Articulo Original

Accion antimicrobiana de dos pastas Guedes-Pinto
modificadas - estudio in vitro.

Resumen

Objetivos: Evaluar in vitro la accion
antimicrobiana de las pastas Guedes-
Pinto modificadas con Diprogenta® y
con Otosporin®, comparandolas con
la pasta Guedes-Pinto convencional.
Materiales y métodos: Se evaluo la
accion antimicrobiana de las pastas
Guedes Pinto contra cepas aisladas de
los siguientes microbios: Streptococcus
mutans ATCC 25175  Staphylococcus
aureus - ATCC 25923, Enterococcus faecalis
- ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa
- ATCC 4116, Candida albicans - ATCC
10231. Se empled la técnica de difusion
en agar por el método de pocillo y en
triplicado, wutilizando el digluconato
de clorexidina al 0,12% como control
positivo y solucién salina como control
negativo. Se transfirio 2 mL del indéculo
producido de cada microbio a 100mL
de agar fundido a 45°C, dispensando
la mezcla en 30 placas de petri. Las
placas fueron mantenidas a temperatura
ambiente por doshorasyluegoincubadas
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a 35°C por 24 y 48 horas. La lectura de los
resultados fue sometida al Andlisis de
varianza de un factor y Test de Tukey para
comparaciones multiples. Resultados:
La pasta Guedes-Pinto Convencional
formo los mayores halos de inhibiciéon
para la mayoria de los microbios, con
excepcion de Candida albicans, donde
ninguna de las sustancias produjo
efecto y de la Pseudomonas aeruginosa,
para la cual la pasta modificada con
Diprogenta® obtuvo mejores resultados,
sin diferencia estadistica entre ellas. La
pasta Diprogenta® presentd mejores
resultados que la pasta Otosporin® para
todos los demds microorganismos vy
esto ultimo no formé halo de inhibicién
para Enterococcus faecalis. Conclusion:
La utilizacion de sustitutos de Rifocort®
parece tener un potencial antimicrobiano
efectivo contra los principales microbios
encontrados en los canales radiculares.

Palabras clave: Diente primario,
tratamiento de canal radicular,
microbiologia.
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Artigo original

Accién antimicrobiana de dos pastas Guedes-Pinto modificadas - estudio in vitro

Acao antimicrobiana de duas pastas Guedes-Pinto
modificadas — estudo in vitro.

Resumo

Objetivos: avaliar in vitro a agao
antimicrobiana das pastas Guedes-Pinto
modificadas com Diprogenta® e com
Otosporin®, comparando-as com a pasta
Guedes-Pinto convencional. Material
e métodos: A acdo antimicrobiana das
pastas foi testada contra cepas isoladas dos
seguintes microorganismos: Streptococcus
mutans ATCC 25175 Staphylococcus aureus -
ATCC 25923, Enterococcus faecalis - ATCC
29212, Pseudomonas aeruginosa - ATCC
4116, Candida albicans - ATCC 10231. Foi
empregada a técnica de difusao em 4gar
pelo método de poco e em triplicata,
utilizando-seodigluconatodeclorexidina
a 0,12% como controle positivo e solugao
salina como controle negativo. Foi
transferido 2mL do indculo produzido
de cada microorganismo para 100mL
de 4gar fundido a 45°C, dispensando a
mistura em 30 placas de petri. As placas
foram mantidas a temperatura ambiente
por duas horas e depois incubadas a

Original article

35°C por 24 e 48 horas. A leitura dos
resultados foi submetida a Anadlise de
variancia de um fator e Teste de Tukey
para comparagdes multiplas. Resultados:
A pasta Guedes-Pinto Convencional
formou os maiores halos de inibicao
para a maioria dos microorganismos,
com excecao da Candida albicans, onde
nenhuma das substancias produziu
efeito e da Pseudomonas aeruginosa, para
qual a pasta modificada com Diprogenta®
obteve melhores resultados, apesar de
nao haver diferenca estatistica entre elas.
A pasta com Diprogenta® apresentou
melhores resultados que a pasta com
Otosporin® para todos os demais
microrganismos e esta nao formou halo
de inibicao para o Enterococcus faecalis.
Conclusao: A utilizacao de substitutos
do Rifocort® parece ter potencial
antimicrobiano  efetivo contra os
principais microorganismos encontrados
nos canais radiculares.

