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RESUMO 

 

O Aggregatibacter actinomycemcomitans (A.a) é uma das principais bactérias 

associadas com as periodontites e sua capacidade de formar biofilmes é um fator de virulência 

que contribui para o agravamento da doença. Este estudo teve como objetivo preparar os 

compostos de inclusão de amoxicilina (AMOX) e doxiciclina (DOX) com hidroxipropil-!-

ciclodextrina (Hp!Cd) na razão molar de 1:1 e caracterizá-los físico-químicamente em estado 

sólido e líquido por espectroscopia de absorção na região do infravermelho transformada de 

Fourier (FTIR) e por ressonância magnética nuclear (RMN), respectivamente. A atividade 

antimicrobiana dos compostos de inclusão foi avaliada na forma planctônica e num modelo de 

biofilme de A.a  (ATCC 29522) in vitro. A concentração inibitória mínima do biofilme 

(MBIC) foi determinada pelo teste de cristal violeta, após exposição de 4, 16 e 24 horas aos 

agentes antimicrobianos. Estes agentes foram considerados eficazes quando os valores de 

biomassa do biofilme foram iguais ou inferiores a 50% do controle positivo (MBIC50). Além 

disso, as possíveis alterações morfológicas causadas pelos tratamentos com antimicrobianos 

foram verificadas no crescimento de bactérias no biofilme por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Os resultados mostraram que os compostos de inclusão AMOX/Hp!Cd e 

DOX/Hp!Cd em todas as concentrações testadas foram mais eficazes na inibição do 

crescimento de bactérias planctônicas  e na redução de biomassa de biofilme após 24 horas de 

exposição quando comparados com os antibióticos puros. Os compostos de AMOX/Hp!Cd 

atingiram 42,2% na redução do biofilme na concentração de 2µg/mL (p<0,05) enquanto o 

composto DOX/Hp!Cd foi extremamente efetivo atingindo 62,1% de redução de biomassa no 

biofilme na concentração de 1µg/mL (p<0,05) após 24 h. Análises das microscopias 

demonstraram que o dano à membrana celular é um dos importantes mecanismos que 

contribui para os efeitos antimicrobianos dos compostos de AMOX/Hp!Cd e DOX/Hp!Cd. 

Concluí-se que há uma maior susceptibilidade dos biofilmes de A.a aos compostos de 

inclusão de amoxicilina e de doxiciclina quando complexadas em Hp!Cd,  inibindo 

quantitativamente a biomassa in vitro.  

 

Palavras chave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Amoxicilina, Biofilme, 

Ciclodextrina, Doxiciclina. 
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EVALUATION OF AGGREGATIBACTER ACTINOMYCEMCOMITANS 

SUSCEPTIBILITY TO THE INCLUSION COMPOUNDS WITH AMOXICILLIN 

AND DOXYCYCLINE IN AN IN VITRO DENTAL BIOFILM MODEL  

ABSTRACT 

The Aggregatibacter actinomycemcomitans (Aa) is one of the main bacteria associated 

with periodontitis and their ability to form biofilms is a virulence factor that contributed to the 

aggravation of the disease. This study aimed to prepare inclusion compounds with amoxicillin 

(AMOX) and doxycycline (DOX) with hydroxypropyl-!-cyclodextrin (Hp!Cd) in 1:1 molar 

ratio and characterize them physico-chemically in liquid and solid state by Fourier 

transformed infrared spectroscopy (FTIR), and nuclear magnetic resonance (NMR), 

respectively. The antimicrobial activity of the inclusion compounds was evaluated in 

planktonic form and in a biofilm model of Aa (ATCC 29522) in vitro. The minimum 

inhibitory biofilm concentration (MBIC) was determined by crystal violet assay after 

exposure to 4, 16 and 24h to the antimicrobial agents. Antimicrobial agents were considered 

effective when values of biofilm biomass were found to be equal or lower than 50% of the 

positive control (MBIC50). Also, Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to verify 

biofilm bacterial growth and to assess cellular membrane integrity and morphologic changes 

caused by the drug treatments. Our data have shown that amoxicillin/hydroxypropyl-!-

cyclodextrin (AMOX/Hp!Cd, 1:1 molar ratio) and doxycycline/hydroxypropyl-!-

cyclodextrin (DOX/Hp!C, 1:1 molar ratio) were more effective in reducing biofilm biomass 

after 24 h of biofilm exposure when compared with the antibiotics alone in all concentrations 

tested. AMOX/Hp!Cd achieved 42.2% of biofilm reduction at 2µg/mL (p<0.05) while 

DOX/Hp!Cd was extremely effective achieving 62.1% of biofilm reduction at 1µg/mL 

(p<0.05) after 24 h. SEM images demonstrated that cell membrane damage is one of the 

important mechanism that contributes to the antimicrobial effects of AMOX/Hp!Cd and 

DOX/Hp!Cd compounds. It can be concluded that there is a greater susceptibility of Aa 

biofilms to the inclusion compounds of amoxycillin and doxycycline when complexed in 

Hp!Cd, inhibiting quantitatively the biofilm biomass in vitro. 

 

Keywords: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Amoxicillin, Biofilm, 

Cyclodextrin, Doxycycline. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças periodontais representam um grave problema de saúde em todo o mundo e 

são uma das principais causas de perda de dentes (HOUSHMAND et al., 2012;  SAINTRAIN, 

DE SOUZA, 2012). Nos EUA, 64,7 milhões de pessoas (~ 47% da população) sofrem de 

gengivite ou periodontite, sendo a taxa de prevalência após os 65 anos de idade superior a 

70% (PAPAPANOU, 2012). No Brasil, estudos mostram uma prevalência maior (57%) de 

gengivite em pacientes jovens (12-19 anos) e de periodontite agressiva generalizada (36%) 

em pessoas de 60 anos ou mais (MEDEIROS, ROCHA, 2006). 

A periodontite é geralmente associada com o acúmulo de biofilme em tecidos 

periodontais. Em alguns casos, porém, a periodontite pode ocorrer também na ausência de 

placa visível. Nestes casos, fatores imunológicos e genéticos podem estar envolvidos (LAINE 

et al., 2010). Apesar de diferentes cepas bacterianas terem sido associadas com a doença 

periodontal em adultos, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) é considerada uma das 

principais bactérias periodontais responsáveis pela patogênese da periodontite (SLOTS, TING, 

1999;  ROMAN-TORRES et al., 2010), principalmente da periodontite agressiva localizada 

(OETTINGER-BARAK et al., 2013). Esta bactéria está também associada à infecções 

sistêmicas que podem resultar em endocardite (WANG et al., 2010), meningite e abscessos 

cerebrais (STEPANOVIC et al., 2005). Aa é um microrganismo pleomórfico, gram-negativo 

anaeróbio facultativo que coloniza a cavidade oral (ZAMBON, 1985;  HAUBEK et al., 2008;  

YOSHIDA et al., 2012), com a capacidade de formar biofilme, que é definido como uma 

comunidade microbiana relativamente indefinida, associada à superfície do dente ou a 

qualquer outro material duro não-descamativo (LINDHE, 2005).   

Biofilmes bacterianos podem causar infecções crônicas, principalmente pela sua maior 

tolerância a antibióticos (HOIBY et al., 2010). Um fato de grande importância é que os 

biofilmes efetivamente protegem as bactérias dos agentes antimicrobianos. As bactérias 

podem ser ~ 1000 vezes mais resistentes a um antibiótico em um biofilme, quando comparado 

com as mesmas bactérias planctônicas (WALKER, SEDLACEK, 2007), embora os 

mecanismos de resistência envolvidos ainda sejam desconhecidos. Infecções associadas a 

biofilmes geralmente são de natureza recorrente, enquanto as terapias antimicrobianas 

convencionais eliminam predominantemente as formas planctônicas, deixando as células 

sésseis livres para se reproduzir e espalhar no biofilme após o tratamento. Além disso, as 
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bactérias dentro dos biofilmes também podem dificultar a resposta do sistema imune 

(ARCIOLA et al., 2012).  

O foco principal do tratamento periodontal é a remoção completa do biofilme e seus 

produtos, geralmente por raspagem e alisamento radicular não cirúrgicos. Entretanto, esta 

terapia pode não eliminar completamente todos os patógenos periodontais do ambiente 

subgengival, que futuramente poderão recolonizar a bolsa periodontal (SEDLACEK, 

WALKER, 2007). O tratamento, nesses casos, pode ser associado com uma terapia 

antimicrobiana coadjuvante. Diversos antibióticos são empregados no tratamento da 

periodontite, incluindo aqueles que apresentam efeito bactericida, tais como a amoxicilina 

(AMOX), e aqueles que exercem efeito bacteriostático ou previnem o seu crescimento, tais 

como a doxiciclina (DOX).  

Ao se decidir pelo uso de antibióticos no tratamento periodontal, três fatores devem 

ser considerados: a classificação da doença periodontal, os prováveis microrganismos 

envolvidos e as possíveis condições sistêmicas do hospedeiro. A escolha do antibiótico 

também deve levar em consideração o microrganismo causador, a sua susceptibilidade e a 

toxicidade comparada entre os diversos agentes a serem utilizados. Os antibióticos AMOX e 

DOX são muito utilizados no tratamento das periodontites por apresentarem amplos espectros. 

Entretanto, diversos grupos bacterianos têm sido relatados exibindo resistência a esses agentes 

antimicrobianos, como por exemplo o Aa (FERES et al., 1999;  MADINIER et al., 1999;  

VAN WINKELHOFF et al., 2005;  KULIK et al., 2008;  ARDILA et al., 2010). Devido a este 

grande número de agentes patogênicos resistentes à antibióticos, é de grande importância o 

desenvolvimento de tecnologias mais avançadas para o estudo de antimicrobianos com 

eficácia clínica.  

