Pasta terapéutica anti-A. Producto

(2da parte)

Pastures anti-A therapy. Product (2d part)

Resumen

La formulacién final que incluye el extracto acuoso de Sangre de grado, excipientes y
preservantes; fue denominada Pasta Terapéutica Anti-A (PTA), que se logro después
de efectuarse los ensayos de estabilidad acelerada, cada 30 dias por espacio de tres
meses, que consistié en conservar los frascos conteniendo la formulacién de un
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mismo lote de fabricacién a temperatura ambiente y 4 ° C de refrigeracién y evaluar
la consistencia, aspecto, color, olor y actividad bactericida. Esta tiltima se realizé
mediante el método de difusion en agar y la técnica de excavacion placa cultivo, frente
a bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los resultados fueron satisfactorios para
Gram positivas, como Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermides
ATCC 12228 y Bacillus subtilis ATCC 6633, en el caso de Gram negativas solo se observo

actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC 8739. mas no asi para la

Pseudomona aeruginosa.

Abstract

The final formulation that includes Sangre de grado watery extract, excipients and
preservants; Pasta Terapéutica Anti-A (PTA) was denominated, that profit later to
take place the tests of accelerated stability, every 30 days by space of three months,
that consisted of conserving the bottles containing the formulation of a same lot of
manufacture to room temperature and 4 ° C of refrigeration and to evaluate the
consistency, aspect, color, scent and bactericidal activity. This last one was made by
means of the method of diffusion in agar and the technique of excavation plate culture,
in front of positive bacteria negative Gram and Gram. The results were satisfactory
for Gram positive, like Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermides
ATCC 12228 and Bacillus subtilis ATCC 6633, in the case of single Gram negative I am
observed antimicrobial activity forehead a Escherichia coli ATCC 8739. but not thus for

Pseudomona aeruginosa.
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El uso del Croton (Sangre de grado) en
la solucién de los problemas de salud
corresponde al bagaje de experiencias
de las poblaciones indigenas de la
amazonia peruana'?, estudios recien-
tes*” corroboran estas propiedades,
la actividad antimicrobiana frente a
grampositivos, como: S. aureus ATCC
6538 y S. epidermidis ATCC 12228;y a
gramnegativos: Pseudomona y Klebsiela
FDA 602, fueron informados®.

La aplicacién de Sangre de grado en
el campo de la estomatologia con
extractos puros, en forma de topicos®
o formando parte de un cemento de
obturaciéon®’®, mejoré la sintomato-

logia del cuadro clinico y propicié6 los
procesos reparativos de lesiones con
pérdida de sustancia.

El fosfato tricélcico (FT) componente de
la pasta terapéutica anti-A(PTA), am-
pliamente investigado como agente de
cubierta pulpar directa e indirecta con
resultados favorables™ 2. En nuestros
estudios™* se utiliz6 como reparador de
los defectos 6seos periapicales y denti-
narios, con resultados satisfactorios.

La asociacion del FT con Sangre de grado
ha sido motivo de investigaciones ante-
riores™!, con ellas se evalu6 la capaci-
dad bactericida y el efecto reparativo de
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pastas experimentales con resultados
positivos sobre Propionibacterium,
Actinimyces, Lactobacillus, Strepto-
coccus mitis, Streptococcus salivarius,
Staphylococcus hemolyticus, Eikenella y
Veillonella; siendo el Streptococcus mitis
el menos sensible.

Basados en estos resultados, tras de-
sarrollar 8 formulaciones se decidié
continuar con aquellas que ofrecia
un mejor comportamiento antibac-
teriano*, descartando aquellas cuyos
componentes de propilenglycol y
vaselina eran de 5 gr. y 30 gr. respec-
tivamente.
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La reduccién de goma tragacanto a
1.5gr. y vaselina a 2.5gr. en la for-
mulacién permitié halos de 25 mm.
de didmetro de sensibilizacién en las
pastas y de 40mm. de didmetro en los
extractos puros; requiriéndose por lo
menos un 80% de liberacién y difusién
del principio activoY’.

