usado actualmente en el tratamiento clínico, la clorhexidina, y 

dicha encapsulación del timol ha demostrado ser menos citotóxico. 
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De forma complementaria, se realizaron estudios histopatológicos de las 

heridas para analizar mediante una tinción inmunohistoquímica el grado de 

angiogénesis producido en las heridas tratadas. Los resultados obtenidos (Figura II-

Figura II- 14. Resultados de los ensayos in-vivo. A) Imágenes representativas de cada grupo 

experimental a los distintos tiempos de ensayo. B) Carga bacteriana obtenida mediante 

qPCR para los distintos grupos experimentales a 3 y 7 días. Adaptado de García-Salinas y 

colaboradores186 
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15) mostraron cualitativamente que, tres días tras la infección, la formación de 

nuevos vasos sanguíneos es similar en todos los grupos experimentales (áreas 

teñidas de marrón y marcadas con flechas). Sin embargo, siete días después de la 

infección puede apreciarse cómo el área teñida se incrementa ligeramente en la 

imagen correspondiente a la herida tratada con membranas de PCL-TIM, lo que 

puede indicar una mayor regeneración de los vasos sanguíneos que con el resto de 

tratamientos. Por tanto, además de ayudar a controlar la infección por S. aureus las 

membranas de PCL-TIM sintetizadas pueden contribuir a la regeneración de los 

tejidos en heridas infectadas.

Figura II- 15. Tinción inmunohistoquímica del tejido circundante a 

las heridas para los distintos grupos experimentales a 3 y 7 días 

tras la infección. Adaptado de García-Salinas y colaboradores186 
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II.4. CONCLUSIONES 

En este capítulo se optimizó la síntesis de nanofibras de PCL cargadas con 

carvacrol, escualeno, timol, tirosol y combinaciones de escualeno y timol y de tirosol 

y timol mediante electrospinning. Esta síntesis se realizó a partir de disoluciones del 

polímero conteniendo los compuestos activos, obteniendo unas membranas con un 

diámetro de fibra homogéneo y una eficiencia de encapsulación de entre el 71 y el 

88 % para todos los compuestos. 

Dada la alta eficiencia de encapsulación, se analizó el enlace establecido entre 

PCL y carvacrol y timol mediante técnicas de RMN, comprobando que se establecen 

enlaces de tipo puente de hidrógeno entre el grupo carbonilo del polímero y el 

grupo hidroxilo de dichos compuestos activos, dicha interacción favorece una 

liberación sostenida en el tiempo. 

Se analizó también el perfil de liberación de los compuestos cargados en las 

membranas, comprobando que este varía dependiendo del compuesto analizado. 

En general, de los perfiles obtenidos, se observó que en la primera media hora se 

libera la mayor parte del compuesto activo, seguida de una liberación mucho más 

sostenida hasta las 8 horas. 

Dada la naturaleza bactericida del carvacrol y timol, se evaluó el poder 

bactericida de las membranas cargadas con estos compuestos, obteniendo la MIC y 

MBC frente a un modelo de bacteria Gram + y otro de bacteria Gram -. Así mismo, 

se evaluó la influencia del contacto de la membrana con las bacterias, determinando 

que es necesario dicho contacto para observar el efecto bactericida de las 

membranas. 

Dados los resultados positivos obtenidos en los ensayos in-vitro, se evaluó el 

poder bactericida de las membranas cargadas con timol en un modelo de herida 

infectada en ratón con bacteria Gram +. Aunque no se consiguió la completa 

erradicación de la infección, se obtuvieron resultados similares al tratamiento con 

un antiséptico comercial, la clorhexidina, siendo este antiséptico más tóxico para 

células en ensayos in-vitro que el timol. Además, los resultados obtenidos a partir 

de tinciones inmunohistoquímicas muestran una mayor regeneración de los vasos 

sanguíneos en las heridas tratadas con las membranas de PCL cargadas con timol. 
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 INTRODUCCIÓN 

III.1.1. Partículas poliméricas como sistemas de liberación 

controlada de fármacos 

En el capítulo II se sintetizaron nanofibras poliméricas cargadas con distintos 

compuestos presentes en aceites esenciales, comprobando que es factible su 

empleo como apósitos con propiedades bactericidas y/o antiinflamatorias, 

dependiendo del compuesto cargadas en las mismas. Sin embargo, a pesar de su 

efectividad frente a E. coli y S. aureus, no se consiguió un control de la liberación de 

los compuestos al medio empleado, ya que en todos los casos se produjo una 

liberación rápida del compuesto durante la primera media hora de experimento de 

liberación en medios fisiológicos. Por tanto, se encontró la necesidad de emplear 

otros sistemas de liberación de fármacos que ofrezcan un mayor control sobre el 

perfil de liberación de los mismos. Para ello, una alternativa a las membranas de 

nanofibras sintetizadas anteriormente es el empleo de partículas poliméricas 

cargadas con antimicrobianos. Al igual que con las nanofibras, las partículas pueden 

estar fabricadas con polímeros naturales o sintéticos y muestran una alta 

estabilidad (dependiendo del polímero empleado se puede regular el período de 

degradación de las mismas tanto in-vitro como in-vivo) y una buena 

biocompatibilidad, en función de la naturaleza del polímero empleado. En cuanto a 

la liberación del compuesto cargado al medio, las nanopartículas poliméricas 

permiten modular la liberación al medio del mismo (por ejemplo, Papadimitriou y 

colaboradores modificaron el perfil de liberación de cloruro de dorzolamida, un 

fármaco usado para tratar hipertensión, desde nanopartículas de quitosano 

variando la proporción empleada en la síntesis entre el polímero y el fármaco188), lo 

que permite modular el tratamiento aplicado en función de las necesidades. 

Además del modo de liberación, la encapsulación de antibióticos en partículas 

poliméricas ofrece ventajas como una mejora en la biodistribución de dichos 

antibióticos ayudando a superar las barreras de los tejidos y de las membranas 

celulares, con lo que se consigue una mayor concentración del compuesto 

bactericida en la zona infectada. Muchas veces, el tratamiento de la infección es 

complicado debido al rápido lavado de los antibióticos en el órgano a tratar o debido 

a la desactivación del compuesto cuando atraviesa la barrera de los tejidos, como 

pueden ser las mucosas de los sistemas ocular, gastrointestinal y respiratorio189–192. 

Sin embargo, este tipo de partículas pueden proteger el antibiótico frente a los 
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mecanismos de degradación celulares y facilitar su transporte a través de las 

distintas barreras del tejido (Figura III- 1). 

Para la síntesis de partículas destinadas a la carga y liberación de fármacos, los 

polímeros usados son muy variados. Así, se pueden encontrar partículas fabricadas 

a partir de ácido poli-glicólico, ácido poli-láctico, alginato, PCL, PEG, PLGA, distintos 

poliacrilatos o quitosano, por mencionar algunos ejemplos193,194. Fresta y 

colaboradores prepararon nanopartículas de poli-alquil-cianocrilato cargadas con 

mesilato de perfloxacino y ofloxacino. Aunque en todos los casos mantuvieron 

constante la relación entre polímero y antibiótico los autores consiguieron variar el 

perfil de liberación modificando el surfactante empleado durante la síntesis. 

Además, en todos los casos las nanopartículas presentaron una actividad 

bactericida mayor que la del antibiótico libre frente a E. coli, E. faecalis, P. 

aeruginosa y S. aureus195. Misra y colaboradores sintetizaron nanopartículas de PCL 

y PLGA cargadas con doxiciclina mediante el método de doble emulsión, en las que 

modificando distintas variables como la relación entre polímeros o el disolvente 

orgánico empleado, consiguieron controlar tanto la carga como el tamaño de las 

nanopartículas. Con estas partículas obtuvieron una liberación controlada del 

fármaco durante las primeras horas de experimento, además de comprobar cómo 

el antibiótico encapsulado era más estable que en su forma libre, lo que potencia 

su efecto bactericida frente a E. coli. Tras 3 días de tratamiento, mientras que las 

nanopartículas seguían teniendo efecto bactericida, el antibiótico libre veía 

disminuidas sus propiedades196. Por otro lado, Singh y colaboradores prepararon 

Figura III- 1. Mecanismos de protección y transporte de antibióticos mediante 

nanopartículas poliméricas. Adaptado de Xiong y colaboradores189 
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mediante el método de nanoprecipitación nanopartículas de alginato 

funcionalizado cargadas con ciprofloxacino que demostraron ser eficaces en el 

tratamiento de biofilms generados por la bacteria P. aeruginosa197. Estas partículas, 

además, tienen la particularidad de liberar el antibiótico más rápidamente a un pH 

menor, lo que permite regular la administración del mismo en función del pH del 

medio. 

Como se puede comprobar con estos ejemplos, las nanopartículas poliméricas 

permiten controlar la liberación de los antibióticos cargados en ellas, ya no sólo 

variando el tipo de polímero empleado, si no que para un mismo polímero (o 

combinación de ellos) se puede modificar el perfil simplemente variando los 

parámetros de la síntesis. Además, en general presentan tanta o mayor eficacia 

bactericida frente a distintos microorganismos que el antibiótico libre, lo que 

permite disminuir la dosis empleada. 

III.1.2. Partículas de PLGA con propiedades bactericidas 

Uno de los polímeros más ampliamente usado en aplicaciones médicas es el 

copolímero de los ácidos poli-láctico y poli-glicólico, el PLGA (Figura III- 2). Este es 

un polímero biodegradable y altamente biocompatible, razones por las cuales tanto 

la Agencia Europea del Medicamento como 

la Administración de Alimentos y 

Medicamentos estadounidense (EMA y FDA 

respectivamente, por sus siglas en inglés) 

han aprobado su empleo farmacológico en 

muchas formulaciones y dispositivos 

médicos usados en humanos198. Otras 

características que impulsan su empleo 

como medio de encapsulación de fármacos 

es su disponibilidad comercial, su degradación en condiciones fisiológicas, la 

posibilidad de modificar sus propiedades superficiales y físico-químicas (con lo que 

se modifica a su vez la velocidad de degradación) y la posibilidad de obtener la 

liberación sostenida de los fármacos encapsulados en el polímero199. En condiciones 

fisiológicas, la degradación del polímero se produce por la hidrólisis de los enlaces 

éster del polímero, lo que lo fragmenta en sus monómeros (ácido láctico y ácido 

glicólico) que pueden ser fácilmente metabolizados en el organismo mediante el 

ciclo de Krebs formando dióxido de carbono y agua 198. En cuanto a las 

modificaciones del polímero, variando el porcentaje de cada monómero empleado 

Figura III- 2. Estructura química del ácido 

poli-(láctico-co-glicólico), PLGA 
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se consigue la modificación en su velocidad de degradación. Así, la composición más 

ampliamente empleada contiene un 50 % de cada monómero y se degrada en un 

período de tiempo de entre 50 y 60 días, pero si se aumenta el porcentaje de ácido 

láctico se aumenta progresivamente el tiempo de degradación del polímero in 

vivo199. 

Uno de los principales problemas en la administración de fármacos es su 

solubilidad en agua, que juega un papel esencial en su absorción por parte del 

organismo, sobre todo en los clasificados como clase IV por el Sistema 

Biofarmacéutico de Clasificación que se caracterizan por una baja solubilidad y 

permeación a través de las membranas biológicas200. Esta característica hace que 

sea necesario aumentar la dosis aplicada para obtener el mismo efecto con el riesgo 

que supone para el paciente, así como el aumento de las posibilidades de generar 

resistencias bacterianas201. Ante este problema, el empleo de la nanotecnología 

(por ejemplo, en forma de nanopartículas) en la administración de este tipo de 

fármacos ha demostrado su potencial para aumentar tanto la solubilidad como la 

permeabilidad en su administración202. La ventaja básica del empleo de 

nanopartículas es que aumenta tanto el área superficial con que se administra el 

fármaco como el gradiente  de concentración con el medio, por lo que se aumenta 

el porcentaje de fármaco disuelto de acuerdo con la ecuación de Noyes-

Whitney200,203. Con estas características, la incorporación de antibióticos 

hidrofóbicos en partículas de PLGA para aumentar su solubilidad en agua es una 

aproximación muy atractiva y empleada actualmente para la administración de 

fármacos con una reducida solubilidad en agua. Imbuluzqueta y colaboradores 

incluyeron gentamicina modificada con el surfactante aniónico bis(2-etilhexil) 

sulfosuccinato de sodio en nanopartículas de PLGA de 263 nm de diámetro con una 

carga del 22 % de antibiótico. Probaron su eficacia frente a dos cepas de S. aureus 

(una susceptible y otra resistente a meticilina, MSSA y MRSA respectivamente), P. 

aeruginosa y Listeria monocytogenes. Los valores de MIC y MBC en las 

nanopartículas apenas variaron frente a las del antibiótico libre, lo que indica que la 

inclusión del antibiótico en las nanopartículas no afectó a la actividad bactericida 

del mismo204. Sadozai y colaboradores sintetizaron nanopartículas de PLGA 

cargadas con ketoconazol con un diámetro de entre 172 y 271 nm, dependiendo del 

porcentaje de ketoconazol incluido en la formulación. El distinto porcentaje del 

fármaco cargado en las partículas, además de influir en el tamaño de las 

nanopartículas lo hizo también en la liberación del mismo, siendo más rápido cuanto 

mayor es el porcentaje de fármaco en las mismas. La formulación elegida para 



I N T R O D U C C I Ó N | 

 

P á g i n a  | 99 
 

probar su actividad frente a C. albicans fue la que contenía un 12.5 % de 

ketoconazol, siendo menos efectivo a las 24 horas que la misma concentración de 

antibiótico libre, lo cual los autores lo explican debido a que en ese tiempo sólo se 

ha liberado un 10 % aproximadamente del antibiótico cargado en las 

nanopartículas205. Dimer y colaboradores prepararon dos tipos de nanocápsulas de 

PLGA cargadas con claritromicina, una de las cuales recubierta con quitosano para 

darle un carácter catiónico a la superficie de las nanopartículas. Obtuvieron 

nanopartículas con un diámetro de 95 y 121 nm (para las no recubiertas y las 

recubiertas con quitosano, respectivamente) y ensayaron sus propiedades 

bactericidas frente a Mycobacterium abscessus, S. aureus, Staphylococcus carnosus 

y S. pneumoniae comprobando que el fármaco es más efectivo al estar incluido en 

las nanocápsulas206. Quiao y colaboradores incluyeron moxifloxacino y una mezcla 

de moxifloxacino y rifampicina en microesferas de PLGA de entre 16 y 20 µm. Con 

ambos tipos de partículas se encontraron resultados bactericidas frente a S. aureus, 

aumentando su efectividad con el tiempo, lo que concuerda con la liberación 

sostenida de los fármacos que obtuvieron en los ensayos de liberación in-vitro207. 

López y colaboradores prepararon nanopartículas de PLGA cargadas con 

levofloxacino mediante dos métodos distintos: nanoprecipitación (variando tanto el 

surfactante empleado como el pH de la fase acuosa) y doble emulsión-evaporación 

(variando el pH de la fase acuosa). En todos los casos se obtuvieron nanopartículas 

de entre 220 y 1000 nm, en función del método de síntesis y de las condiciones 

empleadas. Ensayaron las propiedades bactericidas de las nanopartículas 

sintetizadas frente a E. coli, E. faecalis, K. pneumoniae, Mycobacterium phlei, P. 

aeruginosa y S. aureus y encontraron unos valores de MIC mayores que los del 

levofloxacino libre (tras 24 horas de ensayos), lo que según los autores es debido a 

la liberación sostenida que obtuvieron en los ensayos de liberación in-vitro en los 

que a 24 horas sólo se liberó el 50 % del antibiótico cargado en las nanopartículas201. 

III.1.3. Partículas de PLGA cargadas con compuestos 

bactericidas obtenidos de aceites esenciales 

Como se detalla en la sección anterior, hay numerosos ejemplos del empleo 

de partículas de PLGA sintetizadas por distintos métodos y cargadas con distintos 

antibióticos. La encapsulación consigue liberar el antibiótico cargado de una manera 

sostenida a lo largo del tiempo. Sin embargo, todos estos antibióticos son los 

empleados tradicionalmente mientras que, para seguir la línea de investigación 
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desarrollada a lo largo de este trabajo, se desea analizar el empleo de compuestos 

antimicrobianos obtenidos a partir de aceites esenciales. 

En bibliografía se puede encontrar la encapsulación tanto de extractos sin 

purificar de elementos naturales como compuestos aislados de dichos extractos. 

Así, por ejemplo, el extracto del própolis se ha encapsulado en partículas de PLGA 

dadas sus propiedades bactericidas, antioxidantes, estimuladoras del sistema 

inmune y de reducción en la proliferación de células cancerosas208. Iadnut y 

colaboradores prepararon nanopartículas cargadas con un extracto de própolis 

marrón (por lo general es marrón oscuro, pero se pueden encontrar variedades 

verdes, rojas, negras o blancas dependiendo de las fuentes de resina que pueden 

ser encontradas en los alrededores de la colmena) compuesto mayoritariamente 

por ácido gálico, quercetina, pinocembrina, crisina y galangina. Las nanopartículas, 

sintetizadas mediante el método de emulsión-evaporación empleando diferentes 

cargas de extracto, se obtuvieron con unos diámetros de entre 178 y 475 nm y con 

una eficiencia de encapsulación superior al 85 % en todos ellos. Los ensayos 

antibióticos realizados, empleando la C. albicans, como modelo, revelaron una 

mayor actividad del extracto encapsulado que en su forma libre, justificado por los 

autores con el aumento de la solubilidad de estos compuesto poco solubles en agua 

cuando se encuentran encapsulados en el polímero208. De Mélo y colaboradores 

centraron su investigación en la encapsulación de un extracto etanólico de própolis 

rojo en nanopartículas de PLGA para destruir biofilms generados por S. aureus y P. 

aeruginosa. Así pues, mediante el método de emulsión-difusión obtuvieron 

nanopartículas de 224 nm con una eficiencia de encapsulación del 97 %. Estudiaron 

sus propiedades bactericidas frente a las bacterias mencionadas anteriormente, 

obteniendo efecto bactericida, pero a mayores concentraciones que el extracto 

libre, lo que confirma el control de la liberación que realizan las nanopartículas que 

provoca una menor actividad bactericida al comienzo del experimento209. También 

Pereira y colaboradores encapsularon extractos de fuentes naturales, en este caso 

el extracto fenólico de la fruta de la guabiroba. Los componentes mayoritarios de 

este extracto son los ácidos gálico, elágico, ferúlico y p-cumárico, con propiedades 

antioxidantes, antiinflamatorias, bactericidas y anticarcinogénicas. Así, sintetizaron 

nanopartículas de PLGA cargadas con el extracto mediante el método de emulsión-

evaporación, obteniendo unas nanopartículas de 202 nm de diámetro con una 

eficiencia de encapsulación del 39 %. Dichas partículas mostraron su capacidad para 

inhibir el crecimiento de la bacteria Listeria innocua a una concentración menor que 

la del extracto libre debido a la presencia de PVA en el recubrimiento de las 
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nanopartículas, que mejora la adhesión de las nanopartículas a la pared bacteriana 

y potencia la adsorción del compuesto a través de la membrana celular209. 

Además de extractos sin purificar de fuentes naturales, también se han 

encapsulado previamente compuestos purificados a partir de dichos extractos. Por 

ejemplo, Gao y colaboradores encapsularon curcumina en nanopartículas mediante 

el método de nanoprecipitación. Variando la proporción entre la fase acuosa y la 

orgánica, así como la concentración de curcumina, obtuvieron nanopartículas de 

entre 132 y 304 nm, con unas eficiencias de encapsulación de entre el 51 y el 95 %. 

Ensayaron las propiedades bactericidas de las nanopartículas frente a Bacillus 

licheniformis, Bacillus sonorensis, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y Salmonella, 

obteniendo en todos los casos una reducción en la MIC para las nanopartículas en 

comparación con la curcumina libre210. Además de Gao y colaboradores, Parmar y 

colaboradores prepararon nanopartículas de PLGA cargadas con bencilisotiocianato 

(un compuesto obtenido de la familia de las plantas crucíferas con propiedades 

bactericidas y antinflamatorias) mediante el método de emulsión-evaporación, 

obteniendo partículas de 106 nm con una eficiencia de encapsulación del 74 %. 

Estas nanopartículas presentaron una mayor actividad bactericida frente a E. coli 

que el compuesto libre, aunque sin conseguir determinar la razón por la que 

aumenta la capacidad bactericida del compuesto al estar encapsulado211. 

Así pues, en este capítulo se plantea la síntesis de partículas de PLGA cargadas 

con timol mediante el método de electrospraying para obtener un perfil de 

liberación del mismo distinto al obtenido con otros métodos de síntesis utilizados 

en este trabajo y de esta manera disponer de distintos métodos de fabricación que 

permitan producir partículas cargadas de biocidas naturales presentando distintos 

perfiles de liberación. La elección del electrospraying cómo método de síntesis de 

las partículas es debido a la alta volatilidad del timol. Mientras que otros métodos 

de síntesis de nanopartículas poliméricas, como la nanoprecipitación o la emulsión-

evaporación, requieren de largos períodos de evaporación al aire de los disolventes 

orgánicos empleados, en el electrospraying dicha evaporación se produce de forma 

mucho más rápida, lo que puede reducir la pérdida de timol durante la síntesis. 