Palavras chaves: Dentes deciduos,
tratamento endodontico, microbiologia.

Antimicrobial action of two Guedes-Pinto root canal
filling material modified in vitro study.

Abstract
Objectives: To evaluate in vitro the
antimicrobial action of Guedes-Pinto

root canal filling material modified with
Diprogenta® and Otosporin®, comparing
them with the conventional Guedes-Pinto

paste. Methodology: The antimicrobial
action of the root canal filling material was
tested against strains isolated from the
following microorganisms: Streptococcus
mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 4116,
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Candida albicans ATCC 10231. The technique
of agar diffusion by the well method and
in triplicate, using 0.12% chlorhexidine
digluconate as positive control and
saline solution as negative control. 2mL
of the inoculum produced from each
microorganism was transferred to 100mL
of molten agar at 45 ° C, dispensing the
mixture into 30 petri dishes. These were
maintained at room temperature for
two hours and then incubated at 35 °
C for 24 and 48 hours. The reading of
the results was submitted to Analysis
of one-way variance and Tukey's test
for multiple comparisons. Results: The
Guedes-Pinto Conventional paste formed
the largest inhibition halos for the most

Introduccion

La terapia pulpar en dientes deciduos es
un tratamiento complejo, debido a varios
factores, primeramente por laricaanatomia
de estos dientes, que presentan curvaturas
acentuadas y una gran cantidad de canales
accesorios, dificultando el acceso y la
instrumentacién.! Otro factor influyente
es el proceso de resorcion fisioldgica que
ocurre de manera irregular, perjudicando
el establecimiento del limite apical,
pudiendo causar lesiones al periapice y
al germen del diente permanente.*® La
falta de cooperacion del nifio también
puede influenciar negativamente en
la terapéutica endodoéncica de dientes
deciduos.*

Los conductos radiculares de dientes
primarios con necrosis pulpar presentan
una infeccion  polimicrobiana  con
gran cantidad de microorganismos vy
mayor prevalencia de estreptococos y
microorganismos  anaerobios.”®”  Asi,

Revista de Odontopediatria Latinoamericana

microorganisms, except for Candida
albicans, where none of the substances had
any effect and Pseudomonas aeruginosa,
for which Diprogenta® modified paste
obtained better results, although there was
no statistical difference between them.
The paste with Diprogenta® presented
better results than that with Otosporin®
for all other microorganisms, except
Enterococcus faecalis. Conclusion: The use
of Rifocort® substitutes seems to have an
effective antimicrobial potential against
the main microorganisms found in root
canals.

Key  words: Deciduous tooth, canal
therapy, microbiology.

el éxito del tratamiento endodoéncico
depende de varios factores, siendo el
principal la reduccién y eliminacion de la
infeccién bacteriana.*

La complejidad de las infecciones
endododncicas, debido a la variabilidad
bacteriana y sus interacciones, hace
que aun sean necesarios estudios que
auxilien en la eleccion de un material
ideal para las pastas obturadoras de
dientes primarios.® Un material obturador
ideal debe presentar varias propiedades,
tales como: tener un grado de resorciéon
semejante al de la raiz del diente, ser
inofensivo a los tejidos periapicales y
al germen del diente permanente, ser
reabsorbible en caso de extravasacién de
material, antiséptico, facilmente colocado
y removido cuando necesario, ser capaz
de adherirse a las paredes de los conductos
radiculares, radiopaco y que no produzca
pigmantacion el diente.**

Una de las pastas propuestas para



obturaciéon endododncica en  dientes
primarios son las pastas yodoformadas.
Entre ellas, la pasta Guedes-Pinto presenta
buenos resultados, ciertamente debido
a su eficacia antimicrobiana. Estudios de
laboratorio realizados con técnicas diversas
confirman la accién antimicrobiana de esta
pasta.'™™  Sin embargo, son necesarias
mas investigaciones para comprobar la
efectividad de la pasta Guedes-Pinto en
el tratamiento endododncico de dientes
primarios.’

