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RESUMEN

Se realiz6 una formulacion de matriz hidrocoloide de carboximetilcelulosa (CMC) que incorpora como principios
activos iones de plata (Ag*) y aminoacidos, con el fin de abordar la necesidad de crear una formulacién la cual
tenga beneficio coste-efectividad para su uso clinico en Ulceras por presion (UPP). Se realizé una solucion de
Nitrato de Plata (AgNOs) de 12 mg/mL y se incorpor6 con L- glicina (2,0 g), L- glutamina (0,05 g) y L- arginina (0.15
g) a una solucion de CMC con una concentracién de 1,5 mg/mL. Se midié su capacidad antimicrobiana en
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus con el método de difusién en disco. Finalmente, se comprobé
que la formulacién conservé su estabilidad fisicoquimica y resultd efectiva en la inhibicion de las cepas
seleccionadas. Ademas, permitié una liberacion gradual y sostenida de Ag*, manteniendo asi una concentracién
efectiva a lo largo del tiempo.

Palabras clave: L- glicina, L- arginina, L- glutamina, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
hidrocoloide, Ulceras por presion

Development of a hydrocolloid matrix with silver ions (Ag+) and enriched with amino
acids for clinical use in the treatment of pressure ulcers (PU).

SUMMARY

The formulation of a hydrocolloid matrix was developed using carboxymethylcellulose (CMC), incorporating silver
ions (Ag*) and amino acids, aimed at addressing the need for a cost-effective formulation for clinical use in pressure
ulcers (PU). A 12 mg/mL Silver Nitrate (AgNO3) solution was prepared and incorporated with L-glycine (2.0 g), L-
glutamine (0.05 g), and L-arginine (0.15 g) into a CMC solution at a concentration of 1,5 mg/mL. Its antimicrobial
capacity against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus was assessed using the disk diffusion
method. Finally, it was demonstrated that the formulation maintained its physicochemical stability, the
microbiological studies showed effectiveness against the selected strains, and it achieved gradual and sustained
release of Ag*, maintaining an effective concentration over time

Keywords: L-glycine, L-arginine, L-glutamine, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, hydrocolloid,
pressure ulcers
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1. INTRODUCCION

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo y esta constituida por tres capas, la epidermis, dermis e hipodermis.
Es la primera barrera protectora y natural del organismo frente a las infecciones, al dolor y a las agresiones
externas y son estas Ultimas, las que pueden deteriorar la piel generando Ulceras por presion (UPP) [1]. Las Ulceras
son originadas por presion, friccién o cizalla, o por combinacién de estos tres tipos de fuerzas, afectando la piel y
tejidos subyacentes; aunque la piel, la grasa y el tejido muscular pueden resistir presiones importantes por breves
periodos de tiempo, la exposicién prolongada a una cierta cantidad de presién ligeramente superior a la presién
de llenado capilar (32 mmHg) puede originar necrosis de la piel y ulceracién. Tan sélo dos horas de presion
ininterrumpida puede originar los cambios mencionados y su clasificacién va desde el enrojecimiento de la piel
gue corresponde al estadio |, a la presencia de lesiones con cavernas y lesiones en el misculo o hueso que
corresponde al estadio IV [2].

Las heridas cronicas, dentro de las que se incluyen las UPP, son un problema de salud no solo individual sino
colectivo, pues trae consigo diversas implicaciones para el individuo, para la familia y cuidadores [3]. A pesar de
los avances significativos en la investigacion cientifica sobre la etiologia, prevencién y tratamiento de las UPP,
estas siguen siendo un problema en todos los niveles de atencién médica en el siglo XXI. Teniendo en cuenta la
magnitud del problema y la cantidad de pacientes afectados, es importante considerar que las UPP no solo traen
repercusiones de salud a los pacientes, sino que también afecta al sistema de salud, pues los costos de atencién
se elevan. Un reciente estudio europeo de costos, indica que las Ulceras por presidn suponen entre el 1% y el 4%
de los gastos sanitarios [4]. Los costos anuales del tratamiento de las UPP en Estados Unidos oscilan entre 9,1y
11,6 billones de ddlares, con un costo por UPP que varia entre los 21.000 y los 152.000 ddlares. Esto es debido
a que se deben implementar mdltiples tratamientos para el alivio del dolor y el control de la herida segun su
gravedad y se aumenta la estancia hospitalaria; todo lo anterior sin contar que la aparicion de UPP en pacientes
hospitalizados pueden generar aspectos legales y demandas [5,6]. En Colombia no se cuenta con informacién
sistematizada relacionada con el tema y no hay investigaciones recientes, lo que demuestra una falencia para
conocer con exactitud la prevalencia y el estado actual de esta patologia en nuestro entorno [7].

Se sabe que la mayoria de las UPP se podrian evitar con la aplicacion de un adecuado protocolo de prevencién
[8]. La prevencidn y el tratamiento de las Ulceras se correlaciona directamente con los estandares de calidad de
la atencién recibida por parte de los profesionales de la salud en el servicio hospitalario [9]. Existen métodos
tépicos para la curacién de este tipo de heridas los cuales son bien calificados, como los hidrogeles, las espumas
de poliuretano, los hidro-polimeros, entre otros que auxilian el proceso de cicatrizacion. Sin embargo, la evaluacion
de las evidencias sobre la efectividad de esas terapéuticas, para la mejor cicatrizacion de la UPP o el producto
mas adecuado para cada fase de la Ulcera por presion, todavia es escasa y de alto costo [10].

Las UPP de grado Il en adelante, presentan con mucha frecuencia riesgo de colonizacién bacteriana o infeccién
[11]. Aunque, es comUn que todas las heridas crénicas contengan microorganismos y esto no necesariamente
impide el proceso de cicatrizacion, la manera en que interactian con el huésped, una vez se ha desarrollado la
infeccion, hace que sea necesario llevar a cabo tratamientos efectivos para que no se produzcan mas
complicaciones en los pacientes [12]. Las bacterias en una herida pueden pasar por varios estadios, incluyendo
la contaminacion, la colonizacion, la infeccién local y la diseminacién de la infeccion. Cada etapa representa una
progresion hacia una mayor gravedad de la infeccién y requiere diferentes medidas para su manejo y tratamiento.
Estas infecciones suelen ser causadas por una mezcla de microorganismos, siendo Escherichia coli uno de los
mAas comunes, junto con otros tipos como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter [13].

