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RESUMO

Embora a terapia mecénica promova resultados satisfatérios no controle da
doenca periodontal, a completa remoc¢é&o do biofilme bacteriano é rara. Assim,
antimicrobianos de uso local, como a doxiciclina e a tetraciclina, tém sido
propostos como coadjuvantes da terapia convencional. O objetivo deste
trabalho foi avaliar, in vitro, a cinética de desorcdo de doxiciclina e tetraciclina
impregnadas a dois dispositivos de liberacéo local (DLLs) de colageno: DOX e
TET. Para tanto, tais dispositivos foram imersos em 25ml de solugao tampéo
de fosfato, permanecendo em banho termostatizado a 36,5 °C durante 15 dias.
As solucbes foram analisadas no espectrofotbmetro (Shimadzu, modelo UV
2501 PC) em comprimento de onda 275nm, nos tempos de 1, 2, 4, 8, 12, 24,
48, 96, 168, 240 e 360 horas ap0s o inicio do experimento. Em seguida, foram
construidas curvas de calibracdo para a doxiciclina e tetraciclina em solucdo
tampéo de fosfato. Para o estudo da cinética de desorcdo, foram aplicados
modelos de primeira ordem, através de graficos do logaritmo neperiano (In) da
massa dos farmacos liberada versus tempo. Os resultados demostraram que
os farmacos foram liberados por 96 horas, sendo observada maior velocidade
de desorcdo nas primeiras doze horas. TET liberou maior quantidade de
antimicrobiano quando comparado a DOX em todos os periodos analisados.

Unitermos: coladgeno, doxiciclina, tetraciclina, desorgéo, cinética



ABSTRACT

Although mechanical treatment promotes satisfactory results in the control of
periodontal disease, complete removal of the bacterial biofilm is rare. Local
antimicrobials like doxycycline and tetracycline have therefore been proposed
as coadjuvants of conventional treatment. The objective of this work is to
evaluate, in vitro, the desorption kinetic of doxycycline and tetracycline
incorporated into two controlled release devices (CRDs) of collagen: DOX and
TET. For this, the devices were introduced to 25ml of phosphate buffer and
maintained in a thermostated bath at 36,5 °C for 15 days. The solutions were
analyzed in a spectrophotometer (Shimadzu, model UV 2501 PC) at
wavelength 275nm, at intervals of 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96, 168, 240 and 360
hours after the start of the experiment. Next, calibration curves were
constructed for the doxycycline and tetracycline in phosphate buffer. For the
desorption kinetic study, first order models were applied, through neperian
logarithm graphs (In) of drug mass released versus time. The results
demonstrate that the drugs were released for 48 hours, with higher speed of
desorption observed in the first four hours. TET released a higher quantity of
antimicrobial than DOX in all the periods analyzed.

Keywords: collagen, doxycycline, tetracycline, desorption, kinetics.



1 INTRODUCAO

Embora a doencga periodontal possua reconhecida natureza multifatorial
(Socransky & Haffajee, 1993; Armitage et al., 1994), o biofilme dental
bacteriano ainda é considerado o fator etiolégico primario para seu
estabelecimento e progressao (Loe et al., 1965; Lindhe et al., 1973; Socransky
& Haffajee, 2002).

Diferente do conceito de placa bacteriana, originado a partir da
Microbiologia académica e definido como depdsitos firmemente aderidos aos
dentes ndo podendo ser removidos por jato de 4gua ou ar (Dawes et al., 1973);
o termo biofilme foi designado para comunidades bacterianas que se
estabelecem em ambientes Umidos como encanamentos de agua e esgoto,
rios e lagos, sendo inicialmente descritos por Costerton et al., (1999) e, mais
recentemente, por Donlan (2002).

As bactérias periodontopatogénicas residem em biofilmes existentes nos
dentes ou em superficies epiteliais. Tais biofilmes conferem protecdo aos
microrganismos colonizadores contra as defesas naturais do organismo,
permitem propriedades metabdlicas que ndo seriam possiveis se as espécies
existissem em estado livre (planctbnico) e aumentam a resisténcia das
bactérias presentes no biofilme a antimicrobianos (Socransky & Haffajee,
1993).

Inicialmente, a relacdo direta entre o numero total de bactérias e a
amplitude do efeito patogénico foi aceita, sendo que, diferencas biologicas
relevantes na composicdo do biofilme ndo eram consideradas (hipétese da
placa inespecifica) (Theilade, 1986).

Posteriormente, estudos longitudinais como de Slots (1976) e Newman
et al., (1977) indicaram maior risco de destruicdo periodontal nos sitios
colonizados por algumas espécies de microorganismos potencialmente
patogénicos, evidenciando a especificidade dos biofiimes bacterianos
atualmente aceita (hipétese da placa especifica) (Léesche, 1979).

Apesar de evidéncias indicarem a especificidade bacteriana da doenca

peridontal e alguns fatores adicionais associados com o0 curso das



periodontopatias como a influéncia genética Walker et al., 2004), resposta
imune do hospedeiro (Slots & Jorgensen, 2002) e fatores ambientais (Roberts,
2002), a terapia periodontal ainda se baseia na redu¢ao da microbiota supra e
subgengival a quantidade compativel com a salde dos tecidos.

Estudos demonstram que, embora a terapia mecéanica nao-cirurgica de
raspagem e alisamento radicular, considerada terapia padrdo, promova
resultados satisfatorios no controle da inflamacdo periodontal, a completa
remocdo do biofilme e de depdsitos subgengivais € rara, principalmente em
sitios profundos (Walker & Ash, 1976; Eickholz et al., 2005).

Dessa forma, agentes antimicrobianos tém sido propostos como
coadjuvantes da terapia mecanica convencional com o intuito de auxiliar no
combate aos patdgenos periodontais e na modulacdo da resposta inflamatoria
do hospedeiro, reduzindo a destruicao tecidual (Xajigeorgiou et al., 2006).

A administracdo de antimicrobianos pode ser feita por via sistémica ou
pela sua aplicacdo direta na bolsa periodontal (via local). Cada método de
administracdo possui vantagens e desvantagens. A terapia local permite a
aplicacdo de antimicrobianos em niveis que ndo podem ser alcancados pela via
sisttmica. Além disso, ndo sdo observados efeitos colaterais adversos
(Greenstein & Polson, 1998; Wennstrom et al., 2001). Por outro lado,
antibidticos sistémicos podem alcancar microrganismos amplamente
distribuidos pela cavidade oral (Haffajee et al., 1995; Addy & Martin, 2003).

A tetraciclina e a doxiciclina (derivado sintético da tetraciclina) séo
bacteriostaticos com amplo espectro de agdo que atuam contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas por inibicdo especifica do ribossoma
procariotico (bacteriano). A sintese de proteinas €, portanto, inibida na bactéria,
impedindo a replicacao e ocasionando a morte celular (Cunha et al., 1982).

Além do efeito anti-bacteriano, tais farmacos possuem propriedades anti-
inflamatérias e imunosupressoras, uma vez que reduzem a atividade fagocitaria
dos leucdcitos polimorfonucleares e a quimiotaxia de neutrofilos e leucécitos.
Apresentam, ainda, acdo anti-colagenase e anti-lipase, favorecendo o reparo
do tecido conjuntivo, que é clinicamente traduzido pelo aumento da resisténcia

a sondagem (Delaissé et al., 2000).



