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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana representa una amenaza creciente para la salud publica
global, intensificada por el uso indiscriminado de antibidticos en sectores como la medicina y la
agricultura. Eso lleva a una reduccion significativa en la eficacia de los tratamientos
convencionales y aumenta el riesgo de recurrencia y mortalidad asociada a infecciones resistentes.
Frente a este desafio, las nanoparticulas de plata (AgNPs), surgen como una alternativa terapéutica
innovadora. Estas particulas presentan un amplio espectro de actividad antimicrobiana y baja
propension al desarrollo de resistencia. Su incorporacion en formulaciones topicas, permite una
administracion localizada y efectiva, optimizando su biodisponibilidad y mejorando la adherencia

al tratamiento.

En este trabajo se plantea el desarrollo de formulaciones topicas semisolidas con AgNPs de
sintesis verde para el tratamiento de infecciones cutdneas producidas por bacterias resistentes,
ofreciendo una solucion prometedora frente al avance de la resistencia antimicrobiana. Se
elaboraron dos geles y una crema con distintas concentraciones de AgNPs, y su eficacia fue

evaluada mediante antibiogramas.

Los resultados evidenciaron que los geles con nanoparticulas de plata tienen una buena
accion antibacteriana, incluso frente a bacterias resistentes, mientras que la crema con las mismas
nanoparticulas no mostré una actividad significativa. Entre los geles evaluados, el formulado con
carbopol fue el mas efectivo, ya que presentd mejor accion antimicrobiana, mayor estabilidad y
una textura mas homogénea. Al analizar distintas concentraciones de este gel, se observo que la de
100 pg/mL era menos eficaz, mientras que las concentraciones de 200 y 300 pug/mL mostraron una
actividad similar. Por esta razon, se recomienda la concentracion de 200 pg/mL, ya que ofrece

buenos resultados con un posible menor riesgo de efectos toxicos.

En conclusion, el gel de carbopol con nanoparticulas de plata a 200 pg/mL se presenta como
la mejor opcidn para tratar infecciones de la piel causadas por bacterias resistentes, tanto en

humanos como en animales.



1. INTRODUCCION

1.1 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un peligro a nivel mundial cada vez mas
preocupante (Morrison & Zembower, 2020; Yadav et al., 2023). Es necesario entender que esta
resistencia puede ser intrinseca, es decir, que esta presente en determinadas bacterias sin exposicion
previa a antibioticos, o adquirida, la cual es una respuesta al uso excesivo de estos medicamentos.
Este tipo de resistencia puede manifestarse a través de mutaciones genéticas en las bacterias o
mediante la adquisicion de genes de resistencia de otras células (Andersson & Hughes, 2010;

Fernandez & Hancock, 2012; Wang ef al., 2024; George et al., 2022).

Las implicaciones de la resistencia antimicrobiana adquirida son alarmantes, debido a que
las infecciones causadas por bacterias resistentes estan siendo cada vez mas dificiles de tratar por
una disminucion de la efectividad de los tratamientos, incrementando los riesgos en la salud, vy,
ademas, presentan mayores riesgos de recurrencia (Stryjewski & Chambers, 2008; Andersson &

Hughes, 2011).

La resistencia antimicrobiana constituye una problematica multidimensional que
trasciende el ambito de la salud humana, ejerciendo un impacto significativo en diversos
ecosistemas. Esta complejidad sistémica convierte a la resistencia antimicrobiana en un desafio
global que requiere un abordaje interdisciplinario y la implementacion de estrategias coordinadas
entre multiples sectores y actores para su gestion efectiva (Scandorieiro et al., 2016; Berendonk
et al.,2015; Gil-Gil et al., 2019). La magnitud de esta amenaza se evidencia en las mas de 700,000
muertes anuales registradas a nivel mundial debido a infecciones por bacterias resistentes (OMS,

2021).

El incremento en la prevalencia de la resistencia antimicrobiana estd estrechamente
vinculado con el uso indiscriminado de antibioticos en diversos sectores, incluyendo la atencion
sanitaria, la produccion agricola y la acuicultura. La correlacion entre el aumento en el uso de
antibioticos y las tasas crecientes de resistencia enfatiza la necesidad de implementar politicas mas
rigurosas y protocolos de uso responsable de estos farmacos (Andersson & Hughes, 2011; Christaki

et al.,2020).



En este contexto, y considerando la urgente necesidad de desarrollar alternativas
terapéuticas innovadoras para hacer frente a la resistencia antimicrobiana, el presente trabajo final
propone el desarrollo de una formulacién de uso topico basada en nanoparticulas de plata para el

tratamiento de infecciones cutaneas.

1.2 Nanoparticulas de plata

La obtencion de nanoparticulas de plata (AgNPs) puede realizarse mediante diversos
métodos de sintesis, tradicionalmente clasificados en fisicos y quimicos. Los métodos fisicos, que
incluyen tecnologias de aerosol, litografia, ablacion laser y campos ultrasonicos, si bien han
demostrado ser efectivos, presentan limitaciones significativas debido a sus altos costos operativos
y requerimientos de equipamiento especializado. Por otro lado, los métodos quimicos
convencionales se basan en el uso de agentes reductores sintéticos como borohidruro de sodio y
citrato de sodio, ademas de surfactantes especificos para controlar la morfologia y tamaio de las
particulas. Sin embargo, estos procesos quimicos tradicionalmente emplean reactivos
potencialmente toxicos y generan subproductos que pueden resultar perjudiciales tanto para la
salud humana como para el medio ambiente. Como alternativa a estos métodos convencionales, ha
surgido la sintesis verde, que utiliza compuestos de origen bioldgico como agentes reductores y
estabilizadores. Esta aproximacion aprovecha principalmente los metabolitos vegetales con
propiedades reductoras, como los compuestos fenolicos (acido galico, acido benzoico y acido

caféico), presentes en plantas con caracteristicas antioxidantes (Lopez-Iturbe et al., 2013).

