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RESUMO

Objetivo: A exposi¢ao da membrana durante procedimentos
regenerativos periodontais pode causar contaminagao e compli-
cagdes pos-operatorias. Este estudo avaliou a capacidade de uma
membrana absorvivel atuar como carreador de quimioterapicos.
Material e Métodos: Noventa amostras de membranas absorviveis
de origem xenodgena, da marca Genius/Baummer, foram previa-
mente impregnadas, sendo 45 com doxiciclina e 45 com cloridrato
de tetraciclina, e dispostas em placas de cultura contendo micror-
ganismos aerdbios e anaerobios. O periodo experimental foi de 5
semanas, com avaliacdes regulares a cada semana com objetivo de

identificar a integridade das membranas e a capacidade de inibir
o crescimento bacteriano pela presenca dos halos de inibigao. Re-
sultados: Ao final do experimento constatou-se que para culturas
aerdbias o periodo minimo de inibicao foi de 21 dias, para anaero-
bias foi de 28 dias e os resultados foram estatisticamente superiores
para a doxiciclina. Conclusao: Ambas as membranas apresentam
habilidade de inibigao bacteriana, confirmando a possibilidade das
membranas testadas serem utilizadas como carreadores de agentes
antimicrobianos, especialmente para a doxiciclina.

PALAVRAS-CHAVE: Quimioterapicos; Regeneragao tecidual
guiada; Membrana absorvivel.

INTRODUCAO

As periodontopatias associadas ao biofilme periodontal sao
capazes de alterar os tecidos devido a atividade inflamatdria e
infecciosa. Por isso o tratamento dessas doengas pretende eli-
minar os fatores etioldgicos e predisponentes, e promover a
reconstrugao do dano, tanto por procedimentos cirtirgicos re-
generativos ou ressectivos. A nova configuragao dos tecidos
periodontais possibilitara a manutenc¢ao da satide por meio de
terapia de suporte'.

Dentre as técnicas cirtrgicas regenerativas e reconstrutivas,
os procedimentos associados a biomateriais tem demonstrado
resultados significativos, com alta taxa de sucesso longitudinal®.
A possibilidade de guiar o processo de cicatrizacao por meio da
exclusao de células e tecidos inadequados a regeneragao local,
possibilita a colonizagao do defeito com células vidveis, capazes
de regenerar os tecidos danificados. As membranas absorviveis
e nao absorviveis tém sido amplamente utilizadas em procedi-
mentos regenerativos, apresentando resultados similares tanto
a curto e longo prazo®. Varios sao os materiais empregados para
a fabricacao quer sejam absorviveis ou nao, sendo que os mais
comuns sao: politetrafluoretileno expandido; colageno; acido
pologlicolico; acido polilatico e copolimeros. Além desses, tam-
bém se propde o uso de osso bovino desmineralizado para pro-
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ducdo de membranas, devido ao fato de apresentar uma parte
organica de coldgeno tipo I densamente organizado e baixa taxa
de potencial imunolégico®. Independente do tipo de material, é
necessario que haja biocompatibilidade e capacidade de exclu-
sao celular®®.

Entretanto, durante o processo cicatricial existe a possibilida-
de de exposi¢ao da membrana ao meio bucal, fato importante a
ser considerado, pois pode influenciar diretamente no sucesso
do tratamento. A exposicao da membrana resulta na contami-
nacao do leito cirtirgico’®, e para a membrana absorvivel pro-
voca uma aceleracao no processo de degradagao, reduzindo seu
tempo de presenga no leito cirtrgico’!’. Caso haja exposigao da
membrana durante o processo cicatricial, deve ser feito rigoroso
controle de placa associado a aplicacao de agentes antimicrobia-
nos tais como: Amoxicilina, Metronidazol", Clorexidina'?, Doxi-
ciclina®®, Simvastatim', Azitromicina'®, Tetraciclina'®.

Considerando a possibilidade do uso local de agentes qui-
mioterapicos e a hipoétese da membrana atuar como veiculo
carreador desses agentes, esta associagao foi proposta a fim de
promover controle pds-operatdrio nas cirurgias regenerativas.
Oliveira ef al."” (2003) avaliaram duas membranas derivadas do
0sso bovino desmineralizado impregnadas ou nao com clori-
drato de tetraciclina, na tentativa de observar a compatibilidade
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bioldgica e tempo necessario para sua absorgao quando implan-
tadas subcutaneamente em ratos. Os resultados mostraram que
ambas as membranas sao toleraveis pelos tecidos adjacentes e
sua total absor¢ao ocorre em um periodo variavel entre 30 e 60
dias. Testes in vitro também foram conduzidos para identificar o
nivel e o tempo de dispersao em membranas impregnadas com
metronidazol e cloridrato de tetraciclina. Os resultados mostra-
ram que a membrana impregnada com cloridrato de tetraciclina
mostrou resultados melhores quando comparados ao metroni-
dazol, sendo capazes de inibir cepas aerdbicas e anaerdbicas por
até 21 dias'®".