Aunque se sepa que la realizacion de
un estudio de laboratorio tiene sus
limitaciones respecto a transposicion
de los resultados a la practica clinica,
los estudios in vitro permiten controlar
algunos factores que no serian posibles
en un estudio in vivo.”* De este modo,
estudios de laboratorio son necesarios
para validar técnicas consagradas en la
clinica, bien como para probar nuevos
procedimientosy sustancias conseguridad
antes de expandir su uso.

Sabiendo de la dificultad de adquisicion
del Rifocort®, antibiotico y corticoide
presente en la pasta Guedes-Pinto,
que dejo6 de producirse, se hacen
necesarias investigaciones de materiales
antimicrobianos alternativos. Asi, para
el presente estudio, se buscaron dos
medicamentos disponibles en el mercado
cuya composicion, igual que la del
Rifocort®, presenta un antimicrobiano y
un corticosteroide.

El objetivo de este estudio fue evaluar, in
vitro, la accion antimicrobiana de la pasta
Guedes-Pinto modificada con Diprogenta®
y de la pasta Guedes-Pinto modificada
con Otosporin®, comparandolas con la
pasta Guedes-Pinto convencional, en
cinco especies microbianas comdnmente
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encontradas en las infecciones
endoddncicas tras 24 y 48 horas.

Materiales y métodos

Se condujo un estudio in vitro que
evalu6 la actividad antimicrobiana de
dos versiones modificadas de la pasta
Guedes-Pinto mediante la sustitucion de
su componente Rifocort® por sustancias
similares (Diprogenta® , Otosporin®). Se
compar6 la eficacia antimicrobiana de
estas pastas con la de la pasta Guedes-
Pinto convencional mediante la medicién
del halo de inhibicién microbiana.

La tabla 1 presenta las pastas obturadoras
evaluadasy susrespectivas composiciones.

La opcion por el Diprogenta®, compuesto
por dipropionato de betametasona
(0,64 mg/g) y sulfato de gentamicina
(1 mg/g), se debe al amplio espectro de
accion bactericida de la gentamicina, muy
eficaz contra microorganismos gram-
negativos y gram-positivos aerobios,'
alcanzando los microorganismos
comunmente encontrados en las necrosis
pulpares.>®

La eleccion del Otosporin® (hidrocortiso-
na 0,323 mg/gta + sulfato de neomicina
0,162 mg/gta + sulfato de polimixina B
322,6 Ul/gta) como medicamento susti-
tuto se debe a evidencias de la literatura
mostrando su uso en la Odontologia, mas
especificamente en la terapia pulpar.”
Ademas, el Otosporin® también presenta
en su composicion un antibidtico de am-
plio espectro de accion, la neomicina, que
es eficaz contra bacterias gram-positivas
y, particularmente, contra las gram-ne-
gativas,'® asociado a otro antimicrobiano,
la polimixina B, eficiente contra bacterias
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Tabla 1. Pastas obturadoras y sus respectivas composiciones.

* Debido a la dificultad de encontrar el medicamento Rifocort®, se compro en forma manipulada.

** PMCC (paramonoclorofenol alcanforado)

gram-negativas.’” Como el Otosporin® se
presenta en forma liquida, se anadi6 vase-
lina sélida para que la mezcla alcanzara la
consistencia de pasta.