Las nanoparticulas de plata de sintesis verde son un avance significativo en el area de la
nanotecnologia, ya que ofrecen una alternativa mas segura y respetuosa con el medio ambiente
para combatir las bacterias resistentes (Pandit ez al., 2022). La nanotecnologia verde, como su
nombre lo indica, se enfoca en métodos y procesos que minimizan los impactos negativos en el
medio ambiente, al mismo tiempo que optimizan la eficacia de los productos desarrollados (Cheng

et al., 2013; Hekmati et al., 2020; Morganti et al., 2016).

El método de sintesis verde de las AgNPs, implica el uso de extractos naturales de plantas
0 microorganismos, como hongos y bacterias. Este enfoque es preferible por su proceso rapido,
respetuoso con el medio ambiente, no patogénico y de bajo costo. Los fitoquimicos presentes en

estos extractos actan como agentes reductores y estabilizadores en la sintesis de AgNPs,
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garantizando un producto final seguro y efectivo para su uso en aplicaciones biomédicas (Morganti

et al., 2016; Hekmati et al., 2020; Mekkawy et al., 2017).

Las AgNPs han demostrado un notable potencial antimicrobiano y una baja propension al
desarrollo de resistencia bacteriana, caracteristicas que las posicionan como una alternativa frente
a los antibiodticos convencionales (Zhang et al., 2016; Kumar Shukla & Jain, 2021). Ademas, su
aplicacion en formulaciones topicas permite una administracion localizada y efectiva, minimizando
los efectos sistémicos y optimizando la biodisponibilidad del principio activo en el sitio de
infeccion (Tapfumaneyi et al., 2022). Su capacidad para eliminar una amplia gama de
microorganismos, incluyendo bacterias resistentes a los antibioticos, se debe a sus caracteristicas.
Tienen pequeflo tamafio y alta relacion superficie-volumen, lo que les permiten acumularse en la
membrana microbiana y provocar su interrupcion, siendo el resultado, la pérdida de integridad de

la membrana y la muerte celular (Malik ef al., 2022; Cheng et al., 2013).

En cuanto a su aplicacion, las AgNPs pueden ser incorporadas en formulaciones topicas,
como hidrogeles antimicrobianos, para el tratamiento de infecciones cutaneas. La matriz de
hidrogel proporciona una mayor adherencia y retencion de las AgNPs en la piel, lo que potencia su
efectividad contra las bacterias resistentes. Ademas, las AgNPs exhiben una mayor toxicidad para
los microorganismos que para las células humanas, lo que las convierte en una opcion alentadora
para el tratamiento de infecciones sin causar dafio significativo a los tejidos circundantes (Odeniyi

et al., 2020; Gajbhiye & Sakharwade, 2016).

Ademas de su eficacia antimicrobiana, las nanoparticulas de plata presentan otras
caracteristicas beneficiosas. Por ejemplo, su capacidad para atacar multiples objetivos en los
microorganismos reduce significativamente la posibilidad de que estos desarrollen resistencia a las
AgNPs. Esto es esencial en un contexto donde las bacterias resistentes a los antibioticos representan

un desafio creciente para la salud publica (Oh et al., 2014).

Por otro lado, las propiedades fisico-quimicas ajustables de las AgNPs permiten la
ingenieria de materiales y productos con caracteristicas especificas para diferentes aplicaciones.
Por ejemplo, se pueden disefiar nanoparticulas de plata con tamafnos y formas controladas para
optimizar su actividad antimicrobiana o para mejorar su compatibilidad con ciertos tejidos

bioldgicos (Scandorieiro et al., 2016; Gajbhiye & Sakharwade, 2016; Contado, 2015).



Por lo anterior, las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante métodos verdes
constituyen una alternativa tecnologica prometedora para el tratamiento de infecciones causadas
por microorganismos resistentes, destacandose por su versatilidad en aplicaciones biomédicas y su
reducido impacto ambiental. El desarrollo continuo de estas tecnologias, junto con la
implementacion de enfoques multidisciplinarios en su investigacion, resultan fundamentales para

optimizar su potencial terapéutico.

La incorporacion de nanoparticulas de plata en formulaciones farmacéuticas de uso topico
representa una estrategia terapéutica innovadora para el abordaje de infecciones bacterianas
resistentes, con potenciales beneficios tanto en medicina humana como veterinaria, contribuyendo

asi al arsenal terapéutico disponible para enfrentar la resistencia antimicrobiana.

1.3 Formulaciones semisolidas para nanoparticulas de plata

Las formulaciones semisolidas, como cremas y geles, constituyen vehiculos apropiados
para la administracion topica de nanoparticulas de plata (Marslin et al, 2015; Calle-Moriel &
Gonzalez-Rodriguez, 2021). Entre otras, las formulaciones pueden ser principalmente en sistemas
tipo crema (emulsiones) y sistemas tipo gel (Jain et al, 2009), cada uno con caracteristicas

fisicoquimicas especificas que influyen en su comportamiento y aplicacion terapéutica.