A inclusão de fármacos em ciclodextrinas (CDs)  é uma estratégia de modificação da 

molécula que pode intensificar a interação da mesma com células e microrganismos. Estudos 

anteriores mostram que a inclusão molecular em CDs pode impedir a biodegradação dos 

fármacos associados (BISSON-BOUTELLIEZ et al., 2010), podendo minimizar a resistência 

bacteriana aos antimicrobianos.  Sabe-se que a administração sistêmica de fármacos, 

rotineiramente utilizada, fornece concentrações terapêuticas no local da infecção, mas por 

curtos períodos de tempo, obrigando o uso de doses repetidas e durante períodos mais longos. 
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Esse tipo de administração exibe grande número de desvantagens, incluindo o alto risco de 

toxicidade, interações com outras drogas, redução da colaboração do paciente e possibilidade 

de resistência bacteriana. Neste sentido, a liberação local de agentes antimicrobianos 

incluídos em ciclodextrinas é um método farmacotécnico que traz a possibilidade de 

minimizar ou eliminar as limitações da terapia sistêmica (CORTES et al., 2001;  FRANCO et 

al., 2003;  PATARO et al., 2003;  DENADAI et al., 2007). Estas formulações fornecem um 

tratamento eficaz, de maior duração no local da infecção, em doses menores (PRAGATI et al., 

2009;  PRAKASAM et al., 2012). A DOX complexada em Hp!Cd já foi estudada  em um 

hidrogel de liberação oftálmica (HE et al., 2011), no entanto, nenhuma formulação de 

liberação local e controlada de antibióticos com ciclodextrinas foi aprovada para o tratamento 

da periodontite em seres humanos. Este estudo teve como objetivo preparar e caracterizar 

compostos de inclusão de AMOX e DOX com Hp!Cd e avaliar sua atividade antimicrobiana 

contra biofilmes de A.a in vitro, com o intuito de utilizá-los futuramente como coadjuvantes 

na terapia periodontal em pacientes com periodontites.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

A etiologia da periodontite geralmente está associada com uma infecção microbiana, 

seguindo-se de uma destruição de tecido mole mediada pelo hospedeiro causada por 

leucócitos hiperativados e pela produção de citocinas, eicosanóides, e metaloproteinases de 

matriz que causam destruição clinicamente significativa dos tecidos de suporte (osso, 

ligamento periodontal, tecido gengival) (ARDILA et al., 2010). Os principais patógenos 

envolvidos na progressão da periodontite são: Porphyromonas gingivalis, Bacteroides 

forsythus, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Treponema denticola, 

Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ARIGBEDE et al., 

2012), 

 

2.1 Aggregatibacter actinomycetemcomitans  

 

Apesar de diferentes cepas bacterianas terem sido associadas com a doença 

periodontal em adultos, Aa é considerada uma das principais bactérias responsáveis pela 

patogênese da periodontite (SLOTS, TING, 1999;  ROMAN-TORRES et al., 2010). Aa tem 

sido intimamente associado com periodontite em indivíduos jovens e em casos de periodontite 

refratária do adulto (SLOTS, TING, 1999). Aa é um microrganismo pleomórfico, em geral 

com morfologia cocobacilar, gram-negativo (Figura 1 A e B), anaeróbio facultativo, que 

coloniza a cavidade oral (ZAMBON, 1985;  HAUBEK et al., 2008;  YOSHIDA et al., 2012).  
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Figura 1. Microscopia Eletrônica Confocal de biofilme de Aa após 24h. Fonte: próprio autor (A) e de  
colônia primária de Aa. Fonte: http:www.scielo.org.ve. (B). 

 

Na associação bacteriana com a doença periodontal, o Aa deve ser capaz de infectar 

sítios periodontais pela adesão às células epiteliais, aos microrganismos existentes ou à 

superfície do dente, através de uma competição efetiva contra a grande população microbiana 

residente e pela superação dos mecanismos de defesa do hospedeiro tanto celular quanto 

humoral. Estas bactérias são capazes de produzir múltiplos fatores de virulência, como 

leucotoxinas, endotoxinas, bacteriocinas, lipopolissacarídeos (LPS) e outras proteínas de 

membrana que atuam localmente dentro do sulco, resultando em destruição tecidual (SLOTS, 

TING, 1999;  ARDILA et al., 2010). Todavia, essas bactérias causam infecções orais e extra-

orais (endocardite, abscessos de tecidos moles, cérebro, meninges, septicemia, infecções do 

trato urinário, pneumonia nosocomial e osteomielite vertebral)(RASMUSSEN et al., 1966;  

PIOVANO, 1999;  SLOTS, TING, 1999;  FINE et al., 2001;  PATIL et al., 2006;  ARDILA et 

al., 2010).  

Aa são capazes de invadir células epiteliais bucais humanas em cultura de células. 

Invasividade e ampla distribuição intraoral podem ser as principais razões para o pobre 

resultado obtido após terapia convencional, meramente mecânica, de infecções periodontais. 

Assim, terapias coadjuvantes com antibióticos são utilizadas para auxiliar na remoção do 

biofilme subgengival. Os antibióticos comumente utilizados incluem a clindamicina, o 

metronidazol e a amoxicilina (ARDILA et al., 2010).  
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Uma possível dificuldade a esta abordagem, entretanto, é que a população microbiana 

oral é encontrada principalmente na forma de biofilme. A sua complexa organização, taxa 

lenta de crescimento e fatores de virulência são os principais responsáveis pela proteção da 

bactéria no interior do biofilme e podem afetar a eficácia de agentes antimicrobianos de 

maneiras complexas e muitas vezes indeterminadas, dificultando o tratamento da periodontite 

(SUCI, YOUNG, 2011). 

 

2.2 Biofilmes Orais 

 

O termo biofilme descreve uma comunidade microbiana relativamente indefinida, 

organizada em estruturas multicelulares, associada à superfície do dente ou a qualquer outro 

material duro não-descamativo. A placa dental, como depósito microbiano de ocorrência 

natural, representa um biofilme verdadeiro que consiste em bactérias em uma matriz 

composta principalmente de polímeros extracelulares de origem bacteriana e produtos do 

exsudato do sulco gengival e/ ou saliva (LINDHE, 2005;  ZIJNGE et al., 2010). O grau de 

organização e complexidade das estruturas multicelulares pode variar de uma fina camada e 

agregados à estruturas complexas.  

O biofilme é inicialmente formado pela película adquirida, constituída por 

macromoléculas (glicoproteínas salivares, fosfoproteínas, lipídeos, componentes do fluído 

gengival e anticorpos) adsorvidas por superfícies sólidas dentro de um meio líquido (por 

exemplo: dentes na cavidade oral). As bactérias se aderem de forma variável a essa superfície. 

A colonização primária é feita por cocos Gram-positivos anaeróbios facultativos (como S. 

sanguis). Na próxima fase, bastonetes Gram-positivos superam em número os estreptococos. 

Gram-positivos filamentosos, particularmente Actinomyces spp., são espécies predominantes 

nesse estágio. Receptores de superfícies nos cocos e bastonetes Gram-positivos permitem 

aderência subseqüente de microrganismos Gram-negativos. Veillonella, fusobactérias e outras 

bactérias anaeróbias Gram-negativas podem aderir também dessa forma (Figura 2). Troca de 

nutrientes entre diferentes espécies e interações negativas, como produção de bacteriocinas, 

desempenham papel importante no estabelecimento de uma comunidade bacteriana estável 

(LINDHE, 2005). 
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Figura 2: Representação esquemática do desenvolvimento temporal do biofilme oral.  
Fonte:  Rickard et al., Trends Microbiol., 11:94-100, 2003 

 

 

Um fato de notável importância é que biofilmes efetivamente protegem as bactérias 

dos agentes antimicrobianos. Os biofilmes são resistentes ainda às forças físicas como a 

produzida pela circulação e pelo escoamento do sangue e a ação da saliva na boca. 

Microrganismos no interior dos biofilmes também estão menos expostos a carências 

nutricionais, mudanças de pH, radicais de oxigênio, desinfetantes e antibióticos do que 

organismos do ambiente. Biofilmes são também resistentes à fagocitose, e os fagócitos que 

tentam atacá-los ainda podem causar mais danos aos tecidos do organismo do que ao próprio 

biofilme. A natureza de certas infecções crônicas é complexa devido ao desenvolvimento 

desses sistemas resistentes. Infecções associadas a biofilmes geralmente são de natureza 

recorrente, visto que terapias antimicrobianas convencionais eliminam em geral formas 
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planctônicas, deixando células sésseis livres para se reproduzirem e propagarem no biofilme 

após tratamento. Para tornar o quadro ainda mais grave, bactérias presentes nos biofilmes 

encontram-se mais protegidas contra o sistema imune do hospedeiro (RICKARD et al., 2003). 

A invulnerabilidade de certos biofilmes não está completamente entendida, mas está 

relacionada a características específicas, incluindo crescimento lento e microrganismos 

presentes. Outra importante característica que aumenta a resistência dos biofilmes é a 

presença de matrizes adesivas que possam conter DNA e outros polímeros, 

predominantemente composto por exopolissacarídeos (PEREIRA et al., 2006) 

O biofilme é também capaz de produzir mecanismos de defesa contra as espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que são produzidas nas respostas de defesa do hospedeiro contra 

os microrganismos invasores (principalmente por macrófagos ativados) e causam danos nas 

moléculas de DNA, proteínas, lipídeos e nas diversas moléculas presentes na célula. Alguns 

exemplos de ROS são o ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxil 

(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999). Dentre os mecanismos de defesa do biofilme contra 

as ROS estão a produção de enzimas que convertem os agentes oxidantes em espécies menos 

tóxicas, impedindo o possível dano aos componentes celulares. Entre estas enzimas estão: a 

superóxido dismutase, a catalase e a glutationa redutase ou peroxidase (FARR, KOGOMA, 

1991).   

