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DESCRIPCION

Composicion antimicrobiana que comprende iones de plata, un tensioactivo catiénico cuaternario y una sal de EDTA

La presente invencién se refiere a una composicioén antimicrobiana que se puede aplicar sobre la piel, las heridas,
los cortes, las abrasiones o las quemaduras para prevenir o para tratar de infecciones, o sobre los apdsitos para
heridas y similares para su aplicacion en la piel, heridas, cortes, abrasiones o quemaduras. Mas particularmente, la
invencion se refiere a una composicion capaz de proporcionar una actividad antimicrobiana eficaz a la vez que evita
irritacion en la piel y en las heridas, asi como el retraso de la cicatrizacion de la herida.

El uso excesivo de antibiéticos y el aumento asociado de la resistencia bacteriana estan afectando la eficacia de los
antibidticos en el tratamiento de la infeccion de heridas. Por tanto, son deseables alternativas eficaces a los
antibidticos.

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que los materiales antimicrobianos tépicos y las preparaciones que los
contienen desempefian un papel importante para minimizar la posibilidad de infecciones de la piel y las heridas. Los
antimicrobianos que no son antibiéticos son agentes quimicos no selectivos que pueden ser seguros para usar en
tejidos vivos. El yodo molecular, la plata idnica y los agentes oxidantes como el hipoclorito de sodio y el diéxido de
cloro han sido reconocidos como agentes antimicrobianos con eficacia contra una amplia gama de microorganismos.

Sin embargo, existen varios obstaculos para conseguir una composicion antimicrobiana eficaz para su aplicacion
sobre las heridas basada en tales agentes. Un problema es que estos agentes antimicrobianos tienden a reaccionar
con materiales organicos que se encuentran en la herida distintos de los objetivos microbianos previstos. Lo anterior
significa que para que sean eficaces, los agentes antimicrobianos deben incluirse en las composiciones de
tratamiento a niveles elevados, lo que puede provocar efectos secundarios indeseables con el uso prolongado, tales
como la toxicidad celular, las reacciones de hipersensibilidad, la tincion de la piel y efectos sistémicos.

Estos efectos secundarios se describen con mas detalle en las publicaciones: "In vitro cytotoxity of silver: implication
for clinical wound care" ["Citotoxidad in vitro de la plata: implicaciones para el cuidado clinico de heridas"]. Poon VK,
Burd A. Burns. 2004 Mar; 30 (2): 140-7, "A review of iodine toxicity reports” ["Una revision de los informes de
toxicidad del yodo"]. Pennington JA. J Am Diet Assoc. 1990 Nov; 90 (11): 1571-81 y "Toxicidad antimicrobiana
tépica" ["Topical antimicrobial toxicity"]. Lineaweaver W, Howard R, Soucy D, McMorris S, Freeman J, Crain C,
Robertson J, Rumley T. Arch Surg. 1985 Mar; 120 (3): 267-70. Smith & Nephew et al: "OTC Medication Information:
Dermal Wound Cleanser - benzethonium chloride spray"” ["Informacion sobre medicamentos de venta libre:
Higienizador de heridas dérmicas - aerosol de cloruro de bencetonio”], 17 de diciembre de 2009, paginas 1-9, en
http://otclabels.com/lib/otc/otc-meds/dermal-wound-cleanser/ en donde se describen limpiadores que incluyen cloruro
de bencetonio al 0,13% y EDTA disédico al 0,02% como limpiadores [higienizadores] de heridas.

El documento WO2007/068938A2 describe una composicion para el tratamiento antimicrobiano de piel y heridas,
que incluye sales de EDTA (por sus siglas en inglés de "ethylenediaminetetra-acetic acid" o en espafol "acido
etilendiaminotetraacético) y plata iénica.

Por lo tanto, existe la necesidad de un medio para conseguir que las composiciones para el tratamiento sean
efectivas sin que simplemente se aumente el nivel del agente antimicrobiano incluido en la composicion. También se
ha reconocido que las bacterias de las heridas a menudo existen en las biopeliculas y que estas son mas dificiles de
tratar que sus contrapartes plancténicas.