Para tratar las heridas y combatir las infecciones bacterianas, se han utilizado antibiéticos de uso cutaneo como
la gentamicina. Sin embargo, bacterias como Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa son resistentes
a estos productos. Debido a esta causa, la utilizacion de antisépticos y metales como la plata o el cobre, se ha
convertido en una importante alternativa en el tratamiento de heridas [14]. Estos metales pesados se pueden
incorporar a diversas formas farmacéuticas y representan una gran alternativa si se liberan de manera gradual en
la herida, pues esto garantiza una actividad antimicrobiana efectiva, minimiza la toxicidad y la resistencia
antimicrobiana, ademas, promueve la cicatrizacién de la herida de manera segura y eficaz. El uso de apdsitos con
metales como principio activo ha superado a las demas, por su facilidad de aplicacion, ya que pueden proporcionar
una disponibilidad continua del principio activo y tienen un bajo riesgo de resistencia bacteriana, esto desempefia



un papel importante en el control de la carga microbiana en las heridas, limitando al mismo tiempo la exposicion
a los antibidticos y reduciendo el riesgo de aparicién de resistencias adicionales a estos medicamentos [15].

El producto ideal para tratar las heridas deberia tener las siguientes propiedades: mantener un medio himedo
para facilitar a linfocitos, citoquinas, enzimas y factores de crecimiento desplazarse a la zona dafada; acelerar la
cicatrizacion mediante el estimulo de estas células, favorecer la proliferacion de células que rellenen el lecho de
la herida y realicen una mejor reepitelizacion, actuar de barrera frente a los microorganismos, facilitar el
intercambio gaseoso y que deje la menor cicatriz posible y con la mejor estética [16]. A pesar de que en el mercado
existen formulaciones con capacidad antimicrobiana, en la revisién bibliografica se evidencia la falta de una
investigacién que incorpore la elaboracion de una forma farmacéutica mas completa que estimule la formacion del
tejido de granulacién que, posteriormente, dara lugar al tejido cicatricial.

Los aminoacidos, como la L- glicina, L- glutamina y L- arginina, poseen propiedades regenerativas para la piel, lo
que los hace candidatos prometedores como agentes terapéuticos. Tienen una funcién estimulante en la sintesis
de colageno dérmico, la cual juega un rol muy importante en las fases tempranas del proceso de cicatrizacion y
de la formacién del tejido de granulacion que, posteriormente, dara lugar al tejido cicatricial [17]. Tanto la prolina
como su precursor, el glutamato, aumentan significativamente la sintesis de esta proteina por los fibroblastos [18].
El papel in vivo de ambas moléculas podria ser proteger la piel del dafio causado por la radiacion ultravioleta (UV),
el envejecimiento prematuro y la desaceleracién de la cicatrizacién de heridas [19]. Combinar estos aminoacidos
con la accion antimicrobiana de los iones de plata (Ag*) podria proporcionar un valor agregado significativo a
nuevas formulaciones farmacéuticas. Teniendo en cuenta lo anterior, se desarrolld6 una formulacion de
hidrocoloide que no solo ofrece propiedades antimicrobianas gracias a los iones de plata, sino que también
contiene los aminoéacidos L- glicina, L- arginina y L- glutamina, los cuales estimulan la sintesis de colageno
dérmico. Esta combinacién busca aprovechar tanto las propiedades regenerativas de los aminoacidos como la
accion antimicrobiana de la plata para promover la cicatrizacion de las UPP.

2. MATERIALES Y METODOS

Reactivos: L - Glicina (C2HsNO2), L- Arginina (CeH14N40O2), L- Glutamina (CsH10N20s3), Nitrato de Plata (AgNOs),
Fosfato de Sodio Monobasico (NaH2P04), Acido Fosférico (HaPO4), Carboximetil éter de celulosa sal sédica, Agar
Mdller-Hinton, sensi - discos de Eritromicina, sensi - discos de Netilmicina, cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus suministradas por el Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Universidad Santiago de
Cali. Todos los reactivos fueron preparados con agua destilada grado I1.

Equipos e instrumentos: Agitador de hélice RW 20 digital, pHmetro.

2.1 Determinacion de la Concentracién de Ag* utilizando un enfoque antibiético

En el laboratorio de microbiologia industrial de la Universidad Santiago de Cali, se seleccionaron dos cepas
bacterianas, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, para evaluar la concentracion 6ptima de iones
Ag* capaz de inhibir eficazmente el crecimiento bacteriano. El método empleado fue la difusién en agar de Kirby-
Bauer, que consiste en la aplicacion de agentes antimicrobianos sobre un medio de agar inoculado con la cepa
bacteriana de interés. En este estudio, se modifico el protocolo estandar incorporando iones Ag* mediante el uso
de discos de papel filtro impregnados con 10 microlitros de una solucién de nitrato de plata.

2.2 Preparaciéon de los Medios de Cultivo y Estandarizaciéon de las Cepas

Staphylococcus aureus se cultivd en agar Baird Parker, mientras que Pseudomonas aeruginosa se cultivd en agar
cetrimide a 35°C por 48 horas. Se estandarizaron ambas cepas utilizando el estandar de 0.5 de McFarland,
equivalente a una concentracién aproximada de 1.5 x 10® células por mL, empleando el equipo DensiChek para
asegurar la precision.



2.3 Inoculacion y Aplicacion de los Discos de Nitrato de Plata

Después de 15 minutos de la estandarizacion, se inocularon las cepas en agar Mueller-Hinton utilizando hisopos
estériles para asegurar una distribucion uniforme de las bacterias sobre la superficie del agar. A continuacion, se
colocaron tres discos de papel filtro impregnados con 10 microlitros de una solucién de nitrato de plata (AgNQOz3) a
una concentracion de 12 mg/mL sobre el agar inoculado. El mismo procedimiento fue repetido utilizando el
hidrocoloide.