O colageno tipo I, obtido a partir de cortical 6ssea bovina, tem sido
utilizado na Odontologia como material para fabricacdo de membranas ou
barreiras biolégicas, empregadas nas técnicas de regeneracao tecidual guiada
e regeneracdo Ossea guiada devido a varias propriedades como
biocompatibilidade, capacidade de ser quimiotatico para fibroblastos humanos,
€ absorvivel fisiologicamente pelos tecidos (Bunyaratavej & Wang, 2001), atua
como suporte (material carreador) para crescimento celular na engenharia de
tecidos (Li & Wosney, 2001), est4 presente em abundancia na natureza, possui
afinidade por outros polimeros sintéticos e é de facil manuseio podendo ser
modelados de diversas formas (Lee et al., 2001).

Como as tetraciclinas tem sido amplamente utilizadas em procedimentos
periodontais com o0 objetivo de auxiliar na descontaminacdo local, parece
bastante I6gico utilizar membranas de colageno impregnadas por tais farmacos

como dispositivos de liberacdo medicamentosa local em bolsas profundas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dispositivos de liberacao local (DLL)

Para Langer & Peppas (1981), os dispositivos de liberacdo local de
drogas estdo classificados como sistemas de liberacdo sustentada e
controlada. O sistema de liberacdo sustentada promove a liberacdo do farmaco
por um periodo de menos de 24 horas, enquanto que o sistema de liberacao
controlada o faz por um periodo maior que 24 horas.

Em 1984, Addy & Langeroudi estudaram o metronidazol e a clorexidina
em tiras de metilmetacrilato e verificaram a efetividade deste dispositivo,
marcadamente com o0 uso do metronidazol, na reducdo da microbiota
subgengival.

Addy et al. (1988), compararam o uso de tiras de acrilico contendo
diferentes antimicrobianos (clorexedina, metronidazol e tetraciclina) com
raspagem e alisamento radicular somente e a nao realizacao de tratamento em
75 pacientes com bolsas periodontais = 6mm. As tiras permaneceram nos
sitios por uma semana, quando foram colocadas novas tiras, as quais
permaneceram por mais sete dias. Profundidade de sondagem, sangramento &
sondagem e perda de insercao foram avaliados no inicio e apés 3 meses. No
final do estudo, foi verificado que houve melhora clinica para os quatro tipos de
tratamentos avaliados, entretanto, melhores resultados foram obtidos para o
grupo gue recebeu somente terapia mecanica e o0 grupo que recebeu tiras de
acrilico contendo metronidazol.

Rams & Slots (1996) afirmaram que os procedimentos terapéuticos
atuais indicam que as doencas periodontais poderiam ser controladas pela
supressdo de algumas espécies de microrganismos do biofilme subgengival
gue sao considerados patogénicos e pela interferéncia na recolonizacao destes
sitios por estas bactérias. Observaram que o debridamento mecanico/cirargico
na regiao radicular usualmente nao erradica certos microorganismos como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermédia e B. forsythus do

ecossistema subgengival devido ao seu potencial invasivo para as células



epiteliais e tecido conjuntivo. Com o intuito de intensificar a agdo da raspagem
e alisamento radicular no tratamento das periodontopatias, o emprego de
agentes antimicrobianos topicos como os bochechos bucais ou a irrigacédo do
sulco gengival e a colocacdo de dispositivos que liberem lenta e gradualmente
essas substancias foram propostos.

Segundo Killoy & Polson (1998) dentre os sistemas de liberacdo de
antimicrobianos podemos citar os que empregam fitas ou fibras néo
degradaveis de tetraciclina (Actisite ®); géis de minociclina (Periocline ®) e
metronidazol (Elyzol ®); sistema po-liquido de doxiciclina (Atridox ®) e pastilhas
de clorexidina (Periochip ®).

De acordo com Ciancio, em 1999, algumas caracteristicas deveriam ser
consideradas na escolha de um antimicrobiano de liberagéo local na terapia
periodontal como: alcancar o sitio da doenca (base da bolsa), atingir
concentracdo adequada, ser mantido no local por um periodo adequado de
tempo durante o tratamento, ser efetivo contra patégenos periodontais, ser
clinicamente efetivo como terapia coadjuvante, seguro para os dentes e tecidos
moles, ter efeitos colaterais adversos minimos, ndo causar resisténcia
bacteriana, ser de facil aplicacéo e biodegradavel.

Rosling et al. (2001) realizaram estudo longitudinal em 223 individuos
portadores de doenca periodontal com o objetivo de avaliar os efeitos da
aplicagdo topica de PVP como adjunto no tratamento periodontal n&o cirurgico
e na terapia periodontal de suporte. Todos os pacientes foram submetidos a
terapia ndo-cirdrgica, sendo que, no grupo teste foi aplicado PVP a 1%. Os
pacientes foram novamente examinados 3, 6 e 12 meses apds a terapia e
foram submetidos a 3, 5 e 13 anos de terapia de periodontal de suporte.
Embora tenha sido constatada melhora nos pacientes do grupo teste, muitos
individuos apresentaram recorréncia da doenca. Para explicar tal recorréncia
0s autores sugerem algumas razdes como controle de placa ndo-adequado,
neoformacdo de placa subgengival e incompleta remocdo da microbiota
subgengival durante a fase inicial de tratamento.

Wennstrom et al. (2001), em estudo multi-céntrico, avaliaram a acao da

terapia local com doxiciclina associada a raspagem e alisamento radicular ou



associada ao debridamento mecéanico por meio de ultra-som. Estes autores
encontraram reducdes nos parametros clinicos significativamente maiores para
0 grupo debridamento+doxiciclina aos 3 meses. Porém, aos 6 meses, foi
encontrada somente maior reducdo em sangramento a sondagem para este
mesmo grupo. Os autores concluiram que a forma simplificada de tratamento
mecanico (debridamento com ultra-som) associada a terapia local com
doxiciclina pode ser considerada uma abordagem terapéutica mais pratica, ja
gue o tempo clinico para a conclusdo da mesma € menor.

Salvi et al. (2002) realizaram estudo clinico, cego, randomizado com o
objetivo de avaliar clinica e microbiologicamente o efeito de trés dispositivos de
liberacdo controlada apés terapia periodontal inicial: AtridoX®, Elyzol® e
PerioChip® em 47 pacientes por 18 semanas. Os resultados indicaram ganho
significativo do nivel de insercdo clinica para Atridox® e diminuicdo da
profundidade de sondagem para os trés dispositivos. Além disso, o0s sitios
tratados com Atridox® quando comparados com os sitios tratados com Elyzol®

apresentaram ganho de 0,3 mm de insercéo clinica.

2.2 Colageno como biomaterial

O colageno €é uma proteina fibrosa formada por trés cadeias
polipeptidicas em tripla hélice chamadas cadeias a. Sendo este um dos
principais constituintes da matriz extracelular de varios tecidos. Existem cerca
de 19 tipos de colageno, dos quais 0os mais conhecidos e abundantes sdo o
colageno tipo | e Il (Lee et al., 2001; Seal et al., 2001).

O colageno representa a principal macromolécula extracelular do tecido
conjuntivo periodontal. Cerca de 90% do colageno humano € do tipo I, o qual é
encontrado principalmente em ossos e pele, sendo o colageno tipo Il o maior
constituinte da cartilagem (Delaissé et al., 2000; Seal et al., 2001).