Hemos descubierto que es posible aumentar la eficacia de los iones metalicos antimicrobianos al incluir un
tensioactivo catidnico cuaternario en la formulacion.

Por consiguiente, un primer aspecto de la invencion proporciona una composicion antimicrobiana adecuada para su
uso en la piel y en las heridas que comprende una fuente de iones metalicos antimicrobianos y un tensioactivo
catiénico cuaternario presente en un nivel superior o igual al 0,025% en peso; y acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) presente como sales di-, tri- o tetra-basicas de EDTA a un nivel de 0,2% a 1% en peso; en donde la
composicion tiene un pH de 4 a 6; y la plata idnica esta presente en la composicion a un nivel del 0,01% al 10% en
peso.

La presencia del tensioactivo catidnico cuaternario potencia el efecto del ion metalico antimicrobiano de modo que
se mejora el rendimiento del i6n metalico antimicrobiano. Por ejemplo, la presencia del tensioactivo catidnico
cuaternario puede aumentar la velocidad a la que actua el ion metalico antimicrobiano.

Por el término antimicrobiano se entiende una sustancia que inhibe el crecimiento de, o elimina, microorganismos de
los reinos taxonémicos de bacterias, hongos y protozoos. Por tanto, una composiciéon antimicrobiana eficaz es
aquella que se utiliza para reducir y prevenir la propagacion y proliferacion de microorganismos en una aplicacion
especifica. En el cuidado de heridas, esto se puede interpretar en términos de control de infecciones cruzadas,
prevencion o eliminacion de infecciones y reduccion de la biocarga recalcitrante que puede causar retraso en la
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cicatrizacion y cronicidad.

También hemos descubierto que es posible preparar una composicion que incluya un tensioactivo catiénico
cuaternario que sea eficaz en las condiciones de pH que normalmente se encuentran en una herida.

Las composiciones segun un primer aspecto de la invencién comprenden un agente antimicrobiano, preferiblemente
un ién metalico por ejemplo plata, hierro, niquel, cobre, cromo, manganeso, oro, galio, magnesio, mercurio, plomo,
aluminio, plomo, zinc, bismuto, estafio y paladio. Preferiblemente, el ion metalico es plata. El agente antimicrobiano
se incluye preferiblemente en la composicion a un nivel del 0,1% al 5% e incluso mas preferiblemente del 0,5% al
1,5% en peso o del 1% al 5%. Si la composiciéon esta en solucidon acuosa, el ion metalico antimicrobiano esta
preferiblemente en una solucién acuosa que comprende de 0,00001% a 1,0% en peso o mas preferiblemente
0,0001% a 0,1%, incluso mas preferiblemente 0,0001% a 0,02% en peso 0 0,001% a 1,0 % por peso.

Las composiciones segun la invencion comprenden un tensioactivo catiénico. El tensioactivo catidnico puede ser
una sal de amonio cuaternario, una sal de alquilpiridinio, una sal de imidazolio de alquilo, una sal de morfolinio de
alquilo, una sal de bencetonio o una sal de amonio cuaternario etoxilada o mezclas de las mismas. Preferiblemente,
cuando la sal es una sal de amonio cuaternario, se selecciona del grupo de sales de monoalquil trimetil amonio,
sales de dialquil dimetil amonio y sales de monoalquil monobencil dimetil amonio.

Preferiblemente, el tensioactivo catidnico es un tensioactivo catidnico cuaternario y mas preferiblemente un
tensioactivo de amonio cuaternario. Preferiblemente, el tensioactivo catidnico se selecciona del grupo de cationes de
bencetonio, benzalconio, dimetildialquilonio, alquilpiridinio y alquiltrimetilamonio con cualquier contraién, por ejemplo:
bromuro, cloruro, acetato o sulfato de metilo. Preferiblemente, el tensioactivo catiénico cuaternario esta presente en
un nivel superior o igual al 0,05% al 4% en peso y mas preferiblemente del 0,5% al 2% en peso.

