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RESUMO




RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar comparativamente por meio de
analises microbiologicas in vitro a capacidade e o tempo de inibicdo do
crescimento bacteriano das membranas absorviveis de o0sso bovino
impregnadas com doxiciclina e compara-las com as impregnadas com
cloridrato de tetraciclina. Trés variacdes da membrana absorvivel derivada de
0SS0 bovino, provenientes do laboratério de Bioquimica da USP- Bauru foram
testadas, a convencional (C), impregnada com cloridrato de tetraciclina (T) e
impregnada com doxiciclina (D). Andlises microbiolégicas baseadas nos testes
de sensibilidade in vitro a antimicrobianos foram feitas. Em placas com os
meios de cultura apropriados foram semeadas bactérias aerdbias (Escherichia
coli e Staphylococcus aureus), e um “pool” de bactérias anaerobias”
proveniente de material coletado em bolsas periodontais. Cada placa foi
dividida em quatro regibes e 3 amostras padronizadas das membranas
depositadas, mantendo uma area $£m amostra para confirmar o crescimento
bacteriano. Utilizou-se a membrana convencional (C) para verificar se esta
apresentava propriedades antimicrobianas e nas outras duas regides foram
colocadas as amostras de (D) e (T). Foram feitas trés placas (1,2 e 3) para
cada grupo bacteriano, sendo os fragmentos de membrana convencional,
doxiciclina e cloridrato de tetraciclina denominados (C1/D1/T1; C2/D2/T2;
C3/D3/T3) respectivamente. As placas de aerdbios foram incubadas em estufa
a 35 °C e as de anaerobios em jarra de anaerobiose. Analises semanais com a
troca das amostras para novas placas foram feitas e a capacidade das
membranas em inibir o crescimento bacteriano avaliada a partir da formacéao
nas placas de halos de inibicdo ao redor de cada amostra, as quais tiveram
seus diametros aferidos com paquimetro digital. A presenca dos halos e a
integridade das amostras determinaram o tempo do experimento. Os
resultados mostraram que em todas as placas dos trés grupos bacterianos,
onde as amostras de (C) estavam presentes ndo ocorreu nenhum tipo de
inibicdo de crescimento bacteriano, ndo sendo formado nenhum halo. Quanto
as areas onde foram aplicadas amostras de (D), tanto para a cultura de E.coli
guanto para de S.aureus, foram observados halos de inibicdo por até 35 dias.
Para a membrana (T) foram observados halos de inibicdo em até 28 dias,
exceto para E.coli (14 dias). Em relagdo ao “pool anaerdbio”, ambas as
membranas (D) e (T), apresentaram o periodo maximo de inibicap por 21 dias,
exceto a amostra de (D) presente na placa 2, onde aos 28 dias o halo estava
presente.

Palavras-chave: membrana absorvivel, regeneracdo tecidual guiada,
tetraciclina e doxiciclina.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, by means of nicrobiological in vitro
analyses, the capacity and the inhibition period of bacterial growth of the
resorbable membranes of bovine bone doxycycline loaded and to compare
them with the tetracycline hydrochloride loaded ones. Three variations of the
resorbable membrane of bovine bone from the Biochemist laboratory of USP-
Bauru were tested: conventional (C), tetracycline loaded (T) and doxycycline
loaded (D). Microbiological analyses based in tests of in vitro sensibility to
antimicrobials were made. Aerobic bacteria (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) and a pool of nonaerobic bacteria were sown in plates
with appropriate media cultures proceeding from the material collected into
periodontal pockets. Each plate was divided in four regions and 3 standardized
samples of the membranes were deposited, keeping an area without sample to
confirm the bacterial growth. It was used a conventional membrane (C) to verify
if it presented antimicrobial properties and in the other two regions it was placed
(D) and (T) samples. Three plates (1, 2 and 3) were made for each bacterial
group, being the doxycycline and tetracycline hydrochloride fragments called
(C1/D1/T1; C2/D2/T2; C3/D3/T3) respectively. The aerobic plates were kept
into a greenhouse at 35 °C and the nonaerobic ones were kept into a specific
anaerobic storage jar. Weekly analyses exchanging the fragments for new
plates were made and the capacity of the membranes in inhibiting the evaluated
bacterial growth from the formation of inhibition halos around of each sample,
which had its diameters surveyed with a digital caliper. The halos presence and
the integrity of the samples determined the time of the experiment. The results
showed that in all plates of the three bacterial groups, where the samples of (C)
were present, did not occur an inhibition of the bacterial growth, thus
presenting no halo. In the areas where the membrane was placed (D), as for
the E.coli and S.aureus culture, it was observed inhibition halos up to 35 days. It
was observed inhibition halos in the membrane (T) areas up to 28 days, except
for E.coli (14 days). For both membranes (D) and (T), the maximum inhibition
period for the anaerobic pool was 21 days, except for sample (D) present in
plate 2, where the halo was present at the 28" day.

Keywords: resorbable membrane, guided tissue regeneration, tetracycline and
doxycycline.
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A terapia periodontal apresenta dois objetivos principais: redugao ou
eliminacdo da inflamacao tecidual induzida pelo biofilme dental com seus
subprodutos e correcdo dos defeitos anatdmicos causados pelo processo da
doenga, restabelecendo a integridade da insergcéo dental (Wang et al., 1998).
Em estagios avancados da doenca, cirurgias ressectivas tradicionais mostram-
se eficazes em interromper a progresséo da mesma, por facilitarem a remocéo
dos depdsitos subgengivais e devolver a morfologia dos tecidos periodontais de
sustentacéo e revestimento (Lindhe, 2005). Todavia séao limitadas no sentido
de promover uma regeneracao significativa do periodonto (Karring et al., 1993).

Na presenca destas limitacbes, técnicas regenerativas foram
recomendadas para inibir o crescimento dos tecidos indesejaveis,
principalmente o epitelial que apresenta velocidade de crescimento maior que
os tecidos conjuntivo e Osseo (Caton et al.,, 1976). Fundamentados nos
mecanismos de manipulacdo celular por meio de barreiras fisicas, o0s
procedimentos regenerativos buscam a colonizacdo do defeito a ser
reconstruido por células viaveis, capazes de promover a regeneracao
periodontal. Essas barreiras foram desenvolvidas e testadas, sendo
classificadas em membranas ndo absorviveis e absorviveis (Black et al., 1994;
Christgau et al., 1997; Zhao et al., 2000; Bunyaratavej & Wang 2001; Kim et
al., 2002).

Embora ambos os tipos de membrana, atendam aos objetivos biolégicos
e mecanicos dos eventos regenerativos, existe a possibilidade da exposicéo
destas apés sua utilizacdo cirdrgica, com consequente contaminacdo da area
(Slots et al., 1999; Sbordone et al., 1999). A exposicdo é a principal
complicacéo do tratamento, com prevaléncia variando de 50 a 100% (Trombelli
et al., 1997). Infeccbes nos locais tratados com RTG estdo comumente
associadas a contaminagfes das membranas expostas precocemente (Ling et
al. 2003), influenciando de forma negativa o ganho de insercdo e a
regeneracao dos tecidos, podendo ainda acelerar o processo de degradacao
da membrana (Cristina et al., 1987; Selvig et al., 1990; Wakabayashi et al.,
1996; Chen et al., 1997).



Este fato chamou a atencdo dos pesquisadores quanto a necessidade
de desenvolver uma barreira que possua ndo s6 de uma correta capacidade
oclusiva para o isolamento da area, mas também que garanta uma maior
protecdo inclusive quanto a possiveis contaminagfes bacterianas (Sbordone et
al., 2000). Para tal, as membranas absorviveis apresentam um significativo
destaque, devido a sua capacidade de permitir a incorporacdo a elas de
agentes antimicrobianos. Dentre os mais comumente empregados temos a
tetraciclina e seus derivados.

Pesquisas relatam o uso da tetraciclina em associacdo a biomateriais
para o tratamento de defeitos 6sseos, afirmando ser uma técnica muito efetiva
em conjunto com a RTG (Chung et al., 1997; Sbordone et al., 2000; Harris
2002) e a associacéo desses agentes utilizados localmente, no tratamento de
exposicoes de membrana também ja foi relatada (Zucchelll et al., 1999) por
promover a descontaminacdo da area e auxiliar na regeneracao dos tecidos
perdidos (Alger et al., 1990; Drury et al., 1991; Rosenberg & Rose 1998;
Delaissé et al., 2000; Houser et al., 2001, Bettany et al., 2000). Membranas
absorviveis de &cido polilatico tratadas com tetraciclina também foram
desenvolvidas e testadas mostrando melhores resultados do que as sem
antimicrobiano (Park et al., 2000).

Recentemente foi lancada no mercado brasileiro uma membrana
derivada da matriz organica bovina desmineralizada, a qual vem sendo
largamente utilizada na clinica odontolédgica, por apresentar custo acessivel e
gualidade clinica comprovada (Taga et al., 1997; Herculani, 2000) Esta
membrana foi patenteada com o nome de Gen-derm (Baumer, Mogi Mirim, S&o
Paulo, Brasil).

Estudos com esta membrana vém sendo desenvolvidos, e a presenca
do agente antimicrobiano na mesma também avaliada. Silva, (2003) avaliou
através de testes in vitro a membrana de osso bovino impregnada com
cloridrato de tetraciclina comparando-a com a membrana convencional e
também com outra que apresentava metronidazol. O nivel e o tempo de
dispersédo dos agentes antimicrobianos nas membranas foram analisados e os

resultados mostraram que a membrana com o cloridrato de tetraciclina



apresentou os melhores resultados in vitro, com uma capacidade maxima de
inibicdo das cepas aerodbias e anaerobias testadas em até 21 dias.

Motdo (2004), avaliou através de seu estudo in vivo a eficicia desta
membrana utilizando-a como um dispositivo de liberacdo local, em terapia
adjunta ao tratamento periodontal ndo cirargico concluindo que a utilizacdo da
membrana como dispositivo de liberacdo controlada associada a terapia
mecanica, foi mais eficiente na melhora dos parametros clinicos, do que
somente raspagem e alisamento radicular.

Oliveira (2003), também avaliou as membranas derivadas de matriz
organica bovina desmineralizada impregnadas ou ndo com o cloridrato de
tetraciclina implantando-as em subcutaneo de ratos. A resposta celular frente a
presenca destas membranas e o tempo de absor¢cdo das mesmas foram
analisados através de testes histologicos e bioquimicos. Os resultados
mostraram que a membrana € bem tolerada pelos tecidos sendo totalmente

absorvida no periodo de 30-60 dias.

