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RESUMO
Objetivo: A exposição da membrana durante procedimentos 

regenerativos periodontais pode causar contaminação e compli-
cações pós-operatórias. Este estudo avaliou a capacidade de uma 
membrana absorvível atuar como carreador de quimioterápicos. 
Material e Métodos: Noventa amostras de membranas absorvíveis 
de origem xenógena, 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 aeróbios e anaeróbios. O período experimental foi de 5 
semanas, com avaliações regulares a cada semana com objetivo de 

identificar a integridade das membranas e a capacidade de inibir 
o crescimento bacteriano pela presença dos halos de inibição. Re-
sultados: Ao final do experimento constatou-se que para culturas 
aeróbias o período mínimo de inibição foi de 21 dias, para anaeró-
bias foi de 28 dias e os resultados foram estatisticamente superiores 
para a doxiciclina. Conclusão: Ambas as membranas apresentam 
habilidade de inibição bacteriana, confirmando a possibilidade das 
membranas testadas serem utilizadas como carreadores de agentes 
antimicrobianos, especialmente para a doxiciclina.

PALAVRAS-CHAVE: Quimioterápicos; Regeneração tecidual 
guiada; Membrana absorvível.

INTRODUÇÃO
As periodontopatias associadas ao biofilme periodontal são 

capazes de alterar os tecidos devido à atividade inflamatória e 
infecciosa. Por isso o tratamento dessas doenças pretende eli-
minar os fatores etiológicos e predisponentes, e promover a 
reconstrução do dano, tanto por procedimentos cirúrgicos re-
generativos ou ressectivos. A nova configuração dos tecidos 
periodontais possibilitará a manutenção da saúde por meio de 
terapia de suporte1.

Dentre as técnicas cirúrgicas regenerativas e reconstrutivas, 
os procedimentos associados à biomateriais tem demonstrado 
resultados significativos, com alta taxa de sucesso longitudinal2. 
A possibilidade de guiar o processo de cicatrização por meio da 
exclusão de células e tecidos inadequados a regeneração local, 
possibilita a colonização do defeito com células viáveis, capazes 
de regenerar os tecidos danificados.  As membranas absorvíveis 
e não absorvíveis têm sido amplamente utilizadas em procedi-
mentos regenerativos, apresentando resultados similares tanto 
a curto e longo prazo3. Vários são os materiais empregados para 
a fabricação quer sejam absorvíveis ou não, sendo que os mais 
comuns são: politetrafluoretileno expandido; colágeno; ácido 
pologlicólico; ácido polilático e copolímeros. Além desses, tam-
bém se propõe o uso de osso bovino desmineralizado para pro-

dução de membranas, devido ao fato de apresentar uma parte 
orgânica de colágeno tipo I densamente organizado e baixa taxa 
de potencial imunológico4. Independente do tipo de material, é 
necessário que haja biocompatibilidade e capacidade de exclu-
são celular5,6.

Entretanto, durante o processo cicatricial existe a possibilida-
de de exposição da membrana ao meio bucal, fato importante a 
ser considerado, pois pode influenciar diretamente no sucesso 
do tratamento. A exposição da membrana resulta na contami-
nação do leito cirúrgico7,8, e para a membrana absorvível pro-
voca uma aceleração no processo de degradação, reduzindo seu 
tempo de presença no leito cirúrgico9,10. Caso haja exposição da 
membrana durante o processo cicatricial, deve ser feito rigoroso 
controle de placa associado à aplicação de agentes antimicrobia-
nos tais como: Amoxicilina, Metronidazol11, Clorexidina12, Doxi-
ciclina13, Simvastatim14, Azitromicina15, Tetraciclina16.

Considerando a possibilidade do uso local de agentes qui-
mioterápicos e a hipótese da membrana atuar como veículo 
carreador desses agentes, esta associação foi proposta a fim de 
promover controle pós-operatório nas cirurgias regenerativas. 
Oliveira et al.17 (2003) avaliaram duas membranas derivadas do 
osso bovino desmineralizado impregnadas ou não com clori-
drato de tetraciclina, na tentativa de observar a compatibilidade 
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biológica e tempo necessário para sua absorção quando implan-
tadas subcutaneamente em ratos. Os resultados mostraram que 
ambas as membranas são toleráveis pelos tecidos adjacentes e 
sua total absorção ocorre em um período variável entre 30 e 60 
dias. Testes in vitro também foram conduzidos para identificar o 
nível e o tempo de dispersão 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 aeróbicas e anaeróbicas por 
até 21 dias18,19.  