Ha alguns anos o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso de
colageno xenogénico (obtido principalmente de bovinos) como material para
uso clinico. Freqlientemente o colageno é obtido do couro do animal ou tendao.
Contudo, a confeccdo de membranas a partir desse tipo de coladgeno com

vistas a RTG exige tratamento quimico a base de glutaraldeido, por exemplo, a



fim de aumentar o numero de ligagdes cruzadas do colageno e, por
conseguinte, o tempo de permanéncia no tecido e dificultar a passagem de
células (Rocha et al., 2002). Uma alternativa é utilizar a cortical 6ssea bovina
desmineralizada, cuja parte organica € constituida principalmente por colageno
tipo | densamente organizado (Taga et al., 1997).

Segundo alguns autores este material apresenta baixo potencial imune
guanto implantado em animais e humanos (Hyder et al., 1992; Benqué et al.,
1997).

Yamatogi et al., (2005) testaram a permeabilidade e integridade da
membrana de cortical 6ssea desmineralizada liofilizada bovina em associacdo
com a membrana de pericardio bovino liofilizado. Em 15 ratos Wistar, machos,
adultos, implantourse no subcutdneo da regido cérvico-toracica dorsal a
combinacédo de duas membranas de cortical 6ssea desmineralizada tendo no
interior a membrana de pericardio bovino. Os animais (cinco ratos/grupo) foram
submetidos a eutanasia aos 15, 30 e 60 dias de pés-operatdrio. A avaliacao
microscépica mostrou que a membrana de cortical 6ssea bovina é rapidamente
absorvida e nao confere protecdo a membrana de pericardio bovino liofilizado.

Lekovic (2001) e Takeishi et al., (2001) observaram a presenca de
pequenas areas de absorcdo da membrana 6ssea bovina nos locais referentes
aos antigos canais nutritivos, sugerindo que esses locais podem apresentar
grande influéncia nas propriedades mecanicas da membrana. Por ser originaria
da matriz organica de osso cortical bovino, a localizacdo e numero desses
canais em cada membrana provavelmente apresentam variacées, o que
poderia representar uma desvantagem do material, porque haveria uma
variacdo no tempo de absor¢cdo da membrana de acordo com o lote.

Na degradacdo do colageno estdo envolvidas varias enzimas, no
entanto as principais sdo as enzimas chamadas de colagenases, que séo
especializadas em hidrolisar o coladgeno. As colagenases pertencem a familia
das enzimas chamadas metaloproteinases da matriz (MMPs), estas formam
uma grande familia de enzimas zinco dependentes responsaveis pela
degradacao do tecido conjuntivo e, recentemente foi demonstrada sua acao em

momentos da modelagdo e remodelacdo 6ssea (Bord et al., 1996).



Somente as MMP-1 e MMP-8 podem clivar o colageno tipo |. Essas
colagenases podem ser produzidas por diversos tipos celulares, entre elas
estdo os fibroblastos, macrofagos, células epiteliais e osteoclastos, bem como
por algumas bactérias que estdo presentes na cavidade oral como a

Porphyromonas gingivalis (Wang & McNeil, 1998).

2.3 Tetraciclina

2.3.1 - Propriedades fisico-quimicas

A clortetraciclina (7-clortetraciclina) foi o primeiro antibiético da familia
das tetraciclinas utilizado clinicamente, sendo descoberta em 1948 pelo
micologista Benjamin M. Duggar, que observou atividade antimicrobiana
incomum em organismos que formavam uma colbnia amarelo-ouro. Tais
organismos foram designados como Streptomyces aureofaciens e o produto
aureomicina (Roberts, 1996). Em 1950, a oxitetraciclina foi isolada de
Streptomyces rimosus e trés anos depois, a tetraciclina foi produzida pela
desalogenacao catalitica da clortetraciclina (Chopra & Roberts, 2001).

A tetraciclina possui peso molecular de 444,459 e apresenta estrutura
guimica que consiste em um nucleo hidronaftaceno com quatro anéis fundidos,
sendo que o nome genérico dos analogos € determinado a partir de
substituicdes na estrutura basica (Chopra & Roberts, 2001).

A absorcao por via oral da tetraciclina varia entre 75% e 77% da dose
ingerida e, sua distribuicdo ocorre facilmente pela maioria dos liquidos do
organismo, inclusive bile e liquidos sinovial, ascitico e pleural. Apresenta,
ainda, tendéncia a localizar-se nos ossos, figado, baco, tumores e dentes
(Morejon et al., 2003).

Sua absorcdo ndo €é marcadamente influenciada pela ingestédo
simultdnea de alimentos, mas pode ser prejudicada por antiacidos contendo
aluminio, célcio ou magnésio e ainda por preparacdes contendo ferro. Além
disso, a ingestdo de alcool, barbitdricos, carbamazepina e fenitoina diminuem a
meia-vida da tetraciclina (Chopra & Roberts, 2001; Morejon et al., 2003).
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A meia-vida normal da tetraciclina € de 6 a 11 horas, sendo que as
concentracoes terapéuticas podem ser alcancadas apos 2 a 3 dias. Sua
eliminagdo ocorre de forma inalterada por via renal e fecal, podendo ser
excretada também pelo leite materno. Sua unido as proteinas é baixa a
moderada (Morejon et al., 2003).

Como a tetraciclina possui a capacidade de atravessar a placenta, seu
uso ndo é recomendado durante a segunda metade da gravidez, pois pode
causar descoloracdo permanente dos dentes, hipoplasia do esmalte e inibicao
do crescimento 6sseo do feto. (Roberts, 1996; Morejon et al., 2003; Ribera,
2004).

A tetraciclina pode causar alguns efeitos adversos caracteristicos das
tetraciclinas como reagcBes de hipersensibilidade (urticaria, edema
angioneurético, anafilaxia, lesdes eritematosas e maculopapulares); nausea,
vomito, diarréia, enterocolite, esofagite, Trombocitopenia, neutropenia e
eosinofilia, reacdes de fotossensibilidade (Roberts, 1996; Chopra & Roberts,
2001; Ribera, 2004).

2.3.2 - Aspectos clinicos e microbioldgicos

A tetraciclina € um bacteriostatico com amplo espectro de acdo que atua
por inibicdo especifica do ribossoma procariético (bacteriano), a partir do
bloqueio do receptor na subunidade 30S que se liga ao t-RNA durante a
traducdo génica. Como o ribossoma eucariota das células humanas é
substancialmente diferente, ndo é afetado. A sintese de proteinas é, portanto,
inibida na bactéria, impedindo a replicacédo e levando a morte celular (Cunha et
al., 1982).

Apresentando um amplo espectro de acdo, a tetraciclina é eficaz contra
muitas espécies, tanto Gram-negativas quanto positivas, e até contra alguns
protozoarios. Os microorganismos podem ser considerados sensiveis se a
C.ILM. (Concentracdo Inibitéria Minima) ndo for superior a 4,0 pg/ml, e
intermediarios se a C.I.M. estiver entre 4,0 e 12,5 pg/ml (Roberts, 1996).

Estudos como de Christersson & Zambon (1993) e Gordon & Walker

(1993) tem demonstrado que a raspagem e alisamento radiculares por si sO
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foram ineficientes para eliminar o Actinobacillus actinomycetemcomitans e,
coadjuvada com a tetraciclina e controles periodicos, apresenta resultados
clinicos e microbioldgicos melhores.