  Dentre outros possíveis mecanismos de resistência aos biofilmes, acredita-se que 

possa haver inativação da droga por polímeros ou enzimas extracelulares, ou ineficiência da 

droga em decorrência de taxas de crescimento muito lentas no interior dos biofilmes 

(RICKARD et al., 2003). Outros mecanismos de adaptação que os microrganismos utilizam 

para sobreviver no biofilme incluem a adaptação genética, mutação e recombinação genética 

e aquisição de novo material genético (transformação) ou regulação da expressão de material 

genético existente. A flexibilidade na expressão genética bacteriana permite a sobrevivência 

em ambientes com condições instáveis, sendo as bactérias particularmente adaptáveis a quase 

todos os nichos ambientais do nosso planeta (NASCIMENTO et al., 2006). As bactérias em 

um biofilme podem participar de uma sinalização intercelular do tipo célula-célula, chamada 

quorum sensing, para coordenar a expressão de genes. “Quorum sensing” ocorre através da 

indução ou inibição de expressão de genes por uma densidade crítica de células locais ou 

“quorum” de bactérias. As células que se encontram dentro do biofilme podem, então, se 

diferenciar e utilizar moléculas sinalizadoras para coordenar e regular o metabolismo e 
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desenvolvimento de uma comunidade. Várias espécies bacterianas são capazes de monitorar a 

densidade de sua própria população e usar essa forma de comunicação para coordenar a 

expressão de genes particulares (SHROUT et al., 2011). 

Dessa forma, biofilmes orais são muito importantes como um sistema modelo para 

estudo de adesão bacteriana e resistência a antibióticos (ZIJNGE et al., 2010).  O 

estabelecimento de biofilmes in vitro é também muito relevante para investigação de 

substâncias adequadas para supressão da cárie dentária e periodontite (STANDAR et al., 

2010). O modelo de biofilme in vitro é uma ferramenta que pode ser utilizada para ajudar na 

concepção racional de experimentos in vivo para testar a hipótese de que a morte seletiva de 

agentes patogênicos irá promover a restauração da homeostase do sistema imune (SUCI, 

YOUNG, 2011). 

 

2.3 Amoxicilina 

 

A amoxicilina (AMOX) pertence à família de antibióticos com atividade bactericida 

contra amplo espectro de bactérias (GORDON et al., 1972), embora seja considerada mais 

eficaz contra microrganismos gram-positivos do que contra gram-negativos. Vários estudos 

mostraram que a AMOX foi eficaz contra diversos microrganismos com MIC variando de 

0,06 a 4 µg/ml. A AMOX é utilizada para tratar infecções do ouvido médio (otite média), das 

amígdalas (amigdalite e amigdalites), da garganta, da laringe (laringite), da faringe (faringite), 

dos brônquios (bronquite), dos pulmões (pneumonia), do trato urinário (ITU), da pele e para o 

tratamento da gonorréia. Também é utilizada na profilaxia contra endocardite bacteriana, em 

pacientes com a substituição de articulações por próteses e em odontologia (KAUR et al., 

2011).  

A amoxicilina é bactericida contra microrganismos sensíveis através da inibição da 

biossíntese da parede celular durante a multiplicação bacteriana. O seu mecanismo de ação 

principal é a inibição da síntese da parede celular pela inibição da transpeptidase, enzima 

responsável pela ligação cruzada dos polímeros do peptidoglicano durante a última fase da 

síntese da parede celular bacteriana. Ela atua através da ligação à proteína penicilina-ligante 

1A (PBP-1A) situada no interior da parece celular bacteriana. A AMOX acila a transpeptidase 

sensível à penicilina no domínio C-terminal através da abertura do anel lactâmico causando a 
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inativação da enzima, prevenindo a formação de uma ligação cruzada de duas cadeias lineares 

de peptidoglicanos. Isto inibe a terceira e última fase da síntese da parede celular bacteriana, o 

que é necessário para a divisão celular, forma da célula e outros processos essenciais. Sendo 

assim, a letalidade da penicilina para as bactérias envolve tanto mecanismos líticos quanto 

não líticos. A lise celular é mediada por enzimas autolíticas da parede celular bacteriana, 

como as autolisinas. É possível que a AMOX interfira com um inibidor de autolisina. A 

síntese imperfeita da parede celular bacteriana faz com que as células bacterianas absorvam 

água por osmose, já que as bactérias gram-positivas e gram-negativas possuem 10-30 e 3-5 

vezes mais pressão osmótica intracelular do que o ambiente externo. AMOX é mais efetiva 

contra bactérias gram-positivas do que gram-negativas e demonstra uma maior eficácia do 

que a penicilina, penicilina V, e comparável eficácia a outros antibióticos, como por exemplo, 

ampicilina, azitromicina, claritromicina, cefuroxima e doxiciclina no tratamento de várias 

doenças/infecções. (KAUR et al., 2011). 

 É um congênere da ampicilina (uma amino-penicilina semi-sintética), diferindo do 

fármaco original somente pela adição de uma hidroxila na cadeia lateral fenil. A estrutura 

básica da penicilina consiste em uma cadeia lateral acílica ligada a grupo amida, que se une a 

um núcleo de ácido 6-aminopenicilâmico (Figura 3). Modificações e substituições na cadeia 

acil têm dado origem a grande número de penicilinas semi-sintéticas, entre elas a amoxicilina. 

Estas mudanças conferem novas propriedades específicas antimicrobianas. Tais propriedades 

incluem atividade tanto contra gram-negativos como contra gram-positivos, estabilidade a 

ácidos gástricos, resistência a enzimas hidrolíticas e incremento da absorção no estômago 

(WALKER, 1996). 
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Figura 3. Fórmula estrutural da amoxicilina.  

Fonte: KAUR, S.P.; RAO, R.; NANDA, S. Amoxicillin: A broad spectrum antibiotic. Int J Pharm 
Pharm Sci, v. 3, n. 3, p. 30-37, 2011. 

 

A AMOX é um pó de cor branca ou quase branca, com um ligeiro odor sulfuroso. A 

AMOX tri-hidratada é ligeiramente solúvel em água, muito ligeiramente solúvel em etanol 

(96 por cento) e praticamente insolúvel em óleos. Ela dissolve-se em ácidos diluídos e 

soluções diluídas de hidróxidos alcalinos (KAUR et al., 2011).  

Estudos mostram que a AMOX em solução aquosa diluída apresenta taxa de 

degradação de primeira ordem, em pH constante com uma taxa mínima de degradação em pH 

6. A degradação da AMOX foi sujeita a catálise por soluções de fosfato e citrato com um 

aumento de 10 vezes na taxa com o fosfato. Aumentar a força iônica apresentou efeito 

positivo na taxa de degradação em solução alcalina e um efeito negativo em ácido. Em 

concentrações mais altas a AMOX não apresentou uma cinética de degradação de primeira 

ordem, indicativo de reação de dimerização. Degradação de AMOX em maiores 

concentrações tornou-se mais rápida na presença de carboidratos (dextrose, dextrano, e 

sorbitol) e álcoois. A AMOX mostrou estabilidade dependente de pH (com a estabilidade 

aumentando quando se diminui o pH). A catálise ácido-base parece ser o mecanismo de  

degradação da AMOX em soluções tamponadas (KAUR et al., 2011). 
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A AMOX é bem absorvida no trato gastro-intestinal. Apresenta uso clínico difundido, 

não só pelo seu amplo espectro antibacteriano, mas também por causa da sua elevada 

biodisponibilidade oral (70-90%) com pico de níveis plasmáticos ocorrendo dentro de 1 a 2 

horas. O volume aparente de distribuição de AMOX é cerca de 0,26-0,31 L/kg e é 

amplamente distribuída para muitos tecidos, incluindo o fígado, pulmões, próstata, músculos, 

bílis, fluídos ascítico, pleural e sinovial e fluidos oculares. Acumula-se no líquido amniótico e 

atravessa a placenta, mas apresenta pouca penetração no sistema nervoso central, a menos que 

uma inflamação esteja presente. Níveis muito baixos da droga são encontrados no humor 

aquoso, e baixos níveis encontrados em lágrimas, suor e saliva. Possui ligação de 

aproximadamente 17-20% às proteínas plasmáticas, principalmente com a albumina. A 

excreção da AMOX é predominantemente renal, e > 80% dos quais 50-70% permanece 

inalterada e é recuperável na urina, levando a altas concentrações urinárias e também é 

excretado no leite. Aproximadamente 10-25% é metabolizada em ácido penicilóico. A meia-

vida de eliminação do fármaco é de 1 a 1,5 horas (KAUR et al., 2011). 

As penicilinas encontram-se entre os agentes antimicrobianos mais amplamente 

utilizados, por serem relativamente seguras, eficazes e possuírem espectro de atividade que 

inclui os patógenos mais comuns. Entretanto, produzem diversos efeitos indesejados, como a 

perturbação da ecologia microbiana normal e reações alérgicas, que podem ser classificadas 

em: 1) agudas: consideradas as mais perigosas, caracterizam-se por urticária, angioedema, 

broncoconstrição, distúrbios gastrintestinais e eventualmente choque anafilático, que pode 

levar à morte, 2) aceleradas: incluem urticária, prurido, sibilos, edema discreto da laringe e 

reações inflamatórias locais e 3) tardias: aparecimento de exantemas cutâneos, eritema 

nodoso e erupções bolhosas. Número significativo de pacientes geralmente apresentam 

náusea e/ou diarréia após administração de altas doses de penicilina (YAGIELA et al., 2000).  

Um estudo de farmacovigilância realizado para documentar os efeitos colaterais de 

medicamentos no âmbito do Programa da Organização Mundial de Saúde (OMS) para o 

Monitoramento Internacional de Fármacos de janeiro de 1988 até junho de 2005 mostraram 

1.095 relatórios relacionados com AMOX e 1088 com AMOX combinada (amoxicilina / 

ácido clavulânico). A porcentagem de reações cutâneas foi alta para ambas (82% para AMOX 

pura e 76% para a combinada). Entretanto, a porcentagem de reações gastrointestinais, 

hepáticas e hematológicas foi maior para a AMOX combinada (13%, 4% e 2%, 

respectivamente) do que para a AMOX pura (7%, 1% e 1%, respectivamente). AMOX 

combinada parece estar associada a um maior risco de síndrome de Stevens-Johnson, púrpura 
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e hepatite do que a AMOX isoladamente. Em particular, a taxa reportada de hepatite é em 

média 9 vezes maior para AMOX combinada do que para a AMOX pura (KAUR et al., 2011). 