Dentre os varios outros agentes bacterianos empregados na terapia
periodontal, um destaque tem sido dado aos derivados da tetraciclina,
principalmente a doxiciclina. Estudos recentes tém destacado as vantagens
deste antimicrobiano frete as demais tetraciclinas, quando do seu uso em
conjunto com a terapia periodontal, principalmente com relacdo a sua atuacao
na microbiota periodontopatogénica (Lakahssassi et al.,2005). Seu emprego
em baixas dosagens (Xajigerorgiou et al., 2006; Preshaw et al., 2004; Golub et
al., 2001), ou associado a dispositivos de liberacao local (Polson et al., 1997,
Garret et al., 2000; Jorgensen et al., 2004; Machion et al., 2004; Tomasi et al.,
2004; Machion., 2006), apresenta propriedades ndo s6 antimicrobianas, como
também atividade anticolagenase e antimetaloproteinases, contribuindo com a
inibicdo da reabsorcdo 6ssea (Bezerraet al., 2002).

Considerando-se os bons resultados apresentados pelos procedimentos
regenerativos quando da presenca local de antimicrobianos e os estudos que
demonstram resultados satisfatorios com relagdo a capacidade das
membranas absorviveis de 0sso bovino em proporcionar a absorcdo e

dispersdo de agentes antimicrobianos, passa a ser viavel inferirmos sobre a



possibilidade de utilizacdo destas ndao somente como recurso de selecéo
celular, mas também como protecédo da ferida cirurgica.

Baseando-se nestes aspectos e tendo em vista a eficacia comprovada
da utilizacéo local de doxiciclina associada ao tratamento periodontal, nosso
estudo tem como objetivo avaliar microbiologicamente através de testes in vitro
as membranas absorviveis derivadas de o0sso bovino, convencional,

impregnadas com tetraciclina e com doxiciclina.
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2.1 - Etiologiada doenca periodontal

As periodontopatias na sua grande maioria tém sua etiologia relacionada
ao biofilme dental, resultando como consequiéncia da sua evolugdo e uma
progressiva perda de insercdo dental. Armitage et al. (1994); Socransky &
Haffajee (1993), em seus estudos demonstraram que a presenca do biofilme
dental bacteriano € a causa primaria para o estabelecimento e progressao da
doenca.

Loe et al. (1965), comprovaram a intima relacdo existente entre a
presenca da placa bacteriana e o desenvolvimento da gengivite. Em um estudo
clinico os autores acompanharam o acumulo de placa bacteriana presente ao
longo da margem gengival de 12 individuos. Passados 21 dias do inicio da
experiéncia constatou-se que em todos 0s pacientes a gengivite havia se
instalado e a microbiota passou de uma composicao relativamente simples
para uma composicdo mais complexa. Na medida em que o retorno dos
procedimentos de higiene bucal eram iniciados e mantidos, o tecido gengival
tornava-se novamente saudavel e sem nenhuma sequela. Assim, o acumulo do
biofilme sobre as superficies dentarias induz uma resposta inflamatéria nos
tecidos gengivais adjacentes e em contrapartida a sua completa remocéo
resulta no desaparecimento dos sinais clinicos da inflamacéo (Theilade et al.,
1966).

Por sua vez Socransky em 1970 sugere a possibilidade da doenca
periodontal ser fruto da habilidade de varios tipos de microrganismos em se
acumular na placa, sendo isto um pré-requisito para o inicio da destruicdo do
periodonto. As bactérias presentes na placa supra e subgengival eram o
principal fator etiolégico da doenca e o seu carater destrutivo e sua progressao
relacionados com a presenca de menor ou maior quantidade desta, o que
garantird a presenca dos microrganismos periodontopatogénicos. Dentre os
principais destacam-se porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia,
Actinibacillus actinomycetecomitans, Bacteridides forsythus, Fusobacterium
nucleatum, espécies de Selenomonas, Campylobacter, Capnocytopaga e
Eikenella corrodens (Slots, 2002).

11



O efeito deletério do biofiime bacteriano também foi confirmado por
Socransky & Haffajee (2002), onde os mesmos relatam a presenca de
propriedades metabdlicas no biofilme que garantem protegdo aos
microorganismos colonizadores, contra as defesas naturais do organismo,
aumentando assim a resisténcia das mesmas.

Inicialmente a relacdo direta entre a presenca de um maior niumero de
bactérias e o seu efeito periodontopatogénico foi aceita, contudo as diferencas
biolégicas do biofilme ainda ndo eram relevantes (hipétese da placa
inespecifica) (Theilade, 1966). Posteriormente outros estudos longitudinais
Slots, (1977) e Newman et al. (1977), mostraram riscos maiores de destruicao
periodontal nos sitios colonizados por algumas espécies de bactérias
potencialmente patogénicas, destacando assim a especificidade do biofilme
bacteriano (hipotese da placa especifica) (Loesche, 1979). Além da
especificidade bacteriana, constata-se novamente a presenca dos fatores
adicionais que garantem a evolucdo das periodontopatias, como influéncia
genética, a resposta imune do hospedeiro e a presenca dos fatores ambientais,
j& que estes podem contribuir para 0 maior acumulo e retencdo da placa
bacteriana (Walker et al., 2004).

2.2 - Tratamento da doenca periodontal

2.2.1 - Controle mecanico do biofilme dental

A medida primaria para prevenir e reduzir a evolucdo da doenca
periodontal € a remocao mecanica regular do biofilme das superficies dentéarias
(Haffajee, 2006). O tratamento mecéanico consiste na eliminagdo do biofilme
dental, célculo, cemento contaminado, tecido de granulacdo e por¢ao coronal
do epitélio juncional (Kaldhahl et al., 1988). Em geral, a doenca periodontal
pode ser tratada com sucesso e 0s resultados da terapia podem ser mantidos
por um periodo prolongado de tempo com métodos de higiene meticulosos e
regulares (Cobb, 1996). O objetivo dos tratamentos convencionais baseia-se

em bloquear ou ao menos retardar a progressdo da doenga, impedindo a

12



destruicdo dos tecidos. Os efeitos clinicos indicariam uma diminuicdo da
profundidade de sondagem e melhora dos niveis de insercéo clinica (Kaldhahl
et al., 1988). Estudos longitudinais tém mostrado que certos individuos que
passaram por tratamento periodontal ndo-cirargico (raspagem e alisamento
radicular) e se encontravam sob tratamento periodontal de suporte
apresentavam doenca recorrente ou refrataria em alguns sitios (Lang et al.,
1996, Serino et al., 2001). Os motivos que explicam a recorréncia da doenca
em alguns sitios ndo sdo claros, porém podem-se sugerir a inclusdo de alguns
fatores como controle de placa néo-adequado, neoformacdo de placa
subgengival e incompleta remo¢ao da microbiota subgengival durante a fase
inicial de tratamento (Rosling et al., 2001). De acordo com Magnusson et al.
(1984), a recolonizacdo da microbiota subgengival apdés a raspagem e
alisamento radicular poderia ocorrer de forma lenta apos varios meses, sendo
gue alguns espécimes bacterianos recolonizam bolsas periodontais profundas
de 140 a 224 dias, mesmo apdés mdltiplas sessdes de instrumentacao
subgengival e um meticuloso controle de placa. Para Haffajje et al. (2006), a
terapia mecanica e os cuidados de higiene oral ainda sdo a base do tratamento
periodontal, apresentando resultados satisfatorios. Porém a remocao fisica do
biofilme subgengival promove pequena reducédo dos patégenos periodontais e
este se restabelece em sete dias. O tratamento mecanico € considerado
fundamental para a terapia periodontal. Entretanto algumas formas de doenca,
ou sitios, podem nado responder adequadamente ao mesmo, devido a
incompleta descontaminagao da bolsa e subsequente invasdo bacteriana do
tecido conjuntivo, ou as deficiéncias nos sistemas imunolégicos (Magnusson,
1998). A raspagem e o alisamento radicular mostram-se eficazes no tratamento
da doenca, no entanto, observa-se a dificuldade de instrumentacdo em bolsas
maiores que 5 mm de profundidade (Caffesse, 1986) e a eventual necessidade
de aplicacdo ou associagcdo a outras técnicas, como o0 uso de antimicrobianos

(Xajigerorgiou 2006).
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2.2.2 — Tratamento cirurgico periodontal

Segundo Wang et al. (1998), a terapia periodontal apresenta dois
objetivos principais: reducdo ou eliminacdo da inflamacdo tecidual induzida
pelo biofilme dental com seus subprodutos e correcdo dos defeitos anatémicos
causados pelo processo da doenca. Assim, 0s tratamentos cirlrgicos podem
ser considerados como coadjuvantes, devendo ser avaliados considerando-se
o fato destes poderem facilitar a remocdo dos depdsitos subgengivais e
devolver a morfologia dos tecidos periodontais de sustentacdo e revestimento,
favorecendo o controle do biofilme pelo paciente. A opcéo pelo tratamento
cirargico é feita ap0s a avaliacdo da resposta a fase inicial, ou seja, a
persisténcia dos sinais de inflamacdo mesmo apos serem efetuados todas as
etapas da terapia mecanica (Wennstrom, 2005b).

Ao longo dos anos uma variedade de técnicas cirargicas tem sido
descrita e empregada e o conceito de que ndo s o tecido mole inflamado, mas
também “o o0sso necrotico e infectado” deveriam ser eliminados, levou ao
desenvolvimento dos procedimentos a retalho para exposi¢cao do osso alveolar.
O tratamento dos defeitos O0sseos varia dependendo da extensdo, sendo
fundamental a criacdo de uma forma fisiolégica que possibilite uma relacéo
contigua com os tecidos gengivais adjacentes (Nyman et al., 1982). Entretanto,
varios fatores devem ser considerados durante a escolha da técnica cirargica,
tais como estética, dente/regido envolvida, morfologia do defeito 0sseo e
extensdo do periodonto remanescente. As técnicas cirdrgicas tradicionais de
eliminacdo da bolsa periodontal e tratamento dos defeitos de uma forma
ressectiva, ttm se mostrado eficazes em interromper a progresséao da doenca,
a partir da eliminacdo e controle efetivo de seus fatores etiol6gicos. Todavia
sdo limitadas no sentido de promover uma regeneracdo significativa do
periodonto. Segundo Karring et al. (1993), o que se observa € uma formacao
de epitélio juncional longo e que apesar do tratamento dos defeitos 6sseos e
formacgdo de algumas extensfes de cemento e fibras periodontais, este epitélio
estende-se, por vezes, apicalmente a crista 0ssea, ndo se caracterizando,

portanto, um processo ideal de regeneracdao dos tecidos e sim de um reparo
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tecidual apenas. Na presenca destas limitagBes, técnicas cirdrgicas foram
recomendadas para inibir o crescimento dos tecidos indesejaveis,
principalmente o epitelial que apresenta velocidade de crescimento maior que
os tecidos conjuntivo e 6sseo (Caton et al., 1976).

Misch & Dietsh (1993), em seus estudos a respeito dos varios aspectos
envolvidos na regeneracdo do tecido 0sseo, relatam que apesar de seu grande
poder de reparo, a resposta do organismo € insuficiente para que ocorra a
regeneracdo do tecido em diversas situacdes como defeitos extensos e
infeccoes.