MacNeill et al., (1997) avaliaram os efeitos da tetraciclina hidrocloridrica
(TCN) e do gluconato de clorexedina (CHX) no crescimento e viabilidade de
Candida albicans. Subculturas de Candida albicans foram dividididos em cinco
grupos: grupo T (controle), grupo 2 (tratamento com 0,12% de CHX), grupo 3
(tratamento com 3mg/ml de TCN com pH 4,5), grupos 4 e 5 (tratamento com
solucéo tampao livre de NaNs, com pH 4,5 e pH 7,4 respectivamente). Todos
os grupos foram incubados por dez dias e amostras diarias eram colhidas para
se determinar a viabilidade de cada grupo. As amostras foram avaliadas em
microscopio eletrbnico de transmissdo e varredura ao final do periodo
experimental. Os resultados mostraram que utilizado em altas concentracoes
TCN inibe o crescimento de Candida albicans, enquanto que CHX inibe a
replicacéo e o crescimento celular dos microorganismos avaliados.

E sabido que as tetraciclinas possuem forte afinidade a céations
bivalientes e trivalentes, o que permite a formagdo de complexos com célcio
encontrado no tecido ésseo, esmalte e dentina durante o processo de
calcificagdo destes tecidos. Sua unido com o calcio parece ser reversivel,
conferindo-lhe substantividade, ou seja, capacidade de ser liberada lentamente,
exercendo sua atividade antimicrobiana (Roberts, 1996; Thomas et al., 2000).

Além do efeito anti-bacteriano, a tetraciclina possui propriedades anti-
inflamatdrias e imunosupressoras, uma vez que reduz a atividade fagocitaria
dos leucécitos polimorfonucleares e a quimiotaxia de neutréfilos e leucécitos
(Thomas et al., 2000). Apresenta ainda, acédo anti-colagenase e anti-lipase,
favorecendo o reparo do tecido mnjuntivo, que é clinicamente traduzido pelo
aumento da resisténcia a sondagem (Ramamurthy et al., 2000).

Estudos in vitro e in vivo tém relatado o potencial da tetraciclina e seus
analogos na inducdo da producdo de matriz 6ssea por osteoblastos (incluindo
sintese de novo colageno), inibicdo a funcdo dos osteoclastos ou mesmo

inducado de apoptose em osteoclasots (Bettany et al., 2000).
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2.3.3 - Administracao local de Tetraciclina

O Actisite® foi um dos primeiros dispositivos de liberacdo local de
tetraciclina utilizados em humanos. E um sistema constituido por fibras
(copolimeros plasticos, nado reabsorviveis e biologicamente inertes)
impregnadas com p6 de tetraciclina hidrocloridrica 25% (Goodson et al., 1983).

A fibra € introduzida subgengivalmente até ocupar completamente o
interior da bolsa periodontal e mantida in situ com o auxilio de um adesivo a
base de cianocrilato por 7 a 10 dias (Goodson et al.,, 1991). O antibiotico &,
entdo, liberado através do mecanismo de difusdo e osmose. Esse sistema de
liberacdo controlada é capaz de manter concentragfes de tetraciclina no fluido
gengival excedendo 1.300 mg/mL por um periodo de sete dias, com
concentracfes médias de 43 mg/mL nas por¢cdes superficiais da parede de
tecido mole da bolsa (Ciancio et al., 1992).

A fibra de tetraciclina combinada com raspagem dental e aplainamento
radicular apresentou resultados significativamente melhores nos parametros de
profundidade de sondagem e ganho clinico de insercdo conjuntiva quando
comparado ao tratamento convencional em pacientes incluidos na terapia
periodontal de manutencdo (Newmanet al., 1994; Kinane & Radvar, 1999).

Em estudo avaliando a utilizacdo da fibra de tetraciclina em lesGes de
furca classe Il associada a sangramento persistente, Tonetti et al., (1998)
observou reducéo significativa na profundidade de sondagem e sangramento a
sondagem apds 3 meses, entretanto esses resultados ndo se mostraram
significativos ap0s 6 meses.

Nos ultimos anos, novos veiculos para liberacdo local de tetraciclina tem
sido desenvolvidos. Jones et al., (2000) publicaram estudo no qual descrevem
as caracteristicas e avaliacdes clinicas preliminares de um gel de tetraciclina
hidrocloridrica (5%) com capacidade de aderir aos tecidos gengivais e a
superficie dental, permitindo a liberacdo lenta da droga no interior da bolsa
periodontal. A pré-avaliagdo do desempenho clinico mostrou que o gel,

associado a raspagem e alisamento radicular, promove diminuicdo da
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profundidade de sondagem e reduz a o numero de patdgenos periodontais no

interior da bolsa.

2.4 Doxiciclina

2.4.1 - Propriedades fisico-quimicas

Ao manipularem quimicamente a tetraciclina, Stephens et al., (1958)
observaram que a remocédo do grupo 6-hidroxila da tetraciclina resultaria na
formacdo da 6-deoxitetraciclina, composto com propriedades farmacocinéticas
Gnicas e com atividade antibacteriana maior que as tetraciclinas originais.

Em 1962, Schach Von Wittenau et al. relataram o processo de sintese
da a-6-deoxi-5-oxitetraciclina, denominada doxiciclina. O farmaco é obtido
semi-sinteticamente a partir da oxitetraciclina ou metaciclina, sendo isolado
como cloridrato com peso molecular de 462,46g. Segundo os autores a
doxiciclina € um isémero estrutural da tetraciclina, diferindo apenas quanto a
posicdo do grupo hidroxila 1: situado no carbono 6 na tetraciclina e no carbono
5 na doxiciclina caracteristica que lhe confere maior estabilidade que as
tetraciclinas.

Fabre et al., (1966) relatam que, ao contrario das demais tetraciclinas,
pouco absorvidas pelo organismo, a doxiciclina € quase completamente
absorvida (93%) na porcdo superior do trato gastrointestinal apds
administracdo oral. Seu ponto isoelétrico e maxima lipossolubilidade ocorrem
em Ph 5.5, sugerindo um pico de absor¢do no duodeno. A meia vida de
absorcédo da droga é de aproximadamente 50 minutos, sendo possivel detecta-
la em soro 30 minutos ap6s administracao oral.

Além dos efeitos adversos caracteristicos das tetraciclinas, a doxiciclina
pode promover hepatoxicidade, quando administrada em pacientes com
insuficiéncia hepética ou renal (Okhubo et al., 1969).

Em 1971, Fabre et al. relataram que a doxiciclina & parcialmente
inativada pelo metabolismo hepético, sendo eliminada por via renal (glomérulos

renais) e fecal; podendo ser excretadatambém no leite materno.
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Segundo Franklin & Snow (1975), a doxiciclina apresenta elevado grau
de lipossolubilidade (5 a 10 vezes mais lipossoluvel que as demais
tetraciclinas), alta capacidade de se ligar a proteinas plasmaticas e pouca
afinidade de ligacdo ao calcio, sendo altamente estavel no soro humano, nao
se degradando para forma epianidro.

Thadepalli et al. (1978) avaliaram o0s niveis séricos da doxiciclina
administrada por via oral em varias doses: 100 mg, duas vezes ao dia (< 4
pg/ml); 100 mg, trés vezes ao dia (7 pg/ml); 200mg, duas vezes ao dia
(aproximadamente 15 pg/ml). O pico sérico da droga ocorre 2 horas apos sua

ingestdo, com meia-vida entre 18 e 22 horas.