No presente estudo sera feita uma avaliagdo microbiologica
in vitro a fim de identificar a capacidade e o tempo de dispersao
de doxiciclina e cloridrato de tetraciclina por membranas absor-
viveis derivadas da matriz dssea utilizada nas técnicas cirtargi-
cas periodontais regenerativas.

MATERIAL E METODO

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Eti-
ca da Universidade Federal de Uberlandia/Brasil (Protocolo
518/07). As atividades foram realizadas no Hospital Dental da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uber-
landia e no Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Fe-
deral de Uberlandia. Durante o experimento todos os padrdes
propostos para realizagao de testes de susceptibilidade in vitro
foram seguidos?.

Trés tipos de amostras microbiologicas foram utilizadas: duas
padrdes aerdbias, Escherichiacoli-ATCC/29922 e Staphylococcu-
saureus-ATCC/25923 (American Type Culture Collection, USA)
e uma amostra anaerdbia proveniente de bolsas periodontais
com profundidade maior ou igual a 5mm, Essas foram coletadas
através de aspirador estéril com coletor 6sseo (Aspirador Dental
com Coletor Osseo-Indusbello/Brasil) durante procedimento de
raspagem subgengival*. As amostras foram processadas em ca-
mara de fluxo laminar, sendo que as aerdbias foram incubadas
em estufa a 35°C por 24 horas tendo como meio de cultura o
TSB-Tryptic Soy Broth (Biobras, Belo Horizonte-MG, Brasil) e
para as culturas anaerébias o meio de cultura foi o Tioglicolato
de Sédio (Biobras, Belo Horizonte-MG, Brasil). A padronizacao
das amostras foi feita de acordo com a escala de McFarfaland
com escala de turvagao de 0.5 (108rsanisms/ml)22,

Como proposto no teste de sensibilidade de Kirby-Bauer para
antibidticos em discos de difusao, cada cultura foi semeada em
triplicata no meio apropriado para cada tipo de cepa bacteriana,
perfazendo 9 placas de cultura para cada periodo experimental,
com um total de 45 placas. Para as culturas aerdbias o meio de
cultura foi agar Mueller -Hinton (Biobras, Belo Horizonte, MG,
Brasil), e para a amostra anaerobia o meio foi Agar Mueller-
-Hinton combinado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado
(Newprov, Pinhais, PR, Brazil)?. Todas as 45 placas foram se-
meadas ao mesmo tempo e incubadas de acordo com seu meio
de cultura, concluido o periodo experimental para cada mem-
brana, a mesma era transferida para uma nova placa contendo o
mesmo meio de cultura.

As membranas testadas eram de matriz dssea bovina, mar-
ca Genius® (Baummer, Mogi Mirim, SP, Brazil), impregnadas
previamente com o agente antibacteriano no Departamento de
Bioquimica da Universidade de Sao Paulo/ Bauru-SP, e libera-
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das para o experimento. As membranas foram divididas em
03 grupos: Grupo T (membrana impregnada com cloridrato de
tetraciclina), Grupo D (membrana impregnada com doxicicli-
na) e Grupo C (membrana convencional sem impregnagao de
medicamento) (Figura 1). Dessas membranas foram removidas
amostras padronizadas de 1,0 cm de diametro, cortadas em
campo estéril com bisturi circular estéril, somando um total de 9
discos para cada tipo de membrana: T, D e C.

E - . -
Figura 1 - Membrana convencional; B — Membranaimpregnada com doxiciclina;
C - Membrana impregnada com cloridrato de tetraciclina.