El pH de la composicion se encuentre preferiblemente entre 4,5 y 5,5. El pH deseado se puede lograr incorporando
agentes tamponadores en la composicion. Ejemplos de agentes tamponadores que pueden incluirse son acido
citrico / hidrogenofosfato disddico, acido citrico / citrato de sodio, acido acético / acetato de sodio. El agente
tamponador puede estar presente convenientemente en una cantidad de aproximadamente 0,5% a 2% en peso de
la composicién para proporcionar una composicion isoténica.

La composicion comprende preferiblemente acido etilendiaminotetraacético (EDTA). EI EDTA esta presente
preferiblemente como las sales di-, tri- o tetrabasicas de EDTA. Hemos descubierto que estas sales mejoran el
efecto antimicrobiano del metal idnico en la alteracion de la biopelicula. Por ejemplo, hemos descubierto que el
EDTA en concentraciones de 0,25 a 0,5% en peso por volumen era eficaz para lograr que una variedad de
microorganismos en estado de biopelicula fueran vulnerables a los agentes antimicrobianos.

Las composiciones de la presente invencién pueden estar en forma de una solucién que se puede usar como un
aerosol para su aplicacion en materiales de apdsito o una bafio de una solucion en la que se pueden sumergir los
materiales para apésitos, o en forma de peliculas delgadas solubles que pueden ser laminadas en apdsitos para
heridas o utilizadas junto con un apésito por separado en forma de estuches [kits]. Alternativamente, las
composiciones pueden estar en forma de un semisdlido blando, como por ejemplo un gel, espuma o crema, que
mantiene un ambiente hiumedo para la curacién de heridas y promueve la curacién natural.

Una formulacién suave semisoélida ofrece la ventaja de poder fluir hacia la herida para formar un contacto intimo con
el lecho de la herida y proporcionar efectos antimicrobianos a toda la superficie de la herida. Preferiblemente, la
formulacién tiene una viscosidad suficientemente alta para que no fluya de una herida a otros tejidos.
Preferiblemente, el pH de la formulaciéon se tampona alrededor de 5,5 ya que esto no altera el equilibrio del pH del
tejido peri-herida y por lo tanto lo protege. Las composiciones de la invencion también pueden estar presentes como
un pulverizador de polvo seco.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la presente invencion.
Los datos relevantes para los ejemplos se representan en los dibujos adjuntos que muestran:

Las figuras la, 1b, 1c y 1d muestran escalas de grises que representan la eficacia antimicrobiana de un
intervalo de concentraciones de plata frente a un intervalo de concentraciones de tensioactivo y una gama
de tensioactivos e ingredientes opcionales;

La figura 2 muestra una comparacion de la profundidad de penetracion (mm) de la accién antimicrobiana
entre apositos de plata de prueba [testados o de ensayo] tanto con el tratamiento como sin el tratamiento de
una composicion segun la invencion; y

La figura 3 muestra una comparacion de la actividad anti-biopelicula (datos MBEC, por sus siglas en inglés
de "minimal biofilm eradication concentration” o "concentracién inhibitoria minima de biopeliculas”) de
soluciones y geles semisélidos.
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Ejemplo 1

Tensioactivo catidnico cuaternario mejora la eficacia de la plata

Método: El sistema de ensayo MBEC que utiliza el dispositivo de biopelicula de Calgary proporciona un ensayo para
detectar la actividad de antibioticos y biocidas contra biopeliculas bacterianas. El sistema involucra un reactor para la
formacién de 96 biopeliculas equivalentes. El sistema de ensayo MBEC es adecuado para la determinacion de
valores MBEC (concentracion minima de erradicacion de biopeliculas) y otros valores relacionados.