Quanto às interações com alimentos: refeição gordurosa pode interferir 

significativamente com a AMOX, fazendo com que o tempo para atingir o MIC seja 

prolongado. Quanto às interações medicamentosas: a) O ácido clavulânico aumenta o efeito 

de AMOX e inibe o desenvolvimento de resistência em microrganismos produtores de !-

lactamase; b) Probenecida: o uso de AMOX concomitantemente com este produto ou outros 

inibidores do sistema de secreção de ácido renal aumenta e prolonga as concentrações de 

AMOX no sangue. c) Alopurinol: pode aumentar a possibilidade de erupção cutânea. d) Anti-

coagulantes: prolongamento anormal do tempo de protrombina tem sido raramente relatado 

em pacientes que receberam AMOX e anticoagulantes orais. e) Metotrexato: AMOX diminui 

a depuração renal do metotrexato podendo conduzir à deficiências / toxicidade renal. f) 

Outros: Tetraciclinas, cloranfenicol e outros medicamentos bacteriostáticos podem interferir 

com os efeitos bactericidas da AMOX. Ainda não está totalmente elucidado se a AMOX 

diminui os efeitos dos contraceptivos orais (KAUR et al., 2011). 

O uso da penicilina pode ainda resultar em superinfecções por bactérias, leveduras e 

fungos não-suscetíveis. O desenvolvimento da superinfecção relaciona-se ao espectro 

antimicrobiano do antibiótico, à dose do agente utilizada, à duração do tratamento e à via de 

administração. A via de administração mais comumente utilizada da amoxicilina como 

coadjuvante no tratamento da periodontite é a via oral (YAGIELA et al., 2000). 

 A resistência às penicilinas geralmente surge de maneira lenta, gradual. Um 

mecanismo importante pelo qual bactérias se tornam resistentes à penicilina é através da 

elaboração da !- lactamase, enzima que inativa a penicilina mediante cisão do anel !- 

lactâmico, e também pela diminuição do transporte através da parede celular bacteriana. 

(YAGIELA et al., 2000;  BISSON-BOUTELLIEZ et al., 2010). Estudos prévios sugerem que 

a degradação da AMOX pode ser evitada utilizando-se uma complexação molecular com !-

ciclodextrina (!-CD), o que poderia, portanto, representar uma terapia alternativa interessante 

(BISSON-BOUTELLIEZ et al., 2010). 

Diversos antibióticos são utilizados como coadjuvantes no tratamento da periodontite. 

Além dos antibióticos bactericidas, como a amoxicilina (AMOX), existem aqueles que 

exercem efeito bacteriostático ou previnem o crescimento bacteriano, como a doxiciclina 

(DOX).  
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2.4 Doxiciclina 

 

A doxiciclina (DOX) (HCI hemietanolato hemiidratada), cujo nome comum é 

cloridrato de doxiciclina e a denominação científica é a-6-deoxy-5-hydroxytetracycline 

monohydrate, apresenta aspecto de pó amarelo cristalino, facilmente solúvel em água e 

metanol, pouco solúvel em etanol, praticamente insolúvel em éter, dissolve em soluções de 

hidróxidos alcalinos e carbonatos. A DOX apresenta elevado grau de lipossolubilidade, pouca 

afinidade de ligação ao cálcio e é altamente estável no soro humano. É um antibiótico de 

amplo espectro, derivado sintético da tetraciclina (TC), subgrupo cloranfenicol. A sua fórmula 

química é: C22H24N2O8 (Figura 4) (TOLEDO, 2007). 

 

 

Figura 4. Fórmula estrutural da doxicilina.  

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Doxiciclina 

 

A DOX possui, na sua estrutura, grupos aminas, carbonila e hidroxila, o que lhe 

garante alta polaridade. Devido a sua estrutura polar, a DOX tem mais afinidade com a 

solução do que com a membrana, por isso há maior liberação do fármaco para o sistema. 

Como a DOX é lipofílica e excretada pela bile, sujeita ao ciclo êntero-hepático, apresenta 

efeito de longa duração (entre 11 a 23 horas em pacientes normais), atinge os vários órgãos e 

fluidos do organismo, incluindo o microambiente ósseo (TOLEDO, 2007). 
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Quanto à sua farmacocinética, a DOX administrada por via oral é completamente 

absorvida e se liga em grau variável às proteínas plasmáticas. O pico médio dos níveis séricos 

foi de 2-6 µg/mL após 2 horas, diminuindo para 1,45 µg/mL após 18h. Oferece absorção 

segura e tempo prolongado de meia-vida. Esta propriedade permite frequência de 

administração menor. A DOX se difunde por todo organismo e atinge concentrações elevadas 

nos rins, fígado, baço e pulmão, sendo excretada na urina e fezes em altas concentrações sob a 

forma biologicamente ativa. A excreção renal de DOX é de aproximadamente 40% após 72 

horas em indivíduos com a função renal normal (clearance de creatinina de 75 mL/min). Esta 

porcentagem pode ser reduzida para um valor de até 1-5% após 72 horas em indivíduos com 

insuficiência renal grave (TOLEDO, 2007). 

Ao contrário de outras tetraciclinas (TCs), a absorção da DOX não é alterada pela 

ingestão de alimentos ou leite. Apresenta a vantagem de ser indicada a pacientes com 

distúrbios renais, pois não se acumula no organismo. A ausência de grupos hidroxila no C-6 

previne a formação de compostos nefrotóxicos. Quando comparada a outras TCs, a DOX é 

absorvida e excretada mais lentamente sendo sua ação mais prolongada. As concentrações 

obtidas no pulmão são quase duas vezes maiores que a concentração plasmática, o que 

demonstra a ação do fármaco no órgão alvo. Sua boa biodisponibilidade permite que baixas 

concentrações no plasma sejam suficientes para se atingir a MIC para a maioria das bactérias 

de destino. Sua excreção, sob forma inalterada, ocorre pelos sistemas urinário e digestivo 

(TOLEDO, 2007)  

A sua ação é fundamentalmente bacteriostática e acredita-se que ela exerça ação 

antimicrobiana pela inibição da síntese proteica. Age no metabolismo de bactérias impedindo 

sua nutrição, susceptibilidade adequada ao fármaco, desenvolvimento e reprodução. Sugere-se, 

ainda, ação na membrana citoplasmática bacteriana. Sua propriedade lipossolúvel facilita-lhe 

a difusão através da membrana celular dos microrganismos susceptíveis, permitindo que ela 

se ligue à subunidade 30S do ribossomo, inibindo a formação do complexo t-RNA-

aminoacil–RNAm-ribossomo e impedindo, consequentemente, a translação bacteriana ou 

tradução da síntese proteica (TOLEDO, 2007). 

As TCs têm sido largamente usadas como terapia adjuvante nas periodontites 

(PRESHAW, 2004). Embora inicialmente atribuída a suas propriedades antimicrobianas, a 

eficácia clínica das TCs na periodontite se deve à sua atividade anti-inflamatória intrínseca. 

Foi na década de 80 que Golub e colaboradores, em estudos in vitro e in vivo, verificaram que 
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as TCs possuíam propriedade anti-inflamatória ao inibir a atividade das metaloproteinases 

(MMPs) por um mecanismo independente de sua eficácia antimicrobiana. As MMPs são uma 

família de endopeptidases, enzimas colagenolíticas (colagenases, gelatinases, estromelisinas), 

zinco-proteases dependentes, que estão envolvidas em muitos processos fisiológicos e 

fisiopatológicos, incluindo embriogênese, remodelação do tecido, inflamação e tumores, 

destruição do colágeno, estrutura básica do periodonto, e podem facilitar a aderência de 

fibronectina à superfície radicular, o que facilita a regeneração de ligamento periodontal. 

Além disso, as MMPs desempenham um papel essencial na proliferação e diferenciação de 

populações celulares dos tecidos conjuntivos, incluindo as osteoblásticas (CHOI et al., 2001).  

Acredita-se que as TCs exerçam seus efeitos anti-proteolíticos, tanto por inibição 

direta de MMPs quanto por inibição da sua expressão (de sua síntese). A inibição direta que 

exercem sobre este grupo de enzimas deve-se à sua capacidade de ligação aos íons metálicos 

(Ca+2, Zn+2) presentes nas MMP, uma vez que essas enzimas requerem íons Zn+2 no seu sítio 

ativo e íons Ca+2 para estabilizar a sua conformação molecular, que são necessários para a sua 

atividade de degradação da matriz. A eficácia de inibição da TC contra MMPs depende do 

tipo de TC, da MMP e do PH. Assim, ao inibirem diretamente a ação da colagenase, as TCs 

diminuem de forma indireta a taxa de reabsorção óssea, pois são potentes inibidores da função 

osteoclástica (VERNILLO et al., 1994). 

 A observação de que TCs modificadas, como a DOX, podem inibir a atividade de 

colagenases por um mecanismo independente de sua eficácia antimicrobiana, tem justificado 

estudos desse agente na periodontite experimental, especialmente a DOX, considerada a mais 

potente anti-colagenase das TCs. É considerada o inibidor mais potente e não seletivo de 

MMPs (BURNS et al., 1989). 

Outra propriedade não antimicrobiana das TCs bem caracterizada é a sua capacidade 

de sequestrar espécies reativas de oxigênio (ROS). ROS em excesso são produzidos sob 

muitas condições patológicas e podem conduzir à destruição oxidativa ou disfunção de muitos 

constituintes celulares, pois são altamente reativas. As TCs eliminam os radicais livres, 

semelhante à ação da vitamina E. O anel de fenol das TCs é a chave para as capacidades de 

remoção de ROS destes compostos (GOLUB et al., 1994). 