O periodo experimental para cada tipo de cultura foi de 7, 14,
21, 28, e 35 dias. A superficie de cada placa foi dividida em 4 partes,
onde as amostras de T, D e C eram posicionadas individualmen-
te na parte central de cada quarto. A quarta por¢ao nao recebeu
nenhuma membrana, sendo assim utilizada como controle para
averiguar o crescimento bacteriano na placa (Figura 2). As placas
contendo as amostras aerdbias foram incubadas em estufas a 35°C,
e as com amostras anaerobias em jarra de anaerobiose com gerador
de anaerobiose (Anaerobac — Probac, Sao Paulo-SP, Brasil). Ao final
de cada periodo experimental, havendo integridade fisica da mem-
brana e presenga de halo de inibicao, elas foram transferidas com
auxilio de pingas estéreis para uma nova placa com o mesmo meio
de cultura, onde permaneceu até o proximo periodo experimental.
A identificagao negativa de algum desses parametros determinou
o fim do experimento para essa membrana.

Figura 2 - Distribuicido das amostras sobre a placa com cultura de S. aureus, evi-
denciando os halos de inibi¢do de T e D,e crescimento bacteriano na regiao.
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A capacidade de cada membrana em promover dispersao de
agente antibacteriano e inibi¢ao do crescimento microbiano foi
identificada pela formacao e pelo tamanho de halos circulares
de diametro bem definido e auséncia de coldnias bacterianas no
interior dos mesmos ou sobre a membrana. As dimensdes dos
halos foram obtidas em milimetros com auxilio de paquimetro
digital (KBD Tools Co. Ltd, Jiangsu, China), a fim de medir o
declinio da eficdcia de dispersao do farmaco. Os dados obtidos
foram tabulados e avaliados pelo teste U nao paramétrico de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05 em teste bi-
lateral em trés situagdes diferentes. Indicado para amostra pe-
quena em que a variavel numérica nao apresenta sabidamente
uma varia¢do normal, ou ainda, quando nao ha homogeneidade
das variancias. Para comparar tendéncias de amostras indepen-
dentes de tamanhos iguais. O teste U pode ser considerado a
versao nao paramétrica do teste t, para amostras independentes
e avaliam o grau de entrelacamento dos dados dos grupos apos
a ordenagao. A maior separacao dos dados em conjunto indica
que as amostras sao distintas, rejeitando-se a hipdtese de igual-
dade das medianas®.

RESULTADOS

Em todas as areas que nao receberam membrana foi obser-
vado a presenca de coldnias de microrganismos, confirmando o
crescimento bacteriano nas placas. Resultados similares foram
obtidos para o Grupo C, no qual houve crescimento bacteriano
sobre a membrana (Figura 2).

A habilidade de inibir o crescimento bacteriano foi confir-
mada pela presenca de halos de inibicao (Figura 2), o qual foi
observado para todas as placas experimentais no periodo de 7
a 21 dias, exceto para E. coli ( Grupo T- placa 1). Para os outros
periodos, dentre os trés grupos, em pelo menos um dos pratos
foi observado redugao no halo de inibigdo. Entretanto, foi ob-
servado para os Grupos T e D uma redugao nos didmetros dos
halos durante os periodos experimentais quando comparados
ao inicial. Dentre as trés amostras, o Grupo D apresentou halos
maiores quando comparados ao Grupo T, com excecao para S.
aureus (21 dias — placa 1) e para a mostra anaerdbia (21 dias -
placa 1 e 3). No Grupo D, o periodo de inibigao para E. coli/S.
aureus foi de 35 dias, enquanto para as amostras anaerdbias foi
21 dias, exceto placa 2 que foi de 28 dias. No Grupo T o periodo
de inibigdo foi mantido até 21 dias, exceto para E. coli ( placa
1-14 dias). A partir desses periodos as culturas de E. coli (28/35
dias — placa 1; 35 dias — placa 2; 28/35 dias — placa 3); S. aureus
(28/35 dias — placa 1); cepa anaerobia ( 28/35 dias — placas 1, 2, 3)
nao apresentaram capacidade de inibigao (Tabela 1).

Nao houve diferengas estatisticas entre os Grupos D e T, nos
varios periodos experimentais (Tabela 2), foram identificadas
diferengas significantes entre eles na cultura de E. coli / perio-
dos de 14, 28 e 35 dias. Sendo que os resultados do Grupo D
foram mais significativos se comparados ao grupo T nesses trés
periodos.

Os dados referentes ao diametro dos halos de inibi¢do obti-
dos para os Grupos D e T nos trés tipos de cultura foram anali-
sados separadamente por meio do Teste de Mann-Whitney com
nivel de significancia de 0.05 em um teste bilateral. Os resulta-
dos (Tabela 2) apresentaram diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre os valores dos dois grupos para as culturas de E. coli
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nos periodos de 14, 28 e 35 dias. Os valores obtidos pelo Grupo
D foram maiores nos trés casos.