En la publicacion "The MBEC Assay System: Multiple Equivalent Biofilms for Antibiotic and Biocide Susceptibility
Testing" [El sistema de ensayo MBEC: biopeliculas equivalentes mditiples para ensayos de susceptibilidad a
antibidticos y biocidas"] de Howard Ceri, Merle Olson, Douglas Morck, Douglas Storey, Ronald Read, Andre Buret y
Barbara Olson, 2001 Methods in Enzymology Vol 337, [25] p377 y en la publicacién "The Calgary Biofilm Device:
New Technology for Rapid Determination of Antibiotic Susceptibilities of Bacterial Biofilms" ["El dispositivo de
biopelicula de Calgary: nueva tecnologia para la determinacion rapida de la susceptibilidad a antibidticos de las
biopeliculas bacterianas"] de Ceri, Olson, Stremick, Read, Morck and Buret Journal of Clinical Microbiology, junio de
1999, Vol 37, No. 6, p 1771-1776.

Las biopeliculas se cultivaron en clavijas cubiertas de las placas de 96 pocillos (Nunc-TSP partes 445497 y 167008,
Thermo Fisher Scientific Inc); a continuacion, se enjuagaron minuciosamente con agua purificada. En una placa
nueva, utilizando técnicas asépticas y soluciones esterilizadas por filtracion, se pipetearon partes alicuotas de una
solucion acuosa de nitrato de plata, varias soluciones acuosas de un tensioactivo catidnico cuaternario y agua
purificada para obtener una matriz de muestras para ensayos de 100 pyl de diversas concentraciones de plata y
tensioactivo. Las cubiertas de las placas con biopelicula se volvieron a colocar y se dejaron en contacto con la
solucion de ensayo [prueba] durante 30 minutos, 2 o 4 horas. Después de este periodo, se quitaron las tapas y se
elimind cualquier agente residual del ensayo de las clavijas enjuagando en solucion salina normal estéril (0,85% p/p
de NaCl).

A continuacion, las biopeliculas residuales se eliminaron fisicamente de las clavijas mediante el método de
sonicacion establecido. Las bacterias liberadas y todavia disponibles se cultivaron en su forma plancténica durante
24 horas en una nueva placa en la que los pocillos contenian un medio de crecimiento. A continuacion, se estimé la
concentracion de bacterias supervivientes liberadas de las clavijas midiendo la turbidez en un lector de placas
opticas. Si bien se registraron las densidades Opticas, una simple representacion en escala de grises fue adecuada
para su interpretacion.

Las concentraciones de iones de plata ensayados variaron de 1,625 ug/ml a 200 ug/ml, duplicando la concentracion
entre muestras sucesivas. Los tensioactivos cationicos ensayados fueron cloruro de benzetonio benzalconio, cloruro
de dimetildialquilamonio, bromuro de cetiltrimetilamonio y cloruro de cetilpiridinio en concentraciones que oscilan
entre 31,25 ug / ml y 2000 ug / ml también duplicando la concentracién entre muestras sucesivas.

Resultados: Los resultados se presentan en los graficos de la figura 1a y en el diagrama de la izquierda en las
figuras 1b, 1c y 1d. La escala de grises representa la eficacia antimicrobiana. Cuanto mayor sea la eficacia, mas
claro sera el tono de gris, de modo que el negro no representa la eficacia antimicrobiana y el gris claro representa la
eficacia antimicrobiana alta. Las sinergias positivas estan representadas por un cambio a una posicion mas palida en
la escala de grises del control experimental (sin tensioactivo) presentado en la figura 1a. En las figuras, la

concentracion de plata se muestra en el eje "y" y la concentracion de tensioactivo se muestra en el eje "x".
Estos resultados muestran los rangos de concentracion donde se observd sinergia. Todos los tensioactivos
catiénicos ensayados mostraron sinergia con la plata iénica por encima de una concentracion critica especifica para

cada tensioactivo. Por debajo de esta concentracion critica se observé inhibicion del efecto antimicrobiano de los
iones de plata.