Las cremas, definidas como sistemas bifasicos que combinan una fase acuosa y una
oleosa, requieren la utilizacion de agentes emulsificantes para mantener su estabilidad. La
elaboracion de estas formulaciones implica el calentamiento independiente de ambas fases a
temperaturas cercanas a 75°C, seguido de su combinacion bajo agitacion constante. Los
componentes tipicos incluyen ceras auto-emulsionantes catidnicas, alcoholes grasos como el
alcohol estearilico, conservantes como p-hidroxibenzoato, y agentes humectantes como la glicerina

(Fernandez Arteaga, 2006).

Por otro lado, los geles representan sistemas monofasicos que pueden prepararse
utilizando diferentes agentes gelificantes. Entre estos, destacan la hidroximetilcelulosa y el
carbopol, que ofrecen distintas caracteristicas reoldgicas y de estabilidad. La preparacion de geles

con hidroximetilcelulosa requiere calentamiento para lograr una correcta hidratacion del polimero,



mientras que los geles de carbopol necesitan un periodo de hidratacion seguido de neutralizacion

con trietanolamina para alcanzar la viscosidad deseada.

La seleccion del tipo de formulacion mas apropiada dependerd de diversos factores,
incluyendo la estabilidad de las nanoparticulas de plata en el vehiculo, las caracteristicas de
liberacion deseadas y las propiedades organolépticas requeridas para optimizar la adherencia al
tratamiento por parte del paciente. Ademas, es fundamental considerar aspectos como la
compatibilidad entre los excipientes y las nanoparticulas, asi como la estabilidad fisica y quimica

del sistema durante su almacenamiento.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar formulaciones farmacéuticas de uso externo con nanoparticulas de plata y

evaluar su eficacia contra bacterias resistentes.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar un gel con nanoparticulas de plata para el tratamiento de humanos y animales con
infecciones dérmicas producidas por bacterias resistentes.

e Elaborar una crema con nanoparticulas de plata para el tratamiento de humanos y animales
con infecciones dérmicas producidas por bacterias resistentes.

e Determinar la dosis activa de las formulaciones con nanoparticulas de plata mediante
estudios in vitro.

e Analizar la estabilidad de las formulaciones a los 3 meses de su desarrollo.

3. HIPOTESIS

Las formulaciones farmacéuticas de un gel y una crema con nanoparticulas de plata son

alternativas efectivas y estables para tratar infecciones dérmicas causadas por bacterias resistentes.



4. MATERIALES Y METODOS

El estudio que se desarrolla en el presente trabajo es de tipo experimental. Este enfoque
se justifica al requerir una validacion de la hipotesis sobre la eficacia y estabilidad de las
formulaciones, mediante el control de variables clave como la concentracion de las nanoparticulas.

Ademéas, se mide de manera objetiva la reduccion de la carga bacteriana.

4.1 Formulacion de crema

Para la formulacién de la crema, se probaron distintas concentraciones de cera auto

emulsionante cationica hasta encontrar la formulacion correcta, y se llego a la siguiente férmula.

Para preparar 100 g de la crema, se pesé por un lado los componentes oleosos y por otro
lado los componentes acuosos. Para la fase oleosa, se pesd 10 g de cera auto emulsionante catidnica,
junto con 5 g de alcohol estearilico, y se agregé 1 mL de p-hidroxibenzoato liquido. Para la fase
acuosa, se peso 4 g de glicerina y se agregd 80 mL de agua destilada. Se calent6 ambas fases a
bafio maria hasta llegar a una temperatura de 75 °C aproximadamente. Se retiraron del bafio y se
agreg6 lentamente la fase acuosa sobre la oleosa a medida que se fue agitando constantemente. Se
continu6 agitando la crema hasta que bajé la temperatura y se obtuvo una consistencia firme.

Finalmente, se guard6 en un recipiente de PVC opaco.

4.2 Formulacion de geles

Para la determinacion del gel a utilizar se trabajo con dos geles, formados con

Hidroxietilcelulosa y carbopol, los cuales son de facil acceso y simples de realizar.

Para la elaboracion del gel a utilizar, las formulaciones se realizaron como se explica a
continuacion. Una vez realizadas, se agregaron las nanoparticulas probando una dosis especifica y

luego se decidi6 con cual se va a continuar.



4.2.1 Gel con Hidroxietilcelulosa (disprol)

Para la formulacion de 100 g del gel, se peso 3 g de disprol, 2 g de glicerina y se agregd
1 mL de p-hidroxibenzoato liquido y 94 mL de agua destilada. Se calent6 todo junto a bafio maria
hasta que lleg6 a una temperatura de 75 °C mezclandolo continuamente, se retird del bafio.
Finalmente se dejo enfriar para que obtenga la consistencia esperada y luego se guard6 en un

recipiente de PVC opaco.

4.2.2 Gel con carbopol

Para la formulacion de 100 g del gel, se pesé 1 g de carbopol, 2 g de glicerina y se agregd
1 mL de p-hidroxibenzoato liquido y 94 mL de agua destilada. Se mezclo6 bien en un recipiente (de
cualquier material) y se dejo reposar 24 horas. Se termin6 de formar el gel con Trietanolamina una

vez que se agregaron las nanoparticulas.