Cada membro da família das TCs têm semelhanças e propriedades que as diferencia 

umas das outras, como meia vida e lipofilicidade. Em geral, há uma relação direta entre 

lipofilicidade e atividade contra bactérias Gram-positivas. A lipofilicidade da DOX foi 
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determinada como sendo 0,600 (COLAIZZI, KLINK, 1969;  GRIFFIN et al., 2010). 

Lipofilicidade também afeta a distribuição nos tecidos. A DOX apresenta MIC (IC50=15 "M), 

menor do que a minociclina (MIN) (IC50=190 "M) e TCs (IC50=350 "M), indicando que seria 

necessária uma dose muito menor deste medicamento para inibir em 50% os níveis de 

colagenase de um determinado sítio quando comparadas com as doses necessárias de MIN e 

TC, demonstrando que DOX é a mais potente, mais ativa em menores concentrações 

(BURNS et al., 1989;  GUIMARÃES, 1997). Além disso, as TCs modulam a resposta do 

hospedeiro, a inibição de formação de radicais oxigenados, derivados de neutrófilos, a 

regulação da expressão de reguladores pró-inflamatórios e citocinas, o aumento da produção 

de colágeno, a ativação dos osteoblastos e da formação óssea (PRESHAW, 2004). 

Recentemente, comprovou-se que a DOX inibe a atividade das MMPs, bem como a 

proliferação celular de células mononucleares e também diminui a resposta blastogênica de 

linfócitos em pacientes periodontais. Grenier et al. (2002) sugeriram que a DOX tem 

potencial para inibir proteinases bacterianas, as quais contribuem para degradação tecidual 

durante a periodontite (GRENIER et al., 2002). 

A DOX é o único inibidor de MMPs aprovado para uso clínico pelo FDA (US Food 

and Drug Administration) para o tratamento de doenças periodontais em dose 

“subantimicrobiana”, ou seja, em doses que produzem concentrações plasmáticas menores do 

que as requeridas para sua ação antimicrobiana (LEE et al., 2004). Alguns autores 

recomendaram baixas dosagens de DOX (BDD), isto é, subantimicrobianas (20 mg, duas 

vezes por dia), por um longo período, com intuito de inibir a ação das colagenases do 

hospedeiro. As BDD reduzem a perda de inserção e a atividade excessiva de colagenase no 

fluido gengival sem alterar a microbiota da cavidade oral (GOLUB et al., 1994;  PRESHAW, 

2004). Desta forma, a inibição da atividade das MMPs seria então responsável pelas 

propriedades anti-colagenases protetoras das TCs e não pelos efeitos antimicrobianos. 

Além disso, o uso da DOX tem demonstrado efeitos benéficos no tratamento de outras 

doenças em que as MMPs desempenham papéis patológicos, tais como aneurisma aórtico 

abdominal, infarto agudo do miocárdio e câncer de colo. Castro et al. (2010) mostraram que a 

DOX pode inibir o remodelamento vascular induzido pela hipertensão arterial (CASTRO, 

2010). 

Antibióticos de tetraciclina, incluindo DOX, têm sido utilizados para tratar doenças de 

reabsorção óssea, em parte por causa de sua atividade para suprimir osteoclastogênese 
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induzida pelo receptor ativador do fator nuclear Kappa B ligante (RANKL). Estudos 

anteriores relataram que a DOX é capaz de diminuir a perda óssea e aumentar a formação de 

osso (WILLIAMS et al., 1996). No entanto, o seu mecanismo inibitório permanece obscuro.  

Bettany et al. (2000) demonstraram que as TCs podem induzir diretamente a apoptose 

celular em osteoclastos (BETTANY et al., 2000). Além disso, Holmes et al. (2004) revelaram 

que a DOX pode regular a osteoclastogênese in vitro a partir de células mononucleares do 

sangue periférico estimuladas com receptor ativador de NF-kB ligante (RANKL) e colônia de 

macrófagos estimulando o fator (M-CSF). Esta evidência sugere que acumular TCs pode 

suprimir a reabsorção óssea através da inibição não só da atividade lítica da enzima de 

osteoclastos (isto é, a inibição da atividade MMPs), mas também a sua diferenciação em 

RANKL (HOLMES et al., 2004).  

A DOX é ativa contra uma ampla variedade de microrganismos Gram-positivos e 

Gram-negativos. É indicada em infecções causadas principalmente por microrganismos: 

Rickettsia, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Plasmodium falciparum, 

Campylobacter e outros. Quando a penicilina é contraindicada, a DOX é uma fármaco 

alternativo no tratamento de infecções causadas por Treponema pallidum, Clostridium sp, 

Actinomyces sp e outros. É útil como adjuvante na amebíase intestinal aguda, na acne severa e 

na conjuntivite de inclusão. É indicada na prevenção da leptospirose, no tratamento e 

prevenção seletiva da cólera, na prevenção da diarréia de viajante e da malária (TOLEDO, 

2007). 

Dentre as reações adversas: não deve ser utilizada durante a gravidez por atravessar a 

barreira placentária e ser encontrada nos tecidos fetais e no leite materno em doses 

relativamente altas, podendo provocar reações adversas graves no feto e lactentes. Quanto às 

interações medicamentosas, o uso concomitante de 200 mg de DOX com álcool, barbitúricos, 

carbamazepina e fenitoína pode causar a diminuição da sua meia-vida. As doses de DOX 

devem ser ajustadas em pacientes com doença hepática. Deve-se evitar o uso de DOX e de 

penicilina ao mesmo tempo e o uso concomitante de DOX e contraceptivos orais pode reduzir 

a eficácia destes últimos (TOLEDO, 2007). 
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2.5 Sistemas de liberação controlada de antimicrobianos 

 

Devido à natureza infecciosa da periodontite e aos limitados resultados algumas vezes 

encontrados com as terapias mecânicas convencionais, o uso de antibióticos é justificado para 

certas formas da doença ou para certos pacientes (BIDAULT et al., 2007). A administração de 

fármacos como coadjuvantes para o tratamento da periodontite pode ser realizada por via 

sistêmica ou local, através de irrigação subgengival ou com a inserção de fibras, tiras e géis 

para liberação de agentes antibacterianos no local. 

A administração sistêmica de fármacos fornece concentrações terapêuticas no local da 

infecção, mas por curtos períodos de tempo, obrigando o uso de doses repetidas e durante 

períodos mais longos. Além disso, apresenta uma série de desvantagens, já que é absorvida 

pela corrente sanguínea e distribuída pela circulação do paciente. As desvantagens são o alto 

risco de: 1) toxicidade; 2) resistência bacteriana; 3) interações com outros fármacos; 4) 

redução da colaboração do paciente (LIE et al., 1998;  SOMAYAJI et al., 1998). As altas 

doses de antibióticos sistêmicos levam ainda a outros efeitos colaterais, incluindo alergias e 

desordens gastro-intestinais (MAGNUSSON et al., 1994). A administração local de agentes 

antimicrobianos tem sido estudada pela possibilidade de minimizar ou eliminar as limitações 

da terapia sistêmica (CORTES et al., 2001;  FRANCO et al., 2003;  PATARO et al., 2003;  

DENADAI et al., 2007). 

A administração tópica de agentes antimicrobianos na forma de enxaguatórios bucais 

tem se mostrado efetiva no controle da placa dental supragengival. Entretanto, o acesso à 

bolsa periodontal e à microbiota subgengival é limitado e ainda ineficiente no controle da 

progressão da doença. A liberação local de agentes nas bolsas por meio de seringas de 

irrigação tem se mostrado eficiente contra a microbiota subgengival, mas clinicamente não 

tem se mostrado efetiva no controle da progressão da perda de inserção, provavelmente pelo 

curto tempo que a solução irrigadora permanece em contato com o ambiente da bolsa. Nesse 

sentido,  o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada utilizados subgengivalmente 

tem possibilitado a manutenção de efetivos níveis de agentes antimicrobianos dentro da bolsa 

periodontal por períodos prolongados de tempo. 

Sistema de liberação controlada é definido como um sistema onde o fármaco é 

liberado com um tempo prefixado. Quando um fármaco é aplicado neste tipo de sistema, seu 

nível sanguíneo se mantém dentro da faixa terapêutica durante um intervalo de tempo maior, 
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sendo mais eficaz do que formas convencionais. O nível terapêutico descreve um platô ao 

longo do tempo na dose terapêutica que diminui lentamente (Figura 5). Um exemplo dessa 

liberação acontece nos sistemas que empregam fármacos inclusos em ciclodextrinas 

(CORTES, 1999). 

Figura 5. Perfis de liberação de fármacos em função do tempo: controlada versus convencional. 

Fonte: http//:www.gerbras.com.br. 

 

Esse sistema de liberação controlada fornece um tratamento eficaz, de maior duração 

no local da infecção, em doses muito menores (PRAGATI et al., 2009;  PRAKASAM et al., 

2012) e consiste de um reservatório do fármaco e de um elemento limitante que controla o 

padrão de liberação do medicamento. Esses dispositivos têm se mostrado biocompatíveis, 

atenuando os efeitos tóxicos e colaterais dos fármacos. A aplicação desses sistemas aumenta a 

eficácia dos agentes antimicrobianos quando associadas ao tratamento periodontal mecânico 

(LANGER, 2003). Seu objetivo principal é que o antimicrobiano permaneça por tempo 

suficiente em contato com as bactérias para eliminá-las e/ou reduzir sua quantidade até um 

nível onde mecanismos de defesa do hospedeiro possam controlar a infecção. Têm sido 

utilizados para obter e manter saúde periodontal em conjunto com o tratamento mecânico, 

aumentando ou facilitando seu efeito, já que a liberação local pode atingir lugares na 

superfície radicular ou no cemento e dentina de raízes infectadas que não são acessíveis 

através da instrumentação manual (LÓPEZ, GAMONAL, 1998). Uma pequena redução na 

profundidade de sondagem pode reduzir a quantidade ou mesmo eliminar totalmente a 
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necessidade de se realizar cirurgia para determinado paciente, e ainda facilitar a manutenção 

da saúde periodontal para o mesmo. Dessa forma, antimicrobianos de uso local podem ter um 

papel importante em sítios que responderam pobremente à terapia mecânica. 