El estudio se realizo en laboratorio
aséptico (Laboratorio de Microbiologia
de la Faculdade Sao Leopoldo Mandic,
Campinas, Brasil) con temperatura y
humedad controladas. Los componentes
de las pastas se dosificaron y manipularon
en el momento del uso por un tunico
operador, previamente entrenado, de la
siguiente forma:

Guedes-Pinto convencional (GC): 1 c¢m
de la férmula manipulada del Rifocort®,
1 cm de yodoformo, medido en un tubo
anestésico preparado conforme a lo
descrito por Mello-Moura et al.,* y dos
gotas de paramonoclorofenol alcanforado,
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medidas con pipeta de Pasteur desechable
estéril (Consalab, Sao Paulo, Brasil).

Guedes-Pinto con Diprogenta® (GD):
1 cm de Diprogenta® 1 cm de yodoformo,
medido en un tubo anestésico preparado
conforme a lo descrito por Mello-Moura et
al.,* 1 cm de vaselina solida, y dos gotas de
paramonoclorofenol alcanforado medidas
con pipeta de Pasteur desechable estéril
(Consalab, Sao Paulo, Brasil).

Guedes-Pinto con Otosporin® (GO): dos
gotas de Otosporin®, 1 cm de yodoformo,
medido en un tubo anestésico preparado
conforme a lo descrito por Mello-Moura et
al.,** 1 cm de vaselina solida, y dos gotas de
paramonoclorofenol alcanforado medidas
con pipeta de Pasteur desechable estéril
(Consalab, Sao Paulo, Brasil).



Tras la manipulacion, se insertaron
inmediatamente las pastas en los pozos
por un operador externo con el auxilio de
una espatula de insercién (Duflex, Minas
Gerais, Brasil). Todos los procedimientos
se realizaron en el flujo laminar.

La evaluacion de la  actividad
antimicrobiana se realizé por el método
de difusién en agar (Pour Plate Method)
mediante la técnica del pozo y en
triplicado, utilizandose digluconato de
clorexidina (CHX) al 0,12% (Periogard®
Colgate-Palmolive, Sao Paulo, BRA) y
solucidon salina como control positivo y
negativo, respectivamente.

Los microorganismos utilizados en
este estudio pertenecian a la coleccién
del Laboratorio de Microbiologia de
la Faculdade Sao Leopoldo Mandic
(American Type Culture Collection - ATCC)
y se presentan en la tabla 2.

Las muestras se reactivaron separada-
mente en caldo Brain Heart Infusion (BHI)

Tabla 2. Microrganismos utilizados para la verifi-
cacion de la accion antimicrobiana .

Accién antimicrobiana de dos pastas Guedes-Pinto modificadas - estudio in vitro

(Kasvi, Parand, Brasil) y se cultivaron en
estufa de aerobiosis o, en el caso del S.
mutans, estufa de microaerofilia, ambas
a 35° C, por 24 horas. Tras este periodo,
las muestras se suspendieron en solucioén
salina al 0,9% con grado de turbidez de 1
McFarland (108 células por mL). Para cada
microorganismo, se transfirieron 2 mL del
inoculo producido (suspension de traba-
jo) a un recipiente conteniendo 100 mL de
agar fundido a 45°C, en medio de cultivo
BHI para S. aureus, E. faecalis y P. aerugino-
sa; agar Mitis Salivarius bacitracin (MSB)
(BD-dfco, Maryland, EEUU) para S. mu-
tans; y agar Sabouraud dextrose (SAB)
(Neogen, Michigan, EEUU) para C. albi-
cans, seguido de homogeneizacion, y se
vertid la mezcla en placas de Petri estériles
(90 x 15 mm), siendo aproximadamente
15 mL por placa.