2.4 Controles Utilizados

Para Staphylococcus aureus, se utilizaron discos de eritromicina con una carga de 15 pg como control positivo, y
como control negativo se utilizé la cepa sin tratar. De manera similar, para Pseudomonas aeruginosa, los discos
de netilmicina con una carga de 30 ug se emplearon como control positivo, y la cepa sin tratar se utiliz6 como
control negativo.

2.5 Incubacion y Medicién de los Halos de Inhibicion

Las placas inoculadas con los discos de papel filtro impregnados con nitrato de plata (AgNO3) y los discos de
hidrocoloide fueron incubadas a una temperatura de 35°C durante 48 horas. Tras la incubacion, se midieron los
halos de inhibicién producidos alrededor de ambos tipos de discos.

2.6 Preparacion del hidrocoloide

Para la formulacion de la matriz hidrocoloide se selecciond carboximetilcelulosa (CMC) a una concentracion de
1,5 mg/mL como el agente gelificante principal el cual actuara como la matriz del parche, con ayuda del agitador
de hélice RW 20 digital se disolvié la CMC antes de agregar los aminoacidos. Posteriormente, se incorporaron los
aminoacidos en polvo, L- glicina (2,0 g), L - glutamina (0,05 g) y L -arginina (0.15 g) en agitacién constante hasta
obtener una dispersién homogénea, se afiadié una solucién de nitrato de plata (AgNO3) a una concentracion de
12 mg/mL preparada previamente. La mezcla coloidal se colocé en moldes y se dej6 secar a una temperatura de
37 °C por 48 horas; una vez el parche quedo firme, se retiré del molde.

2.7 Preparacion Buffer para pruebas de liberacién del Nitrato de Plata

Para realizar las pruebas de liberacion, se requirid preparar un litro de solucién amortiguadora de ftalato
neutralizado a pH 5,4. La preparacion del buffer se realiz6 a partir de las especificaciones de la USP, la cual indica
gue se necesita biftalato de potasio (CsHs04K) al 0,2 M e hidroxido de sodio al 0,2 M (NaOH). Se pesaron 8,8 g/L
de Biftalato de Potasio y se aford con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 200 mL y 0,8 g de hidréxido
de sodio y se aforé con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 100 mL, posteriormente, se agreg6é 50 mL
de la solucion de biftalato de potasio en un matraz volumétrico de 200 mL y 34,1 mL de la solucion de hidréxido
de sodio, se aford hasta alcanzar el volumen de 200 mL y se utilizé el pHmetro para verificar el pH 5,4 que se
requeria.

Para realizar la curva de patrén, se emple6 Cloruro de Sodio (NaCl) al 0,05 M como titulante y dicromato de potasio
(K2CrO4) como indicador. A continuacion, se prepararon 6 muestras de nitrato de plata en buffer pH 5,4 a
concentraciones de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 10 mg/mL y 12 mg/mL, cada una con un volumen de
10 mL, como se sugiere en la tabla 1. Preparado el buffer, se realizaron cortes de la matriz hidrocoloide de tamafio
uniforme, para asegurar la consistencia en las pruebas. Cada trozo se colocé en un recipiente individual con 10
mL de buffer fosfato el cual nos sirvi6 como medio de liberacién, la prueba de liberacion se realizé en intervalos
de 30 minutos.

2.8 Prueba de viscosidad, retencién de aguay porcentaje de hinchamiento

Para garantizar que el parche tenga la textura deseada, se utilizo el viscosimetro con aguja de alta viscosidad y
de 6-10 RPM, en 3 muestras del hidrocoloide a temperatura ambiente y se registraron los valores de viscosidad
obtenidos. También, se calculé la retencion de agua de 3 muestras del hidrocoloide, se pes6 una cantidad conocida
de hidrocoloide de CMC utilizando una balanza analitica, en este caso fueron 2 g, 2,4 gy 2,2 g de molde,
posteriormente se agregaron 10 mL de agua destilada a la muestra de hidrocoloide de CMC en el recipiente. Se
cronometro y registro el tiempo transcurrido, durante 10 minutos, el hidrocoloide de CMC absorbié y retuvo parte
del agua. Después de completar el tiempo de retencidn, se pes6é nuevamente la muestra de hidrocoloide de CMC
junto con el agua retenida y se calculé la retencién de agua, como se puede observar en la ecuacion 1.



__ Peso final de la muestra — peso inicial de la muestra

Retencion de agua (%) x 100 (Ecuacion 1)

peso inicial de la muestra

La prueba de hinchamiento es una evaluacion importante para determinar cdmo el hidrocoloide, interactda con el
agua y cambia de tamafio o volumen en presencia de esta. Se pesaron varios moldes de CMC utilizando una
balanza analitica (2,3 g - 2,17 g - 2,22 g). Se colocé la muestra de hidrocoloide de CMC en tubos de ensayo con
10 mL de agua destilada. Después de agregar el agua, se calculé el porcentaje de hinchamiento, utilizando la
ecuacion 1y se registraron los cambios en el volumen o tamafio del hidrocoloide de CMC de 5 minutos hasta 15
minutos.

3.  ANALISIS DE RESULTADOS

La piel es un 6rgano complejo que desempefia multiples funciones, una de las méas importantes es la defensa
contra infecciones, actuando como una barrera protectora frente a la entrada de microorganismos cuando se
encuentra integra. Sin embargo, si se produce una pérdida de continuidad en la piel, se compromete la integridad
de esta barrera, lo que puede dar lugar a una Ulcera por presion, facilitando asi la colonizacion que precede a la
infeccion [20].