2.4.2 - Aspectos clinicos e microbioldégicos

Cunha et al. (1982) relatam que, usada como cloridrato, a doxciclina é
uma tetraciclina bacteriostatica de amplo espectro que atua por inibicdo da
sintese de proteinas e bloqueia a uniao do RNA de transferéncia ao complexo
ribossdbmico do RNA mensageiro. A unido reversivel €& produzida na
subunidade ribossémica 30S dos organismos sensiveis.

Segundo Riond & Rivieri (1988) a doxiciclina é um antibiético com amplo
espectro de acgdo, atuando contra microrganismos aerobicos e anaerdbicos,
gram-positivos e negativos, sendo que o0s patdégenos periodontais
apresentariam susceptibilidade a concentragcdes de 0,1 a 2.0 pg/ml de
doxiciclina.

Golub et al. (1994) demonstraram que a doxiciclina, aplicada via
sisttmica e em baixas concentracdes, possui propriedades né&o-
antibacterianas, porém tém a capacidade de inibir mataloproteinases da matriz
extracelular (MMPs) em tecido gengival humano inflamado.

Feres et al. (1999) avaliaram a proporcdo e prevaléncia de bactérias
periodontopatogénicas resistentes a doxiciclina. Foram selecionados 20
individuos portadores de periodontite e divididos em dois grupos: grupo
controle (pacientes receberam raspagem e alisamento radicular — RAR) e
grupo teste (pacientes receberam RAR e administracdo sistémica de

doxiciclina, 100mg/dia por 14 dias). Os resultados mostraram que as espécies
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bacterianas mais resistentes foram: Streptococcus anginosus, Streptococcus
oralis, Streptococcus intermedius, Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis,
Veillonella parvula, Actinomyces gerencseriae, Streptococcus constellatus,
Actinomyces naeslundii genospecies 2, Streptococcus gordonii, Eikenella
corrodens and Actinomyces naeslundii genospecies 1. Aproximadamente 50%
dos microrganismos presentes nos sitios periodontais ao final dos 14 dias de
administracao de doxiciclina mostraram-se sensiveis ao farmaco.

Jorgensen et al. (2004) avaliaram a capacidade do gel de doxiciclina a
10% (Atridox®) de suprimir bactérias periodontopatogénicas subgengivais ap6s
a raspagem e alisamento radicular. Quinze pacientes portadores de
periodontite moderada e avancada com bolsas periodontais de 6 — 7 mm
receberam duas formas de tratamento: raspagem e alisamento radicular e
doxiciclina (Atridox®) associada a raspagem e alisamento radicular. Os
patdgenos periodontais avaliados foram: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Dialister pneumosintes,
Tannerella forsythia, Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens,
Campylobacter species, Eubacterium species, Fusobacterium species,
Peptostreptococcus micros, Eikenella corrodens e espécies de Staphylococcus.
Os resultados mostraram que o dispositivo de liberacdo controlada de
doxiciclina associado a raspagem e alisamento radicular ndo causou
significativa reducdo da microbiota patogénica subgengival quando comparada
a raspagem e alisamento radicular.

Takahashi et al. (2006) avaliaram, por meio da minima concentragdo
inibitéria (MIC), os efeitos da tetraciclina, minociclina, doxiciclina e ofloxacina,
administrados por via local e sisttmica em biofilmes de Prevotella intermedia
(bactéria gram-negativa, anaerdbica e periodontopatogénica). Os biofilmes
foram submetidos as seguintes concentracdes dos antimicrobianos testados:
MIC, 2x MIC, 5x MIC, 10x MIC, 50x MIC e 100x MIC. Os resultados indicaram
gue apenas a doxiciclina apresentou atividade inibitéria a MIC. Os demais
antibidticos analisados apresentaram atividade inibitéria aos biofimes de

Prevotella intermedia a concentracdes entre 5x MIC e 100x MIC.
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2.4.3 - Administracao local de Doxiciclina

O primeiro estudo que demonstrou a efetividade e biocompatibilidade do
dispositivo de liberagéo local de doxiciclina foi o estudo em animais de Polson
et al. (1996). Estes autores avaliaram o efeito do gel contendo hiclato de
doxiciclina a 8,5%, como terapia isolada, em periodontite experimental em
cdes. Foram encontradas reducdes médias de 25mm para profundidade de
sondagem 14 e 2mm em ganho de insercao clinica ao final de 4 meses de
avaliacao. Este estudo foi o precursor para os estudos clinicos conseguintes.

Polson et al. (1997) realizaram o primeiro estudo clinico em humanos
com sistema de liberacéo local de doxiciclina. Os autores explicam a forma de
aplicacao local da doxiciclina, feita através de um dispositivo de liberacéo
controlada (Atridox®) composto por duas seringas: uma delas, contendo o
hiclato de doxiciclina a 8,5% e a outra, veiculo, contendo 37% de poli-DL-
lactideo, dissolvido em 63% de NMP (N-metil-2-pirrolidona). As duas seringas
sdo acopladas e seus conteudos misturados, de forma a obter-se um gel
homogéneo, de coloracdo amarelada. O gel, em contato com o fluido
crevicular, se solidifica e € reabsorvido em um periodo de 7 a 10 dias. Foi
observada maior efetividade do gel de doxiciclina quando comparado a
sanguinarina 5% ou veiculo controle (50% DL-lactideo e 50% NMP), aplicados
isoladamente, quanto a profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinica.

Stoller et al. (1998), estudaram as concentragdes encontradas no fluido
crevicular, ap6s aplicacao local de doxiciclina a 8,5%. Os autores encontraram
uma concentracdo de 1493ug/ml (700 vezes maior que a concentracéo
inibitoria minima) no fluido crevicular em 2 horas. Esta concentragdo
permanecia alta (acima de 1000ug/ml) apds 18 horas, e caia para 309ug/ml ao
sétimo dia, sendo esta ultima concentracdo ainda 150 vezes maior que a
concentracao inibitdria minima. A concentracdo mais alta deste medicamento
encontrada na saliva foi de 8,78ug/ml em 2 horas e caiu para menos de 2ug/ml
ao final do dia. As concentracdes séricas nao excederam 0,1ug/ml.

Comparando a liberacdo local de doxiciclina com a raspagem e
alisamento radicular, Garrett et al. (1999), em estudo multi-céntrico, verificaram

que o gel de doxiciclina, aplicado isoladamente, apresentou resultados
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similares a terapia mecanica convencional e superiores ao veiculo controle e
higiene oral, quanto aos ganhos em profundidade de sondagem e nivel de
insercdo clinica. Estes resultados seguiram um acompanhamento de nove
meses e a aplicacdo do gel, bem como a instrumentacdo periodontal, foram
feitas inicialmente e apdés 4 meses. Os pacientes tratados neste estudo ndo
receberam terapia mecanica inicial.

Ja em estudo subsequente Garrett et al. (2000) verificaram a acéo do gel
de doxiciclina em pacientes sob terapia de manutencéo, portadores da doenca
periodontal refrataria. O mesmo protocolo do estudo de 1999 foi utilizado. Os
resultados demonstraram que a terapia isolada com o gel de doxiciclina foi
novamente similar a terapia mecanica convencional e estes resultados se
mantiveram por nove meses.