Para promover a liberação controlada de fármacos foram desenvolvidos dispositivos, 

biodegradáveis ou não, em forma de fibras, tiras e /ou géis para liberar agentes antibacterianos 

no local. Dispositivos biodegradáveis possuem a vantagem de reduzir a quantidade de visitas 

do paciente ao dentista, já que não precisam ser retirados do local. Dispositivos não-

biodegradáveis, apesar de proporcionarem melhor controle sobre o tempo de exposição da 

droga no local de ação, quando deixados no local por longos períodos de tempo podem se 

tornar um risco em potencial, já que podem ser considerados pelo organismo como corpos 

estranhos (SOSKOLNE, 1997).  Alguns exemplos de dispositivos de liberação controlada 

são: fibras contendo tetraciclina (GOODSON et al., 1991), gel com 2% de minociclina (VAN 

STEENBERGHE et al., 1993), metronidazol (NORLING et al., 1992) e digluconato de 

clorexidina (STEINBERG et al., 1990). Em estudos clínicos, estes sistemas de liberação 

controlada têm possibilitado modificar a microbiota subgengival e influenciar no 

restabelecimento dos níveis das margens gengivais (MAGNUSSON et al., 1994).    

A inclusão de fármacos em macromoléculas tem sido estudada para liberação 

controlada de antimicrobianos (LANGER, 2003). A inclusão molecular é um método 

farmacotécnico que melhora significativamente as propriedades de um medicamento já 

existente. Esse método tem como objetivo diminuir efeitos colaterais, diminuindo a 

concentração do medicamento e o número de aplicações de determinado arsenal terapêutico. 

As principais macromoléculas envolvidas no sistema de transporte de fármacos são: a 

albumina, os anticorpos monoclonais, as glicoproteínas e as ciclodextrinas (CDs). 

 

2.6  Ciclodextrinas 

 

Entre as estratégias encontradas na literatura visando melhorar as propriedades físico-

químicas e/ou biológicas de fármacos estão os compostos de inclusão (CORTES et al., 2001;  

TEIXEIRA, 2008). Substâncias largamente utilizadas para esse fim são as ciclodextrinas. 

Ciclodextrinas (CD) são carboidratos complexos, compostos de unidades de glicose, 

provenientes da hidrólise enzimática do amido, unidas por ligações tipo #-1,4, com estrutura 

semelhante a um tronco de cone (BRITTO et al., 2004) e formam complexos de inclusão com 
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diferentes fármacos, podendo apresentar características físicas diversas do medicamento 

padrão (UEKAMA et al., 1998). 

A inclusão de uma molécula ou fármaco na ciclodextrina pode alterar de forma 

considerável suas características, principalmente no sentido farmacocinético: melhora da 

solubilidade e estabilidade, redução de certos efeitos secundários (como odor e sabor 

desagradáveis), transformação do estado líquido para sólido, melhora da estabilidade das 

moléculas hóspedes inclusas contra hidrólise, oxidação, fotodecomposição e desidratação 

(CORTES, 1999). 

Ciclodextrinas naturais !, " e # (Figura 6) e seus derivados sintéticos, como a 

hidroxipropil-"-ciclodextrina, têm sido estudados pela sua capacidade de formar compostos 

de inclusão com moléculas alojadas em sua estrutura. Através da formação de compostos de 

inclusão, aumenta-se a estabilidade e/ou disponibilidade dos medicamentos a elas associados. 

Como resultado destas associações, atividade, solubilidade e seletividade das drogas 

aumentam, ao passo que são reduzidos seus efeitos adversos (UEKAMA et al., 1998). 

Biologicamente, as CDs naturais não apresentam toxicidade após administração oral e 

tópica, visto que, devido ao tamanho molecular (1000–2000 Da) e à característica hidrofílica 

não são absorvidas pela mucosa do trato gastrintestinal e pele (SZEJTLI, 1992). 
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Figura 6. Representação esquemática da estrutura das Ciclodextrinas naturais !, " e #. 

Fonte: Szejtli, 1992. 

 

Beta-ciclodextrinas (!-CD) contêm sete grupos de dextrose e são as mais utilizadas 

para formação de compostos de inclusão. Possuem 21 grupos oxidrilas, sendo 14 na parte 

hidrofílica e 7 na base menor. Essas ciclodextrinas são de baixo custo, encontradas em grande 

quantidade e apresentam características de interagir com várias substâncias. Estudos recentes 

mostraram que a !-CD possui efeito estabilizador na amoxicilina, quando é formado o 
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composto de inclusão (HIDAKA et al., 2010). Outra característica importante é o fato da 

ciclodextrina proteger o anel !- lactâmico da amoxicilina, evitando sua biodegradação 

(BISSON-BOUTELLIEZ et al., 2010). Essa ciclodextrina apresenta baixa solubilidade em 

água. Essa propriedade pode ser aumentada adicionando-se solventes e sais orgânicos, 

formando complexos de inclusão estáveis em relação à luz, calor e liberação de oxigênio. A 

hidroxipropil- !-ciclodextrina tem a vantagem de apresentar melhor solubilidade em água 

(CORTES, 1999). 

Diversos estudos têm mostrado o aumento do efeito antibacteriano, melhora da 

estabilidade e de várias outras propriedades de fármacos, quando associados à ciclodextrinas: 

Cortes et al (2001) concluíram que microrganismos orais (como o A.a.) eram mais 

susceptíveis aos compostos de inclusão de clorexidina:beta-ciclodextrina do que com 

clorexidina pura e também do que misturas mecânicas de clorexidina e ciclodextrina. Estes 

resultados poderiam ser explicados por duas razões: primeiro pela aderência destes compostos 

à parede celular bacteriana em função dos grupamentos OH presentes e segundo porque a 

ciclodextrina retardou a liberação da clorexidina.  

Franco et al (2003) estudaram a atividade antimicrobiana de compostos de inclusão de 

clorexidina: hidroxipropil-beta-ciclodextrina na proporção molar 1:2 contra A.a. e puderam 

concluir que a ciclodextrina modula a liberação de Clorexidina garantindo sua substantividade 

e liberação de maneira continua e biologicamente ativa, sem causar danos morfológicos à 

superfície dentinária.  

Pataro et al (2003) também estudaram a atividade antimicrobiana de complexos 

supramoleculares de tetraciclina:beta-ciclodextrina (TC:!-cd) na razão molar 1:1 contra A.a e 

puderam concluir que os compostos de inclusão de TC:!-cd inibem A.a numa concentração 

mais baixa que as usualmente observadas pela tetraciclina pura (a atividade antimicrobiana 

alcançada foi de 4% para tetraciclina pura e 1 % para os complexos supramoleculares).  

Alguns autores desenvolveram um sistema antimicrobiano de liberação controlada à 

base de PLGA ciclodextrina e clorexidina em microesferas e estudaram suas propriedades 

físico-químicas e atividade antimicrobiana in vitro contra A.a. Eles observaram que a 

liberação controlada de clorexidina se manteve durante duas semanas e que a clorexidina 

derivada do complexo estava sendo liberada em sua forma ativa e que a forma do chip 
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confeccionado foi capaz de manter zonas de inibição durante uma semana em testes de 

difusão em ágar (YUE et al., 2004).  

Ainda em 2004, pesquisadores avaliaram as propriedades físico-químicas, 

biocompatibilidade in vivo e a atividade antimicrobiana contra A.a. in vitro de um biovidro 

usado para liberação controlada de cloridrato de tetraciclina comparado a  outro contendo um 

complexo de inclusão de tetraciclina: beta-ciclodextrina na razão molar 1:1. Seus resultados 

mostraram que a atividade antimicrobiana dos biovidros aumentou quando estavam 

associados ao cloridrato de tetraciclina e à tetraciclina: beta-ciclodextrina, sendo esta ultima 

mais eficiente (DOMINGUES et al., 2004). 

Em 2007, Denadai et al. fizeram testes com compostos de inclusão de clorexidina: 

beta ciclodextrina para determinação da atividade antimicrobiana destes compostos para A.a e 

perceberam que nas mesmas concentrações de clorexidina (Cx) a atividade varia com a razão 

molar das misturas em solução (1:1; 1:2; 1:3 e 1:4). Assim em razões molares maiores de Cx 

como, Cx: !-cd 1:4 mostrava maiores zonas de inibição que os demais grupos; Todos os 

grupos apresentaram atividade antimicrobiana satisfatória e nenhum dos complexos 

apresentou diminuição do efeito da clorexidina pura. Ainda os autores sugerem que 64"g/mL 

do composto de inclusão, independente da razão molar empregada, era capaz de inibir o 

crescimento dos microrganismos estudados.   

He et al. (2011) prepararam uma formulação química e fisicamente estável de 

doxiciclina e hidroxipropil-!-ciclodextrina em um hidrogel para liberação oftálmica. Os 

resultados demonstraram que a inclusão da DOX pela HP!CD melhorou acentuadamente sua 

estabilidade em solução aquosa tanto em 8 como em 40oC. Os autores concluíram que a 

formulação de um complexo de inclusão de doxiciclina : HP!CD em um hidrogel representa 

um sistema de liberação oftálmica de DOX potencialmente eficaz. 