2.3 - Utilizacéo de procedimentos regenerativos

O termo regeneracao é definido como uma reproducao ou reconstituicao
de uma parte perdida ou lesada, de tal forma que a arquitetura e a funcéao dos
tecidos sejam completamente recuperadas. Partindo-se destes conceitos,
novas perspectivas de regeneracdo quando da reconstrucdo periodontal, tém
dado a Odontologia um novo enfoque terapéutico, buscando a evolucao de
resultados clinicos e histolégicos que viabilizem o emprego, cada vez maior de
métodos regenerativos em detrimento dos ressectivos.

Um conceito classico na literatura € o da necessidade de uma barreira
mecanica que impeca a infiltracdo de células do tecido conjuntivo ou do epitélio
no defeito 0sseo, protegendo o coagulo sanguineo nos estagios iniciais do
reparo (Melcher, 1976). Este principio do selamento fisico de uma regido
anatbmica para melhorar o reparo de certo tipo de tecido e direcionar a
regeneracao tecidual, é descrito desde meados de 1950 (Hurley et al., 1959).
Segundo, Amler (1969), o tecido epitelial regenera-se apdés 21 dias da
intervencdo cirargica. Durante este periodo, o tecido Osseo apresenta-se
imaturo, estando ainda nos seus estagios iniciais de mineralizacdo. Tendo em
vista estas limitacdes, os conceitos de selamento anatdémico da area para
proteger o coagulo e barreira para impedir a invasdo dos tecidos moles
adjacentes, passaram a ser empregados. Na Periodontia, com o intuito de

permitir a regeneracao de defeitos criados como conseqiéncia da periodontite,
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este procedimento foi denominado por Nyman, et al., 1982, de Regeneracgéo
Tecidual Guiada (RTG). Os mesmos principios da RTG também foram
aplicados na regeneracédo de defeitos envolvendo reconstrucfes 6sseas, sendo
chamado de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG). As barreiras sdo colocadas
sobre o defeito 6sseo, com o intuito de proteger o coagulo sanguineo e impedir
a migracao dos tecidos conjuntivo e epitelial, os quais apresentam o processo
de regeneracdo mais acelerado do que o tecido 6sseo, para dentro do defeito
(Pittaru, 1987).

2.3.1 - As barreiras bioldgicas

Frente as necessidades do procedimento regenerativo de selamento da
area, protecdo do coagulo e exclusdo celular seletiva, barreiras foram
desenvolvidas e testadas, sendo classificadas em membranas ndo absorviveis
e absorviveis.

Para as membranas néo absorviveis foi utilizado inicialmente o acetato
de celulose (Parodie et al., 1997), mas a membrana ndo absorvivel mais
conhecida e utilizada é a de politetrafluoretieno expandido (PTFEe),
patenteada com o nome de “Gore- Tex” (Gore —Tex - WL Gore and Associates,
Inc., Flagstone, USA). As mesmas nao se degradam quimicamente em
condicdes fisiologicas e sdo biocompativeis pela auséncia de reacado tecidual
adversa. Sua eficiéncia foi demonstrada em inumeros trabalhos (Becker et
al.,1987; Piette et al., 1995; Yukna & Yukna, 1996; Zhao et al., 2000).

Entretanto, algumas desvantagens sdo apontadas na literatura, como a
necessidade de remocéao através de um segundo tempo cirargico (Windisch et
al.,, 1999), causando possiveis intervencdes deletérias aos tecidos em
cicatrizacdo Cortellini (1990, 1995) e principalmente a exposi¢cdo prematura
com subsequente contaminacao por bactérias (Grevstad et al., 1993).

Galgut et al. (1991), testaram varios tipos de membranas, de diferentes
compostos (Gore-tex, Milipore filter, membranas de é&cido polilatico e uma
membrana de um polimero chamado de hidroxibutirato/ hidroxivalerato), em

transcutaneo de ratos. A resposta celular aos materiais foi variada, com
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predomindncia de mondécitos em todos os materiais. A membrana néo
absorvivel Gore-tex, foi associada com uma tendéncia maior de infiltrado e
formacdo de capsula fibrosa precoce, além de uma inflamacdo aguda
persistente. Zhao et al (2000), examinou a resposta celular destes materiais,
implantando-os em subcutaneo de ratos e comparando-0s com a membrana de
e-PTEFE que foi o controle. O autor relatou que somente o controle foi bem
tolerado e encapsulado por tecido fibroso. Os outros 3 tipos de membranas
biodegradaveis (Vycril, Resolut e Bio-Guide) induziram um significativo edema,
encapsulamento e extensa inflamacao.

Essas questOes levaram ao estudo e desenvolvimento de membranas
bioabsorviveis e biodegradaveis, podendo ser estas sintéticas ou naturais. No
mercado nacional encontramos membranas biodegradaveis de poligalactina
(Vycril, Johnson & Johnson, Skillman, NJ, USA), polimero de acido latico e
acido glicdlico (Resolut - Gore —Tex - WL Gore and Associates, Inc., Flagstone,
USA) e bicamada de peritdnio de porcos (Bio-Guide, Osteohealth Co., New
York, USA).

Outros estudos clinicos avaliando comparativamente membranas
absorviveis e ndo absorviveis relatam que as absorviveis sédo tao eficazes em
procedimentos regenerativos (RTG/RGO), quanto as nao absorviveis
compostas de PTFEe (Black et al., 1994; Yukna & Yukna, 1996). Por sua vez
Blumenthal et al., 1993, relata superioridade das absorviveis.

Os materiais absorviveis mais comumente utilizados na fabricacdo das
membranas sdo: colageno, acido polilatico e copolimeros do acido polilatico e
poliglicolico. De todos os materiais o colageno € o mais estudado (Al-Arrayed et
al., 1995; Bunyaratavej & Wang, 2001) e apresenta caracteristicas importantes
como, biocompatibilidade tecidual e a propriedade de ser absorvido pelos
tecidos do hospedeiro, tanto em animais como em humanos (Pitaru et al.,
1989; Black et al., 1994; Taga et al., 1997a; Rocha et al., 2002; Wang et al.,
2002). H& alguns anos o FDA aprovou o uso de colageno xenogénico (obtido
principalmente de bovinos) como o material para uso clinico. Freglientemente o
colageno € obtido do couro animal ou do tenddo. Contudo, a confeccéo de

barreiras a partir desse tipo de coladgeno com vistas a RTG exige varios tipos
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de tratamentos quimicos (Rocha et al., 2002). A utilizacdo do osso bovino
desmineralizado, cuja parte organica € constituida principalmente por colageno
tipo | densamente organizado, foi proposta para a confecgcdo de membranas
absorviveis (Taga et al., 1997 a ; Taga et al., 1997 b). Segundo alguns autores,
este material apresenta baixo potencial imune quando implantado em animais e
humanos (Delaisse et al., 2000). Cerca de 90% do colageno humano é do tipo
I, sendo encontrado principalmente em o0ssos e pele. O o0sso € um tecido
denso, uma forma especializada de tecido conjuntivo que consiste de uma
matriz organica, na qual 90% dela € composta por colageno tipo | e uma matriz
inorganica, composta basicamente por hidroxiapatita (Seal et al., 2001). As
principais enzimas envolvidas na degradacéo do colageno séo as colagenases.
Estas pertencem a familia das chamadas metaloproteinases da matriz (MMPS),
gue sao responsaveis pela degradacdo do tecido conjuntivo. Essas
colagenases sao produzidas por diversos tipos celulares, incluindo células
epiteliais, fibroblastos e osteoclastos (Wang & Mcneil 1998). Os varios tipos de
colageno mostraram ser quimiotaticos para fibroblastos humanos, sé&o
absorviveis fisiologicamente pelos tecidos, possuem propriedades
hemostéticas, servem de suporte (material carreador) para crescimento celular
na engenharia tecidual devido sua disponibilidade e abundancia na natureza e
sado de facil manuseio, podendo ser modelados em diversas formas (Wang &
Mcneil 1998). Apresentam afinidade por outros polimeros sintéticos e também
por fatores de crescimento como as proteinas osseoindutoras (BMPS)
(Matsumoto et al., 2001; Choi et al., 2002).

Rocha et al (2002), avaliaram as propriedades do colageno bovino
utilizando-o para preenchimento de defeitos intra-0sseos criados em tibia de
ratos. Os autores preencheram os defeitos com matriz de colageno tipo | no
grupo teste sendo que no grupo controle os defeitos foram preenchidos apenas
com o0 coagulo sanguineo do animal. Os resultados mostraram a
biocompatibilidade da matriz de colageno em tecido 6sseo e capacidade
osteocondutora, quando comparados ao grupo controle.

Recentemente foi lancada no mercado brasileiro uma membrana

derivada da matriz organica bovina desmineralizada, a qual vem sendo
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largamente utilizada na clinica odontoldgica, pois apresenta custo acessivel e
gualidade clinica comprovada (Sanches et al., 2000; Herculani, 2000). Esta
membrana derivada do osso bovino cortical € um biomaterial existente no
Brasil e teve sua biocompatibilidade e eficiéncia clinica comprovada (Taga, et
al., 1997a). Esta membrana foi patenteada com o nome de Gen-derm (Baumer-
AS, Mogi-Mirim SP, Brasil).

2.3.2 — Propriedades ideais das membranas

A aceitacdo do auxilio das membranas no processo de regeneracao, fez
com que novos componentes para a fabricacdo destas, tanto ndo absorviveis
como absorviveis, fossem desenvolvidos e testados. Mas independente da sua
composicdo as membranas devem apresentar propriedades importantes, que
irdo garantir sua eficiéncia. Além da biocompatibilidade as barreiras devem
possuir caracteristicas fisico-estruturais que garantem a oclusdo celular
seletiva e a transferéncia de nutrientes, contribuindo de forma passiva para a
integragdo dos tecidos (Pitaru, et al., 1987; Warrer, 1992). A integragéo tecidual
da membrana é uma propriedade importante, j& que isso garante o crescimento
do tecido através do material, mas sem atravessa-lo. O objetivo desta
integracdo € prevenir a migracao precoce do epitélio na superficie externa do
material ou 0 seu encapsulamento, além de proporcionar uma boa estabilidade
do retalho subjacente. (Warrer et al.,, 1992). As caracteristicas quimicas, da
superficie e microestruturais da membrana, interferem diretamente no
desenvolvimento e adeséo superficial dos tecidos e devem permitir uma juncao
estavel epitélio - tecido conjuntivo — membrana durante a cicatrizacao,
alcancando assim os requisitos funcionais gerais do processo de regeneracao
(Shenk RK et al.,1994).
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2.3.3 - Contaminacéo das membranas

No contexto da regeneracao 0ssea alveolar, as realidades anatbmicas,
mecéanicas e as técnicas utilizadas no tratamento clinico podem gerar
exposicdo da membrana ao meio bucal no curso do tratamento (Selvig et al.,
1990). Qualguer membrana utilizada em procedimentos regenerativos corre 0
risco de exposicao, seja devido a proximidade desta aos dentes adjacentes,
pela presenca de uma incisdo subjacente ou deiscéncia tecidual, ou mesmo
pela quantidade insuficiente de tecido mole na regido ndo permitindo uma
cicatrizagdo priméaria. A exposicdo da membrana é a principal complicacéo,
com prevaléncia variando de 50 a 100% (Trombelli et al., 1997). Isso conduz a
uma possibilidade de invasdo bacteriana, resultando em inflamacdo e até
necrose do tecido gengival que a recobre, devido a reducdo do suprimento
sanguineo, prejudicando assim a osteogénese e podendo inclusive ocasionar a
falha do procedimento regenerativo (Warrer et al., 1992). Segundo Ling (1993),
infeccdes nos locais tratados com RTG tem sido associadas a contaminagcdes
bacterianas das membranas de e-PTFE que sao expostas precocemente ao
meio bucal, influenciando de forma negativa o ganho de insercdo e a
regeneracao dos tecidos, podendo ainda acelerar o processo de degradacgao
da membrana (Selvig et al., 1990; Wakabayashi et al., 1996; Chen et al.,
1997).. Por outro lado, a presenca de microorganismos nas membranas nao
deve ser considerada uma surpresa, visto que as membranas foram
desenvolvidas para retardar a migracdo de células e ndo a colonizacdo e
invasao bacteriana (Yoshinari et al., 1998).