Formula 4*

Fosfato tricalcico : 30.0 gr.
Goma tragacanto : 1.5 gr.
Vaselina 125 gr.
Agua destilada CSP :23.0ml
Metilparabeno : 0.75 gr.

Sangre de grado (polvo) : 6.0 gr.

Formula 04*

Fosfato tricalcico : 30.0 gr.
Goma tragacanto : 1.5 gr.
Vaselina 1 2.5 gr.
Agua destilada CSP : 23.0ml
Metilparabeno : 0.75 gr.

Sangre de grado (liquido): 20.0 ml

* Susceptible a reajuste debido a que conti-
ndan evaluandose

La susceptibilidad de contaminacién
de las pastas experimentales fueron
nulas mostrandose consistentes en
su actividad antibacteriana frente a
grampositivos, (22 mm de didmetro
frente al Staphylococcus aureus, ATCC
6538) y gramnegativos (8 mm para el
E. coli ATCC 8739). Tabla 1.

En esta 2da parte de la investigacion,
luego de ensayar varias formulaciones
que no solo fueran compatibles con el
principio activo (Sangre de grado),sino
que sean estables en el tiempo, y no
afecten la actividad bactericida del
mismo se eligié una formulacién que
cumpliese con estos requisitos.

La formulacién final que incluye el
extracto acuoso de Sangre de grado
al 20% (150 mg/mL), excipientes y
preservantes; fue denominada Pasta
Terapéutica Anti-A (PTA).

Una pasta bien formulada debe poseer
una buena estabilidad fisica, por ello
con el fin de determinar la estabilidad
del preparado y controlar sus posibles
alteraciones, se efectuaron ensayos de
estabilidad acelerada, sometiendo la
formulacién en su empaque a tempe-
ratura ambiente y de refrigeracion.

Para realizar esta prueba se conservo
los frascos, conteniendo la formula-
cion de un mismo lote de fabricacién,
a temperatura ambiente y a4 °C de
refrigeracion; luego se procedi6 a eva-
luar, cada 30 dias hasta completar los
tres meses, la consistencia, el aspecto,
el color, el olor y la actividad bacteri-
cida de la referida pasta.

4

Tabla 1: Difusion y actividad antibacteriana de la formula 4, 04
(Unidad de medicién: didmetro en mm.)

Bacterias Actividad de la formula 4, 04
ATCC Antibacteriana Difusion
Prueba Control Prueba Control

E. coli 8 18 25 +40
Staphylococcus aureus 22 21 25 +40
Bacilus subtilis — — I .
Pseudomona aerugi- — 12 — 40
nosa

El ensayo microbiolégico para evaluar
los aspectos de liberacién del principio
activo in vitroy su accién bactericida se
desarrollo mediante el método de di-
fusién en agar y técnica de excavacion
placa cultivo, frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas

Este método se fundamenta en la in-
hibicién del crecimiento bacteriano,
mediante la difusién del principio
activo en un medio de cultivo sélido,
evidenciando la formacién de zonas o
halos de inhibicién.

Medio de cultivo :
Hinton

Agar Mueller

Microorganismos de ensayo:
Bacterias Grampositivas:
e Staphylococcus aureus ATCC 6538

* Staphylococcus epidermidis ATCC
12228

* Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacterias Gramnegativas
e Escherichia coli ATCC 8739

* Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Preparacién del inéculo.- Los cultivos
de cada uno de los microorganismos
de ensayo se prepararon a partir de un
cultivo en caldo Tripticasa Soya de 18
horas de incubacion.

La preparacién de las suspensiones
para el ensayo de la actividad bacteri-
cida se realizo diluyendo los cultivos
hasta obtener una concentracién
celular de 300 x 106 células de micro-
organismo /mL

Preparacién de las placas.- Al medio de
cultivo agar Mueller Hinton a45°C, se
le adiciono una suspensién del microor-
ganismo de prueba en una concentracion
del 1% ( 1mL de inéculo por 100 mL de
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agar MH, luego se verti6 a razon de 25
mL por placa petri.