4.3 Agregado de nanoparticulas de plata

Para la preparacion de las formulaciones anteriores en dosis de 200 pg/mL de

nanoparticulas de plata se realiz6 el siguiente proceso.

Crema: Por un lado se pesd 48g de la crema base en un beaker. Por otro lado se peso 0,01g de
nanoparticulas de plata en un eppendorf. Se las disolvi6 con 2 mL de agua destilada y se agrego6 a
lo pesado previamente de crema base. Por ultimo, se mezclo hasta que quedd6 homogéneo y se

guard6 en envases de PVC opaco.

Gel de disprol: Por un lado se pes6 48g del gel base en un beaker. Por otro lado se pesé 0,01g de
nanoparticulas de plata en un eppendorf. Se las disolvi6 con 2 mL de agua destilada y se agrego6 a
lo pesado previamente del gel base. Por ultimo, se mezclo hasta que quedé homogéneo y se guardd

en envases de PVC opaco.

Gel de carbopol: Por un lado se pesé 48g de la mezcla de carbopol previamente hecha. Por otro

lado se pesé 0,01g de nanoparticulas de plata en un eppendorf. Se las disolvié con 2 mL de agua

destilada y se agreg6 a lo previamente pesado de la mezcla. A continuacidn, se mezcld hasta que



quedd homogéneo y se agrego6 0,3mL de Trietanolamina al 85%, revolviendo continuamente hasta

que quedd completamente formado el gel. Finalmente, se guardé en envases de PVC opaco.

Posteriormente se repitieron los pasos para obtener gel de carbopol en dosis de 100 pg/mL

y 300 pg/mL (pesando 0,005g y 0,015g respectivamente de nanoparticulas de plata, para 50g del
gel).
Para pesar las nanoparticulas de plata, siendo que es una concentracion muy pequena, se

utilizé una balanza analitica de 0,0001g.

4.4 Bacterias
El presente trabajo incluye el estudio de las siguientes bacterias:
e Escherichia coli ATCC 836304
e Staphylococcus aureus ATCC 25922
o Staphylococcus grupo intermedius SGI sensible (en animales)
e Staphylococcus grupo intermedius resistente a meticilina (en animales)
e Staphylococcus grupo intermedius (SGI, en animales)
e Staphylococcus aureus resistente (en animales)

e Klebsiella pneumoniae portadoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en

animales)
e FEscherichia coli portadora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en humanos)

e Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa (en

humanos)

o Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa (en

animales)



4.5 Etapas del procedimiento

Las formulaciones realizadas previamente se analizaron con antibiogramas, los cuales son
pruebas de laboratorio que permiten evaluar la sensibilidad o resistencia de una bacteria a distintos
antibidticos. En el caso de las formulaciones con nanoparticulas, su aplicacion resulta fundamental
para determinar su eficacia frente a bacterias resistentes. A través de este analisis, es posible
comparar la capacidad de estas formulaciones para inhibir el crecimiento bacteriano en relacion
con los antibidticos convencionales, midiendo los halos de inhibicion. Esto no solo permite
optimizar las formulaciones, ajustando la concentracion de las nanoparticulas y la formulacion mas
adecuada, sino también para establecer su posible uso en infecciones donde los tratamientos
tradicionales no funcionan adecuadamente, ofreciendo una alternativa innovadora y mas eficaz

contra la resistencia bacteriana.

4.5.1 Preparacion del inéculo
Siembra inicial

e Las bacterias que se encontraban en tubos Eppendorf se descongelaron y se sembraron en
un medio de agar Plate Count, incubandolas a 37°C aproximadamente durante 24 horas.

e Posteriormente, utilizando un asa estéril, se seleccionaron una o dos colonias del cultivo
incubado.

e [Estas colonias se inocularon en 4 mL de caldo Miiller Hinton previamente esterilizado y se

incubo entre 16 y 20 horas a 37°C aproximadamente.
Dilucion y ajuste de la suspension bacteriana

e Después de la incubacion, se tomaron 30 pL del cultivo y se diluyeron en 970 pL de caldo
Miiller Hinton estéril.

e Se midi6 la absorbancia de la dilucion a 624 nm en un espectrofotometro, observando que
el valor se encontrara entre 0,1 y 0,8 correspondiendo a un valor de 0,5 en la escala de
McFarland (aproximadamente 1.5 x 108 bacterias por mL).

e Dado que la densidad bacteriana puede variar segtn la colonia, es importante confirmar que

la absorbancia esté dentro del rango establecido.

La dilucion se utiliz6 para sembrar en las placas del antibiograma.
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4.5.2 Antibiograma
Preparacion del Agar Miiller Hilton

e Se prepar6 aproximadamente 15 mL de Agar Miiller Hilton para cada placa de Petri.
e Se esterilizd el medio, se vertid en las placas y se dejo enfriar hasta solidificarse.
e Una vez que el agar qued6 solido, se incubd las placas en una estufa a 37°C

aproximadamente durante 24 horas.
Siembra de bacterias y preparacion de los huecos para las formulaciones

e Después de las 24 horas, se utilizo hisopos estériles para sembrar las bacterias en las placas
mediante la técnica de estriado.

e Se dejo reposar las placas con las bacterias sembradas durante 15 minutos.

e Es importante incluir una placa en blanco para verificar la esterilidad del agar, asi como
placas con controles positivos de las bacterias para comparar el crecimiento.

e Posteriormente, se realizaron pequefios orificios en el agar con un sacabocado de 5 mm,
manteniendo una separacion de aproximadamente 2,5 cm entre ellos (en cada placa se

pueden realizar hasta 6 huecos).
Aplicacion de las muestras e incubacion final

e Sepeso 0,90 g de cada muestra utilizando una balanza analitica y se coloco en los huecos
previamente hechos en el agar.

e Se dej6 reposar las placas durante 15 minutos.