Véarios estudos tém mostrado que essas membranas, se expostas,
podem ser facilmente colonizadas por bactérias e ressaltam a importancia dos
meétodos de controle de placa e higiene oral, durante o periodo de cicatrizacéo
(De Sanctis et al., 1996a; Nowzari et al., 1996). Selvig et al. (1990), a partir da
analise de membranas nao-absorviveis de e-PTFE em microscopia eletronica
de varredura, encontrou colonizagbes bacterianas ndo somente na parte que
se expds ao meio bucal, mas também nas porcSes mais apicais abaixo da
margem gengival, confirmando a invasdo bacteriana sob o tecido. Yoshinari,

(1998), encontrou microorganismos ndo apenas na superficie da membrana,
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como também no seu interior. Mombelli et al., 1993, avaliaram também
membranas de PTFEe que foram expostas ao meio bucal em funcdo de uma
deiscéncia de tecido gengival. Os autores relatam que h& a criacdo de um
ambiente muito favoravel a colonizacdo e proliferacdo de microorganismos
anaerobios. Quando dispostas em camadas na superficie da membrana, essas
bactérias sao resistentes a antibioticoterapia (Cristina et al., 1987).

O tratamento para os casos de exposicdo da membrana deve ser
composto por um acompanhamento periddico da area, através de métodos
para controle de placa e caso seja necessario, uma intervencao cirdrgica para
fechamento da area deve ser considerada (De Sanctis et al., 1996 a; Nowzari
etal., 1996).

De Sanctis et al. (1996 b), estudaram membranas absorviveis de acido
polilatico em procedimentos regenerativos. A antibioticoterapia foi utilizada em
todos os pacientes, sendo que para 0S casos em que ocorreu exposicdo os
pacientes foram submetidos a outra intervencao cirargica para remocao do
fragmento exposto e reposicionamento do retalho. Apos o periodo de 6 meses
avaliacoes foram feitas com relacdo ao ganho de insercéo dos tecidos e 0s
autores concluiram gue nos casos que nao houve exposicdo, os resultados
foram melhores e que quanto mais apical a contaminagdo da membrana piores

eram os resultados.

2.4 - Tetraciclina e seus derivados

As tetraciclinas fazem parte dos antibidticos de amplo espectro
introduzidos a partir dos anos de 1940 na Periodontia (Duggar, 1948). Este
antimicrobiano e seus analogos tém sido muito investigados nos ultimos anos,
por caracteristicas que envolvem a inibicdo da acdo das metaloproteinases
MMPs (Delaisse et al., 2000). Sua eficacia pode ser comprovada nao somente
devido as acdes antibacterianas, mas também por estes apresentarem
propriedades adicionais como a atividade antiinflamatodria. Esta caracteristica
deve ser destacada, jA que estas atuam na supressdo da atividade dos

neutrdfilos, inibicdo da atividade da fosfolipase A2, prevencdo da ativacdo de
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colagenases latentes no espaco extracelular (procolagenases), produzidas por
polimorfonucleares e outras células como os fibroblastos e osteoblastos, e
também inibicdo das proprias colagenases j4 ativas e outras enzimas. Tem
sido sugerido que a inibicdo de colagenases pelas tetraciclinas esta
relacionada a habilidade destas em se ligar a ions calcio e ions zinco (Golub et
al., 1991). As propriedades anti-proteoliticas deste farmaco associadas a
atividade anti-colagenase tém resultado em sua aplicacdo na inibicdo da
reabsorcdo 0ssea, ja que esta é mediada pelos osteoclastos e facilitada pela
colagenases secretadas pelos osteoblastos. As tetraciclinas também inibem as
colagenases dos osteoblastos in vivo (Golub et al., 1991).

Em uso sistémico a tetraciclina € encontrada no fluido crevicular em
concentragfes bacteriostaticas, ao passo que no seu uso local ela atinge
concentracbes bactericidas (Greenstein & Polson , 1998). A tetraciclina foi
incorporada numa variedade de sistemas de liberagcdo, que garantiam a sua
insercdo dentro de bolsas periodontais. Alguns desses sistemas incluiam fibras
ocas, fibras de copolimeros de etileno vinil acetato (Goodson et al., 1983),

fibras de etil celulose, tiras acrilicas.

2.4.1 - Doxiciclina

Apesar de ter seu processamento e composicao relatados no final dos
anos 50, a doxiciclina foi introduzida no mercado para uso clinico em humanos
apenas em 1966 (Fabre et al.,, 1966), sendo utilizada inicialmente para
tratamento respiratorio, doencas venéreas e posteriormente como auxiliar na
eliminacdo dos patdgenos periodontais em pacientes portadores de
periodontopatias (Slots & Rams, 1990; Akalin et al., 2004). A doxiciclina € um
isbmero estrutural da tetraciclina sendo um derivado sintético e diferindo
apenas quanto a posicdo do grupo hidroxila 1: situado no carbono 6 na
tetraciclina e no carbono 5 na doxiciclina, caracteristica essa que lhe confere
maior estabilidade que as outras tetraciclinas. Ao contrario das demais
tetraciclinas, pouco absorvidas pelo organismo (25 — 80 %), quando utilizada

sistemicamente a doxiciclina € quase completamente absorvida na porcao
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superior do trato gastrointestinal (93%). Apresenta alto grau de
lipossolubilidade (5 a 10 vezes mais lipossolivel que as tetraciclinas), alta
capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas, sendo altamente estavel no
soro humano (Franklin & Snow, 1975). A meia vida de absorcao da droga é de
aproximadamente 50 minutos, sendo possivel detecta-la no soro 30 minutos
ap6s sua administracdo oral. E um antibiético com amplo espectro de acéo,
atuando contra microorganismos aerébios e anaerdbios, gram — positivos e
negativos.

Outro fato importante € que possui uma menor concentr¢do inibitéria
minima (MIC) para alguns patdégenos periodontais como a Prevotella
intermédia e Fusobacterium nucleatum (Lakhssassi et al., 2005; Takahashi et
al., 2006). Em funcéo de seu amplo espectro de acgédo, a doxiciclina tem se
mostrado tdo ou mais eficaz que outros antimicrobianos no combate aos
patégenos periodontais como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia,
Tannarella forsytia, fusobacterium nycleatum e Peptostreptococcus micros,
apresentando ainda pouca variagdo de atividade entre o0s patdogenos
(Lakhssassi et al., 2005; Takahashi et al., 2006). Os patdgenos periodontais
apresentam susceptibilidade a concentracdes de 0,1 a 2.0 ug/ml de doxiciclina
(Riond & Riviere 1988). O uso local da doxiciclina reduz significativamente os
niveis de bactérias subgengivais anaerdbias (Walker et al., 2000; Johnson et
al., 2002; Jorgensen et al., 2004; Machion et al.,, 2004; 2006). Stoller et al.
(1998), estudaram as concentracdes encontradas no fluido crevicular, apos
aplicacdo local de doxiciclina a 8,5%. Os autores encontraram uma
concentracdo de 1493ug/ml (700 vezes maior que a concentracao inibitoria
minima) no fluido crevicular em 2 horas. Esta concentracdo permanecia alta
(acima de 1000ug/ml) apés 18 horas, e caia para 309ug/ml ao sétimo dia,
sendo esta Ultima concentracdo ainda 150 vezes maior que a concentracao
inibitéria minima.

Golub et al. (1994), demonstraram que a doxiciclina, mesmo aplicada
por via sisttmica e em baixas concentracbes s8o bacteriostéticas,
apresentando propriedades ndo-antibacterianas, porém tém a capacidade de

inibir metaloproteinases em tecido gengival humano inflamado. Apesar de
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todos os beneficios apresentados pela doxiciclina, Garrett, et al. (2000), relata
gue apesar de todas as excelentes propriedades apresentadas pela doxiciclina
,0 Seu uso através da sua administracdo sistémica ou local, deve atuar como
adjunto a terapia mecéanica de remocédo de biofilme bacteriano e ndo como

monoterapia no tratamento das periodontopatias.

2.5 - Associacao de antimicrobianos nos procedimentos

regenerativos.

Agentes antimicrobianos como a tetraciclina e doxiciclina tém sido
preconizados como terapia adjunta ao tratamento da doenca periodontal
(Ramberg et al., 2001; Haffajee et al., 2004; Haffajee, 2006; Xajigeorgiou et al.,
2006). O uso destes antimicrobianos sob a forma dos dispositivos de liberacdo
local (DLLs), principalmente com relacdo ao derivado doxiciclina vém sendo
muito estudado, (Greenstein & Polson 1998; Salvi et al., 2002; Aimetti et al.,
2004) apresentando concentragBes subgengivais até 100 vezes maiores do
gue a via sistémica (Stoller et al.,1998).

Outras pesquisas também relatam o uso da tetraciclina em associacao a
biomateriais para o tratamento de defeitos 6sseos, afirmando ser uma técnica
muito efetiva em conjunto com a RTG (Sbordone et al., 2000; Harris 2002) e a
associacao desses agentes utilizados localmente, no tratamento de exposi¢oes
de membrana também ja foi relatada por promover a descontaminacao da area
e auxiliar na regeneracao dos tecidos perdidos (Alger et al., 1990; Drury et al.,
1991; Rosenberg & Rose 1998; Delaissé et al., 2000; Houser et al., 2001,
Bettany et al.,, 2000). Zucchelli et al. (1999), em seu estudo utilizando
membranas de e-PTFE com intuito de avaliar a contaminacao bacteriana e o
ganho se insercdo quando utilizado antibiéticos sistémicos e locais, concluiu
gue ndo houve diferencas nos resultados relativos ao ganho de inser¢cao, mas
guando avaliada a contaminacdo da membrana a aplicacdo de antibiético local

mostrou-se mais efetiva para combater a contaminacao das mesmas.
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Membranas absorviveis de acido polilatico tratadas com tetraciclina
também foram desenvolvidas e testadas mostrando melhores resultados do
gue as sem antimicrobiano (Park et al., 2000).