A fim de avaliar todos os dados dos dois grupos em todos os
periodos experimentais, novamente o teste U de Mann-Whitney
foi aplicado com nivel de significancia de 0.05. Os resultados
(Tabela 3) revelaram diferencas estatisticamente significativas
entre os periodos experimentais de 14, 28 e 35 dias, e os maiores
valores foram obtidos pelo Grupo D nos trés casos.

Expenemtalpancd
Bactrial stain e bacsarial
o7 days Tadey Hdays Z8dep 35 deys
D piate 1 s 2100 1703 1408 1333
Tpintn 1 naw 1051
Dpinte 3 un 2208 1744 038 1349
Ecel

T pinin 2 mm 178 1933 1276
Dpiate 3 E 1) 2208 18.40 19876 1280
Toisa3 ;10 1751 128
O it 1 nm E L 138 003 %30
Tpistn 1 w0 w5 1955
O it 3 W8T L] 308 o 238

8 murmus
Tpisin2 07m 250 1750 n 1714
Dpiate 3 587 a2 1892 1320 207
Toisia 3 23 nn 180 b4 1.09
O pista 1 nm 2108 1080
Tpistn 1 ma 1788 127
Opiate 2 nm 1w 1078 1267

——— Tpia2 nw wn 1055
Opiate 3 3018 Eal 1108
Tpisa3 mm L] 148

Tabela 1 - Diametro dos halos de inibi¢ao de D e T para cada tipo de cultura bac-
teriana, expressa em milimetros nos pratos 1, 2 e 3 para cada period experimental.

Cutre periot P<0.05 cutre penios P<0.05 cumae period P05
o o218 o ozm8 or 0%
“ ey “ 0050 1" oS0
i 21 0% s mrns 21 o8t Poc 2 o8t
» oo » 078
» aoar » ooss
(P05

Tabela 2 - Resultado encontrados depois da aplicagao do teste U Mann-Whitney
para os Grupos T e D nos periodos experimentais das 3 culturas.

Ansiyzed variables Prebaiity
o7 days 0058
14 cays 0.003"
21days 0354
26 days L1
35 days 0.006°

(MP<0.05

Tabela 3 - Media encontrada depois da aplicagao do tesdeU deMann-Whithey
para todos os resultados dos grupos nos varios periodos experimentais.

DISCUSSAO

A exposi¢ao da membrana utilizada em procedimentos pe-
riodontais regenerativos representa um fator de risco por favo-
recer a colonizagao bacteriana na area e restringir os niveis de
cicatrizagao tecidual local’, os resultados obtidos pelo Grupo C
refor¢am essa possibilidade em face do crescimento bacteriano
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observado sobre a membrana desse grupo. Dentre os varios ti-
pos de agentes antibacterianos empregados na periodontia, o
uso local das tetraciclinas (doxiciclina e cloridrato de tetracicli-
na) apresentam eficacia significativa'®'® e por isso foram esco-
lhidas para realizagao do experimento. A escolha da membrana
bovina absorvivel deveu-se ao fato de ser rotineiramente utiliza-
da em procedimentos periodontais regenerativos*, levando-nos
a avaliar sua capacidade em atuar como carreador dos agentes
microbianos testados.

Sabendo que o biofilme da doenga periodontal é complexo,
sendo composto por microrganismos aerobios e anaerdbios,
optou-se por utilizar trés amostras, as quais sao tradicional-
mente empregadas nesses tipos de testes (anaerdbia: E. coli e S.
aureus; anaerdbio: retirado diretamente de pacientes com bolsa
periodontal)®.