Adicionalmente, se plantea la inclusión de dichas partículas en membranas de PCL, 

para su empleo como apósitos para la protección de heridas frente a infecciones 

bacterianas. 
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 MATERIALES Y MÉTODOS 

III.2.1. Optimización de síntesis de micropartículas de PLGA 

cargadas con timol (PLGA-TIM) 

Para la síntesis de micropartículas de PLGA se partió de una disolución del 

polímero en DMF con una concentración de 10 % m/m. Para preparar esta 

disolución se disolvieron 1.1 g de PLGA en 10 mL de DMF en un bote de 

polipropileno y se mantuvieron en agitación toda la noche para garantizar la 

completa disolución del polímero. 

Para la síntesis de micropartículas de PLGA cargadas con timol (PLGA-TIM) se 

añadieron concentraciones crecientes de timol (5, 7.5, 10 y 15 % m/m) 30 minutos 

antes del proceso de electrospinning, para evitar la volatilización del compuesto y 

garantizar su completa disolución y homogeneización en la disolución polimérica. 

Todos los materiales preparados en este capítulo se sintetizaron en el equipo 

YFlow 2.2 D500 descrito en el anexo A.2.1 equipado con un colector plano de 

aluminio de 8 cm de diámetro recubierto de papel de aluminio. La distancia entre la 

punta de la aguja y el colector se fijó en 30 cm, el voltaje aplicado al colector se 

mantuvo constante a -4.30 kV, el voltaje aplicado a la aguja se mantuvo entre +10.08 

y +14.10 kV (variándolo en cada caso para mantener un cono de Taylor estable) y se 

emplearon caudales volumétricos de disolución de 0.5 y 1.0 mL/h. En todos los 

casos, el proceso se llevó a cabo a temperatura ambiente y con una humedad 

relativa entre el 30 y el 50 %. 

III.2.2. Optimización de síntesis de nanofibras de PCL 

decoradas con micropartículas de PLGA cargadas con timol 

(PCL@PLGA-TIM) 

Para la síntesis de membranas de PCL decoradas con micropartículas de PLGA-

TIM (PCL@PLGA-TIM) en primer lugar se prepararon las membranas de nanofibras 

de PCL a partir de una disolución de PCL 10 % m/m en una mezcla de DCM y DMF 

(1:1 en relación volumétrica). Se empleó un caudal volumétrico de 1 mL/h, la 

distancia entre la punta de la aguja y el colector se fijó en 18 cm, el voltaje aplicado 

al colector se mantuvo constante a -4.0 kV y el voltaje aplicado a la aguja se fijó a 

+10.50 kV. Para obtener una membrana con un espesor homogéneo se empleó el 

módulo de movimiento de la aguja en 2D con el que está equipado el equipo y se 
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empleó un colector plano de aluminio de 8 cm de diámetro cubierto con papel de 

aluminio. En todos los casos, el proceso se llevó a cabo a temperatura ambiente y 

con una humedad relativa entre el 30 y el 50 %. 

Una vez sintetizadas las membranas, se procedió al electrospraying de las 

micropartículas sobre las mismas. Para ello, se emplearon las mismas condiciones 

que las descritas en el apartado 2.1, empleando disoluciones de PLGA sin timol para 

las muestras control (PLC@PLGA) y con timol (PCL@PLGA-TIM) para las membranas 

con propiedades bactericidas. 

III.2.3. Caracterización 

III.2.3.1. Morfología 

Para la caracterización morfológica de los materiales sintetizados en este 

capítulo se recurrió a la microscopía SEM, preparando las muestras tal y como se 

describe en el anexo A.2.2. 

III.2.3.2. Propiedades mecánicas 

Dado que, tras la preparación de las membranas mediante electrospinning, se 

les sometió a un proceso posterior de electrospraying, se comprobó que no se viera 

afectada la estructura de la misma a partir de un estudio de sus propiedades 

mecánicas. Para ello, se cortaron seis muestras de cada material en forma de 

probeta de 50 x 10 mm para someterlas a un test de tracción. Los ensayos se 

realizaron en un equipo de test uniaxial Instron equipado con un video 

extensómetro 5548 (celda de carga de 1 KN y a una velocidad de extensión de 1 

mm/min). 

III.2.3.3. Composición 

III.2.3.3.1.GC-MS 

Para determinar el porcentaje de timol incluido en los materiales sintetizados 

en este capítulo se empleó la técnica GC-MS, preparando una recta de calibrado en 

metanol entre 1 y 50 ppm de timol y añadiendo una concentración de 5 ppm de S-

(-)-limoneno como patrón interno. 

Para la preparación de las muestras, se disolvieron aproximadamente 10 mg 

de material en 10 mL de acetonitrilo hasta la completa disolución del mismo. A 450 

µL de esta disolución, se añadieron 50 µL de una disolución de S-(-)-limoneno (para 
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obtener una concentración de patrón interno de 5 ppm) y 500 µL de metanol, se 

centrifugó la muestra a 13300 rpm para separar el polímero precipitado del 

sobrenadante y se filtró este último (a través de un filtro de 200 nm de diámetro de 

poro) para separarlo del polímero. El sobrenadante filtrado se diluyó en metanol 

para ajustar la concentración de timol a la recta de calibrado y las muestras 

resultantes se midieron con el método cromatográfico descrito en el anexo A.2.4. 

Para el cálculo del porcentaje de timol incorporado en los materiales sintetizados se 

midieron tres réplicas de, al menos, tres síntesis independientes de cada material. 

Los resultados obtenidos se expresan como la media de las medidas junto con la 

desviación estándar de dichas medidas. 

III.2.3.3.2.RMN-1H 

Para determinar el porcentaje de PCL y PLGA que compone cada muestra y 

confirmar el porcentaje de timol presente, calculado previamente mediante GC-MS, 

se empleó la técnica espectroscópica de RMN-1H como técnica de cuantificación. 

Igual que en el caso de los experimentos de RMN realizados en el capítulo II, estos 

experimentos fueron realizados en la Universidad de Jaén en colaboración con la 

Profesora Sofía Salido Ruiz. Para la recta de calibrado se prepararon disoluciones en 

CDCl3 de PCL (4 mg/mL), PLGA (4 mg/mL), timol (4 mg/mL) y piperonal (5 mg/mL). 

La disolución de piperonal en CDCl3 se empleó como patrón interno y se adicionó el 

mismo volumen (80 µL) a cada tubo de RMN (5 mm de diámetro externo), ya fuera 

una disolución de muestra en CDCl3 (20 mg/mL) o disoluciones de PCL, PLGA y timol 

preparadas para los diferentes puntos de la recta de calibrado. Todos los espectros 

se obtuvieron en un equipo Bruker DPX 400, trabajando a 400 MHz y en una ventana 

espectral entre 0 y 13 ppm. 

Para obtener la máxima intensidad de señal para cada protón se optimizó el 

parámetro de relajación D1. Para ello, se empleó la secuencia de pulsos del método 

de inversión-recuperación, calculando así el tiempo de relajación longitudinal, T1, 

en las disoluciones de PCL, PLGA, timol y piperonal mientras se aplica un pulso de 

90° de 10.4 μs de ancho. El valor más alto para T1 se encontró para la señal a 

desplazamiento de 9.80 ppm del piperonal, con un valor de 4.45 s, por lo que el 

valor de D1 se fijó en 15 s (un valor más de 3 veces superior al valor de T1). 

Una vez ajustados los parámetros, se utilizó como valor de referencia la 

integración de la señal singlete a 9.80 ppm del piperonal y se emplearon para la 

cuantificación la integración del doblete a 7.05 ppm para el timol, el multiplete 

entre 4.53 y 4.95 ppm para el PLGA y el multiplete entre 3.95 y 4.10 ppm para la 
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PCL. Los resultados se obtuvieron, por duplicado, a partir de la medida de 3 

muestras sintetizadas independientemente. Estos se expresan como la media de las 

medidas junto con la desviación estándar de dichas medidas. 

III.2.3.4. Determinación del perfil de liberación 

Para la determinación del perfil de liberación de timol desde los materiales 

sintetizados en este capítulo se empleó un modelo estático. Para ello, se 

sumergieron 25 mg de membrana de PCL@PLGA-TIM en 10 mL de fluido biológico 

simulado (PBS con 2 % m/v de Tween 80) y se mantuvieron a 37 °C bajo agitación 

constante a 250 rpm. Estas condiciones se mantuvieron durante 15 días, 

reemplazando todo el fluido a tiempos determinados para su posterior análisis 

mediante cromatografía UPLC (anexo A.2.5). 

III.2.3.5. Propiedades bactericidas 

Para la determinación de las propiedades bactericidas de los materiales 

sintetizados en este capítulo se empleó el ensayo de Susceptibilidad Antimicrobiana 

en Disco del US Clinical and Laboratory Stantandars Institute (CLSI)212. Para ello, se 

cortaron discos con diferentes diámetros (12, 14, 18 y 20 mm) de los distintos 

materiales y se esterilizaron bajo luz ultravioleta (λ = 254 nm) 30 minutos por cada 

cara. Posteriormente, cada placa Petri de TSA estéril empleada se inoculó con 200 

µL de una suspensión bacteriana de S. aureus ATCC 25923 (107 UFC/mL) y se 

colocaron los discos (hasta 2 discos por placa) sobre el agar, poniendo en contacto 

la cara sobre las que se depositaron las micropartículas de PLGA o las 

micropartículas de PLGA cargadas con timol. Las muestras se incubaron a 37 °C 

durante diferentes períodos de tiempo (1 y 5 días) en una caja cerrada con agua 

para mantener un nivel de humedad adecuado, tras lo cual se tomaron distintas 

fotografías de las muestras para evaluar el diámetro del halo de inhibición 

producido. 

III.2.3.6. Estudio de citotoxicidad in-vitro 

Para el estudio de la citotoxicidad de los materiales sintetizados en este 

capítulo se emplearon dos líneas celulares distintas: fibroblastos humanos y 

queratinocitos (HaCaT) como modelos de células epiteliales. Ambas líneas se 

cultivaron en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) con L-glutamina 

(2 mM) y suplementado con Fetal Bovine Serum (FBS, 10 % v/v) y antibióticos (1 % 
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de penicilina-estreptomicina-anfotericina B) a una temperatura de 37 °C y en una 

atmósfera con un 5 % de CO2. 

Para asegurar la viabilidad de las células, éstas se sembraron 24 h antes del 

tratamiento en placas de 6 pocillos con una densidad de 1.2 x 105 células por pocillo. 

Transcurrido ese tiempo, y para asegurar la correcta adhesión de las células, se 

retiró el medio de cultivo y se reemplazó por medio fresco añadiendo a cada pocillo 

timol o los distintos materiales sintetizados (membranas de PCL, membranas de 

PCL@PLGA y membranas de PCL@PLGA-TIM). Cada membrana se esterilizó durante 

1 h por cada cara bajo luz ultravioleta. Tras una incubación de 24 h se realizó un 

ensayo de viabilidad Blue cell para estudiar el metabolismo celular. Se retiraron las 

membranas, el medio de cultivo se sustituyó por medio fresco añadiendo el reactivo 

correspondiente (10 % v/v) y se incubaron las muestras durante 4 h, tiempo tras el 

cual se midió la fluorescencia de cada muestra (535 nm para la excitación y 590 nm 

para la emisión) en un lector de microplacas Synergy HT. La viabilidad se calculó por 

interpolación, considerando las muestras control (a las que no se les añadió timol o 

membrana) como el 100 % de viabilidad. Los datos se obtuvieron a partir de 6 

experimentos por cada material llevados a cabo por duplicado (12 datos por cada 

material), expresando el valor como media de los datos obtenidos junto con 

desviación estándar de los mismos. 

III.2.3.7. Estudio microbiológico in-vivo 

Además de los estudios in-vitro de las propiedades bactericidas y la 

citotoxicidad de los materiales sintetizados en este capítulo, el grupo de 

investigación ensayó la eficacia de los mismos en un modelo escisional de herida 

infectada en ratón. Todos los experimentos fueron aprobados por la Comisión Ética 

Asesora para la Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza de acuerdo 

con la Política Española para la Protección Animal (RD53/2013) y la Directiva de la 

Unión Europea 2010/63 para la protección de los animales destinados a la 

investigación científica. 

El procedimiento experimental del modelo de herida se describe en el anexo 

A.4.1 empleando como modelo de bacteria Gram + la bacteria S. aureus ATCC 

25923. Se emplearon discos de 12 mm de diámetro de los materiales sintetizados, 

apilando el número necesario de los mismos hasta obtener la masa de material 

necesaria para obtener efecto bactericida calculada en los ensayos bactericidas in-

vitro. Para los ensayos se establecieron cuatro grupos de 6 ratones cada uno: a) 

grupo control (con heridas no infectadas); b) grupo infectado (con heridas 



M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S | 

 

P á g i n a  | 107 
 

infectadas sin tratar con los materiales sintetizados); c) grupo infectado tratado con 

PCL@PLGA; d) grupo infectado tratado con PCL@PLGA-TIM. 3 ratones de cada 

grupo se sacrificaron tras 3 días de tratamiento, mientras que los otros 3 se 

sacrificaron tras 7 días de tratamiento, momento en el cual las heridas se midieron 

y fotografiaron. 

La identificación de los microorganismos presentes en cada herida se realizó la 

técnica de MALDI-TOF mientras que la cuantificación de las bacterias presentes en 

la herida se realizó mediante qPCR. Ambos procedimientos se describen en el anexo 

A.4.2. Se realizó también el estudio histopatológico de las heridas empleando para 

ello el procedimiento descrito en el anexo A.4.3. 
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 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 Optimización de síntesis de micropartículas de PLGA 

cargadas con timol (PLGA-TIM) 

Previo paso a su inclusión en membranas de nanofibras de PCL para la 

obtención de un material que proporcionara una liberación de timol sostenida en el 

tiempo, se procedió a la optimización del porcentaje de timol incluido en las 

micropartículas de PLGA sintetizadas mediante la técnica de electrospraying. Al 

igual que en el capítulo II, dicha optimización se centró en conseguir la mayor carga 

inicial de timol en las micropartículas comprometiendo lo menos posible la 

estructura de las mismas para preservar su morfología. 

Para ello, se partió de una disolución de PLGA (10 % m/m) en DMF a la que se 

adicionaron concentraciones crecientes de timol (5, 7.5, 10 y 15 % m/m de timol 

respecto a la masa de PLGA), fijando un caudal volumétrico de 0.5 mL/h y los 

voltajes indicados en la sección 2.1. Los resultados de dichos experimentos se 

pueden observar en la Figura III- 3. Para una concentración de hasta un 10 % m/m 

de timol, se obtuvieron micropartículas de en torno a 1.5 µm de diámetro (1.8±0.2, 

1.4±0.2 y 1.6±0.2 µm para las concentraciones de 5, 7.5 y 10 % m/m de timol, 

respectivamente) con una distribución de tamaños muy estrecha, como se puede 

observar en los respectivos histogramas. Sin embargo, para una concentración del 

15 % m/m de timol, no se han formado partículas si no que, tal y como se puede 

apreciar en la imagen de SEM (Figura 

III- 3 D), hay formaciones poliméricas 

conectadas entre sí en vez de las 

partículas esféricas separadas que se 

pueden observar para el resto de 

concentraciones (Figura III- 3 A, B y C). 

Dichas aglomeraciones se deben evitar 

ya que no permitirían controlar los 

perfiles de liberación del principio 

activo contenido en su interior. 

De la misma forma que se ha 

comprobado en el capítulo II para la 

síntesis de nanofibras cargadas con 

distintos compuestos, la viscosidad de 

Figura III- 3. Imágenes de SEM de 

micropartículas de PLGA-TIM ((A: 5 % TIM 

m/m; B: 7.5 % TIM m/m; C: 10 % TIM m/m y 

D: 15 % TIM m/m) 
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la disolución afecta a la formación de partículas mediante electrospraying de modo 

similar a como afecta a la formación de fibras mediante electrospinning, ya que 

ambos procesos se encuentran englobados dentro de las denominadas técnicas 

electrohidrodinámicas y se encuentran gobernadas por los mismos factores213. Por 

tanto, al aumentar el porcentaje de timol añadido a la disolución de PLGA, la 

viscosidad de la misma disminuye, haciendo que no sea posible obtener 

micropartículas de un diámetro homogéneo.  

Así pues, se estableció como óptima una concentración de 10 % m/m de timol 

para la síntesis de micropartículas de PLGA-TIM. Además del porcentaje de timol, se 

aumentó el caudal volumétrico de disolución empleado para aumentar así la 

producción de partículas, ensayando además de a 0.5 mL/h a 1 mL/h. En la Figura 

III- 4 se muestran los resultados de este incremento en el caudal volumétrico de 

disolución. Mientras que para un caudal volumétrico de 0.5 mL/h se obtienen 

micropartículas 1.6±0.2 µm, para un 

caudal volumétrico de 1 mL/h se 

obtienen micropartículas de 0.7±0.1 

µm. Aunque al aumentar el caudal 

volumétrico, se podría pensar que el 

diámetro de las micropartículas 

obtenidas debería aumentar debido al 

incremento del polímero aportado al 

proceso, en este caso se comprobó 

cómo al aumentar el caudal 

volumétrico el diámetro de las 

micropartículas disminuye. De igual 

forma que para la técnica de 

electrospinning, la técnica de 

electrospraying se ve afectada por 

distintos parámetros, entre los que se encuentra el voltaje aplicado a la disolución. 

Para un caudal volumétrico de 0.5 mL/h es necesario aplicar a la aguja un voltaje de 

12.57 kV para obtener un cono de Taylor estable mientras que para un caudal 

volumétrico de 1 mL/h el voltaje necesario para mantener estable el cono de Taylor 

es de 14.09 kV. Al igual que ocurre con el proceso de electrospinning (explicado en 

la sección II.3.1), el aumento del voltaje aplicado a una disolución a partir de la que 

se están obteniendo partículas mediante electrospraying hace que las partículas 

Figura III- 4. Imágenes de SEM de 

micropartículas de PLGA-TIM con un 10 % 

m/m de timol sintetizadas a distintos 

caudales volumétricos (A: 0.5 mL/h; B: 1 

mL/h) 
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obtenidas sean de un diámetro menor, así como con una distribución de tamaño 

más estrecha que en el caso de aplicar un voltaje menor214–216. 

 Optimización de síntesis de nanofibras de PCL decoradas 

con micropartículas de PLGA (PCL@PLGA) y 

micropartículas de PLGA cargadas con timol (PCL@PLGA-

TIM) y caracterización morfológica 

Una vez determinadas las condiciones óptimas para la obtención de 

micropartículas de PLGA-TIM (10 % m/m de timol y caudal volumétrico de 

disolución de 1 mL/h, que produce micropartículas de 0.7±0.1 µm) se planteó su 

inclusión en un soporte para poder emplearlas como dispositivos de liberación de 

timol en apósitos y así obtener unas membranas con un perfil de liberación distinto 

al ya conseguido en el capítulo anterior ya que, en función del escenario patológico, 

se necesita un perfil de liberación distinto. El soporte elegido fueron membranas de 

nanofibras de PCL preparadas mediante electrospinning tal y cómo se describe en 

el capítulo II. 

Para ello, en primer lugar, se prepararon las membranas soporte de nanofibras 

de PCL a partir de una disolución de dicho polímero en una mezcla de DCM y DMF 

(en relación volumétrica 1:1) a una concentración del 10 % m/m. A partir de la 

misma, y con las condiciones detalladas en la sección III.2.2, se obtienen membranas 

con un diámetro de fibra de 484±83 nm (Figura III- 5 H), empleando para ello un 

colector circular de aluminio de 8 cm de diámetro (recubierto con papel de aluminio 

para facilitar la recuperación de la membrana).  

Una vez sintetizadas las membranas, se procedió al electrospraying de 

micropartículas de PLGA-TIM sobre las mismas, en las condiciones determinadas 

como óptimas en la sección III.3.1. A fin de determinar el tiempo necesario para 

cubrir toda la membrana, se tomaron muestras a distintos tiempos del proceso para 

comprobar la estructura mediante imágenes de SEM. Los tiempos ensayados fueron 

0.5, 1, 1.5, 2 y 3.5 horas y los resultados obtenidos se ilustran en la Figura III- 5. Se 

observó cómo, al aumentar progresivamente el tiempo de electrospraying sobre la 

membrana, esta se fue recubriendo gradualmente de micropartículas hasta las 2 

horas (imágenes A a D). Sin embargo, el aumento de tiempo de electrospraying 

hasta 3.5 horas no aporta un incremento aparente de la cantidad de micropartículas 

sobre la superficie de la membrana. Por lo tanto, se fijó el tiempo de electrospraying 

de micropartículas de PLGA-TIM sobre la membrana en 2 horas. Para asegurar una 
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distribución homogénea de las mismas 

sobre la superficie, se empleó también 

el módulo de movimiento en 2D del 

equipo, para evitar la concentración de 

micropartículas en una zona. 

En las imágenes F y H de la Figura 

III- 5 se puede observar como en el 

material final (las membranas de 

nanofibras de PCL decoradas con 

micropartículas de PLGA-TIM, 

PCL@PLGA-TIM) todas las 

micropartículas se encuentran 

concentradas en una de las caras de la 

membrana (imagen G) mientras que en 

la otra cara no se aprecia la presencia 

de micropartículas (imagen G) 

indicando que no ha habido 

percolación a través de la membrana. 