Lesbes infectadas ou contaminadas, particularmente as lesdes
periodontais, representam um desafio adicional a terapia de lesdes Osseas.
Algumas bactérias como a Phorphyromonas gingivalis sdo capazes de
colonizar e acelerar o processo de degradacdo das membranas absorviveis,
pelo fato de produzirem colagenases (Sbordone et al.,, 1999). Como o uso da
tetraciclina e seus derivados tem sido muito difundido em procedimentos
periodontais para descontaminacdo da area e auxiliar na regeneracdo dos
tecidos perdidos (Alger et al., 1990; Rosenberg & Rose, 1998; Delaisse et al.,
2000; Houser et al., 2001), parece bastante logico utiliza-la associada a
membranas absorviveis (Oliveira, 2003). Outros trabalhos como o de Harris
(2002), preconizaram a tetraciclina associada a biomateriais para o tratamento
de defeitos periodontais, sendo aceita como uma técnica muito efetiva em
conjunto com a RTG. Estudos in vitro e in vivo tém relatado o potencial da
tetraciclina e seus anélogos na indugcdo da promocdo de matriz 6ssea por
osteoblastos (incluindo sintese de novo colageno) e inibicdo dos osteoclastos
(Bettany et al., 2000). Park et al., (2000), desenvolveram membranas de &cido
polilatico incorporadas com tetraciclina e avaliaram o potencial de regeneracéo
Ossea destas. Os autores utilizaram testes de cinética de liberag&o in vitro e in
vivo, testes de biodegradacdo e testes de insercdo celular. Os resultados
mostraram que estas membranas mantiveram_sua integridade por 4 semanas,
sendo que as que apresentavam tetraciclina induziram um aumento no nivel de
insercdo quando comparado com as outras. Os resultados sugeriram que a
incorporagéo da tetraciclina nessas membranas favoreceu melhores resultados
no procedimento regenerativo.

Atualmente encontra-se no mercado nacional a membrana derivada de
matriz organica bovina desmineraiizada (Gen-derm/Baumer, Mogi Mirim, Sao
Paulo, Brasil) na sua versdo original e também esta mesma membrana
incorporada com cloridrato tetraciclina. (Oliveira, 2003) em seu estudo, avaliou

estas membranas na utilizando como modelo experimental a implantagédo no
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tecido subcutdneo de ratos. O autor avaliou a resposta celular frente a
presenca destas membranas (com e sem tetraciclina), e o tempo de absorcéo
das mesmas. Bidpsias foram coletadas apds diferentes periodos experimentais
e analises microscopicas e bioquimicas foram efetuadas. Os resultados
mostraram que a membrana Gen-derm € bem tolerada pelos tecidos sendo
totalmente absorvida no periodo de 30-60 dias. O tratamento da membrana
Gen-derm com cloridrato de tetraciclina provoca uma pequena mudanca
aparente nos achados microscopicos, mas modifica significativamente a
atividade das enzimas analisadas nos periodos iniciais de implantacdo em
conjuntivo subcutaneo de ratos, em particular as enzimas lisossomais.
Segundo o autor, ambas as membranas testadas, apresentam-se como
possivel opcdo para pesquisas futuras em técnicas de regeneracdo guiada,
tanto com relacédo a sua biocompatibilidade como tempo de absorc¢éao.

Esta mesma membrana foi analisada por (Silva, 2003). O autor avaliou
através de testes in vitro a membrana de osso bovino impregnada com
cloridrato de tetraciclina comparando-a com a membrana convencional e
também com uma incorporada com outro antimicrobiano, o metronidazol. O
nivel e o tempo de dispersdo dos agentes antimicrobianos nas membranas
foram analisados. Os resultados mostraram que a membrana com o cloridrato
de tetraciclina apresentou os melhores resultados in vitro, apresentando uma
capacidade maxima de inibicdo das cepas aerbbias e anaerdbias testadas em
ate 21 dias. Além disso, foi possivel observar a presenca de halo de inibicdo na
membrana absorvivel xendégena de origem bovina contendo tetraciclina em até
30 dias.

Motédo (2004), avaliou através de seu estudo in vivo a eficacia desta
membrana utilizando-a com um dispositivo de liberagdo local, como terapia
adjunta ao tratamento periodontal nao cirargico. Em estudo experimental clinico
o autor utilizou fragmentos da membrana de coldgeno bovino incorporada com
cloridrato de tetraciclina, inserindo porcdes padronizadas da mesma no interior
de bolsas periodontais maiores ou iguais a 5 mm de profundidade, de
pacientes que ndo responderam de forma adequada ao tratamento

convencional (raspagem e alisamento radicular). Ap6s 45 dias foi possivel
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concluir que a utilizacdo da membrana como dispositivo de liberacéo
controlada do antibiotico associada a terapia mecanica, foi mais eficiente na
melhora dos parametros clinicos de indice gengival, de sangramento,
profundidade de sondagem e nivel de insercédo clinica, do que somente

raspagem e alisamento radicular.
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3 — PROPOSICAO
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Avaliar comparativamente por meio de analises microbioldgicas in vitro a
capacidade de dispersao e o tempo de inibicdo do crescimento bacteriano das
membranas absorviveis de 0sso bovino, convencional, impregnadas com

cloridrato de tetraciclina e doxiciclina.
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4 - MATERIAL E METODO
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Por utilizar, em partes do estudo, amostras microbioldgicas coletadas de
pacientes com envolvimento periodontal, o projeto foi enviado ao Comité de
Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (protocolo de
registro 240/7) e aprovado de acordo com o parecer 518/07. As triagens para
escolha do paciente foram efetuadas no Hospital Odontolégico da UFU. Toda a
parte experimental foi executada no Laboratério de Microbiologia da instituicdo
seguindo-se as normas estabelecidas, para testes de antibiograma, pelo
“Clinical Laboratory Standards Institute” — CLSI (previamente referido como “
National Committee for Clinical Laboratory Standards”- NCCLS) (2003).

4.1 - Critérios de selecédo e inclusao dos pacientes

A selecdo dos pacientes e a coleta das amostras para o estudo foram
realizadas durante o atendimento dos mesmos no hospital odontolégico da
Universidade Federal de Uberlandia. Os critérios de selecdo e inclusdo
estavam relacionados com a presenca de doenca periodontal confirmada apés
0s exames clinico e radiografico. Foram selecionados cinco pacientes que
apresentavam durante o exame clinico periodontal, bolsas periodontais
maiores ou iguais a 5 mm presentes em mais de trés sitios localizados em
ambos os arcos dentarios. A aceitacdo ou ndo por parte dos pacientes na
pesquisa, ndo influenciou no plano de tratamento e atendimento dos mesmos
na clinica do hospital odontologico. Selecionamos o0 paciente que além dos
sinais clinicos descritos acima também apresentava varias regifes com
secrecao purulenta nas bolsas periodontais. Todas as informagdes da pesquisa
foram passadas e ap6s a autorizacdo o paciente recebeu uma copia do termo

de consentimento livre e esclarecido.

4.2 - Coleta das amostras bacterianas e estocagem

A coleta de material do “pool anaerobio” foi realizada, semanalmente, a

partir do biofilme dental e calculo subgengival removidos durante os
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procedimentos de raspagem, efetuados para adequacdo e regressao do
guadro inflamatorio.

As amostras foram processadas em camara de fluxo laminar, como
descrito abaixo:

A) amostra padrao de bactérias aerdbias:

Staphylococcus aureus (ATCC/25923) e Escherichia coli (ATCC/29922)
(American Type Ciulture Colletion, USA). Apds a coleta, os aerdbios foram
transferidos para tubos contendo caldo TSB - Tryptic Soy Broth (fabricante:
Biobras S/A - Brasil)

B) amostra constituida por um “pool anaerobio”, provenientes de
material de bolsa periodontal. Os anaerébios foram semeados em tubos
contendo tioglicolato de sédio (fabricante: Biobras S/A Brasil)

As trés amostras foram incubadas em estufa a 35°C, por 24 horas. A
turvacdo dos tubos de TSB contendo E. coli e S.aureus, foram padronizadas
conforme a escala de Mac Farland com a turvacdo 0.5 da escala(10®
organismos/ml). Caso essa turvacao estivesse acima do desejado uma diluicéo
era feita e conferida de acordo com mesma (FIGURA 1). Com relagdo aos

anaerobios, repetiu-se 0 mesmo procedimento.

—

Figura 1. Escala de Mac Farland (esquerda) e meio TSB (direita) com turvacdo acima do

desejado.
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4.3 - Preparo dos meios de cultura

Placas contendo os meios de cultura apropriados para cada grupo
bacteriano foram preparadas da seguinte maneira:
- AerObios: agar Mueler - Hinton (fabricante: Biobras S/A do Brasil)
(figura 2A).
- Anaerdbios: 4gar Mueler - Hinton com adi¢cdo de 5 % de sangue de
carneiro desfibrinado (fabricante: Newprov — Pinhais/ Brasil) (figura 2B).

|

[}

Figura 2: preparo do 4gar Mueler — Hinton.em (A) e agar sangue em (B).

4.4 - Semeadura das amostras

Antes da semeadura, todas as placas foram previamente
identificadas e em cada uma feita as divisdes dos quadrantes que receberam
as membranas. O experimento foi realizado em triplicata para cada tipo de
microorganismo Escherichia coli, Staphylococcus aureus e ‘pool anaerdbio”),

perfazendo inicialmente um total de nove placas (FIGURA 3).
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Figura 3: placas preparadas

Realizou-se todo o processo de semeadura dentro da camara de fluxo
laminar. A semeadura dos aerdbios ocorreu apos 24 horas de incubacdo, em
meio de cultura agar Mueller-Hinton conforme proposto em testes de Bauer-
Kirby para prova de sensibilidade por difusdo de discos de antibi6ticos (Barry
Al, Thornsberry C, 1980).

Em relacdo aos anaerobios a semeadura foi efetuada a partir de 24h,
guando foi observada a turvacéo padronizada. Além disso, cuidados adicionais
foram executados, objetivando-se uma menor exposi¢do do “pool” ao oxigénio,
sendo a abertura do tubo feita uma Unica vez e a coleta de material o suficiente

para ser semeado nas trés placas iniciais do agar modificado com o sangue
(FIGURAS 4A e 4B).

FIGURA 4: Em (A) semeadura aerdbio. (B) semeadura anaerébio



4.5 - Preparo das barreiras

Todas as membranas sdo provenientes do Departamento de Bioquimica
da USP - Bauru (figura 5).