Ja Eickholz et al. (2005) avaliaram os efeitos clinicos da aplicacéo local
de gel de doxiciclina a 15% como adjunto a terapia periodontal ndo-cirargica
em 111 pacientes portadores de periodontite moderada e severa. Em cada
paciente foram realizadas trés modalidades de tratamento: raspagem e
alisamento radicular (SRP), SRP associada a um veiculo subgengival de
controle (VEH) e SRP associada a aplicacdo subgengival de gel de doxiciclina
a 15% (DOXI). Ao final do estudo os autores observaram que a utilizacao de
gel de doxiciclina a 15% como adjunto a raspagem e alisamento radicular
promoveu aumento do nivel de insercdo relativo e diminuiu a profundidade de
sondagem.

Em estudo clinico realizado em 2004, Akalin et al. compararam a
eficacia clinica da utilizacdo de doxiciclina sistémica (SD) e local (LD) no
tratamento da periodontite cronica. Quarenta e cinco pacientes foram divididos
em trés grupos com cinco tratamentos: doxiciclina sistémica (SD), raspagem e
alisamento radicular (RAR) e doxiciclina sistémica (SD), doxiciclina local (LD),
raspagem e alisamento radicular (RAR) e doxiciclina local (LD), raspagem e
alisamento radicular (RAR). Ao final de sete semanas 0s autores observaram
gue o tratamento realizado apenas LD pareceu ser mais efetivo na reducéo da
profundidade de sondagem que o tratamento realizado apenas com SD.

Entretanto ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
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entre as duas terapias associadas a RAR. O uso local de doxiciclina parece ser
preferivel ao sistémico, uma vez que se mostrou mais efetivo na reducéo da
profundidade de sondagem e nao apresenta efeitos colaterais.

Pappalardo et al. (2006) realizaram estudo com objetivo de avaliar os
resultados clinicos e microbiolégicos promovidos pela liberacdo local de
antimicrobianos no tratamento da periodontite. Trinta e trés individuos,
portadores de periodontite crénica foram selecionados para este estudo. Onze
pacientes receberam aplicacdo local de gel de doxiciclina (10%) em bolsas
periodontais, 11 receberam aplicacdo de gel de clorexedina (1,5%) e 11
receberam apenas raspagem e alisamento radicular (RAR). Os pacientes que
receberam doxiciclina apresentaram reducao da perda de insercédo e reducéo
da profundidade de sondagem de 1,4mm; o0s pacientes que receberam
clorexedina apresentaram reducdo da perda de insercdo e reducdo da
profundidade de sondagem de 0,9mm e os pacientes que receberam RAR
apresentaram indices de reducdo menores que o0s demais grupos. Os
resultados sugerem que a liberacdo local de antimicrobianos pode promover
beneficios adicionais a terapia mecénica convencional. A associagdo de RAR e

gel de doxiciclina (10%) apresentou os melhores resultados.
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3. PROPOSICAO

Considerando a hipotese de utilizacdo do coldgeno ésseo bovino como
carreador para liberacdo de antimicrobianos, este estudo se propde a avaliar in
vitro a cinética de desorcdo dos dois farmacos, doxiciclina e tetraciclina,
impregnados a membranas de colageno utilizadas como dispositivos de

liberacdo local medicamentosa na terapia periodontal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Confeccdo e preparo dos dispositivos de liberacdo local (DLL) de

tetraciclina e doxiciclina para o experimento

Membranas de colageno com espessura aproximada de 200um e area
de 2cm?, foram obtidas a partir da descalcificacdo e posterior liofilizacdo de
tecido cortical 6sseo bovino. Em seguida, foram imersas, a baixas
temperaturas, em solucdo contendo hiclato de doxiciclina ou tetraciclina
hidrocloridrica para que tais farmacos fossem impregnados a matriz de
colageno, dando origem a dois dispositivos de liberagcéo local: DOX (membrana
de colageno incorporada com doxiciclina) e TET (membrana de colageno
incorporada com tetraciclina). Tais DLLs foram confeccionados e gentilmente
cedidos pelo Departamento de Bioquimica da Faculdade de Odontologia de
Bauru.

Ambos os dispositivos foram cortados em formato circular com diametro
aproximado de 1cm e em seguida pesados em balanca de precisao 0,001g,

sendo observada massa de 0,012g para TET e 0,014g para DOX (figura 1).

Figura 1- Membranas de colageno impregnadas com

doxiciclina (DOX) e tetraciclina (TET).
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4.2 Imersé@o das membranas em solucédo tampéo de fosfato

Sabendo que as condicdes ambientais, como pH e temperatura, podem
interferir na liberacdo local dos farmacos e, com o intuito de simular tais
variaveis no organismo humano, DOX e TET foram imersos em solucéo
tampdo de fosfato, cujo pH=7,2 é semelhante ao do sangue (pH=7,35) a
temperatura constante de 36,5 °C (temperatura do corpo humano).

A solugéo tampéao de fosfato foi preparada a partir da diluicdo de 2g de
hidroxido de sodio (NaOH) e 19,8g de dihidrogeno fosfato de sodio
(NaH,PO4.H,0) em 1L de agua destilada.

Cada um dos dispositivos de liberacdo local foi introduzido em um
erlenmeyer contendo 25ml de solucdo tampao de fosfato, permanecendo em
banho termostatizado a 36,5 °C durante todo o periodo experimental (15 dias)
(figura 2).

Figura 2- A. Imersdo de DOX e TET em solucao tampéao fosfato; B.

Imersao das solugdes em banho termostatizado.

4.3 Construcao de curvas de calibracao para doxiciclina e tetraciclina em
solucéo tampéao de fosfato

Para de se determinar a quantidade de farmaco liberada nas solucbes
tampédo contendo DOX e TET, utilizouse o espectrofotometro (Shimadzu,
modelo UV 2501 PC) (figura 3).
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Neste aparelho uma amostra das solucdes é inserida no caminho optico
e um feixe de luz ultravioleta e/ou visivel em determinado comprimento de onda
(ou uma faixa de comprimentos de ondas) atravessa a solugdo. O
espectrofotbmetro determina, entdo, o quanto de luz foi absorvida pela

amostra, ou seja, a absorbancia desta.

Figura 3- Espectrofotémetro.

Como a correlacdo entre a absorbancia e a concentracdo das solucdes
tampao contendo DOX e TET ndo era conhecida inicialmente foi necessario
determina-la a partir da construcéo de curvas de calibracdo em concentracdes
que variaram de 1,86.10° molL? a 5,24 .10° mol.L™? para a tetraciclina e
6,24.10°mol.L"* a 4,16.10°mol.L™* para a doxiciclina (figura 4 e figura 5).

Para tanto, foram confeccionadas duas solugbes com concentragdes
conhecidas, sendo uma de doxiciclina (Sp), na qual, 0,050g de hiclato de
doxiciclina em p6 foram diluidos em 100,00 ml de tampé&o fosfato e, outra de
tetraciclina (St), onde 0,020g de tetraciclina hidrocloridrica em p6 foram
diluidos em 100,00 ml de solucéo tampéo de fosfato.