Las ulceras por presion, también conocidas como Ulceras de decubito, escaras o Ulceras de cama, son lesiones
en la piel y el tejido subyacente que se desarrollan debido a la presion prolongada y la falta de flujo sanguineo
adecuado en &reas del cuerpo que estan en contacto con una superficie dura, como una cama o una silla, durante
un periodo prolongado de tiempo [9]. Las Ulceras por presion se clasifican segun su gravedad y profundidad de la
lesion. La clasificacibn mas cominmente utilizada es la que fue desarrollada por el National Pressure Ulcer
Advisory Panel (NPUAP) en colaboraciéon con la European Pressure Ulcer Advisory Panel (EPUAP). Esta
clasificacién consta de cuatro etapas, como se muestra en la tabla 1 (ver anexos).

Las Ulceras por presion no cicatrizan a menos que las causas de fondo sean tratadas eficazmente, los tratamientos
van a depender del estadio de la lesién, la presencia 0 no de infeccion o de cavitacion. Hay una gran variedad de
productos en el mercado para su tratamiento, sin embargo, las evidencias cientificas disponibles muestran mayor
efectividad clinica y relacion coste-beneficio de la cura en ambiente himedo. El ambiente himedo previene la
deshidratacién tisular y la muerte celular; promueve la angiogénesis, estimula la eliminacion de fibrina y tejido
muerto y permite la interaccion celular y de factores de crecimiento para la cicatrizacién [21]. Es por esta razon,
gue el uso de apositos se ha vuelto importante en el adecuado tratamiento y en el control de infecciones de UPP,
ya que pueden contener Cobre o Plata en su composicion que por su capacidad antimicrobiana y por su baja
toxicidad resultan ser eficaces para el tratamiento local de heridas limpias, contaminadas o infectadas, dado que
actlan contra un amplio espectro de patdgenos (actividad antimicrobiana).

La plata ha sido utilizada durante siglos por sus propiedades antimicrobianas y cicatrizantes, es un metal de
transicion, ha sido reconocida por sus multiples aplicaciones tanto industriales como médicas. En la década de
1960, el nitrato de plata (AgNQO3) en forma de solucién comenzé a usarse para el tratamiento de quemaduras, y
combinado con sulfadiazina sédica, resulté en la creacién de la crema antibacteriana de sulfadiazina de plata,
ampliamente utilizada desde entonces en la curacion de heridas [22, 23]. Estas propiedades antimicrobianas de
la plata han mantenido su relevancia en la medicina moderna y continlan siendo objeto de investigacion y
aplicaciones clinicas.

3.1 Actividad Antibacteriana de los lones de Plata: Mecanismo de Accién

Las heridas cronicas suelen ser colonizadas por una variedad de especies bacterianas, lo que puede agravar la
situacion al transformar bacterias inicialmente no virulentas en patdgenos virulentos. Esto incrementa
significativamente el dafio en la herida y dificulta su cicatrizacion. Diversos estudios han evidenciado la presencia
de una amplia gama de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas en estas heridas. Entre las especies
méas frecuentemente identificadas se encuentran Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Peptoniphilus, Enterobacter, Stenotrophomonas, Finegoldia, y Serratia [24]. Estas bacterias juegan un papel



crucial en las complicaciones asociadas a las heridas crénicas, subrayando la necesidad de estrategias efectivas
de control y tratamiento antimicrobiano.

En el transcurso de nuestro estudio, las pruebas de difusiéon en disco realizadas en Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa arrojaron resultados prometedores en cuanto a la inhibicién bacteriana. El nitrato de
plata demostré una eficacia significativa en la restriccion del crecimiento para ambas cepas, lo cual sugiere una
potencial aplicacion clinica efectiva.

3.2 Inhibicién de Staphylococcus aureus

Para Staphylococcus aureus, se observo una notable sensibilidad al nitrato de plata (AgNOs), con una zona de
inhibicién de 30 mm al aplicar 10 pL de la solucién de nitrato de plata (Figura 1). Comparando estos resultados
con los discos de eritromicina utilizados como control, que mostraron una zona de inhibicion promedio de 23 mm,
se evidencia que el nitrato de plata es particularmente eficaz contra esta cepa bacteriana. La considerable zona
de inhibicién sugiere que los iones de Plata (Ag*) podrian ser una opcion viable en el tratamiento de infecciones
causadas por S. aureus (ver Tabla 2).

%

Figura 1. Evaluacion del nitrato de plata en Staphylococcus aureus en medio de agar Mueller-Hinton.



3.3 Inhibicién de Staphylococcus aureus prueba con hidrocoloide.

Figura 2. Evaluacion de Staphylococcus aureus en respuesta a la liberacién de nitrato de plata del hidrocoloide en el agar Mueller-
Hinton.

En la prueba del hidrocoloide sobre agar Mueller-Hinton, el material se derriti6 y se expandid, dificultando la
medicién precisa del halo de inhibicion. A pesar de esto, se observd una zona clara alrededor del disco, lo que
sugiere actividad bactericida; esto indica que la liberacion de iones de plata a una concentraciéon del 1% pudo
haber inhibido el crecimiento de Staphylococcus aureus. La diferencia notable entre esta zona y el resto de la
placa, donde el crecimiento bacteriano fue méas denso, respalda esta observacion.

El derretimiento y la expansion del hidrocoloide representan un desafio para la precision en las pruebas de
inhibicién, posiblemente relacionado con sus propiedades fisicas. Para futuras investigaciones, seria util modificar
la viscosidad del hidrocoloide o buscar alternativas que limiten su expansion, permitiendo mediciones mas exactas.

Aunque hubo dificultades en la cuantificacion, la zona mas clara sugiere una inhibicion efectiva, probablemente
debido a los iones de plata. Investigaciones previas han documentado sus mecanismos de accién antibacteriana,
como la alteracion de membranas celulares y la interferencia en funciones enzimaticas [25]. Las limitaciones en
la medicién pueden afectar la reproducibilidad, por lo que se recomienda considerar cambios en la composicion
del agar o el uso de técnicas alternativas para evaluar la viabilidad bacteriana.