Desarrollo del ensayo de actividad
antimicrobiana.- En las placas de
agar Mueller Hinton conteniendo el
microorganismo de ensayo se realizo
excavaciones de 9 mm. de didmetro ,
seguidamente se adiciono 100 ul de
pasta con la formulacién a ensayar y
100 ul de principio activo (750 mg/mL
de sangre de grado), luego se dejo di-
fundir por 1 hora y finalmente se llevo
a incubacién a 37 © C por 24 horas.

Luego de la incubacién se procedio a
hacer la lectura correspondiente de los
halos de inhibicién mediante el regis-
tro de los didmetros en milimetros.

Los ensayos microbiolégicos para
evaluar la calidad microbiolégica de
la pasta formulada luego de su pre-
paraciéon se realizaron mediante el
test de limite microbiano siguiendo la
metodologia de la Farmacopea Ameri-
cana en su edicion 27, se evidenciaron
resultados por debajo de lo especifi-
cado para formas farmacéuticas de
uso topico.

Resultados:

Luego de haber permanecido enva-
sados en pequefios frascos de vidrio
oscuro, cerrados herméticamente por
espacio de tres meses, las pastas estu-
vieron listas para el ensayo de calibra-
cién; los resultados de la evaluacion
a temperatura ambiente mostraron
un aspecto fisico de consistencia ho-
mogénea de color marrén oscuro de
conservacion estable, ausencia de con-
taminantes, olor sui géneris, propio de
la materia prima (Sangre de grado)

los resultados obtenidos de la activi-
dad bactericida fueron satisfactorios
para Gram positivas, como Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538, Staphylococ-
cus epidermides ATCC 12228 y Bacillus
subtilis ATCC 6633, en el caso de Gram



negativas solo se observo actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli
ATCC 8739. mas no asi para la Pseudo-
mona aeruginosa (Tabla 2).

La PTA mejorada respecto ala anterior
formulacién se a visto reflejada en su
actividad bactericida, alcanzando a 18
mm. de didmetro de inhibicién frente a
laE. coli( ATCC 8739); superando en 10
mm. con respecto a la prueba anterior
(Tablas 1y 2).

La accién antibacteriana frente al
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
se mantuvo sin variacién en 21 mm.
con respecto a la evaluacién anterior;
en cambio el Bacillus subtilis (ATCC
6633) se sensibilizé formando un halo
de inhibicién de 16 mm. y el Staphylo-
coccus epidermidis (ATCC 6633) de 12
mm. frente a la PTA. La pasta no tuvo
accién contra la Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853) en ambas evaluaciones
(Tablas 1y 2).

Por otro lado también se efectu? el ais-
lamiento bacteriano correspondiente
luego de un sembrado de diez frotises
gingivales con la metodologia seguida
en anterior investigacion's, los mismos
que fueron cultivados e identificados
con Gram, aislandose las siguientes
bacterias:

Propionibacterium spp.
Actinomyces spp.
Streptococcus mitis.
Streptococcus salivarius
Enterobacter spp.
Streptococcus pneumoniae
Hallazgo: Candida spp

Las cuales fueron sensibilizadas con
la Pasta Terapéutica Anti-A por el
método de difusion en agar™.

Los resultados fueron registrados en
milimetros al cabo de las 24, 48 y 72
horas midiendo el didmetro externo de
los halos de inhibicién de crecimiento
bacteriano, incluyendo la pasta. En
los casos con crecimiento bacteriano,
sin halo de inhibicién, se considero
de valor 0 sin inclusién de la pasta
(Tabla 3).

En términos generales el efecto bacteri-
cida de la PTA ha quedado demostra-
do incrementandose en muchos casos,
probablemente debido a la cantidad
sensiblemente superior del principio
activo (Sangre de grado), que para la
PTA fue de 150 mg/mLy para la pasta
experimental fue de 120 mg/mL.
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Tabla 2: Difusién y actividad antibacteriana de la pasta terapéutica
anti-A
(Unidad de medicién: didmetro en mm.)