Sp e St foram, entédo, diluidas em diversas concentracdes e levadas ao
espectrofotdbmetro com o objetivo de medir suas absorbancias dentro da

validade da lei de Lambert-Beer. Segundo tal lei, a absorbancia é proporcional
a concentracao da solucéo.
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O conhecimento das concentracdes e da absorbancia das solucfes
tornou possivel a construcdo de uma reta: y = ax + b , onde y é a absorbancia
medida, x a concentracao da solucéo a ser quantificada e a e b 0s coeficientes
angular e linear da reta, respectivamente. Tais retas sao conhecidas como
curvas de calibracéo (figura 4 e figura 5) e a partir delas foi possivel quantificar
a doxiciclina e tetraciclina liberadas em tampéo fosfato 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96,

168, 240 e 360 horas apds o inicio do experimento.

1,27

1 y = 15927x + 0,0091
R® = 0,9995

Absorbancia
o o
o [e0]
1 1

o
~
1

0,2

0 T T T 1
0,00E+00 2,00E-05 4,00E-05 6,00E-05 8,00E-05

[]em mol.L™

Figura 4 - Curva de calibracdo da doxiciclina em tampao fosfato
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Figura 5- Curva de calibracdo da tetraciclina em tampao fosfato

4.4 Medidas das absorbéncias (Abs) das solugdes tampé&o contendo DOX
e TET e determinacdo de parametros da cinética de desorcao de
doxiciclina e tetraciclina

A absorbancia das solucbes tampédo contendo DOX e TET foi
determinada pelo espectrofotbmetro em um comprimento de onda fixado
anteriormente ao se obter o espectro completo das duas amostras desde
190nm até 800nm (regido do ultravioleta e do visivel). O comprimento de onda
especifico comum aos dois farmacos foi de 275nm e a solucdo tampao fosfato
foi utilizada como referéncia.

A absorbancia foi determinada em tempos de 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96,
168, 240 e 360 horas apods o inicio do experimento, em processos em que se
evitava o estabelecimento de equilibrio, ou seja, trocando a cada medida o
solvente em contato com a membrana. Desta forma supde-se liberacéo
continua do farmaco na solucao.

Cuidados especiais com parametros como concentracdo, posicao da
leitura no espectro e ruidos instrumentais foram tomados para que néo
ocorressem desvios significativos da Lei de Lambert-Beer. Neste caso a

absorbancia € proporcional a concentracdo da solucdo, sendo possivel
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determinar a quantidade de doxiciclina ou tetraciclina liberadas no tampéo
fosfato a partir da confeccéo de curvas de calibracao.

Para o estudo da cinética de desorc¢dao, foi aplicado o modelo de primeira
ordem, no qual a velocidade de desorcdo de doxiciclina e tetraciclina é
proporcional a massa inicial destes na membrana, sendo possivel calcular a
massa liberada dos farmacos na solugdo a partir da formula:Kt=In [Alo/ [Alo- X,
onde K é a constante de velocidade de desorcéo, t é o tempo, In € logaritimo
neperiano, [A]lo é a massa inicial do farmaco presente na membrana e x € a
massa liberada (El Yazigi, 1981). A constante de velocidade de desorcéao K foi

determinada para doxiciclina e tetraciclina (kdox e Ktet).
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5. RESULTADOS

Apoés a primeira hora do experimento, a massa de doxiciclina presente
na solucéo foi de 2,3.10°g. A massa total de doxiciclina liberada atingiu o pico
de 663,6.10°g ap6s 96 horas (tabela 1).

Tabela 1 - Massa total (g) de doxiciclina e tetraciclina liberadas em tampao

fosfato ao final de cada periodo analisado (cumulativa).

TEMPO (h) Mdoxiciclina () Mtetraciclina ()
1 2.30.10" 3,80.10"
2 3,00.10" 6,00.10™
4 3,40.10™ 7,50.10™
8 4,10.10" 8,80. 10™
12 5,40.10™ 9,60.10™
24 6,30.10" 10,40.10™
48 6,31.10" 10,70.10™
1.E-03 - TET
1,E-03 - s o -
a -\'_v"‘"“‘
g " :
s 8,E-04 P DOX
|":r .
§oEvyl
2 4E04{ _~
.
.
2 2E04 -
£
= 0E+00 + 5 2
0 20 40 60

Figura 6 - A massa (mg) de doxiciclina e tetraciclina nas condicbes

experimentais adotadas esté ilustrado no grafico acima, comparativamente.
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Foi observada 3,80.10™g de tetraciclina na solugéo apés a primeira hora
do experimento. O farmaco continuou sendo liberado durante 48 horas e a
massa total liberada foi de 10,80.10™g (tabela 1 e figura 6).

A concentracdo das solugdes mostrou se crescente nas primeiras 48
horas, ap0s este periodo manteve-se constante até o final do experimento,
sendo que a concentracdo final da solucdo com doxiciclina foi de 25,2.10™

ug.mlt e de 42,8 ug.ml* para a solugéio com tetraciclina.(tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo (ug.ml™?) de doxiciclina e tetraciclina nas solucées

tampao fosfato nos diversos periodos avaliados.

TEMPO (h) Cdoxiciclina (ug.ml™) Ctetraciclina (ug.ml™)
1 9.2 15,2
2 12 24
4 13,6 30
8 16,4 35,2
12 21,6 38,4
24 25,2 41,6
48 25,2.10" 42,8

A figura 7 apresenta as retas resultantes da aplicagdo do modelo
matematico de primeira ordem as massas de doxiciclina e tetraciclina liberadas
por DOX e TET em tampédo fosfato. Foram incluidos os pontos
correspondentes aos tempos de 0 a 48 horas uma vez que, apOs esse
periodo, observa-se a presenca de constancia nos perfis de liberagdo dos

farmacos, indicando o término do processo de desorcgéao.
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Figura 7 - Transformacéo logaritmica da massa de doxiciclina e tetraciclina
liberada (g) em funcdo do tempo (h), ao introduzir DOX e TET em tampé&o

fosfato. Aplicacdo do modelo de primeira ordem.

Como o comportamento de liberacao dos farmacos mostrou-se diferente
entre os intervalos de tempo 0 a 4 horas e de 8 a 48 horas, foram
confeccionadas quatro retas de primeira ordem no grafico 2, onde: DOX; e
TET; correspondem a cinética de desorcdo da doxiciclina e tetraciclina,
respectivamente, no periodo de 0 a 4 horas e, DOX;, e TET, correspondem a
cinética de desorcéo da doxiciclina e tetraciclina, respectivamente, no periodo
de 8 a 48 horas (Figura 8).
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Figura 8 - Aplicacdo do modelo de primeira ordem.

A tabela 3 mostra os respectivos coeficientes de determinacdo (R?) para

as quatro retas.

Tabela 3 - Coeficientes de determinacdo (R?) relativos as retas resultantes da
aplicacdo do modelo matematico de primeira ordem as massas de doxiciclina e

tetraciclina liberadas em tampao fosfato.

Doxiciclinal Doxiciclina2 Tetraciclinal Tetraciclina2

R* 0,945 0,987 0,955 0,978

Com base nos parametros obtidos pela cinética de primeira ordem,
calculou-se a constante de velocidade de desorcao (kdox e Ktet) da doxiciclina
e tetraciclina presente nos dispositivos de liberacéo local avaliados.

Foi observada maior velocidade de liberacdo de DOX (KDOX1=0,945) e
TET (KTET1=0,955) no intervalo de tempo 0 a 4 horas que no intervalo de 8 a
48 horas: TET (KTET2=0,978) e DOX (KDOX2=0,987) (Tabela 4).
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Tabela 4 Valores de constante de velocidade de desorcdo (kdox e Ktet) da

doxiciclina e tetraciclina em tampao fosfato.