En la imagen F se muestra un corte 

transversal de la misma, en el que se 

puede observar cómo las 

micropartículas se concentran en la 

cara situada a la derecha de la imagen 

(la cual corresponde a la cara sobre la 

que se realizó el electrospraying de las 

partículas), mientras que en la parte 

izquierda de la misma (la cara inversa) no se encuentra apenas ninguna 

micropartícula, siendo atribuibles las pocas que se pueden observar a una ocasional 

transferencia durante la preparación de la muestra para su visualización mediante 

SEM. Sin embargo, se observó un aumento de diámetro de las micropartículas, 

desde 0.7±0.1 µm cuando se sintetizan independientemente hasta 1.6±0.3 µm 

cuando se sintetizan sobre la membrana de nanofibras. Mientras que durante la 

optimización de la síntesis de nanopartículas se empleó el colector cubierto con 

papel de aluminio para llevar a cabo el proceso de electrospraying, en el material 

final el electrospraying se lleva a cabo sobre una membrana de PCL. Dicha 

membrana aísla parcialmente el colector, por lo que el voltaje real en la superficie 

Figura III- 5. Optimización del tiempo de 

recubrimiento de las membranas. A: 0.5 h; B: 

1 h; C: 1.5 h; D: 2 h; E: 3.5 h; F: corte 

transversal de la membrana final; G: cara 

superior de la membrana final; H: cara 

inferior de la membrana final 
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de la membrana (dónde se depositan las micropartículas) es menor que el aplicado 

por la fuente. Esta disminución de voltaje, como ya se ha comentado con 

anterioridad, puede provocar el aumento del diámetro de las micropartículas214–216, 

que es el efecto observado. 

Además de membranas decoradas con micropartículas cargadas con timol se 

sintetizaron membranas decoradas con micropartículas de PLGA sin incluir timol 

(PCL@PLGA) para emplearlas como control de crecimiento positivo en posteriores 

ensayos microbiológicos y de citotoxicidad. Para ello se emplearon las condiciones 

detalladas en la sección III.2.1sustituyendo la disolución de PLGA con timol (10 % 

m/m de PLGA con un 10 % m/m de timol respecto al polímero) por una disolución 

de PLGA en DMF a una concentración del 10 % m/m, fijando el caudal volumétrico 

de la misma en 1 mL/h y fijando el tiempo de electrospraying de micropartículas en 

2 horas. 

En la Figura III- 6 se presentan imágenes de los materiales obtenidos. Como se 

puede observar, superficialmente se obtuvo una membrana similar a la obtenida 

para PCL@PLGA-TIM, con las fibras totalmente recubiertas por micropartículas. Sin 

embargo, se puede observar como el diámetro de las micropartículas se vio 

afectado, variando desde los 1.64 µm (para las partículas cargadas con timol) hasta 

1.2±0.2 µm para las partículas sin cargar. Esta variación en el diámetro de las 

micropartículas obtenidas se puede explicar de igual forma que la variación 

obtenida al modificar el caudal de disolución en la sección III.3.1. Mientras que para 

estabilizar el cono de Taylor generado por una 

disolución de PLGA 10 % m/m con un 10 % 

m/m de timol es necesario aplicar a la aguja 

un voltaje de 14.09 kV (a un caudal 

volumétrico de 1 mL/h) para estabilizar una 

disolución del mismo polímero sin timol (al 

mismo caudal volumétrico) es necesario 

aplicar a la aguja un voltaje de 15.61 kV, por lo 

que el mayor voltaje aplicado a la disolución 

de PLGA sin timol hace que el diámetro de las 

micropartículas obtenidas disminuya214–216. 

Figura III- 6. Imagen de SEM de una 

membrana de PCL@PLGA 
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 Caracterización de las membranas sintetizadas 

 Propiedades mecánicas 

Aunque teóricamente durante el proceso de electrospraying se evapora el 

disolvente y las partículas llegan a la superficie del colector en estado sólido, se 

decidió estudiar las propiedades mecánicas de las membranas preparadas en este 

capítulo para comprobar que la adición de las micropartículas de PLGA o la inclusión 

de timol en las mismas no afecta a las características mecánicas de las membranas. 

Para ello, se realizaron ensayos de tracción a probetas de 50 x 10 mm de membranas 

de PCL, PCL@PLGA y PCL@PLGA-TIM. 

En la Figura III- 7 se presenta el diagrama de los ensayos de tracción realizados. 

Para las membranas de PCL sin incorporar las micropartículas se obtuvo un valor 

para la tensión de rotura de 3.6±0.8 MPa produciéndose la rotura a una elongación 

del 147.4±16.8 %, valores que concuerdan con los reportados en bibliografía217. Tras 

la incorporación de las micropartículas, en las membranas de PCL@PLGA se obtuvo 

una tensión de rotura de 2.8±0.2 MPa con una elongación del 174.0±12.4 %, valores 

que así mismo coinciden con los reportados por nuestro grupo previamente para 

membranas de PCL decoradas con partículas de PLGA218. Anteriormente, Aragón y 

colaboradores emplearon un colector rotatorio para la síntesis simultánea de 

nanofibras de PCL y micropartículas de PLGA cargadas con rifampicina, obteniendo 

membranas en las que se combinan nanofibras y micropartículas a lo largo de todo 

el espesor de las mismas, para obtener “scaffolds” que se implanten tras 

Figura III- 7. Diagrama de ensayos de tracción para las membranas de PCL, 

PCL@PLGA y PCL@PLGA-TIM 
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tratamientos ortopédicos como sustitutivos óseos y prevenir así posibles 

infecciones óseas, por lo que se consideró adecuado el incluir las micropartículas en 

toda la membrana. En este trabajo, sin embargo, se decidió depositar las 

micropartículas únicamente sobre una cara de las membranas previamente 

sintetizadas mediante electrospinning, ya que el objetivo principal es obtener 

apósitos para el tratamiento de heridas y se consideró prioritario el concentrar el 

antibiótico en la superficie en contacto con la herida. Por tanto, aunque en ambos 

casos el material es similar (micropartículas de PLGA cargadas con un antibiótico y 

depositadas en una membrana de nanofibras de PCL) el método de síntesis es 

totalmente diferente. Sin embargo, a pesar de que emplear dos métodos de síntesis 

distintos podría alterar las propiedades mecánicas de las membranas obtenidas, los 

ensayos de tracción realizados demostraron que, en este caso, el método de síntesis 

empleado no altera dichas propiedades. 

La incorporación del timol en las micropartículas apenas varió los resultados 

obtenidos, ya que las membranas de PCL@PLGA-TIM presentaron una tensión de 

rotura de 2.7±0.8 MPa y una elongación de rotura del 168.4±0.4 %. Una variación 

tan pequeña de los parámetros obtenidos tras la incorporación tanto de 

micropartículas de PLGA como de PLGA-TIM en las membranas indica que el 

proceso de incorporación de las mismas no afecta a la estructura mecánica de las 

membranas cuando son sometidas a tracción. 

Con estos resultados, aunque se puede observar una reducción en la tensión 

de rotura en las membranas de PCL@PLGA y PCL@PLGA-TIM respecto a las 

membranas de PCL, todas ellas presentan unos valores en el rango requerido para 

su aplicación como apósitos (entre 2 y 16 MPa) y con una elongación de rotura 

superior al de la piel humana (que se encuentra entre el 70 y el 77 %)219. 

 Composición 

Para determinar la cantidad de timol incluida en las membranas se empleó la 

cromatografía GC-MS. Previo paso a la medida, se trataron las muestras de modo 

que se eliminó el PLGA de las mismas para evitar interferencias en la medida. El 

tratamiento con acetonitrilo disuelve el PLGA mientras que la adición de metanol 

provoca su precipitación, por lo que es posible separarlo de la disolución mediante 

centrifugación y filtración del sobrenadante.  

Se determinó una carga de 1.30±0.16 % m/m de timol respecto a la masa de 

polímero total. Teniendo en cuenta que el porcentaje teórico de timol incorporado 
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en las membranas es del 4.94 % m/m respecto al total de polímero, se obtuvo una 

eficiencia de encapsulación del 23.31 %, un valor inferior que el reportado 

previamente por otros autores para partículas de PLGA cargadas con timol 

mediante diferentes técnicas. Por ejemplo, Zhu y colaboradores obtuvieron una 

eficiencia de encapsulación de timol del 47 % al preparar nanopartículas de PLGA 

cargadas con este compuesto mediante el método de emulsión-evaporación177, 

Rajan y colaboradores consiguieron una eficiencia de encapsulación del 63 % de 

timol en nanopartículas magnéticas de Fe3O4 recubiertas con PLGA preparadas 

mediante el método de emulsión-evaporación220 y Moreira y colaborados 

alcanzaron una eficiencia de encapsulación de timol del 50-56 % (en función del 

origen del aceite esencial empleado) en partículas de PLGA sintetizadas mediante 

un proceso de coacervación221. 

Dados los bajos valores de eficiencia de encapsulación obtenidos respecto a 

valores bibliográficos se analizó si el origen de los mismos se encontraba en una 

escasa encapsulación del timol en las micropartículas de PLGA o si, por el contrario, 

el origen estaba en que se incorporara a la membrana un menor porcentaje de 

micropartículas del teórico. Para ello, se recurrió a la técnica espectroscópica de 

RMN-1H como técnica de cuantificación para el PLGA y el timol realizando una recta 

de calibrado para ambos compuestos y empleando piperonal como patrón interno. 

En la Tabla III- 1 se presentan los resultados obtenidos en dichos experimentos. 

En primer lugar, se pudo comprobar que los datos del porcentaje de timol incluido 

en las membranas obtenidos mediante GC-MS eran correctos, ya que el porcentaje 

de dicho compuesto medido mediante RMN-1H es similar al medido mediante GC-

MS (1.30 y 1.20 % m/m mediante GC-MS y RMN-1H, respectivamente). Por otro 

lado, para las membranas de PCL@PLGA se obtuvo un porcentaje de PLGA del 

Tabla III- 1. Porcentaje de PLGA y timol incorporado en las membranas de PCL@PLGA y 

PCL@PLGA-TIM 
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11.28±3.39 % m/m que, teniendo en cuenta el porcentaje teórico del mismo (45.45 

% m/m), indica una eficiencia de incorporación de micropartículas del 24.82 %. Para 

el caso de las membranas de PCL@PLGA-TIM se obtuvo un 17.46±2.15 % m/m de 

PLGA y un 1.20±0.41 % m/m de timol que, teniendo en cuenta el porcentaje teórico 

de ambos (42.31 y 4.94 % m/m para el PLGA y el timol respectivamente), indica que 

se ha incorporado un 38.76 % del total teórico de micropartículas de PLGA-TIM. 

Estos valores por debajo del 40 % pueden ser debidos a que, al encontrarse el 

colector cubierto con una capa de polímero de espesor creciente conforme avanza 

el tiempo de electrospraying, la superficie colectora se vuelve más aislante y las 

partículas no sean atraídas a la misma con la misma intensidad, depositándose fuera 

del colector. Este hecho explicaría también en que no se observe un aumento 

significativo en la cantidad de micropartículas depositadas en la superficie al 

aumentar del tiempo de 2 a 3.5 horas de electrospraying (Figura III- 5 D y E). 

En cuanto al porcentaje de timol incluido en las micropartículas de PLGA-TIM, 

si tenemos en cuenta los datos obtenidos mediante RMN-1H, las micropartículas 

depositadas en las membranas contienen un 6.87 % m/m de timol, lo que equivale 

a una eficiencia de encapsulación de timol del 66.99 %. Este valor es similar al 

reportado por Rajan220 y superior a los reportados por Zhu177 y Moreira221 (63, 47 y 

50-56 % respectivamente). En los tres casos, los autores emplean métodos de 

síntesis con un largo proceso de evaporación al aire del disolvente orgánico que 

puede provocar la pérdida de timol debido a su alta volatilidad, mientras que 

mediante la técnica de electrospraying el proceso de evaporación del disolvente es 

mucho más rápido, lo cual es una gran ventaja para la encapsulación de compuestos 

volátiles. 

 Adhesión de las micropartículas de PLGA-TIM a la 

membrana de PCL 

Para determinar la fortaleza de la unión entre las micropartículas de PLGA-TIM 

y las nanofibras de la membrana de PCL se diseñó un experimento en el cual las 

membranas se sumergieron en agua y se les sometió a agitación mecánica y 

cavitación en un baño de ultrasonidos (a frecuencia de 40 kHz y una potencia 

constante de 360 W) durante un tiempo de 18 minutos, tomando muestras a 

distintos tiempos (0, 6, 12 y 18 minutos) para su análisis mediante SEM. 

Como se puede observar en la Figura III- 8, las burbujas inducidas por 

cavitación en el baño no afectan ni a la unión entre las fibras y las micropartículas 



R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N | 

 

P á g i n a  | 117 
 

(no se observa zonas en las que se 

aprecien las nanofibras sin cubrir o con 

una menor presencia de 

micropartículas que en el punto inicial 

de la imagen A) ni a la morfología 

propiamente dicha, ya que mantienen 

un diámetro de en torno a 1.4-1.5 µm 

en todos los casos. Por ello se concluyó 

que la interacción entre las fibras y las 

partículas era fuerte. Esta fortaleza de 

enlace podría deberse a pequeñas 

trazas de disolvente presentes en las 

micropartículas que, al llegar a la 

superficie de la membrana, 

interactuaran con el polímero de las 

nanofibras, disolviéndolo ligeramente y favoreciendo la adhesión de las 

micropartículas a las nanofibras. Además, al emplear como método de síntesis el 

electrospraying, el timol se encuentra distribuido por todo el volumen de las 

mismas, incluyendo la superficie. Como ya se ha comprobado en el capítulo II, entre 

el timol y la PCL se establecen puentes de hidrógeno que, en el caso de las 

membranas de PCL@PLGA-TIM puede favorecer la unión entre las nanofibras de 

PCL y la superficie de las micropartículas formada por una mezcla de PLGA y timol. 

 Determinación del perfil de liberación 

Ya que estas membranas se diseñaron para su uso como apósitos con una 

liberación sostenida del compuesto bactericida (timol) se hizo necesario estudiar el 

perfil de liberación al medio del mismo. Para ello, se eligió un modelo estático en el 

cual la membrana se sumerge en un volumen determinado de fluido biológico 

simulado y se mantiene a 37 °C bajo agitación constante. Durante el experimento 

se sustituyó la totalidad del fluido por fluido fresco en determinados tiempos para 

analizar su contenido en timol mediante UPLC. 

En la Figura III- 9 se presenta el perfil de liberación de timol desde las 

membranas de PCL@PLGA-TIM, extendido durante 24 horas. En él se puede 

observar cómo, tras 24 horas se liberó un 71.07±8.11 % con una liberación muy 

rápida durante las primeras 3 horas (se libera hasta un 60.12±7.71 % del timol 

incluido en las membranas) seguido de una liberación más sostenida del mismo 

Figura III- 8. Estudio de estabilidad de unión 

entre nanopartículas de PLGA-TIM y 

nanofibras de PCL a distintos tiempos (A: 0 

min., B: 6 min., C: 12 min. y D: 18 min.) 
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hasta las 24 horas. Aunque se observó una liberación rápida del timol encapsulado, 

con la encapsulación en PLGA se consiguió retardar la liberación del mismo si se 

compara con la obtenida para las membranas de PLC-TIM sintetizadas en el capítulo 

II. Mientras que en las membranas de PCL-TIM no se detectó la liberación del timol 

más allá de las 8 horas de experimento, en las membranas de PLGA la liberación del 

compuesto se extendió 3 veces más, hasta las 24 horas. Por otro lado, al comparar 

el perfil de liberación obtenido para ambos materiales, aunque en ambos casos se 

obtuvo una liberación muy rápida al inicio del experimento, para las membranas de 

PCL-TIM este efecto se mantuvo durante los primeros 20 minutos de experimento 

(en los que se liberó el 5.70 % del timol cargado) en las membranas de PCL@PLGA-

TIM este efecto se extendió hasta 3 horas (en las que se liberó el 60.12 % del timol 

cargado). Por lo tanto, cambiando el polímero en el que se carga el timol se 

consiguió modificar el perfil de liberación de las membranas obtenidas, 

aumentando la cantidad liberada y ralentizando la velocidad de liberación del timol 

al emplear PLGA en lugar de PCL. 

Para estudiar la liberación del timol desde este tipo de membranas se recurrió 

al ajuste de los datos obtenidos mediante varios modelos matemáticos, 

encontrando que el modelo que mejor se ajustaba (con coeficiente de regresión 

lineal, R2, de 0.995) a los datos obtenidos es el modelo de Peppas-Sahlin222, descrito 

mediante la Ecuación III-1, dónde Mt/M∞ es la fracción de compuesto liberado a 

Figura III- 9. Perfil de liberación de timol desde las membranas de PCL@PLGA-TIM 
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tiempo t, K1 es la constante asociada a la liberación por difusión del compuesto a 

través de la matriz, K2 es la constante asociada a la liberación de compuesto gracias 

a los mecanismos de relajación de las cadenas poliméricas y n es un exponente de 

difusión puramente Fickiano: 

𝑀𝑡
𝑀∞

⁄ = 𝐾1 · 𝑡𝑛 + 𝐾2 · 𝑡2𝑛 

Ecuación III-1. Ecuación que describe el modelo de liberación de Peppas-Sahlin 

Este modelo se puede emplear con cualquier geometría de material, teniendo 

en cuenta de que solo se puede aplicar hasta un 60 % de compuesto liberado, por 

lo que en este caso se usó para liberación de compuesto durante las primeras 3 

horas. El valor obtenido para el coeficiente n, 0.69, indica un mecanismo de 

transporte anómalo en el que se combina la difusión del timol a través de las capas 

externas de la matriz polimérica con la liberación debida a la relajación y erosión de 

las cadenas poliméricas. Para las constantes de difusión (K1) y de relajación (K2) se 

obtuvieron valores de 48.77 h-n y -9.71 h-2n respectivamente. Aunque la contribución 

de ambos mecanismos se considera aditiva, al obtener una relación K1/K2 en torno 

a 5 se puede considerar que el mecanismo que controla el proceso de liberación de 

timol en las membranas de PCL@PLGA-TIM es de difusión Fickiana. 

 Propiedades bactericidas de las membranas de 

PCL@PLGA-TIM 

La inclusión de micropartículas de PLGA-TIM en membranas tiene por objetivo 

el desarrollar apósitos con propiedades bactericidas por lo que es necesario estudiar 

dichas propiedades. En este caso, dado que el material bactericida se encuentra 

concentrado solo en una de las caras de la membrana. Se decidió emplear el ensayo 

de Susceptibilidad Antimicrobiana en Disco, empleando como modelo bacteriano S. 

aureus. 

En dicho ensayo, se evalúa el diámetro del halo de inhibición (área alrededor 

de la muestra sin crecimiento bacteriano) generado alrededor de cada muestra. 

Para ello, se ensayaron distintas áreas de membrana de PCL@PLGA-TIM (discos de 

12, 14, 18 y 20 mm) empleando como control de crecimiento positivo membranas 

de PCL y PCL@PLGA para confirmar que el efecto bactericida observado es 

consecuencia de la inclusión del timol en las muestras y no de un posible efecto 

bactericida de los polímeros. Para discos de 12, 14 y 18 mm no se observó efecto 

bactericida en ninguno de los 3 tipos de membranas, mientras que los resultados 
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obtenidos para discos de 20 mm se 

muestran en la Figura III- 10. Mientras 

que en las membranas de PCL y 

PCL@PLGA no se observa ningún halo 

de inhibición alrededor de las muestras 

ni a un día (Figura III- 10 A-1 y B-1) ni a 

cinco días (Figura III- 10 A-2 y B-2) se 

puede observar, sin embargo, como 

para las membranas de PCL@PLGA-TIM 

sí hay efecto, generándose un halo de 

inhibición tanto a uno como a cinco días 

de experimento (Figura III- 10 C-1 y C-2, 

respectivamente). El diámetro de dicho 

halo es mayor a los cinco días que al 

primer día (29.9±0.6 y 24.8±0.2 mm, 

respectivamente) lo que indica que se 

produce una liberación de timol a 

través del agar desde las membranas, 

haciendo mayor el área afectada por la 

presencia de timol en el mismo. De 

acuerdo con la norma ASTM E2149-

01223, la generación de un halo de 

inhibición superior a 1 mm por parte de un material indica que este puede ser 

considerado un buen agente bactericida, por lo que las membranas de PCL@PLGA-

TIM pueden ser consideradas como materiales bactericidas. 

Con estos resultados, se obtuvo una masa de 28.9±4.6 mg (masa de un disco 

de 20 mm de diámetro) de membrana de PCL@PLGA-TIM como la mínima necesaria 

para tener efecto bactericida frente a una carga bacteriana de S. aureus de 107 

UFC/mL. Teniendo en cuenta la carga de timol y la liberación del mismo, esta masa 

de membrana contiene 0.38 mg de timol, de los cuales se liberan al medio 0.27 mg 

tras 24 horas. Si se compara este valor con el obtenido previamente en el grupo de 

investigación para el timol libre frente a la misma cepa de S. aureus (0.3 mg/mL138) 

se comprueba cómo desciende la cantidad necesaria de timol, lo cual puede 

deberse al efecto del contacto entre el material bactericida y las bacterias, efecto 

que también se observó para las membranas de PCL-TIM y PCL-CAR preparadas en 

el capítulo II. Las bacterias tienden a adherirse a las superficies, en especial 

Figura III- 10. Halo de inhibición obtenido 

para las membranas de PCL (A), PCL@PLGA 

(B) y PCL@PLGA-TIM (C) a uno (1) y cinco días 

(2). En todos los casos, el valor de la escala es 

de 10 mm 
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superficies rugosas y de carácter hidrofóbico224, como las nanofibras de PCL. En este 

caso, la superficie sobre la que se adhiere contiene un biocida por lo que el efecto 

antimicrobiano se ve aumentado respecto del escenario en el cual las bacterias se 

encuentran en su forma planctónica. 