Ejemplo 2

EDTA y tensioactivo catidnico cuaternario que mejora la eficacia de la plata

Método: Tal como el del ejemplo 1 pero con cada solucion de ensayo que también contiene 0,25% p/p de sal de
acido disddico etilendiaminotetraacético.

Resultados: Los resultados se presentan en las figuras 1b, 1c y 1d mediante el diagrama que aparece en el lado
derecho. Los diagramas del lado izquierdo son los experimentos correspondientes sin EDTA.

Estos resultados muestran que el EDTA mejora ain mas la actividad antimicrobiana sinérgica del tensioactivo
catiénico y el i6n metalico.
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Ejemplo 3

Mejora de la eficacia antimicrobiana de ejemplos de apdsitos para heridas que contienen plata

La profundidad a la que un efecto antimicrobiano en un gel de agar que contiene Staphylococcus aureus se evalud
para diferentes tipos de apdsitos para heridas que contienen plata tratados y no tratados.

Materiales:
Ensayo con apésitos:

*  AQUACEL Ag (5x5cm), lote 9L019035, aposito absorbente, gelificante, de fieltro fibroso que contiene
1,2% p/p de plata iénica.

» Allevyn Ag No adhesivo, lote 0935, apdsito de espuma absorbente que contiene sulfadiazina de plata.

» Silvercel Hydro-alginate, lote, 37923, un apo6sito compuesto por una mezcla de alginato y una
almohadilla fibrosa de nailon recubierta de plata envuelta en una pelicula perforada de etileno metil
acrilato.

» Sorbsan Silver - Plus, lote 012035, una almohadilla absorbente de alginato no tejido impregnada con
plata, adherida a una capa de viscosa absorbente secundaria.

* Todos los anteriores tratados con EDTA disédico y cloruro de bencetonio.
Medios microbiolégicos:

Diluyente de recuperacion maxima (MRD)

Placas de agar triptona y soja (TSA) presecadas

0.85% Solucién salina

Agar de triptona y soja fundida (TSA)

Alcohol desnaturalizado industrial (IDA)

Agua desionizada estéril (SDW)
Confrontacién microbiana: Staphylococcus aureus NCIMB 9518

Métodos: Se cortaron asépticamente dos muestras circulares de 3,75 cm de diametro de cada apdsito. Una de cada
muestra se colocé en una placa de Petri estéril para su posterior ensayo [analisis]. La muestra restante se traté con
una solucioén de acuerdo con la invencion utilizando el siguiente procedimiento:

Se pesaron 0,25 gramos de EDTA disddico y cloruro de bencetonio en botellas estériles separadas y se disolvieron
en 100 ml de 50:50 (v/v) IDA:SDW y 100% IDA respectivamente.

Se afiadieron 50 ug/cm2 de EDTA y 50ug/cm2 de cloruro de bencetonio al aposito pipeteando cuidadosamente 220
dl de cada solucion sobre toda la superficie de cada muestra de aposito.

A continuacion, las muestras se volvieron a colocar en el embalaje original y se secaron en un horno de vacio a 90
°C y 0,9 atmdsferas de vacio durante aproximadamente 2 horas. Se utilizé un colorimetro para preparar una
suspension de Staphylococcus aureus aproximadamente 1x 108 UFC/ml en MRD (0,16-0,18 OD540) y diluido en
serie para obtener aproximadamente 1x 104 UFC/ml. Se inocularon dos volimenes de 100 ml de TSA fundido
(aproximadamente a 45 °C) con 1 ml de la suspension 1x 104 UFC/ml de Staphylococcus aureus y se arremolind
para mezclar.

A continuacion, se midieron volumenes de 20 ml de este agar fundido cultivado con bacterias y se vertieron en
nueve recipientes de 60 ml (con un diametro interno de 3,75 cm). Una vez enfriadas y colocadas, estos recipientes
se incubaron a 35 °C £ 3 °C durante 4 horas * 15 minutos para iniciar el crecimiento. Después de 4 horas, cada uno
de los apdsitos de ensayo [prueba] se hidraté con 2,5 ml de la solucién salina al 0,85% en una placa de Petri estéril
y se coloco en un recipiente de 60 ml y sobre la superficie del agar cultivado. A un recipiente no se le aplico aposito
para actuar como control positivo.