3.4 Inhibicidon de Pseudomonas aeruginosa.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa, la prueba mostroé una zona de inhibicién promedio de 20 mm al aplicar
10 pL de la solucion de Nitrato de Plata (AgNOs) (Figura 3). Comparando con los discos de netilmicina utilizados
como control, que mostraron una zona de inhibicion de 15 mm, se observa que, aunque la inhibicién es menor en
comparacion con S. aureus, los resultados aln reflejan una respuesta favorable al agente antimicrobiano probado.
La capacidad de los iones de plata (Ag*) para inhibir de manera significativa el crecimiento de P. aeruginosa es
indicativa de su potencial aplicaciéon en el manejo de infecciones dificiles causadas por esta bacteria (Ver Tabla
2).
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Figura 3. Evaluacion del nitrato de plata en Pseudomonas aeruginosa en medio de agar Mueller-Hinton.

Se evalué la eficacia del nitrato de plata como agente antimicrobiano contra Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, dos de las bacterias mads cominmente asociadas con infecciones de heridas crénicas.
Los resultados mostraron que el nitrato de plata produjo una zona de inhibicion promedio de 30 mm para
Staphylococcus aureus al aplicar 10 pL de la solucién. Como control, se utilizaron discos de eritromicina, los cuales
mostraron una zona de inhibicidon promedio de 23 mm. Estos resultados indican que el nitrato de plata es altamente
eficaz contra S. aureus, superando incluso la inhibicién lograda con eritromicina.

Para Pseudomonas aeruginosa, el nitrato de plata produjo una zona de inhibicién promedio de 20 mm con la
misma cantidad de solucién aplicada. En comparacion, los discos de netilmicina utilizados como control mostraron
una zona de inhibicion promedio de 15 mm. Aunque la inhibicién fue menor en comparacion con S. aureus, estos
resultados aun reflejan una respuesta significativa al agente antimicrobiano probado, mostrando que el nitrato de
plata también es efectivo contra P. aeruginosa y superando la eficacia de la netilmicina en este caso. A
continuacion, se exponen los resultados obtenidos (Tabla 2):

Agente

Bacteria Anti- Medicién Medicién Medicién Promedio
microbiano 1 (mm) 2 (mm) 3 (mm) (mm)
SEEIARCIEEDS Nitrato de Plata 29 mm 30 mm 31 mm 30 mm
aureus
Staphvlococcus Eritromicina
paﬁreus (Control) 22 mm 23 mm 24 mm 23 mm
Pseudomonas
aeruginosa Nitrato de Plata 19 mm 20 mm 21 mm 20 mm
Pseudomonas Netilmicina
aeruginosa (Control) 14 mm 15 mm 16 mm 15 mm

Tabla 2. Medidas de los halos de inhibicién bacteriana frente a antimicrobianos



3.5 Inhibicidon de Pseudomonas aeruginosa prueba con hidrocoloide.

Se llevé a cabo el ensayo con Pseudomonas aeruginosa, donde se observé una coloraciéon negra en el medio,
atribuida a la reduccion del nitrato de plata. Ademas, el agar adquirié una tonalidad verde debido a los pigmentos
caracteristicos producidos por la cepa, como la pioverdina. Este fendmeno no se presentd en el ensayo con
Staphylococcus aureus, donde el medio mantuvo su color original. Sin embargo, durante el experimento, se noté
gue el hidrocoloide se derritio, lo que impidié la medicion precisa de los halos de inhibicién. Esta alteracion en el
hidrocoloide sugiere que las condiciones experimentales podrian haber afectado su estabilidad, limitando la
interpretacion de los resultados en cuanto a la efectividad del hidrocoloide en la inhibicién del crecimiento
bacteriano.

Figura 4. Evaluacion de Pseudomonas aeruginosa en respuesta a la liberacion de nitrato de plata del hidrocoloide en el agar
Mueller-Hinton.

El mecanismo de accion de los iones de plata incluye la induccion de estrés oxidativo dentro de las células
bacterianas. Los iones de plata actian como cofactores enzimaticos, facilitando la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), tales como radicales hidroxilo, superdxidos y peréxido de hidrégeno. Este proceso
conlleva a la generacion de niveles elevados de ROS, los cuales ocasionan dafios en las proteinas, lipidos y ADN
de las células bacterianas [26,27]. Los altos niveles de ROS pueden también desencadenar la muerte celular
bacteriana programada [28]. Ademas, los iones de plata tienen la capacidad de desnaturalizar las subunidades
ribosomales 30S, interrumpiendo la sintesis de proteinas bacterianas [29]. La plata ejerce su accion bactericida a
través de multiples mecanismos, que incluyen dafio a la membrana celular, generacién de especies reactivas de
oxigeno, inhibicién de la sintesis de ADN y proteinas, y la interferencia con enzimas bacterianas. Esta diversidad



de acciones hace que la plata sea efectiva contra una amplia gama de bacterias y la convierte en un agente
antimicrobiano prometedor para diversas aplicaciones médicas y terapéuticas [30].

Nuestros resultados demuestran la alta efectividad del nitrato de plata, que se correlaciona directamente con su
mecanismo de acciéon. La capacidad del nitrato de plata para inducir altos niveles de ROS explica la notable
inhibicion observada en Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. La mayor zona de inhibicion
observada con S. aureus puede atribuirse a una mayor susceptibilidad de esta bacteria al estrés oxidativo inducido
por los iones de plata en comparacién con P. aeruginosa. Esto sugiere que S. aureus es particularmente sensible
a los dafios en proteinas, lipidos y ADN causados por ROS, resultando en una mayor zona de inhibicién.

3.7 Prueba de liberacién de Nitrato de Plata (AgNO3)

La liberacién de plata es de gran interés debido a sus propiedades antimicrobianas ampliamente reconocidas, el
objetivo principal de esta prueba fue evaluar la cinética de liberacién de iones de plata desde la matriz sélida
formulada, asi como determinar la influencia de variables clave como el pH y la concentracion inicial de nitrato de
plata en la tasa de liberacién. Para llevar a cabo esta prueba, se tomaron 12 muestras de la matriz hidrocoloide
incubadas previamente en un buffer pH 5,4 y temperatura de 37°C simulando las condiciones de la piel.
Posteriormente, se evaluaron en intervalos de media hora utilizando titulacién por precipitacion para cuantificar los
iones de plata liberados. Este método involucré la adicién de un indicador, en este caso dicromato de potasio y un
reactivo precipitante, cloruro de sodio, que forma Cloruro de Plata precipitado.