¢ Finalmente, se incubd las placas en posicion invertida en la estufa a 37°C aproximadamente

durante 24 horas.

Se aseguro que durante todo el procedimiento se trabajo en un area estéril.

4.6 Control de calidad

Para corroborar la estabilidad de las formulaciones se determin6 la densidad y el pH. La
densidad indica si hay separacion de fases o cambios en la textura, mientras que el pH proporciona
informacion sobre la compatibilidad con la piel y la estabilidad de ingredientes. Los cambios en

estos parametros pueden indicar que el producto esta perdiendo eficacia o seguridad.
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Densidad: para su determinacidn, se llena de forma completa una jeringa de 10 mL con las
formulaciones realizadas, controlando que no queden espacios de aire. Posteriormente, se depositan
los 10 mL medidos en un recipiente sobre una balanza, y se registra el peso obtenido. Siguiendo la
formula de la densidad, D = m / v (masa sobre volumen), se realiza la division del peso de la
formulacion obtenido sobre el volumen medido con la jeringa, para obtener el valor final de

densidad de las formulaciones.

pH: éste, puede ser evaluado a través de dos procedimientos. Uno tradicional, que implica
sumergir en la muestra unas tiras indicadoras de pH por ejemplo, de papel tornasol, comparando la
variacion de color con la escala de pH indicada por el fabricante. Otro, de naturaleza instrumental,
basado en la técnica potenciométrica, la cual mide la diferencia de potencial entre dos electrodos

insertados en la muestra. En este trabajo se utilizo el método tradicional.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Primera etapa

En la primera etapa, se realizaron antibiogramas utilizando las formulaciones en dosis de
200 pg/mL y sus respectivos controles en las bacterias Escherichia coli'y Staphylococcus aureus.
La eficacia de las formulaciones frente a estas bacterias se evalué midiendo el diametro de los halos

de inhibicion alrededor de las muestras, y se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 1: Escherichia coli ATCC 836304

1 2 3 4 5 6 G
Placa 1 0 mm 0 mm 15 mm 0 mm 13 mm 0 mm 29 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm 13 mm 0 mm 29 mm
Placa 3 0 mm 0 mm 15 mm 0 mm 13 mm 0 mm 29 mm
Promedio | 0 mm 0 mm 15 mm 0 mm 13 mm 0 mm 29 mm

Referencias para la Tabla 1: 1. Crema base sin nanoparticulas de plata (AgNPs). 2. Crema con AgNPs. 3. Gel de
carbopol con AgNPs. 4. Gel de carbopol sin AgNPs. 5. Gel de disprol con AgNPs. 6. Gel de disprol sin AgNPs.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 1: Antibiograma de E. Coli primera parte

G. Crema de gentamicina comercial. CS. Crema base sin AgNPs. CN. Crema con AgNPs en dosis de 200 ug/mL.
GN. Gel de disprol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. GS. Gel de disprol sin AgNPs.
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Figura 2: Antibiograma de E.coli segunda parte

G. Crema de gentamicina comercial. B. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200

ug/mL. 2. Gel de carbopol en dosis de 300 ug/mL

Como se observa en la Tabla 1, al probar las formulaciones con Escherichia coli ATCC

836304, ni la crema ni los geles sin nanoparticulas de plata (AgNPs) generaron inhibicion. En

cambio, los geles con AgNPs, tanto el formulado con carbopol como con disprol, mostraron halos

de inhibicion superiores a 13 mm. Por otro lado, la crema con AgNPs no produjo inhibicion, lo

cual podria deberse a una limitada difusion de la misma en el medio.

Tabla 2: Staphylococcus aureus ATCC 25922

1 2 3 4 5 6 G
Placa 1 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm 12 mm 0 mm 31 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm 13 mm 0 mm 30 mm
Placa 3 0 mm 0 mm 15 mm 0 mm 12 mm 0 mm 32 mm
Promedio | 0 mm 0 mm 16 mm 0 mm 12 mm 0 mm 31 mm

Referencias para las tablas 1y 2: 1. Crema base sin nanoparticulas de plata (AgNPs). 2. Crema con AgNPs. 3. Gel
de carbopol con AgNPs. 4. Gel de carbopol sin AgNPs. 5. Gel de disprol con AgNPs. 6. Gel de disprol sin AgNPs.

G. Crema de gentamicina comercial.
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Figura 3. Antibiograma de S. aureus primera parte

G. Crema de gentamicina comercial. CS. Crema base sin AgNPs. CN. Crema con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. GN.
Gel de disprol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. GS. Gel de disprol sin AgNPs.

Figura 4. Antibiograma de S. aureus segunda parte

G. Crema de gentamicina comercial. B. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200
ug/mL. 2. Gel de carbopol en dosis de 300 ug/mL.
Como se muestra en la Tabla 2, al probar las formulaciones con Staphylococcus aureus
ATCC 25922, se obtuvieron resultados similares a los de la Tabla 1. Ni la crema ni los geles sin
nanoparticulas de plata (AgNPs) presentaron inhibicion. Sin embargo, los geles con AgNPs, tanto

los formulados con carbopol como con disprol, generaron halos de inhibiciéon mayores a 12 mm.