 Citotoxicidad in-vitro de las membranas de PCL@PLGA-

TIM 

Dado su potencial uso como apósitos bactericidas, se consideró necesario 

estudiar la citotoxicidad de las membranas de PCL@PLGA-TIM (empleando la 

cantidad bactericida determinada anteriormente, discos de 20 mm) frente a 

fibroblastos humanos y queratinocitos. Con ello se pretendía demostrar que a la 

dosis requerida para producir un efecto bactericida no se produciría un efecto 

citotóxico en células somáticas humanas. Se incluyeron en el estudio las membranas 

de PCL y PCL@PLGA, así como la concentración liberada de timol desde discos de 

20 mm de PCL@PLGA-TIM (0.52 mg/mL) para comprobar el efecto de las 

membranas sin compuesto bactericida y del compuesto bactericida libre en las 

distintas líneas celulares. 

Figura III- 11. Viabilidad de muestras de fibroblastos humanos y queratinocitos en presencia 

de timol, membranas de PCL, membranas de PCL@PLGA y membranas de PCL@PLGA-TIM 



|C A P Í T U L O  I I I  

 

122 | P á g i n a  
 

De acuerdo con la norma ISO 10993-5187, una viabilidad celular de en torno al 

70 % es considerada como el umbral para considerar que un material o compuesto 

no es citotóxico. Como se muestra en la Figura III- 11, ninguna de las membranas 

ensayadas (para discos de 20 mm de diámetro) es citotóxica frente a ninguna de las 

dos líneas celulares, ya que en todos los casos se obtienen una viabilidad superior 

al 80 %. Sin embargo, la concentración teórica de timol liberada al medio provoca 

un daño celular elevado, con una viabilidad inferior al 10 % en ambas líneas 

celulares. Dado que, teóricamente, se ha liberado al medio la misma concentración 

de timol desde las membranas de PCL@PLGA-TIM que la contenida en las muestras 

de timol, la reducción en la citotoxicidad se puede atribuir a la liberación sostenida 

de dicho compuesto al medio desde las micropartículas de PLGA-TIM. Por tanto, se 

puede afirmar que la inclusión de timol en micropartículas de PLGA (y su posterior 

adhesión en membranas de nanofibras de PCL) no altera la capacidad bactericida 

del compuesto, pero sí reduce su citotoxicidad, por lo que permite su empleo como 

apósito con propiedades bactericidas. 

 Estudio microbiológico in-vivo 

Una vez comprobada la eficacia in-vitro de las membranas de PCL@PLGA-TIM 

frente a S. aureus y la ausencia de citotoxicidad en las líneas celulares empleadas 

anteriormente, en el grupo de investigación se decidió comprobar la eficacia de 

estas membranas en un modelo de herida infectada en ratón18. Dado el diámetro 

de las heridas realizadas en los ratones (8 mm) se emplearon membranas de 12 mm 

de diámetro, el diámetro máximo que se podía implantar bajo la piel circundante a 

la herida. Este diámetro de membrana en los ensayos bactericidas in-vitro no 

mostró actividad bactericida, por lo que en el modelo in-vivo se decidió superponer 

varios discos de 12 mm hasta alcanzar la masa bactericida de membrana (28.9 mg) 

del disco de 20 mm determinado previamente. 

Los resultados obtenidos con las heridas de los grupos infectados se muestran 

en la Figura III- 12-A. En ellos se observar cómo tras una semana de tratamiento con 

las membranas de PCL@PLGA-TIM y PCL@PLGA la infección se redujo 

cualitativamente desde un número de colonias incontable (+++) a un alto número 

de colonias (++) respecto a las heridas infectadas sin tratar. Estos resultados se 

corroboraron mediante qPCR, técnica mediante la que se confirmó una reducción 

estadísticamente significativa de la carga bacteriana en las heridas tratadas (Figura 

III- 12-B). En ninguno de los casos se consiguió eliminar toda la carga bacteriana con 

los tratamientos empleados, probablemente debido a la alta carga bacteriana inicial 
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usada experimentalmente (4 x 108 UFC/mL), pero sí se observaron diferencias entre 

ambos tratamientos, siendo más eficaz el que emplea las membranas cargadas con 

timol, que redujo la carga bacteriana tras 7 días hasta 106 UFC/mL mientras que las 

membranas de PCL@PLGA sólo redujeron la carga bacteriana hasta 107 UFC/mL. 

Además de una concentración elevada de bacterias al inicio del experimento, la 

reducción de efectividad de las membranas de PCL@PLGA-TIM puede estar 

Figura III- 12. Resultados de los ensayos in-vivo. A) Imágenes de las heridas sin tratar (INF), 

tratadas con membranas de PCL@PLGA-TIM y membranas de PCL@PLGA tras 3 y 7 días de 

experimento. B) Carga bacteriana obtenida mediante qPCR para los distintos grupos 

experimentales tras 3 y 7 días de tratamiento. Adaptado de Gámez-Herrera y 

colaboradores18 
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relacionada con un contacto no eficaz entre las membranas y las bacterias. Cómo 

ya se ha comprobado en el capítulo II, en este tipo de materiales el contacto entre 

bacteria y la membrana es fundamental para conseguir la actividad bactericida. Sin 

embargo, debido al diseño experimental, se tuvo que superponer más de una 

membrana de un diámetro inferior al obtenido en los ensayos in-vitro, lo que hace 

que no todas las micropartículas bactericidas se encuentren en contacto con los 

microrganismos, traduciéndose en una reducción del efecto bactericida. Sin 

embargo, y a pesar de todo esto, las membranas de PCL@PLGA-TIM demostraron 

actividad bactericida tanto en ensayos in-vitro como en ensayos in-vivo. 

Adicionalmente, se realizaron 

estudios histopatológicos de las heridas 

para analizar el avance de la infección, 

así como la reparación de los tejidos y 

la angiogénesis tanto en las heridas 

infectadas como en las no infectadas. 

En todos los casos, se pudo observar 

una intensidad de las lesiones similar 3 

y 7 días después de la infección con una 

severa inflamación que llega a alcanzar 

el tejido adiposo y las capas musculares 

de la dermis. En todos los casos, tras 7 

días desde la infección se puede 

observar un alto grado de fibroplasia en 

los tejidos (indicado mediante flechas 

en la Figura III- 13), pero, al analizar la 

formación de vasos sanguíneos 

mediante una tinción 

inmunohistoquímica se encontró un 

mayor número de nuevos vasos 

alrededor de las heridas tratadas con 

las membranas de PCL@PLGA-TIM 

(tejido teñido de marrón e indicado 

mediante flechas en la Figura III- 14) 

que en las heridas infectadas en las que 

no se aplicó ningún tratamiento. Estos 

resultados sugieren que, además de 

Figura III- 13 Evaluación histopatológica de la 

infección en las heridas mediante tinción con 

hematoxilina-eosina (aumento empleado: 

10x). Imágenes del grupo control (A y B), 

grupo infectado (C y D), grupo tratado con 

PCL@PLGA (E y F) y grupo tratado con 

PLC@PLGA-TIM (G y H) 3 días (A, C, E y G) y 7 

días (B, D, F y H) tras la infección. Adaptado 

de Gamez-Herrera y colaboradores18 
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controlar la infección de S. aureus, el 

tratamiento con las membranas de 

PCL@PLGA-TIM favorece la cicatrización de 

las heridas. 

 

Figura III- 14. Tinción 

inmunohistoquímica del tejido 

circundante a la herida del grupo 

infectado (A) y del grupo tratado con 

PCL@PLGA-TIM (B) 3 días después de la 

infección (aumento empleado: 20x). 

Adaptado de Gámez-Herrera y 

colaboradores18 
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 CONCLUSIONES 

En este capítulo se sintetizaron micropartículas de PLGA cargadas con un 

porcentaje teórico de timol del 10 % m/m mediante la técnica de electrospraying. 

Las micropartículas sintetizadas se obtuvieron con un diámetro de 0.7 µm y se 

incluyeron en una membrana de nanofibras de PCL previamente sintetizada 

mediante electrospinning llevando a cabo el proceso de síntesis de las 

micropartículas sobre la membrana. Tras dos horas de electrospraying se obtuvo 

una membrana totalmente cubierta de partículas de PLGA-TIM, que no traspasan la 

membrana. El diámetro de las micropartículas aumentó de 0.7 µm a 1.6 µm debido 

potencialmente al efecto aislante de la membrana polimérica sobre el colector. 

Se estudiaron las propiedades mecánicas de las membranas sintetizadas 

comprobándose que, aunque la resistencia a la rotura descendía en las membranas 

de PCL@PLGA-TIM al compararla con las membranas de PCL, los parámetros 

obtenidos se mantenían en el rango de los requeridos para su empleo como 

apósitos. Además, se estudió la adhesión de las micropartículas en la membrana, 

comprobando que la elevada energía mecánica inducida por cavitación en un baño 

de ultrasonidos no desprendía las micropartículas de la superficie. 

El porcentaje de PLGA y timol que componen las membranas se determinó 

mediante RMN-1H, obteniéndose un 17.5 % m/m de PLGA y un 1.2 % m/m de timol 

lo que supone una eficiencia de incorporación de las micropartículas de PLGA-TIM 

del 38.8 %. 

Se analizó el perfil de liberación del timol desde las membranas de PCL@PLGA-

TIM, comprobándose como, aunque durante las primeras 3 horas se libera un 60 % 

del timol incluido en las mismas, la liberación continúa de forma sostenida hasta las 

24 horas. Aunque se siguió observando la liberación de una gran cantidad de timol 

durante la primera parte del experimento, el perfil de liberación desde las 

membranas de PCL@PLGA-TIM indicó una liberación más sostenida del compuesto 

que la obtenida desde las membranas de PCL-TIM. El perfil de liberación se ajustó 

al modelo de Peppas-Sahlin, cuyos coeficientes indican que el proceso que gobierna 

la liberación de timol en estas partículas es el de difusión Fickiana. 

Se estudiaron las propiedades bactericidas de las membranas de PCL@PLGA-

TIM frente a un modelo de bacteria Gram +, obteniéndose un halo de inhibición de 

29.9 mm a partir de una membrana de 20 mm de diámetro tras 5 días de ensayo, 

diámetro muy superior al establecido por la norma ASTM E2149-01 para considerar 
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bactericida a un material (1 mm). Se comprobó así mismo que el efecto era debido 

a la presencia de timol en las membranas, ya que membranas de PCL y de 

PCL@PLGA de 20 mm de diámetro no presentaron halo de inhibición. 

Se ensayó la toxicidad de las membranas de PCL@PLGA-TIM frente a dos líneas 

celulares distintas, a la concentración bactericida determinada anteriormente. Las 

membranas de PCL@PLGA-TIM no tuvieron efectos citotóxicos en ninguna de las 

líneas celulares, como tampoco los tuvieron las membranas de PCL y PCL@PLGA 

empleadas como control. Sin embargo, una concentración equivalente de timol a la 

liberada al medio tras 24 horas por la masa de PCL@PLGA-TIM ensayada sí tuvo un 

marcado efecto citotóxico en las líneas celulares estudiadas. Por tanto, la 

encapsulación de timol en membranas de PCL@PLGA-TIM reduce la citotoxicidad 

del compuesto sin reducir sus propiedades bactericidas. 

Se ensayaron las propiedades bactericidas de las membranas de PLC@PLGA-

TIM en un modelo de herida in-vivo. Aunque no se consiguió la erradicación de la 

infección experimentalmente inducida en las heridas debido a la reducción del área 

de contacto entre las membranas y la herida, si se observó un efecto bactericida de 

las membranas al reducir en 2 logaritmos decimales la carga bacteriana en 

comparación con una herida sin tratar. Además, se comprobó histológicamente que 

en las heridas tratadas con estas membranas durante la curación de la herida se 

favorece potencialmente la regeneración de los vasos sanguíneos. 
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IV.1. INTRODUCCIÓN 

Como ya se ha visto anteriormente, las matrices nanoestructuradas pueden 

emplearse como portadores de compuestos con diferentes propiedades 

terapéuticas. En el capítulo II se ha comprobado cómo, incluyendo compuestos 

hidrofóbicos en matrices poliméricas nanoestructuradas, se potencia el efecto 

bactericida de estos compuestos ya que el contacto entre las bacterias y el material 

antimicrobiano es fundamental para su efectividad debido a la tendencia a formar 

biofilms de estos microorganismos. 

El biofilm consiste en una agrupación de bacterias inmovilizadas sobre un 

substrato y embebidas en una matriz polimérica segregada por los propios 

microorganismos225. Dependiendo del organismo que esté formando el biofilm, éste 

puede estar constituido por entre un 10 y un 25 % de células, siendo el porcentaje 

restante la matriz extracelular segregada por las bacterias. La formación de biofilms 

es altamente beneficiosa para las bacterias, ya que les proporciona protección 

frente a antibióticos, desinfectantes y ambientes cambiantes226–228. Además, la 

comunicación inter-celular que se establece permite la rápida modificación del nivel 

de expresión de determinados genes, lo que les permite variar su fenotipo 

temporalmente para adaptarse a cambios puntuales de su entorno229. Por todas 

estas razones, se calcula que aproximadamente el 99 % de la población bacteriana 

mundial se encuentra en forma de biofilm en diversos estados de crecimiento230.  

La formación de estas agrupaciones constituye un grave problema para los 

sistemas sanitarios: en forma de biofilm, los organismos son menos susceptibles a 

su tratamiento con antibióticos, y la tendencia al crecimiento sobre superficies hace 

que colonicen fácilmente todo tipo de implantes médicos (a modo de ejemplo, en 

su revisión bibliográfica Donlan enumera una serie de dispositivos en los que se han 

detectado biofilms, entre los que incluye catéteres, lentillas, dispositivos 

intrauterinos y prótesis de articulaciones, entre otros muchos)224. Numerosos 

microorganismos son capaces de formar biofilms, en esa misma revisión, Donlan 

cita la identificación de C. albicans, E. coli, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus, S. epidermidis y S. pyogenes entre otros, colonizando diversas prótesis 

implantadas en humanos. Por otro lado, P. aeruginosa, S. aureus y S. pyogenes son 

los principales patógenos presentes en heridas231.  

Tanto en el mecanismo de formación de biofilm propuesto por Characklis y 

Marshal como en el propuesto por Fletcher (recogidos por Garret y colaboradores 

en su artículo de revisión bibliográfica230) las etapas iniciales implican la adhesión 
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de un número suficiente de bacterias a una superficie que permita el crecimiento 

de las mismas. En este paso, las características de la superficie son fundamentales 

para la formación del biofilm, creciendo en general más rápidamente sobre 

superficies rugosas e hidrófobas224,232–234. 

Como ya se ha comprobado en el capítulo II, el contacto entre las fibras de PCL 

cargadas con compuestos bactericidas y la bacteria es imprescindible para su acción 

bactericida: debido a la hidrofobicidad del polímero, las bacterias tienden a 

depositarse sobre el mismo, lo que permite un acceso más fácil al compuesto 

bactericida y su posterior acción. Sin embargo, aunque hay una rápida liberación al 

medio de la fracción más externa del compuesto bactericida, el compuesto que se 

encuentra dentro de las fibras se libera muy lentamente debido a la velocidad de 

degradación de la PCL (del orden de meses, tanto en ensayos in vitro como en 

ensayos in vivo182). Tratando de solventar este problema, se plantea la carga de 

compuestos bactericidas en materiales que aporten un perfil de liberación 

sostenido en el tiempo para aplicaciones que así lo requieran, como puede ser el 

tratamiento de heridas crónicas. 

Aunque los materiales basados en sílice mesoporosa han sido 

tradicionalmente empleados en otras aplicaciones como catálisis o sensado, 

durante las últimas dos décadas se ha investigado acerca de su potencial uso como 

sistemas de liberación de fármacos235–238. Estos materiales están caracterizados por 

su tamaño de poro (entre 2 y 50 nm con una distribución de tamaños muy estrecha), 

su elevada superficie específica (ca. 1000 m2/g), su elevado volumen de poro (ca. 1 

cm3/g) y su tamaño controlado (en forma de nanopartículas de entre 50 y 300 

nm)239,240. Los materiales de esta familia, aunque no biodegradables, son 

biocompatibles, presentan una baja toxicidad y pueden ser modificados (tamaño de 

poro y grupos funcionales presentes en su superficie) con relativa facilidad 

mediante silanización, por lo que son ideales como sistemas de liberación 

controlada241. 

IV.1.1. SBA-15 como sistema de liberación de fármacos 

De los distintos materiales basados en sílice mesoporosa, la SBA-15 (que 

pertenece a uno de los grupos más importantes de estos materiales, Santa Barbara 

Amorphous type material) posee una estructura bidimensional hexagonal, unos 

poros relativamente grandes (de entre 5-30 nm) y su superficie está constituida por 

grupos silanol (-Si-OH) que facilitan su interacción con diversos compuestos 

mediante la formación de enlaces por puentes de hidrógeno. 
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El alojamiento en sus poros de moléculas de distintos tamaños (siempre en el 

rango del tamaño de los poros de la partícula) tiene también un efecto “protector” 

sobre dichas moléculas. En su revisión bibliográfica, Qian y colaboradores exponen 

cómo se ve reducida la movilidad de una molécula relativamente simple (el 

naftaleno) según esté o no incluida en poros de SBA-15242. Para moléculas más 

complejas, como la indometacina (un anti-inflamatorio no esteroideo), Limnell y 

colaboradores comprobaron el efecto protector de las partículas sobre el fármaco, 

comprobando cómo, tras 3 meses almacenadas en condiciones de alta temperatura 

y humedad, el fármaco cargado en las partículas de SBA-15 mantenía su 

estabilidad243. Posteriormente, Wang y colaboradores estudiaron más a fondo el 

efecto protector de las partículas sobre la indometacina. En su forma amorfa, este 

fármaco presenta una mayor solubilidad en agua que en su forma cristalina, lo que 

potencia su efecto farmacológico. Sin embargo, de forma espontánea pasa de 

estado amorfo a cristalino. Sin embargo, estos investigadores comprobaron cómo, 

tras tres meses en condiciones de alta temperatura y humedad, la indometacina 

incluida dentro de las partículas de SBA-15 mantenía su estado amorfo mientras que 

la indometacina libre, en las mismas condiciones, pasaba a su forma cristalina. La 

explicación dada por los autores para estos resultados está en línea con la reducción 

de la movilidad del naftaleno, ya que la no-recristalización de la indometacina se 

debe al confinamiento de la molécula en los poros y la reducción en la movilidad de 

la misma244. Finalmente, este tipo de partículas también se han empleado para la 

protección de moléculas de mayor tamaño, como las proteínas. Siefker y 

colaboradores reseñan diversas investigaciones de este efecto sobre mioglobina, 

comprobando cómo esta proteína mantiene su actividad incluso fuera de su rango 

óptimo de pH cuando se encuentra adsorbida sobre SBA-15245. 

Otra de las razones por la que estas partículas se emplean como sistemas de 

liberación de fármacos es el incremento de la solubilidad de los mismos que se 

observa tras cargarlos en las partículas. Así pues, en partículas de SBA-15 se han 

encapsulado una amplia variedad de fármacos como antinflamatorios (celecoxib238 

e indometacina242), vasodilatadores (papaverina246), psicoactivos (cafeína247), 

fármacos para trastornos estomacales (atenolol248, fenofibrato249, furosemida250 y 

nimodipina251), proteínas (insulina252) y fungicidas (itraconazol253). 

Además, la facilidad para modificar la superficie de este tipo de partículas235 

permite ampliar la variedad de grupos funcionales con los que puede interactuar el 

fármaco, pudiéndose así modificar tanto la carga como la liberación del mismo. 

Kamarudin y colaboradores compararon las características de nanopartículas de 
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sílice sin modificar con las de nanopartículas de sílice con distintos porcentajes de 

aluminio, cargadas todas con ibuprofeno237. En su investigación describen cómo el 

aumento del porcentaje de metal en las nanopartículas reduce la capacidad de 

carga de ibuprofeno de las mismas, a la vez que hace que la liberación del mismo al 

medio sea más lenta. Con el fin de ralentizar la liberación de distintos tipos de 

fármacos como naproxeno254 y keptofreno255 (antinflamatorios), captoril y 

aliskiren256 (para trastornos estomacales) o amoxicilina257, cefalexina258 y 

tetraciclina259 (antibióticos), se ha modificado con grupos amino la superficie de las 

nanopartículas, consiguiendo una liberación de los mismos más lenta que en 

partículas de SBA-15 sin modificar. Además de estas dos modificaciones, también 

se ha funcionalizado la superficie de nanopartículas de SBA-15 buscando un distinto 

perfil de liberación con grupos sulfonato (liberación de metropolol260 y 

cefalexina258), grupos ácidos (liberación de sufadiazina261) y grupos tiol (liberación 

de amoxicilina257) así como desactivando los grupos silanol terminales para 

controlar la liberación de amoxicilina257. 