FIGURA 5: membranas absorviveis derivadas de osso bovino convencional (A), impregnadas

com doxiciclina (B) e cloridrato de tetraciclina (C).

Para o corte das membranas, manipulacéo e adaptacdo dos fragmentos
nas placas, foram preparados quites com campo cirdrgico, gaze, luva, pinca,
placa de vidro e recipiente estéreis. Durante a manipulagdo o instrumental
utilizado para um tipo de membrana nao foi usado para outra com o objetivo de
evitar a mistura de antimicrobianos nos fragmentos, durante a manipulacgéo.
Cada membrana foi aberta e recortada fornecendo um disco com um
centimetro de diametro. Os cortes padronizados foram feitos com um bisturi
circular confeccionado em aco cirargico (FIGURA 6). Os trés tipos de
membranas foram separados dentro da camara de fluxo laminar e
posteriormente denominados da seguinte forma:

Grupo D: membranas xendgenas de origem bovina, impregnadas com

doxiciclina.
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Grupo T: membranas xendgenas de origem bovina, impregnadas com
cloridrato de tetraciclina.

Grupo C: membranas xendégenas de origem bovina, sem antimicrobiano.

FIGURA 6: Corte das membranas com bisturi circular.

4.6- Periodo experimental

Para cada grupo bacteriano foram preparadas 3 placas denominadas
(placa 1, placa 2 e placa 3). Cada placa foi subdividida em quatro quadrantes,
sendo que trés quadrantes receberam amostras e um guadrante permaneceu
vazio para demonstrar o crescimento bacteriano. Foi utilizada uma amostra de
membrana convencional, para avaliar se esta apresentava propriedades
antimicrobianas e o0s outros dois quadrantes receberam as amostra

impregnadas respectivamente com doxiciclina (D) e com o cloridrato de
tetraciclina (T) (FIGURAS 7A, 7B e 7C).
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FIGURA 7: amostras das membranas nas placas de E.coli (A), S.aureus (B) e “pool” (C).

Assim cada grupo bacteriano apresentavam placas com (C)1 / (D)1 /
(M1; (C)217 D)2/ (M2 e (C)3/ (D)3 / (T)3 respectivamente. A disposicdo dos
“discos” sobre o meio de cultura foi feita de forma a manter uma distancia
minima de 20 mm entre elas e 15 mm delas a parede da placa. O objetivo foi
evitar que as zonas de inibicdo de crescimento se sobrepusessem ou se

estendessem até a margem do agar (ESQUEMA 1).

area sem
amostra

amostra C

amostra (T)A .. -

amostra de (D)

Esquema 1: distribuicdo dos fragmentos na placa 1

4.7- Incubacéao

Para os aerdbios ocorreu em estufa a 35° C por sete dias. Para os
anaerobios as placas foram colocadas em uma jarra de anaerobiose, (FIGURA
8A) sendo o ambiente de anaerobiose garantido pelo uso de um gerador de

anaerobiose (Anaerobac- Probac do Brasil Produtos Bacterioldégicos-Sao
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Paulo/Brasil). (FIGURA 8B). A jarra também é incubada em estufa a 35° C por

sete dias.

FIGURA 8: (A) jarra de anaerobiose. (B) Anaerobac

4.8 - Avaliacéo dos halos de inibi¢c&o e transferéncia das amostras

A capacidade das membranas impregnadas com os antimicrobianos, em
atuar como inibidor de crescimento bacteriano foi avaliada a partir da formacéo
nas placas, de halos de inibicdo medidos com paquimetro digital. Realizou-se a
primeira avaliacdo apds sete dias e durante esta foi efetuada a primeira
transferéncia das amostras correspondentes aos trés tipos de membranas para
novas placas preparadas como escrito anteriormente (FIGURA 9). AvaliacOes
semanais foram seguidas com transferéncia das mesmas para outras placas,
obedecendo aos intervalos de 14, 21, 28 dias e 35 dias. Essas transferéncias
ocorreram enquanto houve a presenca de halos de inibicdo e também

enquanto persistiu a integridade das membranas.
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FIGURA 9: nova placa de S.aureus preparada (esquerda) para transferéncia das

amostras.

Para “pool anaerdbio”, ap0s a abertura da jarra, os halos eram aferidos
com o paquimetro dentro da camara de fluxo laminar. Antes de se efetuar as
trocas das amostras, novas placas eram previamente preparadas. A coleta do
novo pool era feita no dia anterior a troca sempre do mesmo paciente,
armazenada em tioglicolato de sédio e incubada em estufa a 35°C por 24
horas. ApoOs este periodo as placas eram semeadas e os fragmentos de
membrana transferidos rapidamente. Logo em seguida eram colocadas
novamente na jarra e um novo gerador de anaerobiose era preparado e
adicionado. A jarra era fechada e mantida novamente na estufa por mais sete

dias.
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5-RESULTADOS
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5.2 — Avaliacao dos halos de inibi¢céo

Ao avaliarmos as placas, de todos os trés grupos, observou-se que as
areas onde ndo foram colocadas amostras, ocorreu crescimento bacteriano
preenchendo toda a regido (FIGURAS 12, 13 e 14). O mesmo ocorreu has
amostras de (C)1, (C)2, e (C)3, as quais nao apresentavam halos de inibi¢éo,
com consequente crescimento de colbnias bacterianas por sobre as amostras
(FIGURA 10).

A capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano foi confirmada pela
presenca dos halos de inibigdo ao redor das amostras, indicando que ocorreu a
liberacdo do antimicrobiano no meio (cloridrato de tetraciclina ou doxiciclina)
durante o processo de degradacdo das membranas. O critério de avaliacdo dos
halos foi baseado na presenca de areas circulares nitidas, com seus diametros
bem definidos e a auséncia de colbnias bacterianas dentro da area
circunferencial do halo. Em relacdo as amostras de (D) e (T) presentes em todos
os trés grupos, as medidas correspondentes aos halos de inibicdo formados,
foram aferidas com o paquimetro digital (FIGURA 11) e estdo descritas nas
tabelas 1, 2 e 3. Os resultados obtidos em cada grupo bacteriano foram

descritos separadamente.

FIGURA 10: amostra de membranas convencional (C), em placa “pool” evidenciando auséncia

de halo de inibicao.
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FIGURA 11: aferigdo com paquimetro dos halos de doxiciclina (A) e cloridrato de tetraciclina

(B).

5.2.1- Placas correspondentes ao grupo E.coli:

Para o grupo E. coli, nas areas das placas correspondentes as amostras
de membrana com doxiciclina (D) e membrana com cloridrato de tetraciclina (T)
ocorreram a formacgéo de halos de inibicdo de crescimento bacteriano (FIGURA
12). Estes halos apresentaram tamanhos que variaram de acordo com o tipo de
membrana e também conforme o tempo do experimento, ndo estando
presentes em algumas amostras ap6s um periodo maior de avaliacdo (tabela
1). Aos sete dias foram observados halos de inibicdo para as duas amostras
(D) e (T), estando os halos de (D)1, (D)2 e (D)3 sempre maiores que os de
(T)1, (T)2 e (T)3. Aos quatorze dias os halos de (D) continuavam maiores que
os de (T), em todas as placas, embora menores que os encontrados aos sete
dias. Aos vinte e um dias para as amostras de (D), formaram-se halos de
inibicdo em todas as placas, mas menores que 0s apresentados aos quatorze
dias. A partir desse periodo, para as amostras de (T), ndo ocorreu formacéo de
halos de inibicdo em todas as placas, ja que (T)1 ndo apresentou halo e apesar
de existirem halos em (T)2 e (T)3, estes eram menores que os de (D)2 e (D)3.
Passados 28 dias, observou-se ainda halos de inibicdo em todas as amostras
de (D), no entanto somente (T)2 apresentava halo de inibicdo. Aos 35 dias
observouse ainda a existéncia de halos de inibicdo somente para as amostras
de (D).
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FIGURA 12: Placa de E.coli evidenciando os halos de inibicdo para (D) acima a

direita e para (T) abaixo a esquerda.

Tabela 1. Medidas correspondentes ao diametro dos halos de inibicdo dos
fragmentos de membrana para placas de E. coli nos diferentes tempos.

_dias/ 7dias  14dias  21dias  28dias oo dias
antimicrobiano
(D)1 26.56 21.80 17.03 14.95 27.33
M1 23.16 19.51 - - -
(D) 2 32.76 22.06 17.14 20.38 13.49
(M2 28.20 17.51 16.33 12.76 -
(D) 3 29.34 22.06 19.40 19.76 18.60
(M3 28.10 17.51 11.26 - -

Valores expressos em milimetros (mm). (D): Doxiciclina. (T): cloridrato de tetraciclina. Os
nameros (1, 2 e 3) representam as placas.

5.2.2 - Placas correspondentes ao S.aureus:

Em todas as placas do grupo S.aureus, ocorreu formagéo de halos de
inibicdo nas amostras de (D) e (T) e assim como o grupo E.coli, a presenca e
tamanho dos halos também foram dependentes do tipo de membrana e dos
tempos analisados (FIGURA 13). Aos sete dias foram observados halos de
inibicdo para as amostras de (D) e (T) estando os halos de (D) maiores que os

de (T) nas trés placas (tabela 2). Aos quatorze dias, os halos de (D)
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continuavam maiores que os de (T), nas trés placas, mas o halo de (D)1
apresentava-se maior aos 14 dias, do que aos 7 dias. Ja os halos de (T) aos 14
dias foram menores do que aos 7 dias nas trés placas. Aos 21 dias os halos
das 3 amostras de (D) foram menores do que os apresentados em 14 dias.
Quando comparado aos halos de (T), os halos de (D)2 e (D)3 foram maiores
gue os de (T)2 e (T)3 e (D)1 apresentou-se menor que (T)1. Os halos de (T)2 e
(T)3 foram menores aos 21dias do que aos 14 dias, sendo que o halo de (T)1
foi maior. Aos 28 dias nas trés amostras de (D), os halos de inibicdo estavam
presentes, sendo os halos de (D)1 e (D)2 aos 28 dias maiores do que aos 21
dias e o halo de (D)3 menor. Quando comparado com os halos de (T), (T)2 e
(T)3 foram menores que (D)2 e (D)3. Para os halos das amostras de (T), em
(T)1 o halo n&o estava presente e observouse que em (T)2 o halo aos 28 dias
foi maior do que o aos 21 dias e em (T)3 foi menor. Passados 35 dias do
experimento, observou-se a presenca de halo de inibicdo nas trés amostras de
(D), sendo que os halos de (D)1 e (D)3 foram maiores aos 35 dias do aos
28dias. Em (T)2 e (T)3, os halos foram menores que (D)2 e (D)3 e em (T)1 o
halo continuou ausente. O halo de (T)2 aos 35 dias foi menor que aos 28 dias ,

ja (T)3 apresentou-se maior.