No presente estudo será feita uma avaliação microbiológica 
in vitro a fim de identificar a capacidade e o tempo de dispersão 
de doxiciclina e cloridrato de tetraciclina por membranas absor-
víveis derivadas da matriz óssea utilizada nas técnicas cirúrgi-
cas periodontais regenerativas.

MATERIAL E MÉTODO
Este estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Éti-

ca da Universidade Federal de Uberlândia/Brasil (Protocolo 
518/07). As atividades foram realizadas no Hospital Dental da 
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uber-
lândia e no Laboratório de Microbiologia da Universidade Fe-
deral de Uberlândia. Durante o experimento todos os padrões 
propostos para realização de testes de susceptibilidade in vitro 
foram seguidos20.

Três tipos de amostras microbiológicas foram utilizadas: duas 
padrões aeróbias, Escherichiacoli-ATCC/29922 e Staphylococcu-
saureus-ATCC/25923 (American Type Culture Collection, USA) 
e uma amostra anaeróbia proveniente de bolsas periodontais 
com profundidade maior ou igual a 5mm, Essas foram coletadas 
através de aspirador estéril com coletor ósseo (Aspirador Dental 
com Coletor Ósseo–Indusbello/Brasil) durante procedimento de 
raspagem subgengival21. As amostras foram processadas em câ-
mara de fluxo laminar, sendo que as aeróbias foram incubadas 
em estufa a 35oC por 24 horas tendo como meio de cultura o 
TSB-Tryptic Soy Broth (Biobrás, Belo Horizonte-MG, Brasil) e 
para as culturas anaeróbias o meio de cultura foi o Tioglicolato 
de Sódio (Biobrás, Belo Horizonte-MG, Brasil). A padronização 
das amostras foi feita de acordo com a escala de McFarfaland 
com escala de turvação de 0.5 (108organisms / ml)22.

Como proposto no teste de sensibilidade de Kirby-Bauer para 
antibióticos em discos de difusão, cada cultura foi semeada em 
triplicata no meio apropriado para cada tipo de cepa bacteriana, 
perfazendo 9 placas de cultura para cada período experimental, 
com um total de 45 placas. Para as culturas aeróbias o meio de 
cultura foi agar Mueller -Hinton (Biobrás, Belo Horizonte, MG, 
Brasil), e para a amostra anaeróbia o meio foi Agar Mueller-
-Hinton combinado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado 
(Newprov, Pinhais, PR, Brazil)22. Todas as 45 placas foram se-
meadas ao mesmo tempo e incubadas de acordo com seu meio 
de cultura, concluído o período 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 óssea bovina, mar-
ca Genius® (Baummer, Mogi Mirim, SP, Brazil), impregnadas 
previamente com o agente antibacteriano no Departamento de 
Bioquímica da Universidade de São Paulo/ Bauru-SP, e libera-

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 impregnação de 
medicamento) (Figura 1). Dessas membranas foram removidas 
amostras padronizadas de 1,0 cm de diâmetro, cortadas em 
campo estéril com bisturi circular estéril, somando um total de 9 
discos para cada tipo de membrana: T, D e C.

O período experimental para cada tipo de cultura foi de 7, 14, 
21, 28, e 35 dias. A superfície 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 porção não recebeu 
nenhuma membrana, sendo assim utilizada como controle para 
averiguar o crescimento bacteriano na placa (Figura 2). As placas 
contendo as amostras aeróbias foram incubadas em estufas a 35oC, 
e as com amostras anaeróbias em jarra de anaerobiose com gerador 
de anaerobiose (Anaerobac – Probac, São Paulo-SP, Brasil). Ao final 
de cada período experimental, havendo integridade física da mem-
brana e presença de halo de inibição, elas foram transferidas com 
auxílio de pinças estéreis para uma nova placa com o mesmo meio 
de cultura, onde permaneceu até o próximo período experimental. 
A identificação negativa de algum desses parâmetros determinou 
o fim do experimento para essa membrana.