A partir de los resultados obtenidos que se pueden contemplar en la Tabla 1 y Tabla 2, se
observo que la crema no tiene efecto sobre el crecimiento bacteriano por lo que se decididé no
continuar con su estudio. El gel de carbopol, ademas de mostrar una mayor homogeneidad en
comparacion con el de disprol, también mostré una mayor inhibiciéon del crecimiento bacteriano.

Por estas razones, se optd por continuar las pruebas con este gel en diferentes concentraciones.
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5.2 Segunda etapa

En base a lo establecido previamente, se prepararon formulaciones del gel de carbopol, en
concentraciones de 100 y 300 ug/mL, y se llevaron a cabo antibiogramas adicionales, esta vez
incluyendo las demds bacterias que se desea tratar (gram positivas). Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

Tabla 3: Staphylococcus grupo intermedius SGI sensible (en animales)

GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 9 mm 12 mm 13 mm 28 mm
Placa 2 0 mm 9 mm 12 mm 13 mm 26 mm
Placa 3 0 mm 9 mm 13 mm 13 mm 26 mm
Promedio 0 mm 9 mm 12 mm 13 mm 26 mm

Referencias para la Tabla 3: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 5: Antibiograma de Staphylococcus grupo intermedius SGI sensible

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina

comercial.
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Se evaluaron diferentes concentraciones de AgNPs en el gel de carbopol (100, 200 y 300
png/mL) mediante un antibiograma contra Staphylococcus grupo intermedius SGI sensible (en
animales), realizando las pruebas por triplicado. Como se muestra en la Tabla 3, a una
concentracion de 100 pug/mL, el halo de inhibicién fue inferior a 10 mm. En cambio, para las
concentraciones de 200 y 300 pg/mL, no se observaron diferencias significativas, obteniéndose en

ambos casos halos de inhibicion superiores a 12 mm.

Tabla 4: Staphylococcus grupo intermedius resistente a meticilina (en animales)

GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 9 mm 12 mm 12 mm 28 mm
Placa 2 0 mm 9 mm 12 mm 12 mm 28 mm
Placa 3 0 mm 8 mm 13 mm 13 mm 27 mm
Promedio 0 mm 9 mm 12 mm 12 mm 27 mm

Referencias para la Tabla 4: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 pug/mL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.
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Figura 6. Antibiograma de Staphylococcus grupo intermedius resistente a meticilina

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina
comercial.

En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos al evaluar diferentes concentraciones de
AgNPs en gel de carbopol (100, 200 y 300 ug/mL) contra Staphylococcus grupo intermedius
resistente a meticilina (en animales), a través de un antibiograma realizado por triplicado. Las
concentraciones de 200 y 300 pg/mL generaron halos de inhibicion de 12 mm, sin diferencias

significativas entre ambas. En cambio, a 100 pg/mL, el halo de inhibicion fue inferior a 10 mm.

Tabla 5: Staphylococcus grupo intermedius (SGI, en animales)

GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 8 mm 11 mm 12 mm 32 mm
Placa 2 0 mm 9 mm 12 mm 13 mm 31 mm
Placa 3 0 mm 10 mm 12 mm 12 mm 32 mm
Promedio 0 mm 9 mm 12 mm 12 mm 32 mm

Referencias para la Tabla 5: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mlL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mlL.

G. Crema de gentamicina comercial.
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Figura 7: Antibiograma de Staphylococcus grupo intermedius SGI

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina
comercial.

Al trabajar con Staphylococcus grupo intermedius (SGI, en animales), se observaron
resultados (Tabla 5) similares a los presentados en las Tablas 3 y 4. En el antibiograma, el gel con
una concentracion de 100 pg/mL produjo halos de inhibicion inferiores a 10 mm. Por su parte, los
geles con concentraciones de 200 y 300 pg/mL se obtuvo una inhibicion de aproximadamente 12

mm.

Tabla 6: Staphylococcus aureus resistente (en animales)

GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 9 mm 12 mm 12 mm 19 mm
0 mm
Placa 2 0 mm 11 mm 12 mm 17 mm

(se descarta)

Placa 3 0 mm & mm 11 mm 12 mm 19 mm

Promedio 0 mm 8 mm 11 mm 12 mm 18 mm

Referencias para la Tabla 6: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mlL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mlL.

G. Crema de gentamicina comercial.
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Figura 8: Antibiograma de Staphylococcus aureus resistente

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina
comercial.

En Staphylococcus aureus resistente (en animales), los resultados (Tabla 6) fueron similares
a los obtenidos en las tablas previas. Los geles con concentraciones de 200 y 300 pg/mL mostraron
halos de inhibicidn superiores a 11 mm, mientras que a 100 pg/mL los halos fueron menores a 9

mim.

Es relevante sefialar que, en las bacterias analizadas anteriormente, los halos de inhibicién
de la crema de control positivo (Gentamicina) superaron los 26 mm. No obstante, en esta cepa

resistente, el tamafno del halo se redujo a aproximadamente 18 mm.

Como se observo en las tablas anteriores (Tablas 3, 4, 5y 6), el gel de carbopol en las
concentraciones evaluadas, demostr6 una accién efectiva contra el crecimiento bacteriano,
inhibiéndolo de manera uniforme. Sin embargo, en la concentracion de 100 ug/mL, se observé que
el halo de inhibicion fue considerablemente menor en comparaciéon con las otras dos

concentraciones, lo que llevo a descartar esta opcion.