FIGURA 13: placa de S.aureus evidenciando os halos de inibicdo para (D) acima a

direita e para (T) abaixo a esquerda.



Tabela 2: Medidas correspondentes ao didametro dos halos de inibicdo dos
fragmentos de membrana para placas de S. aureus nos diferentes tempos.

d|a_s /. . 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias

antimicrobiano
(D) 1 26.89 28.55 13.15 20.03 25.30
(M1 25.00 19.51 19.55 - -
(D) 2 35.52 26.63 23.15 26.27 22.35
(M2 30.78 21.59 17.90 21.25 17.14
(D) 3 35.67 28.92 18.92 13.30 20.71
(M3 32.20 22.78 11.80 9.42 11.07

Valores expressos em milimetros (mm). (D): Doxiciclina. (T): cloridrato de tetraciclina. Os
nameros (1, 2 e 3) representam as placas.

5.2.3 - Placas correspondentes ao "pool anaerébio”:

Em todas as trés placas correspondentes ao “pool anaerdbio” foram
observados halos de inibicdo bacteriana, que também tinham sua presenca e
tamanho relacionados com o tipo de membrana presente na regido da placa
em que estava presente a amostra (FIGURA 14).

Aos sete e aos quatorze dias em todas as placas do “pool”, ocorreu a
formacéo de halos de inibigdo tanto para as amostras de (D) quanto para as de
(T), sendo que as trés amostras de (D) apresentaram halos de inibicdo maiores
do que os halos das amostras de (T) nestes tempos (tabela 3). Além disso, os
halos das trés amostras de (D) e de (T) aos quatorze dias foram menores do
que os halos apresentados em sete dias. Aos vinte e um dias ocorreu uma
diminuicdo dos halos de (D) e de (T) em relagdo a quatorze dias. Ao
comparamos os halos de (D) e (T), observouse um que em (T)1 e (T)3 o halo
foi maior que em (D)1 e (D)3. Contudo, apenas em (D) 2 ocorreu a formacéo

de halo de inibicdo aos 28 dias.
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FIGURA 14: placa “pool anaerdbio”, apresentando halos de inibi¢cdo para (D) acima
e (T) abaixo.

Tabela 3: Medidas correspondentes ao diametro dos halos de inibicdo dos
fragmentos de membrana para placas do pool anaerébio nos diferentes
tempos.

dias / antimicrobiano 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
(D) 1 31.20 21.05 10.90 -
M1 27.39 17.85 12.17 -
(D) 2 29.91 19.76 10.78 12.67
mza 22.92 19.72 10.55 -
(D) 3 30.15 27.15 11.08 -
(T)3 28.00 19.02 11.46 -

Valores expressos em milimetros (mm). (D): Doxiciclina. (T): cloridrato de tetraciclina. Os
nameros (1, 2 e 3) representam as placas

5.3-Término das avaliagdes.

Para os trés grupos bacterianos, a presenca do halo de inibicdo, o
tempo de permanéncia do mesmo e a integridade das membranas
determinaram o tempo do experimento (FIGURA 15 A e 15B)
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FIGURA 15: Em (A) placa “pool” mostrando auséncia de halos de inibicdo para (D) e (T). Em

(B) degradacdo da membrana

5.4 - Andlise estatistica dos resultados

Com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de diferencas
estatisticamente significantes, entre os resultados obtidos com a doxiciclina (D)
e com o cloridrato de tetraciclina (T), nos tempos de 7, 14, 21, 28 e 35 dias, foi
aplicado o teste de U de Mann-Whitney (Siegel, 1975), com relacdo ao E. coli,
ao S. aurens e ao “pool anaerébio” separadamente. O nivel de significancia foi
estabelecido em 0,05, em uma prova bilateral e o0s resultados estédo

demonstrados na tabela 4.

Tabela 4 — Probabilidades encontradas, quando da aplicagéo do teste de
Mann-Whitney aos resultados obtidos com (D) e com (T), nos tempos de 7, 14,

21, 28 e 35 dias, com relacdo aoE. Coli, ao S. aureus e ao “pool anaerobio”.

Variaveis Analisadas Probabilidades
E. coli— 7 dias 0,275

E. coli — 14 dias 0,043*

E. coli — 21 dias 0,050

E. coli — 28 dias 0,046*

E. coli — 35 dias 0,037*

S. aureus — 7 dias 0,275
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S. aureus — 14 dias 0,050
S. aureus — 21 dias 0,513
S. aureus — 28 dias 0,275
S. aureus — 35 dias 0,050
pool — 7 dias 0,050
pool— 14 dias 0,050
pool — 21 dias 0,513

(*)P < 0,05

De acordo com os resultados demonstrados na tabela 4,
encontradas diferencas, estatisticamente significantes, entre os valores obtidos
com (D) e com a (T), com relagdo ao E. coli, quando comparados os dados

obtidos aos 14, aos 28 e aos 35 dias, sendo que os valores mais elevados

foram os obtidos com (D), nos trés casos.

Avaliando-se os resultados obtidos com (D) e (T) nos tempos de 7, 14,
21, 28 e 35 dias, para todas as placas de todos os trés grupos e considerando-
se todos os valores encontrados, o teste U de Mann-Whitney (Siegel, 1975) foi

novamente aplicado. Os resultados estdo demonstrados no tabela 5.

Tabela 5 — Probabilidades encontradas, quando da aplicacdo do
teste de Mann-Whitney, aos resultados obtidos com a Doxiciclina e com a

Tetraciclina, nos tempos de 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias e 35 dias,

considerando-se todos os valores encontrados.

Variaveis Analisadas

Probabilidades

7 dias 0,058

14 dias 0,003*

21 dias 0,354

28 dias 0,036*

35 dias 0,006*
(*)P<0,05

48




De acordo com os resultados da tabela 5, foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os resultados obtidos no 14° dia, no 28° e
no 35°, sendo que os valores mais elevados foram os obtidos com (D), nos trés

casos.

49



6 — DISCUSSAO
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Os procedimentos de regeneracdo periodontal representam uma
importante modalidade de tratamento, visto que os procedimentos ressectivos
utilizados para correcdo dos defeitos 0sseos durante a terapia cirurgica
convencional sdo limitados no sentido de promover uma regeneragao
significativa dos tecidos (Karring et al., 1993).

A partir dos estudos de Nyman et al. (1982) sobre os principios da
regeneracdo tecidual guiada, observa-se uma busca constante de
aperfeicoamento das técnicas, assim como o desenvolvimento e fabricacdo de
biomateriais com caracteristicas que garantam o0 sucesso dos tratamentos
(Black et al., 1994; Wang & Mcneill., 1998).

Dos materiais utilizados para a fabricacdo das membranas tem-se dado
preferéncia aos absorviveis (Blumenthal et al., 1993). Com isso elimina-se uma
segunda cirurgia para a remocado da membrana, proporcionando um melhor
pos-operatorio e aceitacdo por parte do paciente Windischi et al. (1999), além
do que diminuem-se os riscos de exposicdo prematura com subseqiente
contaminacao por bactérias (Grevstad et al., 1993).

A possibilidade de associar fatores de crescimento e agentes
antimicrobianos as membranas absorviveis (Chen et al., 1997) objetivam uma
maior “protecdo” e potencializagdo da resposta organica favorecendo os
resultados clinicos (Wang & Macneil, 1998; Bunyaratavej & Wang 2001).

O interesse pelo estudo da associagdo de antimicrobianos as
membranas absorviveis vem de encontro aos objetivos dos procedimentos
regenerativos de uma forma geral, ja que a condi¢cdo priméria para 0 sucesso
dos mesmos, diz respeito a auséncia de contaminacao do sitio cirdrgico, que
pode ocorrer com a exposicao da membrana (Mayfield et al., 1998). Essa
exposicdo ao meio bucal, representa um importante desafio na Periodontia,
pois facilita a colonizacédo bacteriana e prejudica a regenerac¢do adequada dos
tecidos periodontais (Oliveira, 2003), podendo ainda acelerar o processo de
degradacdo das membranas presentes no local tratado (Chen et al., 1997;
Sbordone et al., 1999; Ling et al., 2003). O uso local de antimicrobianos nos
tratamentos regenerativos ja foi relatado, apresentando eficacia clinica

comprovada (Chung et al., 1997; Sbordone et al., 2000). O uso da tetraciclina
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em conjunto com 0s outros biomateriais, ja foi descrito por Harris, 2002 e a
associacdo deste agente em membranas absorviveis de acido polilatico,
também ja foi relatada (Park et al., 2000).

A tetraciclina e seus derivados sdo muito difundidos na terapia
periodontal, ndo apenas pelos bons resultados atingidos com seu uso sistémico
(Ramberg et al., 2001), mas principalmente no que se refere a sua utilizagéo
local (Haffajee et al., 2004; Aimetti et al., 2004), para descontaminacdo da area
e regeneracao dos tecidos periodontais perdidos (Delaisse et al., 2000; Houser
et al.,, 2001). Seus beneficios incluem ndo somente sua acdo bactericida e
bacteriostatica, mas também pelas caracteristicas de substantividade,
capacidade de adsorcdo a superficie dentaria e promocdo da insercdo de
fibroblastos na superficie radicular.

Baseando-se nos resultados positivos dos tratamentos regenerativos,
guando da utilizacdo local de tetraciclina e na possibilidade de associa-la em
membranas absorviveis, foi desenvolvida pelo laboratério de Bioquimica - USP
(Bauru), a membrana absorvivel derivada de osso bovino impregnada com o
cloridrato de tetraciclina. Estudos posteriores usando esse material foram
realizados avaliando a biocompatibilidade e tempo de absorcdo (Oliveira,
como dispositivo de liberacdo local (DLL) durante o tratamento da doenca
periodontal (Motdo, 2004), apresentando bons resultados. Também
encontramos na literatura, muitos estudos demonstrando os bons resultados do
derivado sintético da tetraciclina, a doxiciclina. Este agente teve sua utilizacédo
na Periodontia a partir dos anos 90 (Slots & Rams 1990; Garret et al. 2000),
sendo usado como um auxiliar na eliminacdo dos patdgenos periodontais
guando associado a terapia mecéanica (Akalin et al. 2004). Apresenta
propriedades que o colocam em destaque frente aos demais antimicrobianos
como a acao efetiva contra anaerébios (Lakhssassi et al., 2005) e 0 seu uso
local viabiliza concentracfes que a tornam bactericidas (Stoller et al., 1998),
além de possuir atividade anticolagenase e antimetaloproteinases (Walker, et
al., 2000; Bezerra et al., 2002). Quando comparada as demais tetraciclinas, a

doxiciclina pode ser prescrita em baixas doses e com menor freqiéncia
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(Bezerra et al.,, 2002; Preshaw et al., 2004), apresentando meia vida
prolongada, excrecdo mais lenta, menor afinidade ao calcio, maior
lipossolubilidade e capacidade de se ligar as proteinas plasmaticas, sendo
mais estaveis em soro humano (Cunha et al., 1982).