IV.1.2. Encapsulación de compuestos obtenidos de aceites 

esenciales en nanopartículas de SBA-15 

De todas las aplicaciones farmacéuticas mencionadas anteriormente, este 

capítulo se centra en aplicaciones bactericidas y antibióticas. Los ejemplos 

mencionados anteriormente, son sólo una pequeña muestra de la gran cantidad de 

antibióticos que se han incluido dentro de nanopartículas de SBA-15. Todos estos 

ejemplos están referidos a antibióticos usados tradicionalmente. Sin embargo, 

siguiendo la línea de investigación desarrollada a lo largo de todo este trabajo, se 

prefiere el empleo de compuestos obtenidos de aceites esenciales por todas las 

razones expuestas con anterioridad. 

A este respecto, son pocos los trabajos publicados relacionados con la carga 

de aceites esenciales (o compuestos purificados a partir de ellos) en materiales de 

sílice. Jobdeedamrong y colaboradores describen la encapsulación de varios aceites 

esenciales (de canela, clavo, pimienta y tomillo) en nano-contendores porosos de 

sílice (con un diámetro hidrodinámico tras la encapsulación de entre 65 y 146 nm). 

La encapsulación de estos aceites estabiliza la estructura core-shell de los nano-

contenedores y la posterior funcionalización con ácido hialurónico hace que la 

liberación de los aceites sea más lenta262. Belostozky y colaboradores, por su parte 

describen la síntesis de micro-esferas huecas de sílice en las que encapsulan aceite 

de jojoba para facilitar su empleo en cosmética ya que la encapsulación aporta una 
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formulación hidrofílica del aceite. Las micro-esferas tienen un diámetro de 2.5 µm, 

cargan un 10 % de aceite y no tienen efectos citotóxicos en queratinocitos (a una 

concentración de 0.1 mg/mL)263. Por otro lado, Ribes, Peña-Gómez y colaboradores 

describen en varios artículos la síntesis de micropartículas de MCM-41 en las que 

inmovilizan eugenol, timol y vainillina, mediante un enlace covalente entre los 

grupos silanol de las partículas y el aldehído derivado de estos compuestos. Los 

autores proponen estas micropartículas para su uso como conservante alimenticio 

y como agente filtrante para la conservación de zumos debido a sus propiedades 

bactericidas frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger, E. coli, Penicillium 

expansum, Zygosaccharomyces bailii y Zygosaccharomyces rouxii264–266. 

Para el caso específico de las nanopartículas de SBA-15, los antecedentes 

bibliográficos también son pocos. Janković-Tomaić y colaboradores describen la 

diferente actividad de la emodina comparando el caso de estar o no cargada en 

nanopartículas de SBA-15267. La emodina es una antraquinona metabolito 

secundario presente en 17 familias de plantas. Este compuesto tiene numerosas 

propiedades biológicas, entre las que se incluyen propiedades bactericidas, 

fungicidas, inmunosupresoras, hepatoprotectoras y anti-cancerígenas268. En 

concreto, en dicho estudio se centran en las propiedades antioxidantes del 

compuesto, demostrando como únicamente en el caso de las nanopartículas 

cargadas con emodina se produce un aumento en la actividad de las enzimas 

antioxidantes ensayadas. Según los autores, la emodina tiene una baja 

biodisponibilidad in vivo, ya que a la pobre absorción intestinal de esta molécula se 

suma una rápida eliminación vía gluconoración debido a los grupos funcionales que 

porta (hidroxilo y metilo). Sin embargo, cuando se encuentra cargada en las 

partículas, estas protegen la molécula de la interacción con las enzimas 

responsables de la gluconoración, aumentando así su biodisponibilidad. 

Finalmente, Wu y colaboradores269 reportan la carga de curcumina en 

nanopartículas de SBA-15 y su posterior inclusión en membranas de quitosano 

preparadas mediante la técnica de casting. La curcumina es un polifenol presente 

en los rizomas de la planta de cúrcuma que posee unas interesantes propiedades 

antioxidantes y bactericidas. En concreto, estos autores se centran en sus 

propiedades bactericidas comparando unas membranas compuestas por quitosano 

y curcumina con el mismo tipo de membranas en las cuales la curcumina se 

encuentra cargada en nanopartículas de SBA-15. Ambos compuestos poseen 

actividad bactericida frente a S. aureus y E. coli, siendo más efectivo el material 

compuesto de quitosano y curcumina que el que incorpora la curcumina cargada en 
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nanopartículas de SBA-15. Los autores atribuyen esta diferencia en la actividad 

bactericida de ambos materiales a la distinta liberación de la curcumina desde los 

compuestos, ya que se libera más lentamente cuando se encuentra cargada en las 

partículas de SBA-15 que cuando se encuentra cargada en la matriz polimérica. 

Con todos estos datos previos, en este capítulo se plantea la carga de un 

compuesto de origen natural con propiedades bactericidas, el timol, por primera 

vez en nanopartículas sin modificar de SBA-15 para obtener un material con una 

liberación más sostenida que la que la obtenida previamente al incluir timol en 

nanofibras de PCL. Además, se plantea la incorporación de dichas nanopartículas 

(con un tamaño compatible con el diámetro de las fibras) en membranas de PCL, 

para poder usar estas membranas como apósitos para la prevención y eliminación 

de infecciones en heridas. 
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IV.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.2.1. Síntesis de nanopartículas de SBA-15 cargadas con timol 

(SBA-TIM) 

Para la síntesis de las nanopartículas de SBA-15 se empleó el proceso de 

síntesis hidrotermal descrito por Johansson y colaboradores270. Para la formación 

del gel, se disolvieron 1.2 g de Pluronic® P-123 y 14 mg de fluoruro de amonio en 40 

mL de ácido clorhídrico (1.75 M). La mezcla se mantuvo en un baño a 20 °C y 

agitando a 1200 rpm hasta la completa disolución del polímero. 

Independientemente, se mezclaron 8.5 mL de heptano con 3.25 mL de tetraetil 

ortosilicato y la mezcla se añadió a la disolución de polímero. Para completar la 

formación del gel, la disolución resultante se mantuvo bajo agitación vigorosa 

durante 4 minutos. Una vez formado el gel, éste se transfirió a un autoclave para 

someterlo a un proceso de síntesis hidrotermal a 100 °C durante 24 horas. Tras este 

proceso, la muestra se filtró y se lavó con agua destilada, previo paso a un proceso 

de calcinación a 550 °C durante 5 horas para la eliminación del surfactante presente 

en el interior de los poros de las nanopartículas. 

Para la carga de las nanopartículas de SBA-15 sintetizadas con timol (SBA-TIM 

NPs) se empleó un proceso de impregnación271 previamente optimizado en el grupo 

de investigación. Para ello, se secaron 100 mg de SBA-15 a 100 °C durante toda una 

noche para eliminar el agua adsorbida en los poros. Posteriormente, se añadieron 

2.3 mL de una disolución de timol en acetato de etilo (322 mg/mL) a las 

nanopartículas y la suspensión se mantuvo en agitación moderada (350 rpm) 

durante una hora. Transcurrido este tiempo, la suspensión se filtró a través de un 

filtro de celulosa (diámetro de poro: 0.45 µm) y las nanopartículas se lavaron con 

agua destilada. Finalmente, las nanopartículas se mantuvieron 24 horas a 37 °C para 

eliminar los posibles restos de disolvente antes de su uso. 

IV.2.2. Optimización de síntesis de nanofibras de PCL decoradas 

con nanopartículas de SBA-15 (PCL@SBA-15) 

IV.2.2.1. Electrospinning y electrospraying simultáneos 

Para la síntesis de PCL@SBA-15 mediante electrospinning y electrospraying 

simultáneo, se prepararon dos disoluciones independientes. Para electrospinning 

de nanofibras se empleó una disolución de PCL (10 % m/m) en una mezcla de DCM 
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y DMF (en relación volumétrica 1:1). Para la incorporación de las nanopartículas 

mediante electrospraying se preparó una suspensión de 10 mg/mL de las mismas 

en una mezcla de agua y DMF (1:1). Para la alcanzar una suspensión homogénea, la 

mezcla se mantuvo en agitación durante una hora y se sonicó durante 30 minutos 

antes de su empleo. 

Para la síntesis de PCL@SBA-15 mediante este procedimiento se empleó un 

colector rotatorio de varillas (cubierto con papel de aluminio para poder separar 

fácilmente la capa depositada obtenida) con la velocidad de rotación fija a 200 rpm 

así como dos agujas independientes para ambas disoluciones. Ambas agujas se 

situaron a 18 cm de la superficie del colector y el voltaje del colector se mantuvo 

constante a -4 kV, variando el voltaje aplicado a las agujas entre +8.00 y +9.85 kV 

para la obtención de un cono de Taylor estable. El caudal volumétrico de la 

disolución de polímero se mantuvo constante a 1 mL/h mientras que el caudal 

volumétrico de la suspensión de nanopartículas se incrementó entre 2 y 4 mL/h con 

la intención de aumentar el porcentaje de las mismas incorporado en el material. 

En todos los casos, el proceso se desarrolló a temperatura de laboratorio y a una 

humedad relativa de entre 25 y 50 %. 

IV.2.2.2. Electrospraying de nanopartículas sobre nanofibras 

de PCL preformadas 

Para la síntesis de PCL@SBA-15 mediante electrospraying de SBA-15 NPs sobre 

nanofibras de PCL preformadas se emplearon las mismas disoluciones que en el 

apartado IV.2.2.1mientras que el colector empleado en este caso fue un colector 

plano de aluminio de 8 cm diámetro (cubierto con papel de aluminio). 

En un primer paso, se sintetizó la membrana de PCL a partir de la disolución de 

polímero, con un caudal volumétrico de 1 mL/h, con una distancia entre aguja y 

colector de 18 cm y unos voltajes de -4 kV para el colector y entre +7.05 y +9.22 kV 

para la aguja. Una vez preparada la membrana soporte, se incorporaron las 

nanopartículas de SBA-15 sobre la misma mediante electrospraying. Para ello se 

empleó un caudal volumétrico de disolución de 2 mL/h, y se aplicó un voltaje de -4 

kV al colector y de entre +11.30 y +12.29 kV a la aguja, separada 18 cm del colector. 

Como en el caso anterior, el proceso se llevó a cabo a temperatura de laboratorio y 

a una humedad relativa entre el 25 y el 35 %. 
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IV.2.2.3. Electrospinning de nanofibras tipo core-shell de PCL 

decoradas con nanopartículas de SBA-15 

Para la síntesis del núcleo (core) de este tipo de nanofibras se empleó una 

disolución de PCL mientras que para el recubrimiento (shell) se preparó una 

suspensión de nanopartículas en una disolución de PCL. La concentración de 

nanopartículas se fijó en 20 mg/mL y se emplearon dos concentraciones distintas 

de polímero: 5 y 10 % m/m. Para todas las disoluciones el disolvente empleado fue 

una mezcla de DCM y DMF en relación volumétrica 1:1. 

Para la síntesis de estos materiales, se empleó un colector plano de aluminio 

de 8 cm de diámetro recubierto con papel de aluminio, mientras que el caudal 

volumétrico empleado para cada una de las disoluciones se varió según se especifica 

en la Tabla IV- 1. En todos los casos, el voltaje del colector se fijó en -4 kV mientras 

que el voltaje aplicado a la aguja varió entre +8.57 y +10.67 kV, buscando obtener 

un cono de Taylor estable. Como en los casos anteriores, la síntesis se llevó a cabo 

a temperatura de laboratorio y con entre el 25 y el 40 % de humedad relativa. 

 

Tabla IV- 1 Condiciones experimentales empleadas para la síntesis de NFs core-shell de PCL 

decoradas con NPs de SBA-15 
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IV.2.3. Caracterización 

IV.2.3.1. Composición 

Para determinar la estructura interna de las nanopartículas sintetizadas se 

empleó la difracción de rayos X (XRD) de ángulo bajo, así como la adsorción isoterma 

de nitrógeno y la medida del área superficial BET. Para la obtención de los patrones 

de XRD se utilizó la radiación Cu-Kα y se trabajó a un voltaje de 45 kV y una 

intensidad de corriente de 40 mA, analizando las muestras entre 0.5 y 8°, con un 

tamaño de paso de 0.01°. Las isotermas de adsorción de nitrógeno se obtuvieron a 

-195.8 °C, con las muestras desgasificadas a 200 °C (40 °C en el caso de las muestras 

con timol, para evitar la descomposición del mismo) durante 8 h antes de la medida. 

A partir de estos datos se determinó la distribución del tamaño de poro empleando 

el método BJH (Barrett, Joyner y Halenda). La medida del área superficial BET se 

llevó a cabo a una presión relativa de 0.05-0.20, calculando el volumen de poro para 

P0/P = 0.96. 

Para comprobar la presencia de timol en las nanopartículas sintetizadas, se 

empleó la espectroscopía ATR-FTIR, obteniendo los espectros como media de 40 

escaneos con una resolución de 4 cm-1 en el rango entre 4000 y 600 cm-1. 

Para determinar el porcentaje de timol y la cantidad de nanopartículas 

incluidas en los materiales sintetizados se llevó a cabo un análisis temogravimétrico 

(TGA). Las muestras (aproximadamente 5 mg de las mismas depositadas en un crisol 

de sílice) se analizaron en una atmósfera oxidante (aire a un flujo de 50 mL/min) con 

una rampa de temperatura entre 40 y 600 °C a una velocidad de calentamiento de 

10 °C/min. 

IV.2.3.2. Morfología 

Para la caracterización morfológica de las nanopartículas y los materiales 

sintetizados en este capítulo se empleó tanto la microscopía electrónica de 

transmisión (TEM) como la microscopía SEM. Para la caracterización mediante TEM 

de las nanopartículas, se depositaron 25 µL de una suspensión en agua de las 

mismas sobre una rejilla de cobre con recubrimiento de carbono y se dejó secar 

antes de la medida. Para la caracterización mediante TEM de las nanofibras, se 

depositaron sobre una rejilla de cobre con recubrimiento de carbono durante la 

producción de las mismas. Para la caracterización mediante SEM, las muestras se 

prepararon siguiendo el procedimiento descrito en el anexo A.2.2. 
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IV.2.3.3. Determinación del perfil de liberación 

Para la determinación del perfil de liberación de timol desde las nanopartículas 

y las membranas sintetizadas en este capítulo se empleó un modelo estático. Para 

el caso de las nanopartículas de SBA-TIM, se incubaron 15 mg de las mismas en 14 

mL de fluido biológico simulado (PBS con un 2 % m/v de Tween 80), empleando un 

dispositivo de diálisis Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Device para poder sustituir el 

fluido sin tener que centrifugar las nanopartículas. Para el caso de las membranas 

se incubaron 75 mg de PCL@SBA-TIM en 10 mL de fluido biológico simulado. Ambos 

tipos de muestra se mantuvieron bajo agitación constante a 37 °C, manteniéndose 

estas condiciones hasta 15 días y reemplazando la totalidad del fluido a tiempos 

determinados para su posterior análisis mediante cromatografía UPLC (anexo 

A.2.5). 

IV.2.3.4. Propiedades bactericidas 

IV.2.3.4.1. Determinación de MIC y MBC 

Para determinar las propiedades bactericidas de los materiales sintetizados en 

este capítulo, se empleó una modificación de la norma ASTM-E-2180 descrita en el 

anexo A.3.1. Como modelo bacteriano se empleó la bacteria S. aureus (ATCC 25923) 

a la cual se enfrentaron concentraciones crecientes de membranas (previamente 

esterilizadas durante 30 minutos por cada cara bajo luz ultravioleta) hasta obtener 

tanto la MIC como la MBC. 

IV.2.3.4.2. Influencia del contacto 

Para evaluar la influencia del contacto entre la membrana y la bacteria en la 

capacidad bactericida de la primera, se analizaron los compuestos liberados de la 

membrana a diferentes tiempos siguiendo el protocolo descrito en el anexo A.3.2. 

Para este ensayo se emplearon concentraciones que permitían alcanzar la MBC, 

incubando el material en TSB estéril durante 1, 3, 5, 7, 10 y 14 días para después 

ensayar por separado la capacidad bactericida de la membrana y del exudado. 
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IV.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

IV.3.1. Caracterización de nanopartículas de SBA-15 y 

nanopartículas de SBA-15 cargadas con timol (SBA-TIM) 

Empleando la síntesis hidrotermal 

descrita en la sección 2.1 se obtuvieron 

nanopartículas de SBA-15 con forma de 

bastón y con canales paralelos 

ordenados a lo largo del eje 

longitudinal de la nanopartícula, tal y 

como se puede apreciar en las 

imágenes de SEM (A) y TEM (B) de la 

Figura IV- 1. Las dimensiones de las 

nanopartículas son 138 ± 30 nm de 

diámetro y 563 ± 100 nm de longitud, 

valores que no se vieron afectados tras 

incluir en las mismas timol mediante el 

método de impregnación, tal y como se 

puede comprobar en las imágenes de SEM (C) y TEM (D) de la Figura IV- 1. 

A partir de los patrones de difracción de rayos X de ángulo bajo (Figura IV- 2), 

se encontraron 3 picos bien resueltos asignados a los planos de difracción (100), 

(110) y (200), característicos, según la bibliografía272, de los materiales mesoporosos 

basados en SBA-15. El primer pico es 

característico de mesoporos 

hexagonales, mientras que los otros dos 

picos de menor intensidad son 

característicos de los mesoporos 

altamente ordenados. La incorporación 

de timol no afecta significativamente a 

esta estructura, aunque la presencia de 

este compuesto desplaza los picos a 

valores menores de 2θ, lo que puede 

estar relacionado con una disminución 

en el tamaño de los mesoporos tras el 

llenado de los mismos273. 

Figura IV- 1. Imágenes de SEM y TEM de NPs 

de SBA-15 (A y B) y SBA-TIM (C y D) 

Figura IV- 2. Patrón de difracción de rayos X 

de ángulo bajo de NPs de SBA-15 y NPs de 

SBA-TIM 
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La reducción en el tamaño de poro se comprobó mediante medidas de 

adsorción de nitrógeno. Las nanopartículas de SBA-15 presentaron un diámetro de 

poro con la distribución centrada en 10.5 nm mientras que las nanopartículas de 

SBA-TIM presentaron la distribución centrada en 9 nm. Sin embargo, tras la 

incorporación del timol en las nanopartículas, el volumen de poro disminuyó desde 

1.50 cm3/g en las nanopartículas de SBA-15 hasta 0.05 cm3/g en las nanopartículas 

de SBA-TIM, lo que puede indicar el llenado de los mesoporos con timol. Además 

del tamaño de poro, el área superficial también disminuyó drásticamente tras la 

incorporación del timol (de 66.17 m2/g para las nanopartículas de SBA-15 a 7.3 m2/g 

para las nanopartículas de SBA-TIM), probablemente debido a la presencia del 

compuesto tanto en los mesoporos como en los canales externos de las 

nanopartículas. 

La presencia del timol se confirmó mediante espectroscopía FTIR (Figura IV- 3). 

En el espectro obtenido para las nanopartículas de SBA-15 se observaron dos picos 

a 1100 y 800 cm-1, característicos de la vibración de estiramiento asimétrico y 

simétrico de los enlaces Si-O-Si, así como un pico a 960 cm-1 característico de la 

vibración del enlace Si-OH. En las nanopartículas de SBA-TIM, además de los picos 

anteriores, se identificaron varios picos característicos del timol, como por ejemplo 

la vibración de estiramiento de los grupos hidroxilo aromáticos a 1250 y 1255 cm-1, 

la vibración de estiramiento fuera del plano de los enlaces C-H (entre 900 y 650 cm-

1) o la vibración de estiramiento de los enlaces aromáticos C=C (800 cmm-1), valores 

Figura IV- 3. Espectros de FTIR de timol, NPs de SBA-TIM y NPs de 

SBA-15 
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todos ellos que concuerdan con los reportados previamente en bibliografía para 

este tipo de compuestos274. 

La carga de timol en las nanopartículas de SBA-TIM se comprobó también a 

partir de las curvas de degradación de TGA (Figura IV- 4). Mientras que para las 

nanopartículas de SBA-15 no se observa ninguna degradación en el intervalo entre 

50 y 600 °C en las nanopartículas de SBA-TIM se observa una pérdida de masa entre 

50 y 220 °C, que puede ser atribuida a la descomposición del timol localizado en 

mesoporos y superficie de las nanopartículas. Para el timol, esta descomposición se 

produce en un rango más estrecho de temperaturas, entre 50 y 140 °C, lo que podría 

indicar que el soporte de las nanopartículas otorga una mayor estabilidad térmica 

al timol. A partir de las curvas de TGA también se determinó la carga de timol en las 

nanopartículas, comprobando que en las nanopartículas de SBA-TIM se incluyó un 

70.79 ± 5.21 % m/m de timol, lo que implica una eficiencia de encapsulación del 

80.3 %. La carga tan alta obtenida se atribuyó al exceso de timol empleado en la 

impregnación (5 veces más que el volumen teórico de los mesoporos), lo que hace 

que el compuesto se incluya tanto en los mesoporos como en los canales externos 

de las nanopartículas. 