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

Figura 2 - Distribuição das amostras sobre a placa com cultura de S. aureus, evi-
denciando os halos de inibição de T e D,e  crescimento bacteriano na região.
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A capacidade de cada membrana em promover dispersão de 
agente antibacteriano e inibição do crescimento microbiano foi 
identificada pela formação e pelo tamanho de halos circulares 
de diâmetro bem definido e ausência de colônias bacterianas no 
interior dos mesmos ou sobre a membrana. As dimensões dos 
halos foram obtidas em milímetros com auxílio de paquímetro 
digital (KBD Tools Co. Ltd, Jiangsu, China), a fim de medir o 
declínio da eficácia de dispersão do fármaco. Os dados obtidos 
foram tabulados e avaliados pelo teste U não paramétrico de 
Mann-Whitney, com nível de significância de 0,05 em teste bi-
lateral em três situações diferentes.  Indicado para amostra pe-
quena em que a variável numérica não apresenta sabidamente 
uma variação normal, ou ainda, quando não há homogeneidade 
das variâncias. Para comparar tendências de amostras indepen-
dentes de tamanhos iguais. O teste U pode ser considerado a 
versão não paramétrica do teste t, para amostras independentes 
e avaliam o grau de entrelaçamento dos dados dos grupos após 
a ordenação. A maior separação dos dados em conjunto indica 
que as amostras são distintas, rejeitando-se a hipótese de igual-
dade das medianas23.

 
RESULTADOS
Em todas as áreas que não receberam membrana foi obser-

vado a presença de colônias 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 presença de halos de inibição (Figura 2), o qual foi 
observado para todas as placas experimentais no período de 7 
a 21 dias, exceto para E. coli ( Grupo T- placa 1). Para os outros 
períodos, dentre os três grupos, em pelo menos um dos pratos 
foi observado redução no halo de inibição. Entretanto, foi ob-
servado para os Grupos T e D uma redução nos diâmetros dos 
halos durante os períodos experimentais quando comparados 
ao inicial. Dentre as três amostras, o Grupo D apresentou halos 
maiores quando comparados ao Grupo T, com exceção para S. 
aureus (21 dias – placa 1) e para a mostra anaeróbia (21 dias - 
placa 1 e 3). No Grupo D, o período de inibição para E. coli/S. 
aureus foi de 35 dias, enquanto para as amostras anaeróbias foi 
21 dias, exceto placa 2 que foi de 28 dias. No Grupo T o período 
de inibição foi mantido até 21 dias, exceto para E. coli ( placa 
1 – 14 dias). A partir desses períodos 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 anaeróbia ( 28/35 dias – placas 1, 2, 3) 
não apresentaram capacidade de inibição (Tabela 1).

Não houve diferenças estatísticas entre os Grupos D e T, nos 
vários períodos experimentais (Tabela 2), foram identificadas 
diferenças significantes entre eles na cultura de E. coli  / perío-
dos de 14, 28 e 35 dias. Sendo que os resultados do Grupo D 
foram mais significativos se comparados ao grupo T nesses três 
períodos.

Os dados referentes ao diâmetro dos halos de inibição obti-
dos para os Grupos D e T nos três tipos de cultura foram anali-
sados separadamente por meio do Teste de Mann-Whitney com 
nível de significância de 0.05 em um teste bilateral. Os resulta-
dos (Tabela 2) apresentaram diferença estatisticamente signifi-
cativa entre os valores dos dois grupos para as culturas de E. coli 

nos períodos de 14, 28 e 35 dias. Os valores obtidos pelo Grupo 
D foram maiores nos três casos.

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

DISCUSSÃO
A exposição da membrana utilizada em procedimentos pe-

riodontais regenerativos representa um fator de risco por favo-
recer a colonização bacteriana na área e restringir os níveis de 
cicatrização tecidual local7, os resultados obtidos pelo Grupo C 
reforçam essa possibilidade em face do crescimento bacteriano 

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

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

Tabela 3 - Media encontrada depois da aplicação do tesdeU deMann-Whithey 
para todos os resultados dos grupos nos vários periodos experimentais.
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observado sobre a membrana desse grupo. Dentre os vários ti-
pos de agentes antibacterianos empregados na periodontia, o 
uso local das tetraciclinas (doxiciclina e cloridrato de tetracicli-
na) apresentam eficácia significativa13,16 e por isso foram esco-
lhidas para realização do experimento. A escolha da membrana 
bovina absorvível deveu-se ao fato de ser rotineiramente utiliza-
da em procedimentos periodontais regenerativos24, levando-nos 
a avaliar sua capacidade em atuar como carreador dos agentes 
microbianos testados.