A continuacion, los recipientes se incubaron durante otras 24 horas, después de las cuales se retiraron y desecharon
los apésitos. A continuacion, los recipientes se volvieron a incubar durante un minimo de 72 horas para permitir que
crecieran las colonias ya establecidas. Después del periodo de incubacion final, los recipientes se evaluaron y
fotografiaron junto a una regla calibrada.
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Resultados:

En los sitios donde el apdsito habia impartido un efecto antibacteriano, en el agar cultivado debajo del apésito, el
agar parecia transparente. En donde no se habia inhibido el crecimiento bacteriano, el agar parecia opaco. La
profundidad de la zona transparente de agar desde la superficie en contacto con el apdsito se interpretdé como una
indicacion de eficacia antimicrobiana. Los resultados se muestran en la figura 2.

El control positivo era opaco hacia la superficie del agar, es decir, no habia una zona transparente. Los resultados
indican que todos los apositos ensayados [probados o testados] que contienen plata tenian alguna potencia
antimicrobiana, pero esto variaba entre los tipos de apdsitos. La adicion de este ejemplo de formulacién de la
invencion aumento la profundidad de la zona transparente en al menos un factor de dos para todos los tipos de
apositos, pero el orden de clasificacion siguié siendo el mismo. Esto sugirid6 que la potencia depende del tipo de
aposito, pero la mejora sinérgica es independiente del tipo de apdsito.

El Aquacel Ag tuvo una mayor profundidad de penetracion que los otros apositos tanto para los ensayos de control
como para los tratados. El Aquacel Ag también tuvo la mayor mejora en la penetracion antimicrobiana cuando se

traté con una solucidon de acuerdo con la invencion, ya que la profundidad media de penetracion fue tres veces
mayor que la del control.

Ejemplo 4

Mejora de la eficacia antimicrobiana con diferentes metales antimicrobianos

Los ejemplos anteriores que utilizan el método MBEC (concentracion minima de erradicacion de biopeliculas) han
demostrado que la adicion de agentes antimicrobianos especificos a la plata mejora su actividad antimicrobiana. El
proposito de este ejemplo fue evaluar el efecto de estos agentes sobre la actividad antimicrobiana de otros metales,
utilizando el método MBEC.

Método: Se preparé una solucién madre acuosa al 0,2% p/p del tensioactivo catidnico cuaternario cloruro de didecil
dimetilamonio (DDAC) a partir de una solucion comercial concentrada (solucion al 50% p / v, de Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania).

Se prepararon soluciones madre individuales de nitrato de plata, trihidrato de nitrato de cobre (ll), nitrato de galio
(1N, hexahidrato de nitrato de niquel (Il), heptahidrato de sulfato de zinc, tetrahidrato de cloruro de manganeso (Il),
heptahidrato de sulfato de hierro (Il), hidrato de sulfato de hierro (lll), y trihidrato de nitrato de cobre (ll) a partir de
sélidos de laboratorio disponibles comercialmente.

Cada solucién se ajusto a aproximadamente un pH de 5,5 mediante la adicion de pequefias cantidades de hidroxido
de sodio acuoso diluido y/o acido clorhidrico diluido. A continuacion, las soluciones de iones metalicos se diluyeron
volumétricamente al 0,1% p/p (con respecto al metal) con agua purificada. Cualquier precipitado se mantuvo en
suspension homogénea mediante agitacion vigorosa.

A continuacion, se realizd el ensayo MBEC tal y como se describe en el ejemplo 1 solo para la solucion de
tensioactivo, para cada solucion de iones metalicos individual y luego para cada soluciéon de metal en combinacion
con la solucién de tensioactivo.