Figura IV- 4. Termograma y derivada del termograma de timol, NPs de SBA-15 y NPs de SBA-

TIM 
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IV.3.2. Optimización de síntesis de nanofibras de PCL decoradas 

con nanopartículas de SBA-15 (PCL@SBA-15) 

IV.3.2.1. Electrospinning de NFs de PCL combinado con 

electrospraying simultáneo de NPs de SBA-15 

Para la incorporación de nanopartículas de SBA-15 presintetizadas en 

nanofibras de PCL se siguieron varias estrategias. La primera de ellas consistió en 

combinar el electrospinning de nanofibras de PCL con el electrospraying de 

nanopartículas de SBA-15 presintetizadas a partir de dos disoluciones 

independientes. Para la síntesis de nanofibras que conforman la estructura del 

material, se empleó como en los anteriores capítulos una disolución de PCL (10 % 

m/m) a un caudal volumétrico de 1 mL/h mientras que para la incorporación de la 

SBA-15 se empleó una suspensión de nanopartículas de 10 mg/mL. Para garantizar 

la distribución homogénea de las nanopartículas en la superficie, se empleó un 

colector rotatorio, de la misma forma que la descrita en el capítulo II. 

Para un caudal volumétrico de la 

suspensión de nanopartículas de 2 

mL/h, macroscópicamente se observó 

la formación de una membrana 

continua (Figura IV- 5). Sin embargo, a 

ambos lados de esta se observó la 

deposición de un material polvoriento 

(marcado en rojo en la Figura IV- 5), el 

cual se puede corresponder con 

nanopartículas no depositadas sobre el 

polímero. Microscópicamente, se 

confirmó la incorporación de 

nanopartículas en las membranas 

sintetizadas (Figura IV- 6), por lo que el 

paso siguiente fue la determinación del porcentaje de nanopartículas presente en 

el material, para lo cual se empleó la técnica de TGA. Esta técnica monitoriza la masa 

de una muestra al mismo tiempo que se va aumentando la temperatura de la 

misma, proporcionando información sobre fenómenos tales como transiciones de 

fase, absorción, adsorción, desorción o descomposición, entre otros. Mientras que 

Figura IV- 5. Vista macroscópica de NFs de 

PCL con NPs de SBA-15 incorporadas 

mediante electrospraying simultáneo 
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la PCL muestra una descomposición a 

390 °C, las nanopartículas de SBA-15 no 

muestran ninguna descomposición por 

debajo de 600 °C (Figura IV- 7), por lo 

que esta técnica nos permite calcular 

por diferencia el porcentaje de SBA-15 

incorporado en las membranas a partir 

del porcentaje descompuesto antes de 

600 °C. Empleando esta técnica, se 

calculó la incorporación de un 2.75 % 

m/m de SBA-15 en las membranas 

sintetizadas, solo un 20.07 % del total 

de SBA-15 que se podría haber 

incorporado teóricamente (el valor 

teórico de SBA-15 para estas condiciones de síntesis es del 13.70 % m/m). 

Debido al bajo porcentaje experimental de SBA incorporado, se decidió 

aumentar el caudal volumétrico de la suspensión de nanopartículas, para 

Figura IV- 6. Imagen de SEM de NFs de PCL 

con NPs de SBA-15 incorporadas mediante 

electrospraying simultáneo 

Figura IV- 7. Termograma para una muestra de NFs de PCL, NPs de y una membrana de 

PCL@SBA-15 sintetizada mediante electrospraying simultáneo 
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comprobar si aumentando el aporte de 

nanopartículas se podría aumentar el 

porcentaje incorporado. Mediante SEM 

se pudo confirmar la incorporación de 

las nanopartículas en la membrana 

(Figura IV- 8). Sin embargo, mediante 

TGA se pudo comprobar cómo, a pesar 

de ser estas nanopartículas observables 

en la membrana, la cantidad 

incorporada de las mismas era muy 

pequeña (Tabla IV- 2): sólo un 0.72 % 

m/m de SBA-15 para un caudal 

volumétrico de suspensión de 

nanopartículas de 3 mL/h y un 0.58 % 

m/m de SBA-15 para un caudal 

volumétrico de 4 mL/h. Al aumentar el 

caudal volumétrico de suspensión de 

nanopartículas, no solo no aumenta, 

sino que incluso disminuye la cantidad 

de nanopartículas depositadas, además 

de seguir observándose una gran 

cantidad de material pulverulento 

(nanopartículas) fuera de las fibras. Al 

aumentar el caudal podría aumentar el 

diámetro de la espiral del jet275,276, 

ampliándolo que amplía el área de 

Figura IV- 8. Imágenes de SEM de NFs de PCL 

con NPs de SBA-15 incorporadas mediante 

elctrospraying simultáneo con distintos 

caudales de la dispersión de NPs (A: 3 mL/h, 

B: 4 mL/h) 
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deposición de las nanopartículas depositándose éstas fuera de las fibras. En los 

resultados de TGA puede influir también la heterogeneidad del material obtenido. 

Los resultados de los análisis termogravimétricos, junto con la observación de 

la deposición del material polvoriento fuera de la membrana, parece indicar que 

esta técnica no es la más adecuada para incorporar las nanopartículas de SBA-15 a 

la membrana. 

IV.3.2.2. Electrospraying de nanopartículas de SBA-15 sobre 

nanofibras de PCL pre-sintetizadas 

Con los resultados del apartado anterior, se decidió cambiar el colector a uno 

de menor tamaño, para comprobar si reduciendo el área del colector se podría 

reducir la dispersión a la hora de depositarse las nanopartículas. Para ello, se 

empleó un colector circular plano de 8 cm de diámetro. Sin embargo, este colector 

no permite que, a partir de dos disoluciones independientes, tengamos un material 

que sea mezcla homogénea de ambos. 

Para la incorporación de nanopartículas en la membrana empleando este 

colector se propuso una nueva aproximación: realizar el electrospraying de una 

suspensión de nanopartículas sobre una membrana de nanofibras preparada 

separadamente con anterioridad. Este método de síntesis concentraría todo el 

material bactericida en una de las dos caras de la membrana. Ya que estos 

materiales están pensados para su empleo como apósitos esta asimetría entre 

ambas caras de la membrana no supondría una desventaja, ya que se optimizaría la 

distribución del material bactericida en la cara del apósito que se encuentra en 

contacto con la herida para proporcionarle profilaxis o bien un tratamiento. 

Tabla IV- 2. Condiciones experimentales empleadas para la obtención de NFs de PCL con NPs 

de SBA-15 incorporadas mediante electrospraying simultáneo 



R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N | 

 

P á g i n a  | 149 
 

En esta aproximación, en todos los ensayos se empleó una disolución de PCL 

(10 % m/m) a un caudal volumétrico de 1 mL/h para la síntesis de nanofibras y una 

suspensión de SBA-15 (20 mg/mL en una mezcla de agua y DMF en relación 1:1) a 

un caudal volumétrico de 2 mL/h para la incorporación de nanopartículas. En este 

caso, el porcentaje teórico de SBA-15 incorporado se moduló en función del tiempo 

de electrospinning y electrospraying empleados y el porcentaje real se determinó 

mediante TGA. 

Para una relación de tiempo entre electrospinning y electrospraying de 1:1, el 

porcentaje teórico incorporado es del 13.58 % m/m de SBA-15. Sin embargo, la 

medida en TGA de muestras preparadas en estas condiciones, indicó una carga de 

un 0.92 % de SBA-15. Si se cambia la relación de tiempo a 1:2, el porcentaje teórico 

aumenta hasta un 24.1 %, aunque los resultados experimentales mantuvieron una 

incorporación del 0.36 % m/m de SBA-15. En ambos casos, los resultados 

experimentales se encontraron muy por debajo de los teóricos, además de 

mantenerse en el mismo orden que los obtenidos mediante electrospinning y 

electrospraying simultáneo. Así mismo, aunque en este caso la membrana cubría 

por completo la superficie del colector, se pudo observar fuera del mismo, y en toda 

la cabina del electrospinner, la deposición de una película de polvo blanco, 

relacionada con la deposición de nanopartículas fuera del colector de la misma 

forma que cuando se realizaba electrospinning y electrospraying simultáneo. Una 

razón importante de que las dos anteriores estrategias no permitan la deposición 

de nanopartículas sobre las fibras, sino en el colector sin fibras, puede estar 

asociada a la poca conductividad del polímero que causa que el jet de la suspensión 

de nanopartículas sea atraído hacia el colector desnudo conectado al potencial 

negativo. Debido a esto, se decidió que la combinación de electrospraying de 

nanopartículas y electrospinning de nanofibras (simultáneo o no) no es un método 

adecuado para la incorporación de este tipo de nanopartículas en nanofibras de PCL. 

IV.3.2.3. Electrospinning de nanofibras de PCL tipo core-shell 

decoradas con nanopartículas de SBA-15 

A partir de los resultados obtenidos en los apartados IV.3.2.1 y IV.3.2.2, se 

deduce que el electrospraying de nanopartículas preformadas de SBA-15 sin ningún 

soporte polimérico no permite la incorporación de un porcentaje significativo de las 

mismas en membranas. Por ello, se planteó la síntesis de nanofibras tipo core-shell, 

formadas por un núcleo de PCL (con una función meramente estructural) y un 

recubrimiento también de PCL, en el cuál se incorporaron las nanopartículas de SBA-
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15 inicialmente sin nada contenido en sus mesoporos y posteriormente cargados de 

timol. Este tipo de fibra core-shell se plantea, además de para proporcionar un 

soporte sólido a la nanopartícula, con la intención de maximizar la exposición de las 

nanopartículas al entorno (lo que permitiría un mayor contacto con las bacterias del 

mismo) concentrándolas en la superficie externa de la fibra. Además, la presencia 

de una fina película de polímero alrededor de las nanopartículas podría modificar la 

cinética de liberación contribuyendo a obtener una liberación más sostenida. 

Para ello, se emplearon dos disoluciones poliméricas diferentes. Para el núcleo 

se empleó una disolución de PCL (10 % m/m) mientras que para el recubrimiento se 

empleó una suspensión de nanopartículas de SBA-15 (20 mg/mL) en una disolución 

de PCL. Mientras que la concentración de nanopartículas de SBA-15 se mantuvo 

constante en todos los casos, se emplearon 2 concentraciones distintas de polímero 

(5 y 10 % m/m) para, junto con la combinación de distintos caudales volumétricos 

de la disolución del núcleo y la del recubrimiento (Tabla IV- 1), variar el porcentaje 

de SBA-15 incluido en las membranas. Ya que no era necesaria la mezcla de dos 

disoluciones simultáneas, el colector elegido para la síntesis de estas membranas 

fue un colector plano recubierto con papel de aluminio para facilitar la retirada de 

las membranas tras su síntesis. 

Para cada una de las condiciones ensayadas en la Tabla IV- 3 se detalla el 

porcentaje teórico de SBA-15 en cada uno de los casos, así como el porcentaje real 

incorporado (% SBA-15 medido) determinado mediante TGA. Se puede comprobar 

que mediante este método de síntesis se consigue una eficiencia incorporación de 

las nanopartículas (eficiencia de encapsulación) mayor del 75 % para todas las 

condiciones ensayadas. Estos valores están muy por encima de los obtenidos con 

los métodos anteriormente detallados. Además, estos resultados también están en 

consonancia con lo observado macroscópicamente. Mientras que con los métodos 

descritos en los apartados IV.3.2.1 y IV.3.2.2se podía observar claramente como 

había gran cantidad de nanopartículas depositadas fuera de la zona de deposición 

del polímero (incluso fuera del colector), con la incorporación de las nanopartículas 

en el recubrimiento de las fibras tipo core-shell no se observó la deposición de 

nanopartículas fuera de la zona donde se deposita el polímero. Por tanto, se decidió 

que este es el método óptimo para incorporar este tipo de nanopartículas en 

nanofibras de PCL. 

Como ya se comentó anteriormente, el jet de la disolución de las 

nanopartículas, cargado positivamente, no es atraído por la superficie no 

conductora formada por las fibras depositadas, por lo cual tienden a depositarse 



R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N | 

 

P á g i n a  | 151 
 

sobre el colector sin fibras con potencial negativo277. Sin embargo, incorporando las 

nanopartículas a la disolución que formará el recubrimiento de unas nanofibras tipo 

core-shell se consigue que, una vez evaporado el disolvente, las nanopartículas de 

SBA-15 queden incluidas en la matriz polimérica, que se deposita sobre el colector 

con una pérdida reducida de nanopartículas (como refleja Tabla IV- 3, la pérdida, en 

el peor de los casos, es de sólo el 24 %). 

Una vez elegido este método de síntesis como óptimo para incluir estas 

nanopartículas en las nanofibras, se eligieron las condiciones de síntesis finales. La 

combinación elegida fue un caudal volumétrico de 0.5 mL/h para el núcleo y un 

caudal volumétrico de 1.0 mL/h de la disolución de PCL al 5 % m/m para el 

recubrimiento (PCL0.5@PCL5-SBA1.0, en adelante PCL@SBA-15). Con esta 

disolución se consiguió una eficiencia de encapsulación del 90.1 %, superior a la 

conseguida con el resto de condiciones ensayadas. Además, es con la que se 

consiguió un porcentaje mayor de nanopartículas incorporadas en el material, 

alcanzando el 12.3 % de la masa del material sintetizado, aun no siendo el que 

mayor porcentaje teórico de las mismas debiera incorporar. 

Si este material se compara con los materiales PCL0.5@PCL5-SBA1.5 y con el 

material PCL0.5@PCL10-SBA1.0 la menor encapsulación se justifica debido a que en 

estos dos casos se produce la deposición de material en la punta de la aguja externa, 

lo que termina reduciendo el flujo de disolución a través de la misma y, por tanto, 

el porcentaje de nanopartículas incluido en las nanofibras. Para este tipo de síntesis, 

se empleó un sistema de inyección formado por una aguja externa (diámetro 

interno, 1.4 mm) y una aguja interna (diámetro externo, 0.9 mm) centrada en el 

interior de la externa mediante un muelle de acero. Este muelle, además de generar 

una restricción al flujo por la aguja externa, hace que las nanopartículas vayan 

quedando depositadas en el mismo, reduciendo el volumen disponible para la 

circulación de la disolución de polímero. Así, en el caso del material PCL0.5@PCL5-

SBA-1.5 el caudal a través de la aguja externa es demasiado elevado como para que 

la bomba del equipo pueda asumirlo, ya que en sucesivas pruebas se comprobó que, 

a partir de media hora de trabajo, el caudal por la aguja externa se reducía 

drásticamente hasta casi interrumpirse. Para el material PCL0.5@PCL10-SBA1.0 los 

problemas no derivan del caudal de disolución si no de la viscosidad de la disolución. 

Al ser mayor la concentración de polímero para esta disolución (se pasa del 5 % al 

10 % de PCL) la viscosidad de la misma aumenta en consecuencia. Si a la deposición 

de nanopartículas en el muelle se le suma una mayor viscosidad de la disolución, el 

resultado es similar al caso anterior, tras un tiempo de trabajo, la bomba del equipo 
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no es capaz de proporcionar el caudal programado para la disolución de 

recubrimiento dando como resultado un material con un porcentaje de 

nanopartículas menor que el teórico. Sin embargo, para el material PCL@-SBA-15 

(PCL0.5@PCL5-SBA1.0) el caudal por la aguja externa, así como la viscosidad de la 

disolución que circula por ella, son adecuados para que no se produzca la deposición 

de nanopartículas en el muelle y que la disolución circule de forma continua 

generando un material homogéneo, otro de los motivos por lo que estas 

condiciones se eligieron como óptimas. 

Una vez determinadas las condiciones óptimas de síntesis para las nanofibras 

cargadas con nanopartículas de SBA-15, se extrapolaron para la incorporación de 

nanopartículas de SBA-15 cargadas con timol (SBA-TIM NPs) para su aplicación 

como apósito con propiedades bactericidas. 
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IV.3.3. Síntesis de nanofibras de PCL decoradas con 

nanopartículas de SBA-15 cargadas con timol 

(PCL@SBA-TIM) 

Para la síntesis de las nanofibras de PCL decoradas con nanopartículas de SBA-

15 cargadas con timol (PCL@SBA-TIM) se emplearon las condiciones definidas como 

óptimas en el apartado IV.3.2.3. La carga de estas nanopartículas con timol ha sido 

desarrollada en trabajos previos del grupo de investigación y no afecta a su 

morfología (Figura IV- 1), manteniendo tanto su diámetro (138+30 nm) como su 

longitud (563+100 nm) tras la incorporación del compuesto. Además, poseen 

actividad bactericida frente a S. aureus, reflejadas en los valores de MIC y MBC271, 

de 0.35 y 0.55 mg/L respectivamente, concentraciones a las cuales se comprobó que 

las nanopartículas de SBA-15 no tienen ningún efecto frente a dicha bacteria. 

IV.3.3.1. Composición 

La presencia de SBA-TIM NPs se confirmó mediante TGA. En la Figura IV- 9 se 

puede observar como en el termograma correspondiente a las PCL@SBA-TIM en 

torno a 135 °C se produce una caída que no se observa en la correspondiente a las 

Figura IV- 9. Termograma y derivada del termograma de timol, PCL@SBA-15 y PCL@SBA-

TIM 
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PCL@SBA-15. Como se puede comprobar en la Figura IV- 10 (que muestra en detalle 

la gráfica de la derivada del termograma para ambos materiales y timol entre 50 y 

200 °C), a dicha temperatura hay un máximo local tanto como para el timol como 

para las PCL@SBA-TIM, lo que indica que en las nanofibras encontramos timol. 

También se puede observar como las nanopartículas dan una mayor estabilidad 

térmica al timol respecto a su forma no encapsulada. Esto se observa en la gráfica 

de la derivada, en la que se observa como el timol libre, aunque el punto máximo 

está a la misma temperatura, empieza y termina de descomponerse a una 

temperatura menor que cuando se encuentra encapsulado en las nanopartículas de 

SBA-15. En concreto, la descomposición del timol libre se produce entre 60 y 140 °C 

mientras que la del timol en las nanopartículas se produce entre 80 y 200 °C. Esta 

mayor estabilidad térmica del timol cuando se encuentra dentro de los poros de las 

nanopartículas está en consonancia con el efecto protector que tienen las 

nanopartículas sobre los fármacos alojados en sus poros que se había mencionado 

con anterioridad en la sección IV.1.1243,244. 

Como ya se ha comentado anteriormente, las nanopartículas empleadas en la 

síntesis de las membranas de PCL@SBA-TIM contenían un 70.79 % de timol, por lo 

Figura IV- 10. Detalle de la derivada del termograma entre 50 y 200 °C para timol, 

PCL@SBA-15 y PCL@SBA-TIM 
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que para las condiciones de síntesis de nanofibras elegidas la carga teórica de timol 

sería del 9.43 %. Con este procedimiento de síntesis (y empleando la TGA como 

método de cuantificación) se obtuvieron nanofibras cargadas con un 5.59±1.24 % 

de timol, lo que equivale a una eficiencia de encapsulación, referida al timol, del 

59.27 %. Si sumamos el porcentaje de timol y SBA-15 incorporado a las nanofibras 

(Tabla IV- 4) obtenemos que el material sintetizado contenía un 10.55 % de 

nanopartículas de SBA-TIM, frente a un 13.65 % teórico, lo que significa que se 

incorporó un 77.29 % de las nanopartículas en disolución, un dato menor que el 

obtenido con la incorporación de nanopartículas de SBA-15 sin cargar (92.01 %). 

Las nanopartículas empleadas para la síntesis de estos materiales contenían 

un 70.79 % de timol, mientras que considerando la masa de timol y sílice dadas por 

los resultados de TGA (5.59 % de timol y 4.22 % de SBA-15), el porcentaje de timol 

en las nanopartículas incorporadas en las nanofibras fue del 53 %, valor menor que 

el de partida. Este hecho se explica como consecuencia del proceso de 

electrospinning. Para el mismo, las nanopartículas en una disolución de DCM y DMF 

que extraen parcialmente el timol cargado en las nanopartículas. Además, como ya 

se ha discutido durante el capítulo II, debido a la volatilidad del timol, durante el 

proceso de electrospinning se produce la evaporación de parte del compuesto, lo 

que impide alcanzar eficiencias de encapsulación cercanas al 100 %. 

IV.3.3.2. Morfología 

Ambos materiales fueron caracterizados morfológicamente mediante SEM y 

TEM. A partir de las imágenes de SEM de membranas cargadas y sin cargar con SBA 

se comprobó si la incorporación de las nanopartículas afecta al diámetro de 

nanofibras obtenido. Para ello, se prepararon fibras en las mismas condiciones 

(concentración de polímero y caudal volumétrico de disoluciones) que para los 

Tabla IV- 4. Caracterización de las membranas de PCL@SBA-15 y PCL@SBA-TIM sintetizadas 



R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N | 

 

P á g i n a  | 157 
 

materiales finales con la diferencia de que no se adicionaron las nanopartículas en 

la disolución empleada para la capa exterior. 

En estas condiciones, se obtuvieron unas fibras de sólo PCL de 262±49 nm de 

diámetro, siendo 239±56 nm el diámetro obtenido para las PCL@SBA-15 y 260±51 

nm el obtenido para las PCL@SBA-TIM. A partir de estos resultados, así como de las 

imágenes de SEM presentadas en la Figura IV- 11, se puede afirmar que la 

incorporación de las nanopartículas 

(estén o no cargadas con timol) en el 

recubrimiento de las fibras no afecta 

considerablemente a su morfología. 

Además, si se comparan estos valores 

con los obtenidos para las nanofibras 

de PCL sin cargar preparadas en el 

capítulo II (263±68 nm) tampoco se 

observa una variación en el diámetro. 

Aunque en cada material se utilice una 

configuración de aguja distinta y 

disoluciones de distinta concentración, 

al mantenerse igual la masa de 

polímero aportada, el diámetro de 

fibra permanece constante. 