Sabendo que o biofilme da doença periodontal é complexo, 
sendo composto por microrganismos aeróbios e anaeróbios, 
optou-se por utilizar três amostras, as quais são tradicional-
mente empregadas nesses tipos de testes (anaeróbia: E. coli e S. 
aureus; anaeróbio: retirado diretamente de pacientes com bolsa 
periodontal)25.

Ao avaliar o período experimental de cada grupo, observou-
-se a presença de halos de inibição tanto para os grupos de T e D 
por um período mínimo de 21 dias, com exceção apenas para o 
T- placa 1 que foi de 14 dias.  Podendo assim salientar 
a dispersão medicamentosa pelas membranas e a inibição do 
crescimento bacteriano. Os resultados obtidos foram similares a 
Silva19 (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 dispersão e halos 
de inibição maiores se comparado ao T (Tabela 1, 2, 3). Se com-
parados estatisticamente as placas 1, 2, 3 do mesmo grupo em 
relação ao tamanho dos halos de T e D, e considerando todos 
os valores obtidos durante 7, 14, 21, 28 e 35 dias, não houve di-
ferença estatisticamente significante entre os valores das variá-
veis, exceto para três amostras de E. coli em 14, 28 e 35 dias; con-
dição que demonstra a eficácia dos dois tipos de membrana. No 
entanto, há que se considerar que a diferença nessas três amos-
tras pode ser justificada devido à degradação da membrana. Ou 
seja, por ser constituída por colágeno tipo I, densamente orga-
nizado, permite a impregnação do agente antibacteriano na sua 
trama estrutural. Se considerarmos que essa trama pode passar 
por um processo de degradação maior ou menor, poderá haver 
uma maior quantidade de agente antimicrobiano, fato que pode 
ser considerado positivo por aumentar a capacidade o tempo de 
liberação do agente antimicrobiano dispersado6.

O tempo de dispersão das membranas, para T quanto para 
D, foi de no mínimo 21 dias, tanto para aeróbios quanto anaeró-
bios. A partir deste período as membranas começaram a apre-
sentar sinais de degradação, sendo mais significante na cultura 
anaeróbia, o que pode estar relacionada a certos microrganis-
mos tais como Porphyromonasgingivalesque produzem enzimas 
que degradam colágeno, acelerando processo de degradação da 
membrana da matriz de osso bovino26.

Como citado na introdução, apesar das técnicas periodontais 
possibilitarem as reconstruções, esses procedimentos devem 
respeitar os princípios biológicos para reconstruções. Acerca 
dos fatores que influenciam negativamente neste tipo de trata-
mento, é possível ressaltar a falta de cooptação dos bordos do 
retalho com consequente exposição da membrana ao meio oral, 
a qual deve permanecer até a completa cicatrização da ferida 
cirúrgica, o que acontece em aproximadamente 21 dias27. Ad-
mitindo-se tal fato, a presença de agentes antimicrobianos na 

região torna-se uma opção de proteção para a região da cirurgia; 
e tal proteção pode ser obtida com o uso da membrana utiliza-
da neste experimento, visto que o período mínimo de dispersão 
obtido foi de 21 dias. Fato que poderá minimizar os cuidados 
pós-operatórios tradicionalmente empregados nos casos da ex-
posição da membrana, e consequentemente reduzir o volume 
de agentes antibacterianos empregados11,12,14,15.

Sabendo-se que o propósito da regeneração tecidual guiada 
é a formação de um novo aparelho de inserção dental, consi-
dera-se como um dos fatores determinantes do sucesso nesta 
técnica, a capacidade de excluir células e tecidos inadequados 
à colonização do defeito. Entretanto, há que se considerar que 
a contaminação do leito cirúrgico também contribui negativa-
mente para o sucesso dessa técnica. Considerando os nossos da-
dos é possível admitir o uso da membrana como carreador de 
agentes antimicrobianos, fato que permitirá sua atuação tanto 
no processo de exclusão celular quando na proteção da ferida ci-
rúrgica, potencializando os resultados neste tipo de tratamento. 

CONCLUSÃO
Sob as condições deste estudo é possível concluir que mem-

branas absorvíveis da matriz óssea bovina, impregnada com do-
xiciclina ou cloridrato de tetraciclina podem ser utilizadas como 
agentes de dispersão destes fármacos tanto a doxiciclina quanto 
o cloridrato de tetraciclina são 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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