Finalmente, entre las dosis de 200 y 300 pg/mL, los halos de inhibicion fueron muy
similares, sin mostrar una diferencia significativa, lo que sugiere que cualquiera de las dos

concentraciones podria ser seleccionada.
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5.3 Tercera etapa

En esta tercera etapa, se analizo el gel de carbopol en concentraciones de 100, 200 y 300
pg/mL mediante antibiogramas con bacterias gram negativas. El objetivo fue evaluar la efectividad
de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en el gel frente a estas bacterias, que suelen mostrar mayor

resistencia a los tratamientos antibacterianos.

Tabla 7: Klebsiella pneumoniae portadoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en

animales)
GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 0 mm 10 mm 10 mm 14 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 10 mm 10 mm 15 mm
Placa 3 0 mm 0 mm Se descarta 10 mm 14 mm
Promedio 0 mm 0 mm 10 mm 10 mm 14 mm

Referencias para la Tabla 7: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 pg/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 9: Antibiograma de Klebsiella pneumoniae portadoras de betalactamasas de espectro extendido

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina

comercial.
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Al trabajar con Klebsiella pneumoniae portadoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE, en animales), el gel de carbopol a una concentracion de AgNPs de 100 pg/mL no mostrd
ningln efecto; no asi con las otras dos concentraciones que se observaron halos de inhibicion de

10 mm. Es importante destacar que la gentamicina produjo una inhibicion de 14 mm (Tabla 7).

Tabla 8: Escherichia coli portadora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE, en humanos)

GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 0 mm 10 mm 11 mm 22 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 9 mm 10 mm 22 mm
Placa 3 0 mm 0 mm Se descarta 10 mm 22 mm
Promedio 0 mm 0 mm 9 mm 10 mm 22 mm

Referencias para la Tabla 8: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 10: Antibiograma de Escherichia coli portadora de betalactamasas de espectro extendido

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina

comercial.
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Como se muestra en la Tabla 8, al trabajar con Escherichia coli portadora de betalactamasas

de espectro extendido (BLEE, en humanos), el gel de carbopol con una concentraciéon de AgNPs

de 100 pg/mL no presentd ningun efecto inhibitorio. En cambio, las concentraciones superiores

mostraron halos de inhibicion: 9 mm para 200 pg/mL y 10 mm para 300 pg/mL.

Tabla 9: Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa (en

humanos)
GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 0 mm 9 mm 9 mm 0 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 9 mm 10 mm 0 mm
Placa 3 0 mm 0 mm 10 mm 9 mm 0 mm
Promedio 0 mm 0 mm 9 mm 9 mm 0 mm

Referencias para la Tabla 9: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL.
2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 11: Antibiograma de Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa en

humanos

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con

AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina

comercial.
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Como se muestra en la Tabla 9, las concentraciones de 200 y 300 pg/mL mostraron una
buena eficacia frente a Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo
metalobetalactamasa (en humanos), a pesar de su resistencia a la gentamicina. Esto sugiere que el
gel de carbopol con nanoparticulas de plata (AgNPs) podria ser una alternativa prometedora para

tratar infecciones causadas por esta cepa resistente.

Tabla 10: Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa (en

animales)
GS 1 2 3 G
Placa 1 0 mm 0 mm 8 mm 8 mm 22 mm
Placa 2 0 mm 0 mm 9 mm 9 mm 23 mm
Placa 3 0 mm 0 mm 8 mm 9 mm 23 mm
Promedio 0 mm 0 mm 8 mm 9 mm 23 mm

Referencias para la Tabla 10: GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100
ug/mL. 2. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL.

G. Crema de gentamicina comercial.

Figura 12: Antibiograma de Klebsiella pneumoniae portadora de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa en

animales

GS. Gel de carbopol sin AgNPs. 1. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 100 ug/mL. 2. Gel de carbopol con
AgNPs en dosis de 200 ug/mL. 3. Gel de carbopol con AgNPs en dosis de 300 ug/mL. G. Crema de gentamicina

comercial.
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La bacteria presentada en la Tabla 10 es similar a la de la Tabla 9, pero proviene de un
origen diferente, en este caso, animal. Como resultado, los hallazgos obtenidos no son idénticos.
En este caso, aunque el gel de carbopol mostrd resultados comparables, la gentamicina si fue

efectiva, a diferencia de la resistencia observada en la bacteria anterior.

Como se observo en las bacterias analizadas en esta tercera etapa, y en relacion con los
analisis previos, el gel de carbopol a una concentracion de 100 pg/mL fue descartado debido a su

baja actividad frente a las bacterias mas resistentes.

Por otro lado, en las concentraciones de 200 y 300 pg/mL, la acciéon del gel no disminuyo
significativamente, especialmente frente a las primeras bacterias analizadas. Se observo una leve
reduccion en el halo de inhibicion, principalmente en las bacterias mas resistentes, donde también

se evidencid una menor efectividad de la gentamicina comercial.