AgNOs + NaCl — AgCl | + NaNOs (Reaccién 1)

Se realiz6 la titulacién por precipitacion de la muestra 1 (tiempo 0), resultando en una concentracién de 1,69 mg/mL.
Este valor indica que la muestra de matriz hidrocoloide aln no se habia disuelto completamente en el buffer pH
5,4 resultando en una liberacion minima de plata hasta ese momento. Con el transcurso del tiempo, la matriz
comenzd a disolverse gradualmente en el buffer como se evidencia en la tabla 3 (ver anexos)
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Figura 3. Estandarizacion de AgNO3 y muestras desconocidas

La figura 3 presenta la curva patrén de AgNO3; (linea naranja) y la curva de 12 muestras experimentales obtenidas
del hidrocoloide incubadas previamente en un buffer pH 5,4 (linea amarilla). Ambas curvas, con idéntica pendiente,
muestran una concordancia en la tendencia de las concentraciones. La curva patron representada en color naranja,
fue construida previamente utilizando concentraciones conocidas de 2 mg/mL, 4 mg/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL, 10



mg/mL y 12 mg/mL. Esta curva patrén sirvio como referencia de como deberian comportarse las concentraciones
conocidas de una sustancia bajo las mismas condiciones experimentales. Ademas, en la misma figura se
superpone una curva amarilla que representa las concentraciones de las muestras obtenidas experimentalmente
para la matriz en estudio. La superposicién de ambas curvas permitié realizar una comparacién directa entre las
concentraciones conocidas y las desconocidas. Esta comparacion fue crucial para determinar si las
concentraciones medidas en la matriz siguen el comportamiento esperado y consistente a lo largo del tiempo.
Ambas curvas tienen la misma pendiente, lo que indica una concordancia en la tendencia de las concentraciones
a través del tiempo.

La liberacion se realiz6 de manera continua y constante a lo largo de un periodo de tiempo, en contraste con una
liberacion rapida que ocurriria de manera inmediata. EI comportamiento de liberacién de la matriz hidrocoloide es
deseable en aplicaciones donde se busca una liberacidn gradual y prolongada del compuesto activo, por ejemplo,
en la formulacién farmacéutica que se esta investigando.
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Figura 4. Comportamiento de liberacién de AgNO; en una matriz de hidrocoloide

En la figura 4 se evidencia el comportamiento de liberacion del AgQNOs respecto al tiempo, el cual se encuentra en
la tabla 4 (ver anexos), el eje x de tiempo, muestra como la concentracion del agente activo aumenta de manera
gradual desde el inicio del experimento (tiempo 0) hasta los 300 min dénde la muestra libera la totalidad del principio
activo, es decir, 12 mg/mL, es decir, el 100%, para verificar que no queda AgNOs en la matriz que pueda ser
liberado, se tomé una Ultima muestra al min 350, en la cual se evidencio la misma concentracion de la anterior
muestra (12mg/mL), esto quiere decir, que el agente activo llego a su maxima liberacion a las 5 h. Esta liberacion
retardada puede ser resultado de diversos mecanismos de control, como la difusion lenta a través de la matriz, las

interacciones iénicas y las caracteristicas fisicas de la matriz que limitan la movilidad de las moléculas de nitrato
de plata.

La CMC forma una matriz tridimensional en la cual las moléculas de nitrato de plata estan atrapadas, esto quiere
decir, que para que el nitrato de plata se libere de la matriz, debe difundir a través de esta estructura y debido a la
densidad y la naturaleza reticulada de la matriz de CMC, la difusién de las moléculas de nitrato de plata es méas
lenta comparada con otros sistemas menos estructurados. Por otro lado, la CMC es un polimero aniénico que
puede interactuar con el nitrato de plata a través de interacciones electrostaticas, estas pueden ralentizar alin mas



la liberacion del nitrato de plata, ya que las moléculas de este compuesto deben desplazarse o intercambiar lugares
con los iones en la matriz de CMC para liberarse.

El comportamiento de la gréafica sugiere que el sistema empleado mantuvo las concentraciones del agente activo
dentro de un rango terapéutico deseado durante un periodo prolongado. Esto es crucial en aplicaciones donde se
busca evitar picos de concentracion que podrian causar efectos adversos o0 minimizar la frecuencia de
administracion de dosis. La liberacion retardada puede ofrecer ventajas significativas en el disefio de formulaciones
farmacéuticas y en otros campos donde la precision en la administracién del agente activo es fundamental para el
éxito del tratamiento o la aplicacion del producto.

3.8 Tratamiento para las UPP

Algunos metales pesados como la plata se pueden incorporar a diversas formas farmacéuticas, sin embargo, el
uso de apositos con el principio activo ha superado a las demas, por su facilidad de aplicacién, ya que pueden
proporcionar una disponibilidad continua del principio activo, mantienen un ambiente himedo en la herida, entre
otros multiples beneficios, ademés, el uso de antisépticos como la plata o el cobre, tienen un bajo riesgo de
resistencia bacteriana y pueden desempefiar un papel importante en el control de la carga microbiana en las
heridas, limitando al mismo tiempo la exposicién a los antibiéticos y reduciendo el riesgo de aparicion de
resistencias adicionales a estos medicamentos [15].

Los hidrocoloides son apoésitos interactivos, compuestos por una camada externa de poliuretano y una camada
interna de gelatina, pectina y carboximetilcelulosa, que producen un ambiente himedo ideal en el lecho de la
herida, controlar el exudado, facilitan el desbridamiento autolitico, contribuyen en el manejo del dolor y producen
una barrera para los microorganismos externos [29]. Estos mantienen un pH &cido en el lecho de la herida, lo que
impide el crecimiento bacteriano, ademas de sustentar la temperatura local ideal; promueven la angiogénesis,
aumentan el nimero de fibroblastos de la dermis, estimulan la produccién de tejido de granulaciéon y aumentan la
cantidad de colageno sintetizado, esenciales para el proceso cicatricial [31].