Resultados:
MBEC para el ion metalico (ppm) T
Metal pH Sin Con 0,1% Sinergia
DDAC DDAC
Plata 5,27 12,5 0,097 + ve
Cobre* 5,47 15,6 1,95 + ve
Hierro (I1) * 5,30 > 1000 <0,24 + ve
Hierro (l11) * 5,40 > 1000 <0,24 + ve
Galio* 5,51 > 1000 <0,24 + ve
Manganeso 5,40 > 1000 <0,24 + ve
Niquel 5,51 > 1000 <0,24 + ve
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MBEC para el ion metalico (ppm) T
Metal pH Sin Con 0,1% Sinergia
DDAC DDAC
Zinc 5,40 > 1000 <125 + ve
DDAC - 0,2% -n/A- -n/ A-

1 Concentracién mas baja a la que se observé actividad; ppm es equivalente a pg/g (o pg/ml en soluciones
acuosas). Estos valores son aproximados.

* Estos metales formaron precipitados cuando las soluciones al 0,1% se ajustaron a pH 5,5; sin embargo,
el precipitado se disolvio cuando se diluyé en la placa de prueba.

Los datos bibliograficos sobre soluciones metdlicas (pH sin ajustar) sugieren el siguiente orden en términos de
actividad antimicrobiana: Plata> Hierro> Niquel> Cobre> Galio> Magnesio> Bismuto

El MBEC para DDAC solo se determind como de aproximadamente 0,2%. Cuando se utilizé DDAC al 0,1% en
combinacidn con las soluciones de iones metalicos enumerados, todas produjeron una reduccion significativa en la
MBEC del metal, demostrando asi un efecto sinérgico que es independiente de la identidad del metal antimicrobiano
utilizado.

Ejemplo 5

El efecto del pH

Cuando se utilizan en concentraciones elevadas, muchos tensioactivos catidnicos tienen actividad antimicrobiana;
tipicamente esto se ve reforzado por un pH alcalino. De manera similar, muchos investigadores han descubierto que
la actividad de algunos compuestos de plata también se ve reforzada por un pH elevado. Para prevenir el dolor y el
dafo tisular, los productos que se aplican a la piel lesionada deben tener un pH cercano a neutral o un pH
ligeramente acido. Este ejemplo investiga el efecto del pH sobre el efecto sinérgico entre un tensioactivo catiénico
cuaternario y un metal antimicrobiano.

Método: Se prepararon las siguientes soluciones madre acuosas: - cloruro de bencetonio (1,0% p / p), nitrato de
plata (0,1% p/p con respecto al metal), acetato de sodio (0,5 M) y acido acético (0,5 M).

En el experimento de control, se mezclaron soluciones de acetato de sodio y acido acético en varias proporciones y
se diluyeron con agua purificada para dar un rango de soluciones tampoén de pH con diferentes pH pero con la
misma fuerza idnica general (0,1 M con respecto al i6bn acetato). A cada uno, se le afiadié suficiente solucion de
nitrato de plata para hacer la solucién al 0,01% p / p con respecto a la plata. A continuacion, cada solucion se
confronté mediante el método MBEC tal y como se describe en el ejemplo 1 para determinar si, a este nivel de pH y
plata, la solucién estaba por encima o por debajo de MBEC. Usando un segundo conjunto de soluciones preparadas
de manera similar (tampén acetato 0,1 M, plata al 0,01%) se realizé6 un segundo experimento MBEC en el que se
vario la concentracion de la solucion tensioactiva.

Resultados: Ninguna de las soluciones de plata al 0,01% con pH tamponado en el rango de 4,7 a 7,7 fue eficaz
contra las biopeliculas en el modelo MBEC. Se requirieron concentraciones de tensioactivo de >0,25%, <0,10% y
0,025% para erradicar la biopelicula en el modelo MBEC a pH 6,9, 6,2 y 5,5 respectivamente.

Lo anterior sugiere que el efecto antimicrobiano sinérgico de la presente invencién se mejora reduciendo el pH
(volviéndose mas acido), lo que contradice el saber actual.