Doxiciclinal Doxiciclina2 Tetraciclinal Tetraciclina2

K (horas) 0,300 0,117 0,291 0,072
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6. DISCUSSAO

Os dispositivos de liberacdo local DOX e TET ainda se encontram em
fase experimental, ndo estando disponiveis para estudos clinicos em seres
humanos. Portanto, a cinética de desorcdo da doxiciclina e tetraciclina foi
avaliada neste estudo por meio de experimentoin vitro.

A espectroscopia UV/VIS, método adotado neste estudo, mostrou-se
apropriado para quantificacdo da massa de doxiciclina e tetraciclina liberadas
em tampao fosfato pelos dispositivos avaliados. O pico de absorbéncia obtido
para as solucbes de doxiciclina (Sq) e tetraciclina (S;) foi em 275 nm,
comprimento de onda utilizado no estudo.

O estudo da cinética de desorcdo, empregando-se 0 modelo matematico
de primeira ordem, foi efetuado para os dispositivos analisados. Através da
linearizacdo das curvas de liberagdo da massa de doxiciclina e tetraciclina,
foram obtidos os respectivos coeficientes de determinacéo (R?). Observouse
que este modelo foi adequado, uma vez que ele forneceu valores de R?> muito
préximos a 1 para DOX1, DOX2 e TET1 e igual a 1 para TET2 (tabela 3), 0
gue é esperado para formas farmacéuticas sélidas de liberacdo convencional
(Ishietal., 1996).

Dentro das condicdes propostas pelo experimento, observouse
liberacdo continua tanto de doxiciclina quanto de tetraciclina nas primeiras 96
horas do estudo, caracterizando DOX e TET como dispositivos de liberagao
controlada, ou seja, dispositivos cuja desor¢cao do farmaco ocorre por um
periodo maior que 24 horas (Langer & Peppas, 1981; Langer, 1990).

O dispositivo TET liberou maior quantidade de antimicrobiano em
tampéo fosfato quando comparado a DOX em todos os periodos analisados,
sendo que apos a primeira hora do experimento a massa de tetraciclina
encontrada na solucéo foi de 3,80.10“g e a massa total do farmaco liberada
permaneceu em 10,80.10g (tabela 1 e figura 6).

Os dados presentes no tabela 1 e na figura 6 mostram que houve
liberacdo de doxiciclina em tampéo fosfato dentro das condicbes ambientais
propostas por este estudo, sendo que, a massa de doxiciclina presente na

solucdo apds a primeira hora do experimento foi de 2,3.10°g. A desorcéo do
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farmaco mostrou-se continua nas primeiras 48 horas, quando a massa total de
doxiciclina liberada atingiu o pico de 6,3.10%g.

Observa-se que, assim como a doxiciclina houve liberacdo continua de
tetraciclina em tampéao fosfato durante as primeiras 48 horas do experimento,
quando atingiu o pico de 10,7.10™g.

Observa-se maior velocidade de liberacdo de DOX (KDOX1=0,300)
guando comparada a TET (KTET1=0,291) no intervalo de tempo 0 a 4 horas. O
contrario ocorre no intervalo de 8 a 48 horas, onde a liberacdo de TET
(KTET2=0,072) mostra-se mais rapida que de DOX (KDOX2=0,117) (figura 4 e
a tabela 4).

Em Periodontia, o principal objetivo dos DLLs é liberar o farmaco no sitio
de acdo durante o maior periodo possivel e em concentragdes inibitérias para
0S microorganismos periodontopatogénicos, sem que estas sejam, entretanto,
citotéxicas ou promovam efeitos sistémicos adversos (Marsh, 2003).

Os patégenos periodontais apresentam  susceptibilidade a
concentracdes de 0,1 a 2.0pg.mit de doxiciclina e tetraciclina (Riond & Rivieri,
1988). Os dados obtidos neste estudo (tabela 2) mostram que, mesmo as
menores concentracdes alcancadas pelos farmacos em tampao fosfato (9,2
ng.mi™para doxiciclina e 15,2 pg.ml* para tetraciclina - 1 hora ap6s o inicio do
experimento), séo suficientes para inibir a acéo de tais patdégenos.

Embora alguns estudos relatem que concentragbes muito altas de
antimicrobianos em um curto periodo de tempo podem promover danos
teciduais no sitio de acdo (Riond & Rivieri, 1988; Pavia et al., 2003), ainda ndo
esta estabelecido na literatura em quais quantidades a doxiciclina e a
tetraciclina liberadas localmente podem ser causar efeitos citotdxicos.

Alguns autores relatam que, para que um DLL exerca acao
antibacteriana efetiva em bolsas periodontais € necessario que o farmaco seja
liberado gradualmente por pelo menos 21 dias, auxiliando, ndo sé o combate
aos patdgenos periodontais, mas evitando também, a recolonizacédo bacteriana
destes sitios (Langer & Peppas, 1981; Langer, 1990). Neste estudo foi
observada liberacdo de doxiciclina e tetraciclina por 48 horas (2 dias), logo,

para que os farmacos alcancem o periodo minimo de acdo proposto na
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literatura seria necessario a introducdo de pelo menos 10 dispositivos ao final
dos 21 dias. Além de aumentar o custo financeiro do tratamento, a utilizacdo de
tais DLLs exige maior niumero de visitas do paciente ao consultério, quando
comparado a dispositivos com liberacdo prolongada (pelo menos 21 dias).

As popriedades mecéanicas das membranas como entrelacamento e
disposicéo das fibras de colageno, presenca de canais de nutricdo, espessura
e porosidade estdo entre os fatores que podem interferir na integridadade e na
cinética de adsorcao e desorcao dos antimicrobianos (Lekovic, 2001; Takeishi
et al., 2001), principalmente porque a incorporacdo destes ocorre, em grande
parte, pelo embricamento mecanico das particulas de doxiciclina e tetraciclina a
superficie da membrana.

Apesar de possuirem 0 mesmo processamento, 0s dispositivos
avaliados neste estudo apresentam variacbes estruturais, dessa forma, é
possivel que as particulas mais superficiais dos farmacos tenham sido
facilmente liberadas nas primeiras 4 horas, caracterizando a rapida desorcéo
de doxiciclina e tetraciclina neste periodo. Ja as particulas firmemente aderidas
as membranas, em funcdo das retenc6es mecéanicas das mesmas, teriam sua
liberacdo dificultada no meio, retardando, assim o processo de desorcdo no

periodo de 8 a 48 horas.

34



7.CONCLUSAO

Dentro das limitagbes deste estudo € possivel concluir que o0s
dispositivos de liberagéo local avaliados liberaram doxiciclina e tetraciclina por
um periodo de 48 horas, sendo observada maior velocidade de desorcdo dos
farmacos nas primeiras 4 horas.

Observou-se maior velocidade de liberacdo de DOX quando comparada
a TET no intervalo de tempo 0 a 4 horas. O contrério ocorre no intervalo de 8 a
48 horas, onde a liberacdo de TET mostra-se mais rapida que de DOX.

O dispositivo TET liberou maior quantidade de antimicrobiano em
tampao fosfato quando comparado a DOX em todos os periodos analisados.

Mesmo as menores concentracbes alcancadas pelos farmacos em
tampédo fosfato mostraram-se suficientes para inibir a acdo dos patdgenos

periodontais.
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