Bacterias Actividad de PTA
ATCC Antibacteriana Difusién
Prueba Control Prueba Control

E. coli 18 26 22 40
Staphylococcus aureus 22 25 30 37
Bacilus subtilis 16 25 23 35
Pseudomona aerugi-

nosa — 24 31 55
Staphylococcus epider-

midl;sy ¥ 12 27 18 35

Tabla 3: Efecto antibacteriano de la pasta terapéutica anti-A (PTA)

Bacterias Susceptibilidad (mm)

24h 48h 72h
Propionibacterium 00 11.5 19.5
Actinomyces 20 17 16
Stretococcus mitis 00 00 00
Stretococcus salivarius 16 18 18
Stretococcus pneumoniae 11 14 12
Enterobacter 18 17 15
Candida* 25 21 23

* Hallazgo experimental

Tabla 4: Efecto antibacteriano de la pasta terapéutica anti-A (PTA) y pasta
experimental anti-A (FT+SG)

Bacterias bucales (Aisladas) PTA Pasta
(mm) FT+SG (mm)
72h 72h
Propionibacterium 19.5 16
Actinomyces 16 16
Stretococcus mitis 00 9
Stretococcus salivarius 18 10

El mayor halo de inhibicién alcanzado
fue el de Propionibacterium, con 19 mm.
de diametro; seguido del Streptococcus
salivarius con 18 mm. y del Actinomyces
con 16 mm.; a excepcién del Streptococ-
cus mitis que no fue sensibilizado por
la PTA (Tabla 4).
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En conclusién la adicién de excipientes
y preservantes en la pasta final, Pasta
Terapéutica Anti-A (PTA), no ha mo-
dificado su accién antibacteriana en
relacién a la pasta original, Pasta Ex-
perimental Anti-A a base de FT+SG
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Imagenes de la actividad bactericida de la Pasta Terapeutica Anti-A en la 1ra y 2da etapa

Fig. 1. Halo de prueba (A), 25
mm. de difusién y 16 mm. de
actividad bactericida. Halo de
control (B), 40 mm. de difusion y
21 mm. de actividad bactericida.
Staphylococcus aureus.

Fig. 2. Halo a prueba (A), 25 mm.
de difusién y 7 mm. de actividad
bactericida. Halo de control (B),
40 mm. de difusién y 18 mm. de
actividad bactericida. E. coli.

Fig. 3. Halo a prueba (A), falta de
difusion y muestra inactividad
bactericida. Halo de control
(B), 40 mm. de difusion y 12
mm. de actividad bactericida.
Pseudomona.

Fig. 4. Efecto bactericida de la
pasta experimental FT+SG sobre
Actinomyces, 16 mm. de halo de
inhibicion.

Fig. 5. Efecto bactericida de la
pasta experimental FT+SG sobre
Propionibacterium, 16 mm de halo
de inhibicién.

Fig. 6. Efecto bactericida de la
pasta experimental FT+SG sobre
Streptococcus salivarius, 10 mm de
halo de inhibicién.

de la investigacioén para el estudio comparativo

Sensibilidad bacteriana a la Pasta FT+SG y ala PTA.
Estudio comparativo
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Fig. 7. Halo de prueba (A), 30
mm de difusién y 22 mm. de
actividad bactericida. Halo de
control (B), 37 mm. de difusién y
25 mm. de actividad bactericida.
Staphylococcus aureus.

Fig. 8. Halo de prueba (A), 22 mm
de difusion y 18 mm. de actividad
bactericida. Halo de control (B),
40 mm. de difusién y 26 mm. de
actividad bactericida. E. coli.

Fig. 9. Halo de prueba (A),
31 mm de difusién y muestra
inactividad bactericida. Halo de
control (B), 55 mm. de difusién y
24 mm. de actividad bactericida.
Pseudomona.

Fig. 10. Efecto bactericida de la
PTA sobre Actinomyces, 16 mm. de
hallo de inhibicion.

Fig. 11. Efecto bactericida de la
pasta experimental FT+SG sobre
Propionibacterium, 16 mm de halo
de inhibicién.

Fig.12. Efecto bactericida dela PTA
con 18 mm de halo de inhibicion.
Streptococcus salivarius.
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