Ejemplo 6

Mejora de la eficacia antimicrobiana de una composicion semisdlida (gel) que contiene plata, EDTA y tensioactivo
cuaternario

Los ejemplos anteriores (1, 2, 4 y 5) ilustran la aplicabilidad a soluciones simples. Este ejemplo busca demostrar que
la adicion de excipientes inertes que modifican la forma fisica y las propiedades de la solucién base activa no tiene
ningun efecto sobre la eficacia observada. En este ejemplo se usa el aumento de la viscosidad mediante la adicion
del agente gelificante hidroxietilcelulosa (HEC, tipo Aqualon: Natrosol 250HX Pharm) comparandose la actividad de
los geles formulados con la solucién equivalente usando el ensayo MBEC tal y como se describié anteriormente.

Método: Se prepararon soluciones madre de nitrato de plata, cloruro de bencetonio, EDTA disddico (pH ~4), EDTA
trisodico (pH ~8) y HEC. A continuacion, se combinaron de diversas formas para producir una matriz de muestras de
uno, dos, y tres componentes (el EDTA se incluyd solo una vez en cualquier combinacién) con y sin HEC. Las
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concentraciones finales del componente son 0%, 0,0001% o 0,02% para plata (Ag); 0%, 0,1% & 1% para cloruro de
bencetonio (BeCl); 0%, 0,2% 6 1% para EDTA; 0% 6 0,1% para HEC.

Las muestras de ensayo se confrontaron contra una biopelicula microbiana usando el método MBEC descrito
previamente en el ejemplo 1. Los resultados se registraron como efectivos (sin crecimiento bacteriano) o ineficaces
(crecimiento bacteriano indicado por la turbidez). Todas las muestras de ensayo se prepararon por duplicado y cada
determinacion de MBEC se realizé por triplicado, por lo que se obtuvieron seis resultados de analisis para cada
muestra.

Resultados:

En la Figura 3 se muestra un resumen de los resultados de las combinaciones. La adicion de un excipiente inerte
(HEC) para modificar las propiedades fisicas de la sustancia de ensayo no alteré la actividad anti-biopelicula de la
mezcla de ensayo. Aun asi se observd un comportamiento sinérgico para las combinaciones a pH 4 y pH 8 en el
extremo inferior de los intervalos de concentracion preferidos. No se observaron efectos inhibidores de la adicién del
excipiente inerte en el extremo superior de los intervalos de concentracion preferidos.
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REIVINDICACIONES

1. Composicidn antimicrobiana adecuada para su uso en la piel y en la heridas que comprende una fuente de plata
idnica; un tensioactivo catiénico de amonio cuaternario presente en un nivel superior o igual al 0,025% en peso; y
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) presente como las sales di-, tri- o tetra-basicas de EDTA a un nivel de 0,2%
a 1% en peso; en donde la composicion tiene un pH de 4 a 6; y la plata idnica esta presente en la composicion a un
nivel del 0,01% al 10% en peso.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que la plata iénica se incluye en la composicion a un nivel del 0,1%
al 5% en peso.

3. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que la plata idnica se incluye en la composicion a un nivel del 0,5%
al 1,5% en peso.

4. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el tensioactivo catidnico se selecciona
del grupo de las sales en las que el cation es bencetonio, benzalconio, dimetildiaquilonio, alquilpiridinio y
alquiltrimetilamonio.

5. Composicién segun la reivindicacion 4, en la que el tensioactivo catidnico cuaternario esta presente en un nivel de
0,05% a 4% en peso.

6. Composicion segun la reivindicacion 5, en la que el tensioactivo catidnico cuaternario esta presente en un nivel de
0,5 a 2% en peso.

7. Proceso para fabricar un apdsito antimicrobiano para heridas que comprende: (i) obtener un apdsito absorbente
para heridas; y (ii) tratar el apdsito con una composicion segun la reivindicacion 1.
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Profundidad de penetracion o actividad antimicrobiana del apdsito de
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Organismo de confrontacion: Staphylococcus aureus NCIMB 9518
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