Ao avaliar o periodo experimental de cada grupo, observou-
-se a presenga de halos de inibi¢ao tanto para os grupos de Te D
por um periodo minimo de 21 dias, com excecao apenas para o
T- placa 1 que foi de 14 dias. Podendo assim salientar
a dispersao medicamentosa pelas membranas e a inibicao do
crescimento bacteriano. Os resultados obtidos foram similares a
Silva' (2003), entretanto os autores avaliaram apenas o cloridra-
to de tetraciclina, enquanto que neste experimento avaliou-se
também a doxiciclina. Aparentemente os resultados obti-
dos pelo Grupo D sugerem maior tempo de dispersao e halos
de inibi¢ao maiores se comparado ao T (Tabela 1, 2, 3). Se com-
parados estatisticamente as placas 1, 2, 3 do mesmo grupo em
relacdo ao tamanho dos halos de T e D, e considerando todos
os valores obtidos durante 7, 14, 21, 28 e 35 dias, nao houve di-
ferenga estatisticamente significante entre os valores das varia-
veis, exceto para trés amostras de E. coli em 14, 28 e 35 dias; con-
dicao que demonstra a eficacia dos dois tipos de membrana. No
entanto, ha que se considerar que a diferenca nessas trés amos-
tras pode ser justificada devido a degradacao da membrana. Ou
seja, por ser constituida por colageno tipo I, densamente orga-
nizado, permite a impregnacao do agente antibacteriano na sua
trama estrutural. Se considerarmos que essa trama pode passar
por um processo de degradagao maior ou menor, podera haver
uma maior quantidade de agente antimicrobiano, fato que pode
ser considerado positivo por aumentar a capacidade o tempo de
liberagao do agente antimicrobiano dispersado®.

O tempo de dispersao das membranas, para T quanto para
D, foi de no minimo 21 dias, tanto para aerdbios quanto anaero-
bios. A partir deste periodo as membranas comegaram a apre-
sentar sinais de degradacao, sendo mais significante na cultura
anaerobia, o que pode estar relacionada a certos microrganis-
mos tais como Porphyromonasgingivalesque produzem enzimas
que degradam colageno, acelerando processo de degradacao da
membrana da matriz de osso bovino®.

Como citado na introdugao, apesar das técnicas periodontais
possibilitarem as reconstrugdes, esses procedimentos devem
respeitar os principios bioldgicos para reconstrugdes. Acerca
dos fatores que influenciam negativamente neste tipo de trata-
mento, é possivel ressaltar a falta de cooptagao dos bordos do
retalho com consequente exposi¢ao da membrana ao meio oral,
a qual deve permanecer até a completa cicatrizagdo da ferida
cirrgica, o que acontece em aproximadamente 21 dias”. Ad-
mitindo-se tal fato, a presenca de agentes antimicrobianos na
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regiao torna-se uma opgao de prote¢ao para a regiao da cirurgia;
e tal protecao pode ser obtida com o uso da membrana utiliza-
da neste experimento, visto que o periodo minimo de dispersao
obtido foi de 21 dias. Fato que podera minimizar os cuidados
pos-operatdrios tradicionalmente empregados nos casos da ex-
posi¢do da membrana, e consequentemente reduzir o volume
de agentes antibacterianos empregados''>!*1°,

Sabendo-se que o proposito da regeneracao tecidual guiada
¢ a formagao de um novo aparelho de inser¢ao dental, consi-
dera-se como um dos fatores determinantes do sucesso nesta
técnica, a capacidade de excluir células e tecidos inadequados
a colonizacao do defeito. Entretanto, ha que se considerar que
a contaminagao do leito cirargico também contribui negativa-
mente para o sucesso dessa técnica. Considerando os nossos da-
dos é possivel admitir o uso da membrana como carreador de
agentes antimicrobianos, fato que permitird sua atuacao tanto
no processo de exclusao celular quando na protegao da ferida ci-
rurgica, potencializando os resultados neste tipo de tratamento.

CONCLUSAO

Sob as condigdes deste estudo é possivel concluir que mem-
branas absorviveis da matriz éssea bovina, impregnada com do-
xiciclina ou cloridrato de tetraciclina podem ser utilizadas como
agentes de dispersao destes farmacos tanto a doxiciclina quanto
o cloridrato de tetraciclina sao capazes de inibir o crescimento
bacteriano.
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ABSTRACT

Objective: The membrane exposure during periodontal rege-
nerative procedures can lead to contamination and postoperative
complications. This study evaluated the ability of an absorbable
membrane acting as a carrier for chemotherapeutic. Materials and
Methods: Samples of absorbable bovine bone membranes, which
were previously impregnated with doxycycline and tetracycline
hydrochloride, were placed in culture plates containing aerobic
and anaerobic microorganisms. The experimental period lasted 5

weeks, with samples analyzed weekly during this period. Results:
At the end of the experiment it was found that for aerobic cultures
the minimum period of inhibition was 21 days and for anaerobic
was 28 days; the results were statistically superior to doxycycline.
Conclusion: Both membranes have the ability of bacterial inhibi-
tion, confirming the ability of the tested membranes been used as
carriers of antimicrobial agents, especially for doxycycline.

KEYWORDS: Chemotherapy; Guided tissue regeneration; Re-
sorbable membrane.
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