IV.3.3.3. Determinación del perfil de liberación 

Dado que estas membranas están diseñadas para su uso como apósitos con 

una liberación sostenida de un compuesto bactericida (timol), es necesario conocer 

el perfil de liberación del mismo. En este caso, se eligió un modelo estático en el 

cual la membrana se sumerge en el fluido biológico simulado y se mantiene a 37 °C 

y bajo agitación constante, retirando a determinados tiempos el fluido (y 

sustituyéndolo por fluido fresco) para analizar su contenido en timol mediante 

UPLC. 

En la Figura IV- 12 se presenta el perfil de liberación de timol desde las 

nanopartículas de SBA-TIM y desde las membranas de PCL@SBA-TIM. Un gran 

porcentaje de timol se liberó durante la primera media hora de experimento 

(aproximadamente el 43 % del timol cargado en la membrana), liberando al cabo de 

15 días un 55.4 ± 3.7 % del timol cargado. Si se compara este perfil con el obtenido 

en este grupo de investigación para las nanopartículas sin incluir en las 

Figura IV- 11. Imágenes de SEM, TEM e 

histogramas de NFs de PCL sintetizadas 

mediante core-shell (A), NFs de PCL@SBA-15 

(B) y NFs de PCL@SBA-TIM (C) 
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membranas271, se observa cómo el porcentaje total liberado es menor en el caso de 

las membranas (un 55.4 % en membranas frente a un 66.2 % en nanopartículas tras 

15 días) así como que la liberación en los primeros 5 días es mucho más sostenida 

en el caso de las nanopartículas que en el de las membranas. Esta diferencia en el 

perfil de liberación de timol en función de que las nanopartículas estén o no 

incluidas en las membranas se atribuye al método de inclusión de las nanopartículas 

en las membranas. Al estar dispersas en la disolución polimérica durante la síntesis, 

parte del timol cargado en las nanopartículas se extrae de éstas y pasa al polímero 

que forma el shell de las nanofibras. Así, si se compara el perfil de liberación de las 

membranas de PCL-TIM sintetizadas en el capítulo II con el de las membranas de 

PCL@SBA-TIM, se observa en ambos casos una liberación muy rápida de la mayoría 

del timol en las primeras etapas del experimento. Sin embargo, mientras que para 

las membranas de PCL-TIM no se libera más timol más allá de 8 h de experimento, 

en el caso de las membranas de PCL@SBA-TIM la liberación se extiende hasta los 15 

días. Estos resultados, junto con el mayor porcentaje liberado de timol en las 

membranas de PCL@SBA-TIM que en las membranas de PCL-TIM (un 55.4 % y un 

7.3 % de timol respectivamente), sugieren que el perfil de liberación del timol desde 

Figura IV- 12. Perfil de liberación de NPs de SBA-TIM y NFs de PCL@SBA-TIM 
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las membranas de PCL@SBA-TIM es una combinación de la liberación desde 

nanopartículas de SBA-TIM y de la liberación desde el shell de las fibras. 

IV.3.4. Propiedades bactericidas de las membranas de 

PCL@SBA-TIM 

IV.3.4.1. Determinación de MIC y MBC 

Como ya se ha indicado con anterioridad, el incluir las nanopartículas de SBA-

TIM en nanofibras de PCL tiene el objetivo de crear un apósito con propiedades 

bactericidas. Dado esto, es necesario calcular la MIC y MBC de estos materiales. 

Empleando como modelo bacteriano la bacteria S. aureus ATCC 25923 se 

obtuvieron unos valores de MIC y MBC de 7.5 y 10 mg/mL de membrana de 

PCL@SBA-TIM, lo que en términos de timol liberado desde las membranas se 

traduce en 0.22 y 0.30 mg/mL, respectivamente (Tabla IV- 5). Aunque estos valores 

son más altos (tanto en material neto como en timol liberado) que los obtenidos 

para las nanopartículas sin incluir en la membrana, este hecho se puede explicar por 

la menor disponibilidad de las nanopartículas cuando se encuentran incluidas en 

una membrana ya que el PCL puede constituir una barrera difusional que ralentiza 

la liberación del timol. Mientras que en los ensayos realizados con las 

nanopartículas “libres” todas están expuestas al contacto con las bacterias, al estar 

Tabla IV- 5. Comparación entre las propiedades bactericidas de timol, NPs de SBA-TIM y 

membranas de PCL@SBA-TIM y PCL@SBA-15 
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incluidas en una membrana sólo una parte de las mismas están en contacto con el 

medio, por lo que se ve limitado uno de los mecanismos de acción del timol frente 

a las bacterias: la disrupción de la capa de peptidoglicano que rodea a la pared 

celular de esta bacteria por contacto con el timol. 

Por otra parte, si se compara con las membranas de PCL-TIM sintetizadas en 

el capítulo II, los valores de MIC y MBC se han visto reducidos desde 10 y 30 mg/mL 

hasta 7.5 y 10 mg/mL, incluso con un material cuyo contenido de timol es mucho 

menor (5.59 % frente a un 17.13 % cargado en las membranas de PCL-TIM). Esto es 

debido a la diferente liberación de ambas membranas. Tras 24 h en el caso de las 

membranas de PCL@SBA-TIM se liberó una concentración de 0.22 mg/mL de timol 

(partiendo de una concentración de membrana igual a la MIC) mientras que para el 

caso de las membranas de PCL-TIM, para la concentración de membrana de MIC, 

sólo se liberó al medio una concentración de timol de 0.12 mg/mL. Esta mayor 

liberación complementa el efecto del contacto potenciando el efecto bactericida de 

las membranas sintetizadas en este capítulo. 

Finalmente, cabe comentar que el efecto bactericida de estas membranas 

viene dado por el timol cargado en las nanopartículas de SBA-15 y no por un posible 

efecto del material sin cargar. Esto se comprobó enfrentando concentraciones de 

10 mg/mL (la mayor concentración ensayada para las membranas de PCL@SBA-

TIM) de membranas de PCL@SBA-15 a las mismas condiciones que las empleadas 

anteriormente. En este experimento, el crecimiento bacteriano fue el mismo para 

las muestras con membrana que para las muestras control, lo que significa que las 

membranas de PCL@SBA no tienen ningún efecto bactericida a la concentración de 

10 mg/mL. 

IV.3.4.2. Influencia del contacto 

Para evaluar el efecto del contacto en la acción bactericida de los materiales 

sintetizados, se incubaron en medio de cultivo (TSB) estéril sin bacterias muestras 

de membranas de PCL@SBA-TIM y PCL@SBA-15 en una concentración 10 mg/mL 

(MIC para las membranas de PCL@SBA-TIM). Se mantuvieron incubando a 37 °C 

durante diferentes tiempos, al final de los cuales se separó la membrana del medio 

de cultivo y se comprobó la capacidad bactericida tanto de la membrana como del 

compuesto liberado al medio de cultivo (exudado). 

Los resultados obtenidos de este experimento se presentan en la Figura IV- 13 

A para las membranas y B para los exudados. Se puede comprobar cómo, hasta el 
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quinto día, las membranas mantienen su capacidad bactericida, a pesar de haber 

liberado parte de su carga de timol al medio. A partir del séptimo día, aunque la 

capacidad bactericida de las membranas se ve reducida, aún poseen una carga 

Figura IV- 13. Ensayos de exudados frente a S. aureus para las membranas de PCL@SBA-15 y 

PCL@SBA-TIM 



|C A P Í T U L O  I V  

 

162 | P á g i n a  
 

suficiente de timol en contacto con el medio como para tener un efecto inhibitorio 

en el crecimiento bacteriano. Por otro lado, si bien las membranas mantienen sus 

propiedades bactericidas, el timol liberado al medio no es suficiente como para 

tener efecto bactericida, según se deduce de los resultados obtenidos en el 

apartado B. 

De estos resultados se puede deducir que, si bien se libera una mayor 

concentración de timol que en caso de las membranas de PCL-TIM, el contacto entre 

la membrana y las bacterias sigue siendo un factor clave para conseguir un efecto 

bactericida de las mismas. 
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IV.4. CONCLUSIONES 

En este capítulo se sintetizaron nanopartículas de SBA-15 (con una longitud de 

563 y un diámetro de 138 nm) en las que posteriormente se incorporó un 71 % de 

timol mediante el método de impregnación incipiente. Además, se optimizó la 

incorporación de estas partículas en nanofibras de PCL, empleando para ello tres 

métodos distintos (electrospinning y electrospraying simultáneo, electrospraying de 

nanopartículas sobre nanofibras pre-sintetizadas y electrospinning de nanofibras de 

PCL con nanopartículas incluidas en el shell de las nanofibras). De los tres métodos, 

se eligió como óptimo el tercero, obteniendo unas membranas con un diámetro de 

fibra homogéneo y una eficiencia de incorporación de nanopartículas del 77 %. 

Se analizó el perfil de liberación de timol tanto para las nanopartículas 

cargadas como para las membranas que las incorporan. En general, se obtienen 

perfiles de liberación sostenida de timol hasta 15 días, si bien para el caso de las 

membranas se observa una liberación más rápida de timol durante las primeras 

horas que para las nanopartículas sin incorporar a las mismas. 

Dada la naturaleza bactericida del timol se evaluó la capacidad bactericida de 

las membranas obtenidas frente a un modelo de bacteria Gram + obteniendo los 

valores de MIC y MBC. Se comprobó que este efecto era debido a la presencia del 

timol en las nanopartículas, ya que para las mismas concentraciones de membranas 

con nanopartículas sin cargar no se observó ningún efecto bactericida. Así mismo, 

se evaluó la influencia del contacto entre las bacterias y las membranas y, dado el 

perfil de liberación del agente bactericida, se evaluó su efecto a tiempos largos, 

comprobando cómo hasta 14 días las membranas mantienen sus propiedades 

bactericidas, aunque a partir del día cinco ven ligeramente reducida su actividad. 
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A la vista de los resultados obtenidos a lo largo de la realización de este trabajo, 

se puede obtener una serie de conclusiones, resumidas al final de cada capítulo. A 

continuación, se sintetizan las más relevantes de entre todas ellas. 

 Los métodos de síntesis empleados (electrospinning, electrospraying y una 

combinación de impregnación de nanopartículas de sílice mesoporosa tipo SBA-15 

con electrospinning) demostraron ser muy adecuados para la encapsulación de 

compuestos bactericidas volátiles como el timol, ya que en todos los casos se 

obtuvieron valores de eficiencia de encapsulación superiores al 55 % en las 

membranas finales. 

 El proceso de electrospraying al que fueron sometidas las membranas de 

PCL para la incorporación de las micropartículas de PLGA no afectó 

significativamente a sus propiedades mecánicas, por lo que este proceso puede ser 

empleado para la combinación de varios polímeros con diferentes propiedades. 

 Comparada con la actividad de los compuestos libres, la actividad 

bactericida de los mismos compuestos encapsulados se mantuvo en las diferentes 

membranas preparadas. Además, esta actividad bactericida depende fuertemente 

del contacto entre la membrana y la bacteria, como quedó demostrado al evaluar 

la capacidad bactericida del timol liberado desde membranas de PCL-TIM y de 

PLC@SBA-TIM. 

 En las membranas de PCL@PLGA-TIM, la actividad bactericida se demostró 

que proviene del timol encapsulado en las mismas y no del PLGA con el que están 

preparadas ya que, mientras que membranas de PCL@PLGA no demostraron tener 

capacidad bactericida alguna, membranas del mismo diámetro de PCL@PLGA-TIM 

sí demostraron ser capaces de inhibir el crecimiento bacteriano, actuando el PLGA 

tan sólo como vehículo para conseguir una liberación sostenida en el tiempo. 

 Las membranas de PCL@PLGA-TIM demostraron no tener efecto citotóxico 

(en concentraciones bactericidas) frente a dos líneas celulares distintas, mientras 

que una concentración equivalente de timol sí lo presentó, por lo que este material 

se puede considerar adecuado para tener un efecto terapéutico bactericida sin 

afectar negativamente al tejido tratado. 

 Tanto las membranas de PCL-TIM como las de PCL@PLGA-TIM 

demostraron ser capaces de controlar la infección experimental de una herida 

aguda en un modelo in-vivo de herida infectada en ratón con bacterias Gram +. 

Aunque no se consiguió la completa erradicación de la infección, sí se consiguió la 
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inhibición temporal de la misma. Además, en el caso de las membranas de PCL-TIM, 

se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con un antiséptico tópico 

comercial de amplio espectro, la clorhexidina. 

 Además de controlar la infección, las membranas de PCL-TIM y PCL@PLGA-

TIM demostraron contribuir a la aceleración en el proceso de curación de heridas 

en el modelo in-vivo de herida, ya que en las heridas tratadas con estos materiales 

se comprobó una regeneración más acelerada de los vasos sanguíneos y tejidos que 

en las muestras control, resultado atribuido al efecto proliferativo y regenerativo 

del timol. 

 Existe poca evidencia científica y, en muchos casos, poco concluyente que 

indique que el tratamiento de heridas infectadas agudas con apósitos que contienen 

fármacos (antisépticos o antibióticos tópicos) es más eficaz que el tratamiento 

clínico habitual con, por ejemplo, clorhexidina. Así pues, este trabajo ha servido 

para aportar evidencias basadas en la aplicación del método científico acerca de que 

apósitos que contienen timol son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano y 

producen menor citotoxicidad en células eucariotas que la aplicación de un 

antiséptico comercial ampliamente empleado en la práctica clínica, la clorhexidina. 

 Además, es posible controlar el perfil de liberación de un antiséptico de 

origen natural (como es el timol) variando tanto la naturaleza del material que lo 

contiene como la forma de incorporación del mismo. Mientras que las membranas 

de PCL presentaron una liberación muy rápida del timol, al decorar la superficie de 

la membrana con micropartículas de PLGA cargadas con timol la velocidad de 

liberación se redujo considerablemente. Finalmente, al incorporar el compuesto en 

nanopartículas inorgánicas de SBA-15 cargadas con timol en la superficie de las 

fibras que forman la membrana, se obtuvo una liberación del compuesto mucho 

más sostenida que en los casos anteriores. De esta forma, con unas ligeras 

modificaciones en el proceso de síntesis de apósitos se consiguieron tres formas 

totalmente distintas de liberar el mismo fármaco. 
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A.1. REACTIVOS 

Para la realización del presente trabajo, se emplearon reactivos de diferentes 

casas comerciales, todos ellos sin realizar ninguna purificación previa a su empleo. 

A continuación, se detallan los mismos, separados en función de la casa comercial 

en la que se adquirieron. 

 Sigma-Aldrich: ácido clorhídrico (HCl, 37 %), carvacrol (5-isopropil-2-

metilfenol, CAR, ≥ 95 %), escualeno ((6E,10E,14E,18E)-2,6,10,15,19,23-

hexametiltetracosa-2,6,10,14,18,22-hexaeno, ESC, ≥ 98 %), cinamaldehído ((2E)-3-

fenilprop-2-enal, CIN, > 95 %), heptano (≥ 99 %), naproxeno sódico ((S)-2-(6-metoxi-

2-naftil)-propanoato de sodio, 98-102 %), policaprolactona (PCL, Mn = 80000 Da), 

pluronic® P-123 (Mn ≈ 5800 Da), (S)-(-)-limoneno ((S)-1-metil-4-(1-metiletenil)-

ciclohexeno, ≥ 95 %), tampón fosfato salino (PBS), tetraetil ortosilicato (TEOS, ≥ 99.0 

%), tirosol (4-(2-hydroxyetil)fenol, TIR, 98 %) y Tween 80 (Sigma-Aldrich). 

 Fisher Scientific: diclorometano (DCM, < 99 %) y N-N-dimetilformamida 

(DMF, > 99 %). 

 Acros Organics: timol (2-isopropil-5-metilfenol, TIM, 99 %). 

 VWR: acetona (grado HPLC), acetonitrilo (≥ 99.9 %) metanol (≥ 99.9 %), 

ácido fórmico (98-100 %) y cloroformo deuterado (CDCl3, 99.8 % D). 

 Laboratorios Conda-Pronadisa: medio de cultivo de triptona de soja 

(Tryptone Soy Broth, TSB) y medio de cultivo de triptona de soja sólido (Tryptone 

Soy Agar, TSA). 

 Fluka: fluoruro de amonio (NH4F, ≥ 98.0 %). 

 Industrias Evonik AG: ácido poli(D,L-láctico-co-glicólico) RESOMER® RG 

504 (50:50, terminación éster). 

 Biowest: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium con L-glutamina (2 mM) y 

antibióticos (penicilina-estreptomicina-anfotericina B, 1 %) (DMEM). 

 Gibco: Fetal Bovine Serum (FBS). 

 Salvat: gluconato de clorhexidina (clorhexidina, 1 %) 
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A.2. TÉCNICAS DE SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN 

A.2.1. Electrospinning 

Para la síntesis de todos los materiales se ha empleado un equipo de 

electrospinning YFlow 2.2 D500 (YFlow S.D.) equipado con tres bombas de jeringa 

independientes, dos fuentes de alto voltaje (una conectada a la aguja de inyección 

para proporcionar un voltaje positivo y la otra conectada al colector para 

proporcionar un voltaje negativo) y varios colectores intercambiables. Los 

colectores disponibles son un colector plano de aluminio de 30 x 30 cm, un colector 

plano de aluminio con forma de disco de 8 cm de diámetro y un colector rotatorio 

de varillas de 30 cm de largo y 20 cm de diámetro. Este último permite configurar la 

velocidad de rotación entre 200 y 1500 rpm. 

Este equipo permite la síntesis de materiales tanto mediante la técnica de 

electrospinning como mediante la técnica de electrospraying cuyo fundamento ya 

se ha explicado previamente en la sección I.4. 

A.2.2. SEM 

La microscopía electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) permite 

observar la morfología de los materiales observados, así como determinar sus 

dimensiones. En este trabajo todas las muestras analizadas mediante esta técnica 

se visualizaron en un microscopio Inspect F50 de la compañía FEI, perteneciente al 

Laboratorio de Microscopías Avanzadas (LMA) del Instituto de Nanociencia de 

Aragón. 

Figura A.2- 1. Equipo de 

elecrrospinning YFlow 2.2 D500 
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Para la visualización de las muestras mediante esta técnica, se cortó una 

pequeña sección de la misma que se adhirió a un porta-muestras con cinta de doble 

cara de carbono. Antes de la visualización al microscopio, dado que los polímeros 

empleados no son conductores, las muestras se recubrieron con una capa de 5 nm 

de Au/Pd. Para este proceso de recubrimiento se empleó una metalizadora Leica 

EM ACE200. 

La técnica SEM se basa en el bombardeo de la muestra con un haz de 

electrones acelerados, barriéndose toda la superficie de la muestra. Cuando este 

haz incide en la muestra, los electrones del mismo interaccionan con los átomos de 

la muestra generando electrones secundarios, electrones retrodispersados y rayos 

X. Cada uno proporciona una información diferente, 

usándose los electrones secundarios como base para la 

generación de las imágenes de SEM. Las imágenes 

generadas mediante electrones retrodispersados 

aportan información sobre la composición química de la 

muestra mientras que los rayos X generados se pueden 

emplear para obtener información sobre la composición 

química de la muestra mediante espectroscopía de rayos 

X por energía dispersiva (EDX). 

Para el cálculo del diámetro de fibra y partículas 

sintetizadas, se midió el diámetro de 100 fibras o 

partículas en diversas zonas de, al menos, dos imágenes 

distintas de cada muestra. Con estos datos se calcularon 

el diámetro medio y la desviación estándar de las 

medidas. Estas medidas se realizaron con el programa 

ImageJ®. 

A.2.3. TEM 

La microscopía electrónica de transmisión (TEM, por sus siglas en inglés) 

permite la caracterización morfológica de materiales a unas magnificaciones más 

altas que las que se pueden alcanzar mediante SEM. En este trabajo, las muestras 

analizadas mediante TEM se visualizaron en un equipo Tecnai T20 de la compañía 

FEI. 

Figura A.2- 2. 

Microscopio Inspect 

F50 
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En esta técnica, se genera un haz de electrones que, 

mediante una serie de lentes condensadoras, converge 

sobre la muestra en un ángulo que determina la 

magnificación. Al atravesar la muestra, interaccionan los 

electrones con la misma y el haz de electrones generados 

tras esta interacción se emplea para construir la imagen 

final de la muestra. 

Para la visualización de la muestra, ésta debe tener 

un espesor pequeño (de entre 200 y 400 nm) y estar 

depositada sobre una rejilla específica, en este trabajo 

en concreto de cobre con recubrimiento de carbono. 

Para la obtención de las imágenes de TEM de este 

trabajo se ha contado con la ayuda de los doctores Nuria 

Navascués y Víctor Sebastián. 

A.2.4. GC-MS 

Para la determinación de la cantidad de compuesto cargado tanto en las 

membranas como en las partículas poliméricas, la técnica escogida fue la 

Cromatografía de Gases con detección mediante Espectrometría de Masas (GC-MS, 

por sus siglas en inglés). Esta técnica se basa en la separación de los distintos 

compuestos de la muestra debido a sus diferentes puntos de ebullición además de 

por su interacción con la columna cromatográfica, realizándose la elución del analito 

mediante un flujo de gas portador inerte mientras se aplica temperatura a la 

columna cromatográfica. 

Figura A.2- 3. 

Microscopio Tecnai 

T20 
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En este trabajo se empleó un cromatógrafo GC-MS Shimadzu 2010SE equipado 

con una columna capilar Zebron ZB-50 (Phenomenex, 30m x 0.25 mm, 0.25 µm de 

espesor de fase), se utilizó Helio como gas portador a un flujo constante de 1 

mL/min, se inyectó 1 µL de muestra, trabajando en modo split con una proporción 

de 1:10. 