Objetivando-se uma maior previsibilidade dos tratamentos regenerativos
quando do uso da membrana absorvivel impregnada com antimicrobiano e
tendo em vista os excelentes resultados que a doxiciclina vem apresentando, a
hipotese de associa-la a membrana absorvivel derivada de osso bovino, assim
como proposto com o cloridrato de tetraciclina, representa mais um recurso que
podera ser empregado, com a finalidade de eliminar ou reduzir os riscos de
contaminacdo dos sitios tratados através da liberacdo local de agentes
antimicrobianos, enquanto a membrana é absorvida.

Nosso estudo baseou-se nos testes por difusdo em agar, para analise
da sensibilidade in vitro a antimicrobianos. A capacidade de inibicdo do
crescimento bacteriano através das membranas impregnadas com doxiciclina
(D) e com cloridrato de tetraciclina (T) foi avaliada e os resultados das mesmas
comparados.

A escolha dos grupos bacterianos para os testes foi baseada na
necessidade de se avaliar estes biomateriais frente aos microorganismos
aerobios e anaerobios, ja que ambos fazem parte da microbiota presente na
cavidade bucal. Sabemos também que a microbiota envolvida na doenca
periodontal é bastante complexa (Theilade et al., 1966; Socransky, 1970;)
havendo na sua maioria anaerdbios (Socransky & Haffajee 2002).

Optou-se por utilizar culturas de E. coli e S. Aureus, provenientes de
amostras laboratoriais padrdo (American Type Ciulture Colletion, USA) e um
“pool anaerobio” coletado de bolsas periodontais de um paciente previamente
selecionado que apresentava doenca periodontal em estagio avancado. Nas
condicdes experimentais de nosso estudo, foi possivel observar a presenca de
halos de inibicdo de crescimento bacterianos em todas as culturas, tanto para a
(T) quanto para (D) (FIGURAS 12, 13 e 14).

Nossos achados sao similares aos de Silva (2003), todavia a autor

avaliou somente o cloridrato de tetraciclina e em nosso experimento, ao
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compararmos os resultados obtidos com os dois tipos de membrana, 0 uso da
doxiciclina demonstrou valores superiores conforme observado nas tabelas 1, 2
e 3.

A fim de avaliar a significancia desses dados, foi aplicado o teste U de
Mann- Whitney (Siegel, 1975) e conforme observado na tabela 4, com P < 0.05,
comparando-se as dimensodes dos halos de inibigdo, na maioria dos resultados
ndo foram obtidas diferencas estatisticamente significantes para os dados
experimentais. Essa diferenca somente ocorreu para o grupo E. coli aos 14
dias (0.043), aos 28 dias (0.046) e aos 35 dias (0.037).

Embora nas tabelas 1, 2 e 3, sejam expressados valores superiores para
(D), comparando-os aos de (T), a inexisténcia de diferencas significativas com
relagdo ao tamanho dos halos, demonstra a efetividade dos dois agentes
antimicrobianos. Todavia, temos que considerar a diferenca observada nas
placas do grupo E.coli (14, 28 e 35 dias). A principio essas diferencas possam
ser justificadas em razdo de uma maior acdo de (D) sobre esses
microrganismos. Partindo do fato que ocorreu uma degradacdo das
membranas, associada a uma liberacdo do agente antimicrobiano nos meios
de cultura, concluimos que pode ter ocorrido uma maior atuacao de (D) nesses
microorganismos durante o periodo de avaliagéo.

Em relacdo ao tempo de inibicdo de crescimento bacteriano apresentado
pelo “pool anaerdbio”, constatamos que os halos de inibicdo das amostras de
(D) e (T) com 21 dias mostravam-se ainda evidentes, todavia as amostras de
membrana apresentavam-se com sinais de degradagcdo acentuados,
impossibilitando a toca das mesmas para as outras placas. Este fato pode
estar relacionado a capacidade de algumas bactérias anaerébias como a
Porphyromonas gingivales (Chen, et al., 1999; Wakabayashi et al., 1996)
produzirem enzimas, acelerando assim o processo de degradacdo das
membranas (Sbordone et al., 1999).

Conforme abordado na revisdo de literatura, a técnica de regeneracéo
tecidual guiada (RTG) passou a contribuir significativamente para a
reconstrucdo periodontal, todavia, trata-se de uma técnica onde tanto os

principios cirdrgicos da area tratada, quanto o0s biolégicos devem ser
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respeitados. Caso contrario aumentam-se as chances de insucessos ou de
resultados insatisfatorios. O correto fechamento da ferida cirargica pela
adaptacado de seus bordos é um dos principios fundamentais da técnica, sendo
gue a exposicdo do leito cirlrgico acarretara uma possivel contaminacdo e
consequentemente perda do procedimento (Warrer et al., 1992). Apesar desse
fato ndo ser uma ocorréncia favoravel, € necesséario admitir que esta condi¢éo
va requerer cuidados adicionais, tais como protecao fisica da area, o uso de
substancias antisépticas ou aplicacdo tépica de agentes antibacterianos
(Nowzari et al., 1996), até que ocorra a epitelizacdo da ferida cirargica que
ocorrera em aproximadamente 21 dias (Amler, 1969).

A associacdo dos aspectos acima descritos tem levado o0s
pesquisadores a buscarem uma integracado dos procedimentos, com a intencao
de proteger a ferida cirdrgica até sua completa epitelizacdo. Sabe-se que as
membranas exercem uma func&do mecanica no processo de selecao celular,
garantindo uma protecdo fisica a area cirdrgica, que podera ser extendida a
uma protecdo topica medicamentosa, caso a membrana apresente
propriedades que permitam a liberacdo de certos principios ativos durante seu
processo de absorcdo. Foi possivel confirmar a liberacdo de antimicrobianos
por periodos semelhantes ou até superiores (28 e 35 dias), nos transmitindo a
idéia de que o uso das membranas impregnadas com estes agentes é uma boa
alternativa nos tratamentos regenerativos j& que garante uma protecao
adicional, caso haja exposicdo da membrana ao meio bucal.

A capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano por antibiéticos tem
sido constantemente avaliada pelas pesquisas. Tradicionalmente estudos in
vitro caracterizam a atividade destes agentes através da formacao de halos de
inibicdo em placas contendo meios de cultura apropriados para 0S grupos
bacterianos selecionados. Assim, a formacdo desses halos associado ao
periodo de tempo em que sdo mantidos, caracterizam essa inibicdo (Silva,
2003).

A membrana absorvivel convencional (C), sem a impregnacdo de
antimicrobiano foi avaliada, com a intencdo de identificar se esta apresentava

capacidade de inibicdo de crescimento bacteriano, o que poderia interferir em
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nossos resultados. Durante a analise de todas as placas, néo foi observado em
nenhuma delas a formacé&o de halos de inibicdo ao redor das amostras de (C),
demonstrando que as membranas convencionais ndo apresentam essa
propriedade. Em algumas placas foi observado inclusive o crescimento de
col6nias bacterianas por sobre as amostras de (C) (FIGURA 10).

Os resultados obtidos com as amostras impregnadas (T) e (D),
indicaram a acdo do agente antimicrobiano. A partir do periodo de 7 dias
observouse que para ambas as amostras (tabela 1,2 e 3) os halos estavam
presentes, caracterizando a capacidade inibitoria dos dispositivo avaliados,
mantida por no minimo 21 dias. Este periodo coincide com o tempo necessério
para a epitelizacdo de uma ferida cirdrgica, sendo possivel inferir sobre a
aplicabilidade do uso dessas membranas nos procedimentos regenerativos, ja
gue havera liberacédo nos sitios tratados, de antimicrobianos nas fases iniciais
do processo de cicatrizagao.

Oliveira (2003) avaliou a biocompatibilidade e o tempo de absorcéo das
membranas convencional e impregnada com (T), demonstrando que ambas
sdo biocompativeis, apresentando um tempo de absorcdo de 30 a 60 dias.
Acreditamos que nossos resultados tornam-se mais expressivos se associados
aos desse autor, ja que além da biocompatibilidade, poderemos incluir a
capacidade de inibicdo bacteriana apresentada por (T).

Embora confirmada a capacidade de inibicao das amostras de (T) e (D)
por no minimo 21 dias, com excecdo da placa 1 de E.coli (tabelasl, 2 e 3),
observamos que em algumas placas houve uma manutengcéo dessa inibicéo
por até 28 e 35 dias, sendo que nesses dois Ultimos periodos um maior
destaque pode ser dado as amostras de (D), que apresentavam halos maiores
gue os de (T) ou ainda persistia sua ocorréncia em placas nas quais (T) j& ndo
mais apresentava capacidade inibitéria.

Motdo em 2003 realizou uma avaliagdo in vivo das membranas
derivadas de osso bovino impregnadas com tetraciclina (T), aplicando-as como
dispositivo de liberacdo medicamentosa local (DLL) em bolsas periodontais
durante o tratamento periodontal nao-cirargico. Os resultados demonstrados

neste associados ao nosso estudo, leva-nos a propor a aplicacdo deste recurso
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nao somente a RTG, mas também como terapia complementar a raspagem.
Baseando-se em nossos resultados, com relacdo a excelente capacidade
inibitéria apresentada pela membrana impregnada com doxiciclina, sugerimos
gue também sejam feitos estudos in vivo com a mesma, pois acreditamos que
assim como a membrana (T), a membrana de doxiciclina também apresentara
bons resultados quando do deu uso como DLL na terapia periodonatl n&do-
cirdrgica.

Embora nossos resultados expressem a possibilidade de ser utilizada
uma barreira absorvivel com capacidade de dispersdo medicamentosa,
sabemos, no entanto, que outros tipos de avaliagbes deverao ser realizadas, a
fim de se determinar, de forma mais conclusiva, a influéncia desse recurso nos

tratamentos regenerativos, tornado assim viavel sua aplicacéo clinica.
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7 - CONCLUSAO
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Nas condi¢cdes em que foi realizado o estudo e baseado na metodologia
empregada pode-se concluir que:

As membranas absorviveis derivadas de 0sso bovino convencionais nao
apresentam nenhuma capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano, nao
ocorrendo formacdo de nenhum tipo de halo de inibicdo ao redor dos
fragmentos.

As membranas impregnadas com o cloridrato de tetraciclina
apresentaram capacidade de inibicdo por tempos que variavam de 14 a 28 dias
para o grupo de E. coli e de 21 a 35 dias para o grupo S. aureus. Ja para o
grupo pertencente ao “pool anaerébio” houve inibicdo de crescimento
bacteriano por 21dias.

As membranas impregnadas com doxiciclina quando comparada as
impregnadas com cloridrato de tetraciclina apresentou resultados mais efetivos
in vitro, com uma capacidade maxima de inibicdo das cepas aerdbias em até

35 dias e das anaerdbias por 21 dias.
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