Nuestra investigacion utilizé como vehiculo para los principios activos, la carboximetilcelulosa (CMC) USP, también
conocida como carmelosa o carboximetilcelulosa sédica, es un polimero derivado de la celulosa, una
macromolécula que se encuentra en las paredes celulares de plantas y algunas algas [32]. La CMC permite
incorporar no solo el nitrato de plata, sino también, otros productos que resultan ser beneficiosos para la
formulacién, como los aminoécidos.

Para la formulacion, se incorporaron los aminoacidos: L- glicina, L- arginina y L- glutamina, con estos se busca
aportar beneficios adicionales a la matriz. L- glicina en conjunto con la prolina es una de las alternativas de
tratamiento en las Ulceras recurrentes por déficit de prolidasa, ya que la prolina supone el 20% de los aminoacidos
del colageno y la glicina el 30%, en el déficit de prolidasa el principal imino dipéptido eliminado en la orina es la
glicina-prolina por lo que cabe esperar que la cantidad de estos aminoacidos in situ para la reparacion de los tejidos
sea insuficiente. Por ello el mecanismo de accién que proponen es que la administracion tépica de la glicinay la
prolina proporciona localmente estos aminoacidos a los tejidos, favoreciendo su regeneracion [33]

En cuanto a la L- arginina esté implicada en la sintesis de prolina, un precursor del colageno esencial en el proceso
de cicatrizaciébn. Ademas, es un precursor del factor relajante derivado del endotelio, que tiene accion
vasodilatadora, incrementando la oxigenacion de las heridas [34]. Cuando existe una carencia de arginina, la
resistencia de la cicatriz disminuye. El beneficio que aporta la arginina a la cicatrizacion depende de su utilizacién
local en la herida y de la estimulacion que induce en la secrecion de insulina y de hormona del crecimiento.

Los aminoacidos como la L- arginina y la L- glutamina son condicionalmente esenciales en periodos de estrés
severo como trauma y UPP. La glutamina es el aminoacido mas abundante en el cuerpo. Este amino&cido es un
importante precursor de la sintesis de nucleétidos en las células, incluyendo fibroblastos y macréfagos, ademas
de tener un rol esencial en la proliferacién de linfocitos. Gran parte de la evidencia disponible proviene de estudios
in vitro 0 modelos animales. Blass et al., observaron mejoras en la cicatrizacién al prescribir durante 14 dias un
suplemento nutricional con glutamina (20 g), acido ascorbico (500 mg) y zinc (6,6 mg), documentando menor
namero de dias transcurridos hasta el cierre de la herida (35 + 22) en el grupo con suplementado en comparacion
con un grupo placebo (70 + 35 dias) [35].



La incorporacion de L- arginina, L- glutamina y L- glicina en la formulacién puede proporcionar multiples beneficios,
como estimulacién de la cicatrizacion de heridas, propiedades antiinflamatorias, efecto humectante y emoliente, y
mejora de la tolerancia cutanea. Estos beneficios pueden contribuir a una mejor gestion y tratamiento de las Ulceras
por presion. Para la formulacion de la matriz se usaron los aminoéacidos en polvo, los cuales fueron compatibles
con la solucién de CMC, se espera que, asi como la matriz es capaz de liberar gradualmente la plata, lo mismo
ocurre paulatinamente con los aminoacidos y sean de aporte beneficioso a la UPP.

3.9 Prueba de viscosidad, retencién de agua y porcentaje de hinchamiento

En el desarrollo de la investigacién se logré demostrar a través de diversas pruebas que la CMC es un material
ideal para la fabricacion de apésitos debido a sus propiedades de formacion de geles, capacidad de retencion de
agua y flexibilidad. Para garantizar que el parche sea lo suficientemente espeso para adherirse a la piel sin escurrir,
pero lo suficientemente fluido para extenderse facilmente durante la aplicacion, la viscosidad debe estar entre 1000
y 5000 cP (centipoise), se utilizo el viscosimetro para medir la viscosidad de la matriz y se obtuvo un resultado de
2000 cP a temperatura ambiente, esto indica que el hidrocoloide tiene una consistencia moderadamente alta, es
decir, es mas espeso y resistente al flujo en comparacién con liquidos de baja viscosidad, pero aun puede fluir bajo
ciertas condiciones [35]. El hidrocoloide puede ser lo suficientemente espeso como para mantener su forma en
una variedad de aplicaciones, como la fabricacién de apdésitos, pero aun asi permite cierto grado de dispersion
cuando se aplica fuerza o en aplicaciones donde se requiera movilidad o fluidez.

La retencién de agua es una medida importante para evaluar las propiedades hidrofilicas de los materiales, se
obtuvo una retencién de agua equivalente al 24,02% de su peso después de 10 minutos de exposicion al agua.
Esto sugiere que el hidrocoloide tiene una capacidad moderada para retener agua. Una retencion del 24,02%
indica que aproximadamente 0,4804 g de agua fueron absorbidos por el hidrocoloide en el transcurso de 10
minutos. Esta propiedad de retencién de agua es importante en aplicaciones como apoésitos para heridas, donde
controlar el exudado es beneficioso para el proceso de cicatrizacion.

La prueba de hinchamiento es una evaluacion significativa para determinar cdmo el hidrocoloide, interactda con el
agua y cambia de tamafio o volumen en presencia de esta, para esta prueba, se sometieron 3 muestras en tubos
de ensayo con agua destilada y se registraron los cambios en el volumen o tamafio del hidrocoloide de CMC de 5
minutos hasta 15 minutos, observar tabla 5 en anexos. El promedio de hinchamiento de la matriz fue del 99,87%,
significa que la matriz experimentd un aumento significativo en su volumen después de ser expuesta al agua. Un
hinchamiento de este porcentaje indica que la matriz aument6é su tamafio hasta alcanzar aproximadamente el
99,87% de su capacidad maxima de absorcién de agua. Este grado de hinchamiento sugiere que la matriz tiene
una excelente capacidad de absorcién de agua y puede retener una cantidad significativa de liquido en su
estructura. Este resultado puede ser muy deseable en aplicaciones donde se requiere que el material mantenga
un entorno himedo, como en apésitos para heridas.