A.2.4.1. Análisis de carvacrol y timol 

Para el análisis de muestras con carvacrol y timol (además de limoneno, 

empleado como patrón interno) el programa de temperaturas empleado fue: 

temperatura inicial, 50 °C mantenida durante 1 minuto, subida hasta 160 °C a una 

velocidad de 10 °C/min y un incremento final hasta 200 °C a una velocidad de 20 

°C/min. Las temperaturas del detector y del inyector se configuraron a 250 °C 

mientras que las temperaturas de la fuente de iones y la línea de transferencia se 

configuraron ambas a 200 °C. Con este método, se obtuvieron los siguientes 

tiempos de retención: carvacrol, 11.6 minutos; timol, 11.3 minutos y limoneno, 6.1 

minutos. 

A.2.4.2. Análisis de escualeno, tirosol y mezclas timol-tirosol y 

timol-escualeno 

Para el análisis de muestras con escualeno, tirosol y su combinación con timol 

(además de limoneno, empleado como patrón interno) el programa de temperatura 

empleado fue: temperatura inicial, 50 °C mantenida durante 0.5 minutos, subida 

hasta 160 °C a una velocidad de 10 °C/min y un incremento final hasta 300 °C a una 

Figura A.2- 4. Cromatógrafo Shimadzu 2010SE 
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velocidad de 35 °C/min, manteniendo esta temperatura durante 3 minutos. Las 

temperaturas del detector y del inyector se configuraron a 250 °C mientras que las 

temperaturas de la fuente de iones y la línea de transferencia se configuraron ambas 

a 200 °C. Con este método, se obtuvieron los siguientes tiempos de retención: 

escualeno, 17.3 minutos; tirosol, 13.3 minutos; timol, 10.8 minutos y limoneno, 5.7 

minutos. 

A.2.5. UPLC-UV-Vis 

Para el análisis de las muestras obtenidas en los ensayos de liberación del 

compuesto activo se empleó la Cromatografía de Líquidos de Ultra-Alta Resolución 

(UPLC, por sus siglas en inglés). Esta técnica de separación se basa en la distinta 

afinidad que establece el analito entre la fase sólida depositada en la columna y el 

disolvente (o mezcla de ellos) empleados para su elución en función de su polaridad. 

La diferencia del UPLC respecto a la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, 

por sus siglas en inglés) se fundamenta en poder emplear unas presiones de fase 

móvil mucho más altas en combinación con el empleo de partículas de fase 

estacionaria mucho más pequeñas, lo que se traduce en un menor tiempo de 

elución sin pérdida de resolución, ya que los picos se hacen mucho más estrechos. 

Este estrechamiento de pico también se traduce en una disminución de la 

concentración mínima que se puede detectar, ya que, para una misma 

concentración, la altura de pico es mayor y se puede diferenciar más fácilmente del 

ruido de fondo. 

En este trabajo, para el análisis de muestras mediante UPLC, se empleó un 

cromatógrafo ACQUITY UPLC® (Waters) equipado con un módulo calefactor para la 

columna, un detector de UV-Vis ACQ-PDA, una bomba cuaternaria ACQ-QSM y un 

módulo de control de muestra ACQ-FTN, controlado por el software Waters® 

EmpowerTM. Para la cuantificación de los compuestos analizados, se preparó una 

recta de calibrado entre 2.5 y 300 ppm en metanol (etanol absoluto, en el caso del 

escualeno), añadiendo en todos los puntos una concentración de 25 ppm de 

naproxeno sódico (para las muestras que contienen carvacrol, timol, tirosol o una 

mezcla de timol y escualeno) o de 5 ppm de limoneno (para las muestras que 
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contienen escualeno) como patrón interno. Las muestras se inyectaron sin ningún 

tratamiento de las mismas más allá de la adición del patrón interno. 

A.2.5.1. Análisis de carvacrol y timol 

Para la cuantificación de muestras de carvacrol y timol se empleó una columna 

Acquity UPCL® BEH C18 (2.1 x 50 mm, diámetro de partícula 1.7 µm, Waters) con un 

filtro en línea de 0.2 µm (Waters). Se optimizó un método isocrático con una mezcla 

de agua mili-Q (ácido fórmico 0.1 % v/v) y acetonitrilo en relación 50:50 como fase 

móvil. La temperatura de columna se mantuvo constante a 40 °C, se inyectaron 2 

µL de muestra, el flujo de fase móvil empleado fue de 0.5 mL/min y ambos 

compuestos (además del patrón interno) fueron detectados y cuantificados a una 

longitud de onda de 275 nm. El tiempo de retención para el carvacrol es de 0.91 

minutos, para el timol es de 0.95 minutos y para el naproxeno es de 0.57 minutos. 

A.2.5.2. Análisis de tirosol y mezclas de timol-tirosol 

Para la cuantificación de muestras de tirosol y de mezclas de timol y tirosol se 

empleó una columna Kinetex EVO C18 (2.1 x 100 mm, diámetro de partícula: 1.7 

µm, Phenomenex) con un filtro en línea de 0.2 µm (Waters). Se optimizó un método 

de gradiente a una temperatura constante de 40 °C. La primera etapa del gradiente 

parte de una mezcla de acetonitrilo y acetona 3:97 hasta llegar a una composición 

de 60:40 en 1.5 minutos. Esta composición se mantiene durante un minuto, 

volviendo a las condiciones iniciales en 1.5 minutos. El volumen de muestra 

inyectado fue de 3.5 µL, el flujo de fase móvil empleado fue de 0.6 mL/min y los dos 

Figura A.2- 5. Cromatógrafo 

ACQUITY UPCL 
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compuestos (además del patrón interno) fueron detectados y cuantificados a una 

longitud de onda de 275 nm. El tiempo de retención para el timol es de 2.44 

minutos, para el tirosol es de 1.28 minutos y para el naproxeno es de 2.24 minutos. 

A.2.5.3. Análisis de escualeno 

Para la cuantificación de muestras de escualeno se empleó una columna 

Kinetex EVO C18 (2.1 x 100 mm, diámetro de partícula: 1.7 µm, Phenomenex) con 

un filtro en línea de 0.2 µm (Waters). Se optimizó un método isocrático con una 

mezcla de acetona y acetonitrilo (10:90) como fase móvil. La temperatura de 

columna se mantuvo constante a 40 °C, el volumen de muestra inyectado fue de 2 

µL, el flujo de fase móvil empleado fue de 0.8 mL/min y tanto patrón interno como 

analito fueron detectados y cuantificados a una longitud de onda de 205 nm. El 

tiempo de retención para el escualeno es de 0.79 minutos y para el limoneno es de 

0.23 minutos. 

A.2.5.4. Análisis de mezclas timol-escualeno 

Para la cuantificación de muestras con mezcla de timol y escualeno se empleó 

una columna Kinetex EVO C18 (2.1 x 100 mm, diámetro de partícula: 1.7 µm, 

Phenomenex) con un filtro en línea de 0.2 µm (Waters). Se optimizó un método de 

gradiente de tres disolventes: acetonitrilo, agua mili-Q (ácido fórmico 0.1 % v/v) y 

acetona. La composición inicial del método es de 50:50:0 manteniéndose constante 

durante un minuto y posteriormente cambiando en un minuto a una composición 

de 90:0:10. Esta composición se mantiene durante tres minutos, volviendo a las 

condiciones iniciales en un minuto. La temperatura de columna se mantuvo 

contante a 40 °C, el volumen de muestra inyectado fue de 3.5 µL y el flujo de fase 

móvil empleado fue de 0.8 mL/min. Ambos compuestos (además del patrón 

interno) fueron detectados y cuantificados a una longitud de onda de 205 nm. El 

tiempo de retención para el escualeno es de 3.26 minutos, para el timol es de 0.67 

minutos y para el naproxeno es de 0.48 minutos. 

A.2.6. Análisis termogravimétrico 

La termogravimetría es una técnica en la cual se monitoriza la masa de una 

muestra en función de la temperatura aplicada cuando se le somete a una rampa 

de temperatura en una atmósfera controlada. Con esta técnica se pueden 

determinar diversas propiedades de la muestra como la resistencia térmica, la 
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pérdida de disolventes o el porcentaje de cada componente que se presenta en el 

material analizado. 

Parta el análisis de muestras sólidas mediante esta técnica, la muestra se 

deposita en un crisol que se soporta sobre una balanza de precisión (por lo general, 

una microbalanza de cristal de cuarzo). Este crisol se introduce en un horno que 

permite controlar la temperatura durante el análisis, así como mantener una 

atmósfera controlada empleando gas nitrógeno, aire sintético o una mezcla de 

ambos en proporciones controladas. 

En este trabajo, se empleó un equipo de termogravimetría TGA/SDTA 851 de 

la compañía Mettler Toledo. Se empleó una rampa de temperatura de 10 °C/min 

dese 40 °C hasta 600 °C con un flujo de aire sintético de 50 mL/min. 

A.2.7. Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

Esta técnica se basa en las propiedades mecano-cuánticas de los nucleos 

atómicos, en concreto aquellos cuyo espín nuclear es distinto de 0 (como el protón, 
1H, el carbono-13, 13C, o el nitrógeno-15, 15N). Estos núcleos, al interactuar con un 

campo magnético resuenan a una frecuencia proporcional a la fuerza del campo 

incidente. A una fuerza dada, todos los núcleos iguales resuenan a la misma 

frecuencia, sin embargo, esta frecuencia puede ser modificada por la presencia de 

electrones de otros núcleos próximos, fenómeno denominado apantallamiento, y 

que se aprovecha para la determinación estructural mediante RMN. Así, en función 

de la frecuencia a la que aparece un núcleo, se puede determinar el tipo de núcleos 

que le rodean, también conocido como entorno químico. 

Figura A.2- 6. Mettler Toledo 

TGA/SDTA 851 
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En este trabajo se ha empleado tanto la técnica de RMN de protón (RMN-1H) 

como la de carbono-13 (RMN-13C). Los espectros fueron adquiridos en un equipo 

Bruker DPX 400 de la compañía Bruker Daltonik GmbH, trabajando a una frecuencia 

de 400 MHz en el caso de los espectros de protón (en una ventana espectral entre 

0 y 15 ppm) y a una frecuencia de 100 MHz en el caso de los espectros de carbono-

13 (en una ventrana espectral entre 0 y 250 ppm). 

A.2.8. Difracción de rayos X (XRD) 

Mediante esta técnica es posible conocer propiedades estructurales de la 

muestra analizada tales como la orientación del crecimiento de los cristales que la 

forman, si posee o no estructura cristalina (y qué estructura presenta), el espesor 

de películas delgadas, su densidad, el parámetro de red o la superestructura que 

presenta. 

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas cuya longitud de onda se 

encuentra en el rango entre 0.5 y 10 nm. Cuando se produce la interacción de un 

haz de rayos X (de una determinada longitud de onda) con una sustancia cristalina 

se produce la difracción de los mismos. Esta difracción está basada en la dispersión 

coherente del haz por parte de la materia, que genera una interferencia 

Figura A.2- 7. Espectrómetro 

Bruker DPX 400 equipado con 

brazo automuestreador 
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constructiva de las ondas en fase y que se dispersan en distintas direcciones, 

fenómeno que sólo se produce cuando se cumple la ley de Bragg. 

Para el análisis de muestras mediante XRD en este trabajo se empleó un 

difractómetro Empyrean de la compañía Panalytical equipado con un ánodo de Cu 

y un monocromador para seleccionar la radiación Cu-Kα (λ = 1.54 Å) y trabajando 

con un voltaje de 45 kV y una intensidad de corriente de 40 mA. Los patrones de 

difracción se registraron entre 0.5° y 8° en incrementos de 0.01°.  Para su análisis, 

las muestras se depositaros en polvo sobre el soporte del equipo, realizando las 

medidas la Dra. Nuria Navascués. 

A.2.9. Isotermas de adsorción de nitrógeno 

La medida de las isotermas de adsorción de N2 por parte de un material es una 

medida del tamaño de los poros que contiene en función del volumen de gas 

adsorbido por el mismo. Para ello, se introduce una cantidad conocida de gas puro 

en un volumen cerrado que contiene a la muestra y se monitoriza la presión en el 

sistema, manteniendo la temperatura constante. A medida que el material adsorbe 

al gas, la presión va disminuyendo hasta que se alcanza el equilibrio. De esta manera 

se construye tanto la curva de adsorción como la curva de desorción de N2 para la 

muestra estudiada. De los datos obtenidos mediante estas curvas, se puede calcular 

el área superficial de la muestra, mediante el método BET así como la distribución 

de tamaño de poro mediante el método BJH. 

Figura A.2- 8. Difractómetro 

Panalytical Empyrean 
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En este trabajo, se empleó un equipo TriStar 3000 de la compañía 

Micrometrics para la medida de las isotermas de adsorción de N2. Antes de la 

medida, las muestras se desgasificaron durante 8 horas a 200 °C (40 °C para el caso 

de las muestras cargadas con compuesto activo). El área superficial se calculó para 

una presión relativa entre 0.05 y 0.20 y el volumen total de poro se calculó para una 

relación P0/P de 0.96. 

 

Figura A.2- 9. Micrometrics 

TrisStar 3000 
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A.3. ENSAYOS BACTERICIDAS 

A.3.1. Determinación de MIC y MBC en medio sólido 

Para la determinación de la MIC y la MBC en medio sólido se empleó una 

adaptación de la norma ASTM E-2180 (Método estándar para la determinación de 

la actividad de agentes antimicrobiano en materiales poliméricos o hidrofóbicos)164. 

En primer lugar, se preparó un cultivo estado estacionario (con una 

concentración de 109 UFC/mL) tomando una colonia de la bacteria deseada con un 

asa de siembra estéril y dispersando esta colonia en 4 mL de TSB estéril. Este cultivo 

se incubó entre 18 y 24 horas a 37 °C para alcanzar la concentración deseada. 

Posteriormente, se dispensó en TSA templado (45 ± 2 °C) el volumen necesario de 

cultivo estacionario para alcanzar una concentración de 106 UFC/mL. 

Paralelamente, se cortaron fragmentos de membrana de diferentes masas y se 

esterilizaron bajo una luz ultravioleta (λ = 254 nm, 30 minutos por cada cara). Una 

vez esterilizadas, se colocó cada muestra en un pocillo de una placa multiwell de 12 

pocillos y se añadió 1 mL de TSA inoculado. Cada placa se incubó a 37 °C durante 24 

horas en una caja cerrada con agua (para mantener un nivel adecuado de 

humedad). 

Pasado este tiempo, cada muestra se reconstituyó en 10 mL de TSB estéril, se 

introdujo en un baño de ultrasonidos durante 1 minuto y se agitó en un agitador 

tipo vortex durante otro minuto para separar las bacterias del agar. Una vez 

separadas las bacterias del agar, para la medida de su crecimiento se empleó el 

método estándar de microdilución. Para ello, se realizaron 6 diluciones seriadas 

1:10 de cada muestra en DPBS. De cada dilución, se sembraron 3 gotas de 25 µL en 

una placa Petri con TSA estéril y se incubaron a 37 °C durante toda la noche para 

poder contar el número de colonias resultantes de cada muestra. Para el cálculo de 

las UFC/mL, se empleó la Ecuación A-3.1: 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=  

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 · 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

0.025 𝑚𝐿
 

Ecuación A.3-1: Cálculo de UFC/mL 

A.3.2. Determinación de la influencia del contacto 

Para evaluar la influencia del contacto entre las membranas y la bacteria se 

diseñó un ensayo para evaluar la capacidad bactericida de la membrana tras haber 
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estado sumergida en medio de cultivo líquido, así como la capacidad bactericida de 

los posibles compuestos liberados al medio. 

Para ello, se prepararon muestras de una masa suficiente como para alcanzar 

la MBC de la membrana ensayada frente a cada microorganismo y se esterilizaron 

bajo luz ultravioleta (λ = 254 nm, 30 minutos por cada cara). Tras la esterilización, 

se sumergió cada muestra con 1 mL de TSB estéril durante diferentes tiempos 

manteniendo una agitación constante (150 rpm) y a una temperatura de 37 °C. Una 

vez alcanzado el tiempo final, cada membrana se separó de su medio de cultivo 

(denominado “exudado”). El exudado fue inoculado con 106 UFC/mL del 

correspondiente microorganismo, incubado durante 24 horas a 37 °C y 150 rpm y 

analizado el crecimiento bacteriano mediante el método de microdilución descrito 

el anexo A.3.1. Para determinar la capacidad bactericida de las membranas tras 

haber liberado parte de su contenido, una vez separadas del exudado, fueron 

tratadas tal como se describe en el anexo A.3.1.
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A.4. ENSAYOS CON ANIMALES 

A.4.1. Modelo de herida infectada en ratón 

Para la evaluación de la efectividad in-vivo de los materiales sintetizados en 

este trabajo, se puso a punto un modelo de herida infectada en ratón a partir de la 

modificación de otros trabajos previos278,279. En todos los casos, se emplearon 

ratones sin pelo SKH1, que para el procedimiento quirúrgico fueron anestesiados 

con un 5 % de isoflurano, compuesto que se mantuvo a una concentración del 1 % 

durante todo el proceso (con un flujo de 1 L/min de oxígeno). Para mantener la 

esterilidad en la zona intervenida, la piel se limpió con una solución de etanol (70 % 

v/v) y para aliviar el dolor, se al animal se le administró de forma diaria (hasta 48 h 

después de la cirugía) Meloxicam de manera subcutánea (2.5 mg/kg de peso). 

Para realizar las heridas (dos en cada animal), en primer lugar se marcó con 

una perforadora para biopsias estéril (de 8 mm de diámetro) la zona de intervención 

a ambos lados de la línea media del ratón, retirando por completo la piel dentro de 

dichas marcas. Posteriormente, se colocaron dos anillos de silicona, suturados con 

6 suturas 4/0, para impedir el cierre natural de la herida por contracción de la piel. 

Una vez realizadas las heridas, se procedió a la infección de las mismas con la 

bacteria elegida en cada caso, inoculando 107 UFC dispersas en 25 µL de PBS. Una 

vez infectada la herida, se colocaron los distintos tratamientos sobre la misma y se 

cubrió la herida con esparadrapo adhesivo y vendas, que se sustituyeron 

diariamente durante 3 días, dejando a partir de ese momento la herida al 

descubierto, tal y como se recomienda en la práctica clínica. Adicionalmente, para 

vigilar la potencial pérdida de peso durante el proceso, este parámetro se 

monitorizó diariamente. 

A.4.2. Evaluación microbiológica del modelo de herida 

infectada en ratón 

A.4.2.1. Análisis semi-cuantitativo de la infección 

Para la evaluación semi-cuantitativa de las muestras tomadas, éstas se 

cultivaron en agar sangre y en medio McConkey Nº 3 durante 24 horas a 37 °C. Tras 

la evaluación semi-cuantitativa (SC: sin crecimiento, +: crecimiento leve, ++ 

crecimiento moderado, +++ crecimiento masivo), se identificó el microorganismo 

tras resembrar las muestras y analizarlas mediante la técnica de MALDI-TOF. 
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A.4.2.2. PCR cuantitativa (qPCR) 

Para la cuantificación de la cepa de interés presente en la herida, se recurrió a 

la técnica de qPCR. Para ello, se extrajo el ADN de la muestra empleando un kit 

DNeasy Blood & Tissue (Quiagen) y la muestra extraída se amplificó mediante un kit 

específico para S. aureus EXOone MIX qPCR kit (Exopol) en un sistema 7500 FAST 

Real Time PCR System (Applied Biosystems). Tras una pre-incubación (1 ciclo, 5 min, 

95 °C) se realizó una amplificación de 42 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C para 

finalmente leer la señal fluorescente. 

A.4.3. Estudio histopatológico de heridas infectadas 

Para realizar los correspondientes estudios histopatológicos, los animales 

fueron sacrificados mediante inhalación de CO2 tras 3 o 7 días desde la intervención. 

Tras el sacrificio, se eliminaron todos los materiales incorporados en las heridas 

(anillos de silicoa, suturas, apósitos, vendas y esparadrapos y se extirpó todo el 

tejido de la herida hasta un radio de, aproximadamente, 5 mm alrededor de la 

misma. Las muestras extirpadas fueron fijadas durante 24 horas en una disolución 

al 4 % de paraformaldehído y conservadas en parafilm. 

Tras la conservación, secciones de 5 µm de espesor se tiñeron con 

hematoxilina y eosina para las determinaciones histopatológicas y con tinción de 

Gram para la determinación de bacterias. Para la evaluación de la angiogénesis en 

el tejido de la herida se realizó una evaluación inmunohistoquímica empleando 

anticuerpos de ratón policlonal CD31. Para su conservación y posterior 

visualización, las muestras se deshidrataron en xileno y posterior mente se 

rehidrataron con series de etanol. La recuperación de los anticuerpos se llevó a cabo 

con un tratamiento en un tampón de alto pH (CC1m) añadiendo un 3 % de H2O2. 

Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario (1:50, 60 

minutos) seguido del correspondiente sistema de visualización de peroxidasa de 

rábano, empleando tetracloruro de 3,30-diaminbencidina para la detección de la 

reacción inmunohistoquímica. Para la tinción del núcleo celular se empleó 

hematoxilina de Carazzi y, finalmente, las muestras se deshidrataron y se montaron 

permanentemente. 
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