Consuegra et al. (2013) estudaram a atividade antimicrobiana de peptídeos 

antimicrobianos (AMPs) associados com !-ciclodextrinas na proporção molar de 1:1 contra 

cepas de Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e 

Fusobacterium nucleatum. Os autores concluíram que os compostos de AMPs / !-CD são 

mais eficazes para inibir as bactérias periodontopatogênicas do que os peptídeos não 

complexados e possuem a capacidade adicional de inibir a proliferação de células epiteliais, 

em concentrações não citotóxicas de osteoblastos e eritrócitos. 
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Devido ao grande número de estudos demonstrando a melhora das propriedades dos 

fármacos associados às ciclodextrinas, é de fundamental importância a pesquisa de novas 

associações com outros fármacos e o estudo desses em comunidades bacterianas que se 

aproximem mais com as situações encontradas in vivo,  já que a população microbiana oral é 

encontrada primariamente na forma de biofilmes (SUCI, YOUNG, 2011).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A periodontite constitui um grave problema de saúde pública constituindo uma das 

principais causas de perda dentária. Cerca de 47,2 % da população americana sofre de 

periodontite leve, moderada ou grave. Estima-se que as taxas de prevalência sejam de 

aproximadamente 70% para os adultos acima de 65 anos, superando outras doenças crônicas 

como as doenças cardiovasculares e o diabetes. No Brasil, a prevalência de doença 

periodontal (leve a moderada) não chega a 70%, porém aumenta também conforme o avanço 

da idade da população. Levando-se em conta o aumento da resistência bacteriana e a 

limitação das terapias existentes para o tratamento da doença é de grande relevância o estudo 

de novos agentes antibacterianos. Este estudo propõe o desenvolvimento de novos fármacos 

que apresentem menores efeitos colaterais e que sejam capazes de inibir a progressão dos 

biofilmes orais. Modificações na farmacocinética de antibióticos para liberação local têm 

demonstrado ser efetivas, ao passo que se reduzem os efeitos colaterais associados à aplicação 

sistêmica. Os sistemas de liberação controlada amoxicilina/hidroxipropil-!-ciclodextrina  e 

doxiciclina/hidroxipropil-!-ciclodextrina apresentam-se como alternativas ao uso de 

antibióticos utilizados via administração sistêmica. A inclusão de antibióticos em 

ciclodextrinas os protege da degradação e aumenta sua biodisponibilidade na bolsa 

periodontal, com efeitos colaterais mínimos. Essas características permitem que esses 

sistemas de liberação controlada possam ser utilizados como coadjuvantes no tratamento da 

periodontite, possivelmente eliminando bactérias resistentes, não susceptíveis ao tratamento 

mecânico convencional e ao tratamento com antibióticos sistêmicos. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivos Gerais 

Avaliar o composto de inclusão tipo hospedeiro-convidado entre a hidroxipropil-"-

ciclodextrina e a amoxicilina e doxiciclina em um modelo de biofilme dentário in vitro, 

visando à produção de novos dispositivos de liberação controlada para prevenção e/ou 

tratamento da periodontite.  

 

4.2 Objetivos específicos 

1. Preparar o sistema hospedeiro-convidado entre amoxicilina e hidroxipropil-"-

ciclodextrina e entre a doxiciclina e a hidroxipropil-"-ciclodextrina na razão molar 

1:1. 

2. Caracterizar físico-quimicamente os compostos de inclusão de amoxicilina e 

doxiciclina através de espectroscopia na região do infravermelho transformada de 

Fourier (FTIR) e ressonância magnética nuclear (RMN). 

3. Determinar a  concentração inibitória mínima dos antibióticos amoxicilina e 

doxiciclina, dos compostos de inclusão amoxicilina/hidroxipropil-"-ciclodextrina e 

doxiciclina/hidroxipropil-"-ciclodextrina e da hidroxipropil-"-ciclodextrina pura 

para cepa planctônica de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.  

4. Preparar biofilmes dentários in vitro de um dos principais patógenos periodontais: 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.  

5. Comparar a ação da amoxicilina e doxiciclina isoladas e dos compostos 

amoxicilina/hidroxipropil-"-ciclodextrina e doxiciclina/hidroxipropil-"-

ciclodextrina  frente aos biofilmes. 

6. Realizar microscopia eletrônica de varredura (MEV) para confirmar os testes de 

quantificação de biofilme pelo ensaio do Cristal Violeta e avaliar a integridade da 

membrana celular e alterações morfológicas causadas pelos tratamentos com 

fármacos. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Materiais 

 

O cloridrato de doxiciclina (DOX) e a amoxicilina tri-hidratada (AMOX) foram 

obtidos da Sigma-Aldrich® (St Louis, MO) e a hidroxipropil-"-ciclodextrina (Hp!Cd) da 

Cerestar®, Co. (Milwaukee, WI, USA). O caldo BHI (Brain Heart Infusion) e o extrato de 

levedura foram obtidos da Biobrás S.A. (Minas Gerais, Brasil) e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (ATCC 29522) da Fundação Oswaldo Cruz.   

 

5.2 Métodos 

 

5.2.1 Preparação dos compostos de inclusão 

 

Foram preparados os compostos de inclusão AMOX/Hp!CD e DOX/Hp!CD na razão 

molar 1:1 pelo processo de liofilização de soluções aquosas empregando-se o equipamento 

Savant Modulo D-Freeze Dryer da Thermo-Electron Corporation®, tomando como base os 

métodos previamente descritos na literatura para inclusão em ciclodextrinas (CORTES et al., 

2001). Foram preparadas, inicialmente, soluções aquosas de cloridrato de DOX (PM: 

480,99g/mol) e AMOX tri-hidratada (PM: 419,40g/mol) deixadas sob agitação constante a 

40º C durante meia hora, e foram acrescentadas a estas soluções aquosas de hidroxipropil-!-

ciclodextrina (PM: 1376g/mol) na massa indicada. A seguir, as soluções resultantes foram 

distribuídas em tubos Falcon de 15mL, congeladas em nitrogênio líquido e levadas à 

sublimação.  

Os compostos assim preparados serviriam como grupos teste para todos os 

experimentos tendo como controles os grupos: AMOX, DOX e  HpßCd.  



! *+!

!

A inclusão molecular foi confirmada através da espectroscopia na região do 

infravermelho transformada de Fourier (para AMOX e DOX) e da ressonância magnética 

nuclear (para DOX). 

 

5.2.2 Caracterização físico-química 

 

5.2.2.1 Análise no estado sólido - Espectroscopia de infravermelho transformada 

de Fourier (FTIR) 

 

As caracterizações no estado sólido da DOX, AMOX, HP!Cd, DOX/Hp!Cd e 

AMOX/Hp!Cd e das misturas físicas (PM) de AMOX e DOX com Hp!Cd em uma razão 

molar de 1:1 foram realizadas usando FTIR. As amostras foram preparadas como pastilhas de 

brometo de potássio (KBr) e o escaneamento foi realizado de 4000 a 400 cm-1 à uma 

resolução de 4 cm-1 utilizando-se 32 scans por amostra. Os espectros de FTIR foram 

registrados usando um espectrômetro Perkin Elmer (Spectrum GX; Perkin Elmer, Boston, 

MA, USA). 

 

5.2.2.2 Análise em solução – Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  

 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analítica através da qual é 

possível conhecer a disposição espacial de átomos ou grupos funcionais de moléculas ou 

ainda complexos, assim como dados relacionados à dinâmica molecular destes, avaliar 

interações moleculares que ocorrem, por exemplo, em sistemas do tipo hóspede - hospedeiro 

envolvendo ciclodextrinas. Neste caso a RMN poderá fornecer evidências da formação dos 

complexos de inclusão através do estabelecimento das constantes de formação e correlações 

espaciais.  

Desta forma os experimentos de hidrogênio são de grande importância na 

caracterização dos complexos supramoleculares através da análise da variação de 
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deslocamentos químicos em função da variação das espécies envolvidas. As variações mais 

significativas se referem aos núcleos que estão interagindo de forma mais efetiva e é resultado 

da complexação das espécies.  

O composto de inclusão DOX/Hp!Cd em solução foi caracterizado usando 

espectroscopia RMN em uma razão molar de 1:1. Experimentos de 1H NMR chemical shifts 

($) e 2D 1H-1H ROESY foram realizados utilizando-se um espectrômetro Brucker DPX-400 

Avance (400 MHz) à 300 K. As soluções analisadas incluíram 2.0 mM de DOX e 

DOX/Hp!Cd (1:1). Ambas soluções foram preparadas em D2O (Cambridge Isotope 

Laboratories, Inc.; 99.9 % de pureza isotrópica). O sinal HOD à $ = 4.80 foi usado como 

referência. Nenhuma formação sólida foi observada nas soluções durante a análise. Os 

experimentos 2D 1H-1H ROESY foram registrados com um bloqueio de rotação de 600 ms, o 

que foi calculado previamente ao longo da sequência de recuperação de inversão (RAHMAN, 

1989;  WERNER, 1994). As amostras para este experimento foram preparadas usando o 

método de liofilização, como descrito anteriormente. Antes da análise por ROESY, o espectro 

de 1 H RMN da DOX foi atribuído de acordo com Guerra et al. (GUERRA et al., 2006) e o 

espectro de 1H RMN da DOX/Hp!Cd foi atribuído de acordo com Schneider et al. 

(SCHNEIDER et al., 1998). 

 

5.2.3 Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 

A concentração inibitória mínima para bactérias planctônicas foi determinada pelo 

método de microdiluição em caldo, de acordo com as normas do National Commitee for 

Clinical Laboratory Standards (WIEGAND et al., 2008;  CLSI, 2011).  

Descrição do método: cepas de Aa foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion 

(BHI) suplementado com extrato de levedura 0,5%, e incubadas em condições anaeróbicas 

(10% de CO2, 90% N2) a 37° C durante 24 h. Após a incubação, as bactérias foram 

preparadas em caldo BHI suplementado com extrato de levedura baseando-se na densidade 

óptica usando o espectrofotômetro ajustado a 610 nm, com uma leitura de absorbância de 0,08 

correspondendo a 0.5 na escala de turbidez de McFarland (SLOTS, TING, 1999), o que indica 

a presença de 1,5 % 108 unidades formadoras de colônias (UFC) / mL . Após realizada a 

microdiluição dos antibióticos AMOX e DOX, dos compostos de inclusão DOX/Hp!Cd e 
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AMOX/Hp!Cd e da Hp!Cd sozinha de 128µg/mL até 0,25µg/mL, em placas 96 poços, foi 

adicionado 50 µL de Aa em cada poço e as placas foram incubadas a 37 º C por um período 

de 24h. Como controle positivo foi utilizado 50 µL  de caldo BHI suplementado com extrato 

de levedura e 50 µL de Aa. Como controle negativo foi utilizado somente o caldo BHI 

suplementado (100 µL). A concentração inibitória mínima foi definida como a concentração 

mais baixa de antimicrobiano que impedia o crescimento visível do microrganismo, 

determinada por um espectrofotômetro à 610nm (WIEGAND et al., 2008).  