La formulacion de la matriz hidrocoloide con aminoacidos y nitrato de plata muestra un gran potencial para la
gestién efectiva de las Ulceras por presién. La combinacién de propiedades antibacterianas y aminodcidos
promotores de la cicatrizacién y de la hidratacion cutanea puede contribuir a una mejoria significativa en el
tratamiento de estas lesiones. La matriz hidrocoloide representa una prometedora opcién terapéutica para el
manejo de Ulceras por presién, ofreciendo un enfoque integral que aborda tanto la prevencién de infecciones como
la promocion de la cicatrizacion de heridas y el cuidado de la piel circundante.

CONCLUSIONES

e Durante el periodo de prueba, no se observaron cambios en las propiedades fisicas ni en la composicion
guimica de la matriz hidrocoloide a temperatura ambiente. Esto indica que la formulacién mantuvo su
integridad estructural y sus propiedades antimicrobianas sin experimentar degradacion o descomposicion.
Estos resultados respaldan la viabilidad y la robustez de la matriz hidrocoloide como una plataforma estable
y eficaz para la liberacion de agentes antimicrobianos, lo que la convierte en una opcién prometedora para
aplicaciones médicas y terapéuticas.



e La observacion del aumento en el volumen de la matriz hidrocoloide indica su capacidad para absorber y
retener agua en condiciones similares a las de la piel. Este fenébmeno sugiere que la matriz es capaz de
mantener un entorno himedo en la superficie de la piel, lo cual es beneficioso para la cicatrizacion de
heridas y la promocién de la curacion.

e Se observé una significativa reduccién en la viabilidad y proliferacion de ambas cepas bacterianas,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus cuando fueron expuestas a la matriz hidrocoloide
durante el periodo de prueba. Estos hallazgos sugieren un potencial uso de esta formulacién como agente
antimicrobiano en la curacion de heridas, destacando su prometedor papel en el control de infecciones
causadas por estas bacterias patdgenas comunes.
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ANEXOS

Tablas de datos

Tabla 1. Categorias de las Ulceras de presion. (disponible en:
https://ulceras.net/monografico/110/98/ulceras-por-presion-categorias.html)

Tipo de Descripcion Descripcion
lesion grafica
Tipo | Eritema cutaneo que no palidece.

Tipo Il Ulcera superficial que tiene aspecto de abrasion, ampolla o crater superficial. Pérdida

de piel de espesor parcial que involucra la epidermis, dermis o ambas.

Tipo Il Pérdida total del grosor de la piel que implica lesioén o necrosis del tejido subcutaneo,
que puede extenderse hacia abajo, pero no por la fascia subyacente.

Tipo IV | Pérdida total del grosor de la piel con destruccion extensa, necrosis del tejido o lesion
en musculo, hueso o estructura de sostén. En este tipo, como en el 111, pueden
presentarse lesiones con caverna, tunelizaciones o trayectos sinuosos




Tabla 3. Titulacion por precipitacion para curva patréon

Concentracion

2 mg/mL

4 mg/mL

6 mg/mL

8 mg/mL

10 mg/mL

12 mg/mL

Tabla 4. Porcentaje real de AgNOs en relacion al tiempo de liberacion

mL gastado de
titulante Cloruro de
Sodio (NaCl); 0,05 M

6,7

7,7

9,8
11
11,6
12,5
13,1

14,9
15

Solucién madre
Nitrato de Plata
(AgNOs) a 100
mg/mL; 0,589 M

0,2 mL de solucién
madre

0,4 mL de solucion
madre

0,6 mL de solucion
madre

0,8 mL de solucién
madre

1 mL de solucion
madre

1,2 mL de solucion
madre

Concentracién real de Tiempo
Nitrato de Plata de
(Muestra liberacion
desconocida) (min)
1,699 0
5,691 30
5,945 60
6,540 90
6,795 120
8,324 150
9,343 180
9,852 210
10,617 240
11,126 270
12,655 300
12,74025 330

Buffer pH 5,4 - Solucién
amortiguadora de Ftalato

Neutralizado

9,8 mL de buffer

9,6 mL de buffer

9,4 mL de buffer

9,2 mL de buffer

9 mL de buffer

8,8 mL de buffer

mL gastado de

titulante Cloruro de

Sodio (NaCl); 0,05
M

2,4

4,8

6,9

9,3

11,7

14,1

% Concentracion real
de Nitrato de Plata
(Muestra desconocida)

+ DE
13,33+ 0,385
44,67 + 0,385
46,67 £ 0,385
51,33+0,385
53,33 + 0,385
65,33 £ 0,385
73,33 + 0,385
77,33+0,385

83,33
87,33 + 0,385

99,33 +£0,385
100,00 + 0,667

Concentracion real
de Nitrato de Plata

2,038

4,077

5,861

7,899

9,937

11,976



Tabla 5. Prueba de hinchamiento

Masa CMC inicial 5 min 10 min 15 min
239 3,19 4,39 500
2,179 259 349 4,19
2,22¢g 299 4049 439
- Ecuaciones
Retencioén de agua (%) — Peso final de la mlfes‘tfa — peso inicial de la muestra x 100 (Ecuacién 1)
peso inicial de la muestra
. 2,549 — 2,00g
Retencion de agua (%) = Tx 100 = 27%
Retencion de agua (%) = %x 100 = 24,89%
Retencion de agua (%) = %x 100 = 20,18%
Promedio % = 21242912018 _ 54029%

3

. . . peso final de la muestra — Peso inicial de la muestra -z
Porcentaje de hinchamiento (%) = — x 100 (Ecuacioén 2)
peso inicial de la muestra

Porcentaje de hinchamiento (%) = %x 100 = 117%

4,1-2,17
2,17

Porcentaje de hinchamiento (%) = x 100 = 88,94%

239-2229, 100 = 93,69%

Porcentaje de hinchamiento (%) = 2229

117 + 88,94 + 93,69

3 = 99,87%

Promedio % =