Finalmente, entre las dosis de 200 y 300 pg/mL, los halos de inhibicion resultaron ser muy
similares, por lo que se opt6 por utilizar la dosis de 200 pug/mL. Dado que no se conoce con certeza

la citotoxicidad de las nanoparticulas, se consider6 prudente emplear una dosis menor.
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5.4 Resultados del control de calidad

Las formulaciones fueron sometidas a un control periddico de pH y de densidad cada 1

mes, durante 3 meses aproximadamente. Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 11: pH
Mayo Junio Julio Agosto | Septiembre
Crema sin AgNPs 5 5 5 - -
Crema con AgNPs (200
5 5 5 - -

pg/mL)
Gel disprol sin AgNPs 5 5 5 - -
Gel disprol con AgNPs 5 5 5 ) )
(200 pg/mL)
Gel carbopol sin AgNPs 4 4 4 4 4
Gel carbopol con AgNPs 4 4 4
(100 pg/mL) ) )
Gel carbopol con AgNPs
(200 pg/mL) 4 4 4 4 4
Gel carbopol con AgNPs 5 5 5
(300 pg/mL) i i
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Tabla 12: densidad

Mayo Junio Julio Agosto | Septiembre
Crema sin AgNPs 0,9¢g/mL | 0,9¢g/mL | 0,9 g/mL - -
l‘fgrfr‘;‘f)CO“ AgNPS 200 1 9 o/ | 0,9 g/mL | 0,8 g/mL ; ]
Gel disprol sin AgNPs 09¢gmL | 09¢g/mL | 0,9 g/mL - -
8310(1;;[;3]1; on AgNPs 0,9g/mL | 0,9g/mL | 0,9 g/mL - -

Gel carbopol sin AgNPs 0,9g/mL | 0,9g/mL | 0,9g/mL | 0,9 g/mL 0,9 g/mL

Gel carbopol con AgNPs
(100 pg/mL) - - 0,9 g/mL [ 0,9 g/mL 0,9 g/mL
Gel carbopol con AgNPs
(200 pg/mL) 09¢g/mL [ 09g/mL [ 09g/mL | 09g/mL | 0,9 g/mL
Gel carbopol con AgNPs
(300 pg/mL) - - 0,9 g/mL [ 0,9 g/mL 0,9 g/mL

Referencias para las Tabla 11 y 12: Los valores no determinados corresponden a formulaciones las cuales se

decidio no continuar utilizando o a aquellas en las que aun no se habian realizado con esas concentraciones.
Como se puede observar en la Tabla 11, desde el inicio de las mediciones de pH, no se
registraron variaciones en ninguna de las formulaciones, lo que sugiere una buena estabilidad,

especialmente de las que contienen nanoparticulas de plata (AgNPs).

En relacion con la Tabla 12, casi todas las formulaciones mantuvieron una densidad
constante de 0.9 g/mL desde su fabricacion, con la excepcidon de la crema con nanoparticulas de

plata, que experiment6 una ligera disminucion de la misma.

Por otro lado, al analizar las texturas de las formulaciones, se observd que la crema con
nanoparticulas de plata mostré un cambio en la consistencia, presentando, en el ultimo mes, una
textura mas liquida que al principio. Ademas, el gel de disprol mostré6 menor homogeneidad en la
incorporacion de nanoparticulas en comparacion con el gel de carbopol, que, al permitir la adicion

de las nanoparticulas antes de su formulacion final, resulté en una mezcla mas homogénea.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo demostrar que las formulaciones de geles
con nanoparticulas de plata presentan una efectiva accion antibacteriana, incluso frente a bacterias
mas resistentes. Sin embargo, en el caso de la crema con nanoparticulas de plata, no se evidencid

una actividad antibacteriana significativa, lo que llevo a concluir, que el formato no es eficaz.

Con respecto a los geles, tanto los resultados obtenidos de los antibiogramas como los
analisis de control de calidad fueron decisivos para determinar que el gel de carbopol es la opcion
mas adecuada. Este gel mostré una mayor accion antibacteriana, mejor estabilidad y mayor
homogeneidad en comparacion con las otras formulaciones evaluadas, como el gel de disprol con
nanoparticulas de plata. Estas caracteristicas son fundamentales para asegurar la efectividad y
consistencia del producto en usos posteriores, lo que justificd la eleccion del gel de carbopol para

las investigaciones posteriores.

En cuanto a las diferentes concentraciones del gel de carbopol, los resultados indicaron una
disminucion notable en la accidn antibacteriana de la formulacion con 100 pg/mL, en comparacion
con las formulaciones de 200 y 300 pg/mL. Esta disminucion en la efectividad antibacteriana llevo
a concluir que la concentracion de 100 pg/mL no es la mas adecuada para lograr un control eficaz
sobre las bacterias resistentes. Por otro lado, al analizar las concentraciones de 200 y 300 pg/mL,
se observo que no hubo diferencia significativa en la accidon antibacteriana ni en la estabilidad de
las formulaciones. Esto llevé a concluir que es mas recomendable optar por la concentracion mas
baja, es decir, 200 microgramos/mL, dado que, en parte, ain no se conoce con certeza el grado de

actividad citotoxica que tienen las nanoparticulas en estas formulaciones.

Por lo tanto, y como conclusion final de este trabajo, se determin6 que la mejor formulacion
para el tratamiento de infecciones dérmicas causadas por bacterias resistentes, tanto en humanos
como en animales, es el gel de carbopol con nanoparticulas de plata en una concentracion de 200
microgramos/mL. Esto es debido a que la formulacidén no solo asegura una accidon antibacteriana
efectiva, sino que también provee estabilidad, homogeneidad y un posible menor riesgo de efectos
adversos relacionados con la citotoxicidad, lo que lleva a que sea la opcidon mas segura y eficiente

para su uso terapéutico.
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