Para evitar la confluencia de los halos de
inhibicion, se probd, en una placa, la pasta
GC y el control positivo y, en la otra, las
pastas GD, GO, y el control negativo. Tras
la solidificacion del agar, se perforaron
un pozo en una placa y dos en la otra con
puntera estéril de 5 mm de didmetro a
cercade 15 mm delosbordes delas placas
y en puntos mas o menos equidistantes.
Para los controles positivos y negativos,
se utilizaron discos estériles de papel
absorbente (Prolab, Parand, Brasil) de
5 mm de didmetro. Estos se embebieron
en 10uL de clorexidina al 0,12%
(control positivo) y 10uL de solucion
salina (control negativo) utilizando
micropipeta Kasvibasic (Kasvi, Paran3,
Brasil). Asi, se utilizaron seis placas por
microorganismo, formando un total de
30 placas. Las tres diferentes pastas se
introdujeron en cada uno de los pozos
en cantidad suficiente para su relleno e
inmediatamente después de la confecciéon
de los pozos.
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Las placas se mantuvieron a temperatura
ambiente por dos horas para pre-difusion
del material y después se incubaron a
35°C por 24 horas. Tras el periodo de
incubacion, el diametro de los halos de
inhibicion del crecimiento microbiano
alrededor de los pozos se midi6 con
un paquimetro por un examinador
experimentado y ciego a los grupos
experimentales. Se realizaron dos lecturas
con paquimetro digital (Mitutoyo, Sao
Paulo, Brasil), siendo la primera tras 24
horas y la segunda tras 48 horas.

Los datos obtenidos en mm se sometieron
a andlisis de variancia de un factor - tipo
de pasta obturadora -y test de Tukey para
comparaciones multiples. Se adoptd el
nivel de significancia del 5%.

Resultados

La media de los resultados obtenidos se
presenta en la tabla 3. El analisis estadistico
mostré  diferencia  estadisticamente
significativa para los factores aislados
tipos de pastas (p=0,000) y tipos de

microorganismo (p=0,000), y también para
la interaccidon entre ellos (p=0,000). No
hubo diferencia entre las lecturas de 24h y
48h en ninguna de las muestras (p=1,000).
Siendo asi, la tabla describe solamente los
datos para 24h.

Los mayores halos de inhibicién se
obtuvieron con la GC para la mayoria
de los microorganismos, con excepcion
de la C. albicans, caso en que ninguna de
las sustancias evaluadas produjo halo de
inhibicién, y de la P. aeruginosa, para la
cual la GD obtuvo mejores resultados, a
pesar de no haber diferencia estadistica
entre las pastas.

La pasta GD presentd mejores resultados
que la pasta GO para todos los demas
microorganismos, y la pasta GO no formo
halo de inhibicion para el E. faecalis.

En el control negativo, no hubo formacién
de halo, y el control positivo se mostrd
mas eficaz que la pasta GD solamente
para el E. faecalis, siendo menos eficiente
que todas las pastas para los demas

Tabla 3. Media de los halos de inhibicién de los materiales evaluados (24h).

Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas.
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microorganismos, con excepciéon de la C.
albicans, para la cual también no produjo
efecto inhibitorio.

Discusion

Estudios senalan que la pasta Guedes-
Pinto es la mas utilizada en las universi-
dades brasilefias.” Es necesario estudiar
alternativas para el uso del Rifocort®, de-
bido a su retirada del mercado, y, por ello,
el objetivo del trabajo fue evaluar, in vi-
tro, la accion antimicrobiana de la pasta
Guedes-Pinto modificada con Otosporin®
y con Diprogenta®, en comparacion con la
pasta convencional.

Los antibidticos presentes en los
medicamentos  sustitutos = presentan
amplio espectro de accion, a semejanza de
la rifamicina, el antibidtico que compone
el Rifocort®, y, de la misma forma que
éste, son eficaces contra las bacterias
gram-positivas y gram-negativas usadas
en este estudio.

La pasta GC demostré los mejores resul-
tados antimicrobianos, lo que confirma
estudios realizados anteriormente."**
Piva et al. obtuvieron los mismos resul-
tados, pero utilizaron mezclas microbia-
nas en lugar de cepas aisladas.”

Sin embargo, todas las pastas estudiadas
presentan accion antimicrobiana, excepto
para la C. albicans, lo que se explica
por el hecho de que ninguna de las
pastas presentaban antifingico en su
composicion. Aunque, el digluconato de
clorexidina al 0,12% no haya presentado
efecto contra la C. albicans en el presente
estudio, Siqueira Jr. y Sem* afirmaron que
el digluconato de clorexidina parece tener
efecto antifingico, pudiendo utilizarse

Accién antimicrobiana de dos pastas Guedes-Pinto modificadas - estudio in vitro

como medicacion intracanal.® Sen et al.
concluyeron que la C. albicans es mas
resistente al digluconato de clorexidina al
0,12% en la presencia de smear layer que
en su ausencia.**

Aunque esté presente en pequefa
proporcion en las infecciones
endododncicas,®¥ la C. albicans puede
estar asociada a infecciones secundarias
y/o persistentes,” siendo necesarios mas
estudios para investigar la contribucién de
la C. albicans para la ecologia microbiana
de los conductos radiculares infectados
y evaluar la necesidad de implantar
terapias que involucren sustancias
antifingicas.”*

La GO presenté las menores medias
para todos los microorganismos y
ningun efecto para el E. faecalis, aunque
el poder antimicrobiano de la asociacién
de la neomicina con la polimixina B se
equivalga a la accién de la rifamicina y
de la gentamicina, componentes de las
demas pastas. La inferioridad de acciéon
de la GO se puede explicar por el hecho
de que, en la metodologia, se hayan
utilizado dos gotas del Otosporin®. Una
vez diluido en la pasta, principalmente
debido a la vaselina utilizada para dar
consistencia, tal vez el Otosporin® no
haya sido capaz de presentar un mayor
potencial antimicrobiano, no alcanzando,
por lo tanto, el E. faecalis, que es, segun
la literatura, una de las bacterias mas
resistentes.*'*?* Verma et al. sugirieron el
uso de la clorexidina al 1% asociada a las
pastas obturadoras de dientes primarios
con lesiones radiculares, haciéndolas mas
efectivas contra bacterias mas resistentes
como el E. faecalis.® Sin embargo, vale
resaltar que, en este estudio, se utilizd
la clorexidina al 0,12% como control
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positivo, no presentando efecto sobre el E.
faecalis en esta concentracion.

Para evaluacion del potencial antimicro-
biano, se eligio el método de difusion en
agar por ser ampliamente utilizado en
estudios previos.!?!'"* Sin embargo, este
método puede no expresar todo el poder
antimicrobiano de la sustancia probada,
una vez que el tamafo del halo de inhi-
bicion depende de la solubilidad y de la
difusion de la sustancia.?” Ello podria ex-
plicar la diferencia de tamafio entre los
halos de las pastas GC y GD, puesto que
ambos agentes antimicrobianos presen-
tan amplio espectro de accion.

Tanomaru et al. afadieron que el contacto
entre el material probado y el agar; la
textura de éste; el peso, tamano y forma
de la molécula del agente antimicrobiano;
y la insercion y concentracion del material
probado son algunas de las variables
que se deben observar en este método.*
Ante lo expuesto, se busco realizar la
manipulacion de las pastas del mismo
modo que se procede en la clinica a
insertarlas lo mas similar a ello.

Aunque las sustancias utilizadas para sus-
tituir el Rifocort® en las pastas probadas

Referencias bibliograficas

sean medicamentos comunmente utiliza-
dos en la clinica médica, se deberan rea-
lizar nuevos estudios de evaluacion anti-
microbiana y de biocompatibilidad antes
que se utilicen las sustancias en la clinica
odontologica formando parte de la com-
posicion de pastas obturadoras de dientes
primarios.

Conclusion

La utilizacion de sustitutos del Rifocort®
parece tener potencial antimicrobiano
efectivo contra los principales
microorganismos encontrados en
los conductos radiculares, aunque la
pasta Guedes-Pinto con formulacién
convencional muestre mayor actividad
antimicrobiana.
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