Foi feita a normalização das concentrações dos fármacos, assim, todos os compostos 

testados tinham a mesma concentração do fármaco puro, somente variando a quantidade de 

ciclodextrina. Todos os testes foram realizados em triplicatas, duas vezes. 

 

5.2.4 Formação do Biofilme de Aa 

 

O método de formação de biofilme de Aa em placas de 96 poços foi adaptado a partir 

da metodologia empregada em estudos prévios: Fletcher, 1977; O’Toole et al., 1999; Yang et 

al., 2006 e Erriu et al., 2012. O método modificado foi realizado seguindo as seguintes etapas: 

cepas de Aa foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com extrato 

de levedura 0,5%, e incubadas em condições anaeróbicas (10% de CO2, 90% N2) a 37° C 

durante 24 h. Após a incubação, as culturas foram diluídas na proporção de 1:20 em caldo 

BHI suplementado com 0,5% de extrato de levedura baseando-se na densidade óptica usando 

o espectrofotômetro ajustado a 610 nm, com uma leitura de absorbância de 0,1 ± 0,02 

(correspondendo a um valor entre 107e 107,4 UFC/mL). 0,2 mL da cultura diluída foram 

adicionados à placas de 96 poços de poliestireno (não tratadas, estéreis, de fundo chato) 

(TPP® Suíça) e incubadas em condições anaeróbicas a 37° C durante 24 h. Desta forma, 

permitiu-se que as bactérias se aderissem ao fundo da placa e que as mesmas pudessem 

crescer e se multiplicar durante o período de 24 horas, formando um biofilme maduro 

(FLETCHER, 1977;  O'TOOLE et al., 1999;  YANG et al., 2006;  ERRIU et al., 2012) .  
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5.2.5 Quantificação da Biomassa de Biofilme pelo ensaio do Cristal Violeta e 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima de Biofilme (MBIC) 

 

Após a formação do biofilme de Aa, previamente descrita, o meio (caldo BHI 

suplementado com extrato de levedura) foi removido e os poços foram lavados três vezes com 

200µL de solução tampão de PBS (0,1M, pH 7,4) utilizando-se pipeta multicanal. Foram 

inseridos nos poços, no lugar do caldo BHI, os agentes antimicrobianos AMOX, DOX , 

DOX/Hp!Cd e AMOX/Hp!Cd nas concentrações de 1, 2, 20 e 200 µg/mL para todos eles. 

Como controle positivo, o meio do biofilme foi trocado por um novo meio (BHI + extrato de 

levedura) e como controle negativo foi utilizado somente o caldo BHI suplementado, sem 

bactéria. Após 4, 16 e 24h de incubação, a biomassa de biofilme foi avaliada por um ensaio de 

Cristal Violeta.  

A figura 7 mostra o ensaio de Cristal Violeta utilizado para quantificar a biomassa de 

biofilme, como descrito por vários autores (PRESTERL et al., 2005;  BURTON et al., 2007;  

ERRIU et al., 2012). Após a incubação dos biofilmes com os agentes antimicrobianos em 

momentos pré-definidos (4, 16 e 24h), o meio foi removido e os poços foram novamente 

lavados três vezes com 200µL de solução tampão de PBS (0,1 M, pH 7,4), deixando-se secar 

por 15 minutos. Os biofilmes restantes nos poços foram então corados com 200µL de Cristal 

Violeta 0,1% durante 30 minutos à temperatura ambiente. Feito isso, retirou-se com cuidado o 

Cristal Violeta dos poços (com pipeta multicanal), e lavaram-se os poços novamente, três 

vezes com PBS. Este procedimento permitiu retirar todo o Cristal Violeta não fixado às 

bactérias e também bactérias que não estavam aderidas ao biofilme. Deixou-se os poços 

secarem ao ar durante 15 minutos e então foi adicionado ácido acético (200µL, 33%v:v) com 

o intuito de solubilizar o Cristal Violeta remanescente. A formação de biofilme foi 

representada pela análise da absorbância realizada com um espectrofotômetro a 620 nm. 
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Figura 7: Placa de 96 poços. Ensaio do Cristal Violeta após 16 horas de exposição aos agentes 
antimicrobianos. Colunas 1 a 5 de A a C: AMOX/Hp!Cd 0,5; 1; 2; 20 e 200µg/mL, respectivamente.  
Colunas 6 a 10 de A a C: AMOX 0,5; 1; 2; 20 e 200µg/mL, respectivamente. Colunas 1 a 5 de E a G: 
DOX/Hp!Cd 0,5; 1; 2; 20 e 200µg/mL, respectivamente. Colunas 6 a 10 de E a G: DOX 0,5; 1; 2; 20 
e 200µg/mL, respectivamente. Coluna 11: Controle positivo.  

 

 

A biomassa de biofilme restante foi dada pela seguinte equação modificada de Pereira 

et al. (PEREIRA et al., 2012):  

%B.b. = ODw x 100 

        ODc 

Onde % B.b é a porcentagem de biomassa de biofilme, ODw é o valor OD620nm para 

os grupos teste e ODc é o valor OD620nm para o controle positivo.  

Os agentes antimicrobianos foram considerados eficazes quando os valores de 

biomassa de biofilme foram iguais ou inferiores a 50% do controle positivo (concentração 

inibitória mínima de biofilme em 50% = MBIC50) (PETTIT et al., 2009). 
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5.2.6 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Os procedimentos normalizados para MEV foram utilizados para verificar o 

crescimento de biofilme bacteriano e para avaliar a integridade da membrana celular e 

alterações morfológicas causadas pelos tratamentos com fármacos (HAASE et al., 2006). Para 

tanto, biofilmes foram cultivados sob condições anaeróbias por 24h, como descrito 

anteriormente, sobre lamínulas tratadas com poli-L-lisina, em placas de 24 poços. Após 

incubação, os agentes antimicrobianos substituíram o meio na concentração de 1µg/mL para 

DOX e  DOX/Hp!Cd e 2µg/mL para AMOX e AMOX/Hp!Cd. Como controle positivo, o 

meio do biofilme foi trocado por um novo meio (BHI + extrato de levedura). Após 24 horas 

de incubação em condições anaeróbias a 37 ° C, as lamínulas foram fixadas durante 24 h 

numa solução contendo 2,5% de glutaraldeído. As lamínulas foram lavadas em 0,1 M de 

tampão de cacodilato (pH 7,3) e desidratadas numa série graduada de etanol. Posteriormente, 

as lamínulas foram submetidas ao ponto crítico de secagem com CO2, revestimento com ouro 

(espessura aprox. 10 nm), e examinadas em microscópio Zeiss DSM 960A elétron. 

 

5.2.7 Análise Estatística 

 

Os dados apresentados neste trabalho são o resultado de, no mínimo, duas triplicatas 

de cada experimento. As médias e desvios padrão dos resultados foram calculados e 

analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software®, CA, USA). A partir 

dos dados obtidos foram realizadas análises estatísticas pelo método análise das variâncias 

(ANOVA), seguido pelo método de Bonferroni para verificar as diferenças entre os grupos 

em que os valores de p & 0,05, foram considerados significativos. 
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6.  RESULTADOS 

 

6.1 Caracterização dos compostos de amoxicilina/hidroxipropil-!-ciclodextrina 

(AMOX/Hp!Cd) e doxiciclina/hidroxipropil-!-ciclodextrina (DOX/Hp!Cd) na 

proporção molar 1:1 

 

 6.1.1 Espectroscopia na região do infravermelho transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

Foram obtidos espectros de FTIR para caracterizar as interações entre AMOX e 

Hp!Cd e entre DOX e Hp!Cd no estado sólido. A complexação entre AMOX/Hp!Cd e 

DOX/Hp!Cd pode ser inferida através da comparação dos espectros de FTIR dos fármacos 

livres,  das misturas físicas (PM), da Hp!Cd e dos compostos de inclusão. 

O espectro de FTIR do composto de inclusão AMOX/Hp!Cd não se sobrepõe com os 

espectros FTIR de qualquer das espécies livres, ou com a PM da AMOX e Hp!Cd (Figura 8). 

Frequências mais baixas 1,664 cm-1 para o anel !-lactâmico $C=O foram observadas para 

AMOX/Hp!Cd, quando comparada com AMOX livre, que mostrou forte absorção a 1,782 

cm-1. Não foram observadas mudanças de frequências para $asCOO
' (1,582 cm'1). Estes dados 

sugerem que tanto o grupo carbonil !-lactâmico e o carboxilato podem estar envolvidos na 

complexação da AMOX/Hp!Cd. Além disso, estes resultados estão de acordo com os de 

Bisson-Boutelliez et al. (BISSON-BOUTELLIEZ et al., 2010). 
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Figura 8. Espectro FTIR de AMOX, mistura física (PM) de AMOX e HP!CD, AMOX/HP!CD (1:1) 
e HP!CD.  

 

O espectro de FTIR do composto de inclusão de DOX/Hp!Cd (Figura 9) não se 

sobrepõe nem com o espectro de FTIR das espécies livres, nem com a mistura física (PM) de 

DOX/Hp!Cd. As interações entre a DOX e a Hp!Cd foram verificadas com as alterações 

observadas nas bandas de absorção N-H e O-H. Estes incluíram picos mais nítidos para 

DOX/Hp!Cd em comparação com a Hp!Cd livre e PM, sugerindo que há uma redução no 

número total de ligações de hidrogênio na complexação. Reduções nas curvas angulares e 

axiais DOX C-O a 1175 cm-1 e 1130 cm-1 foram observadas, bem como nitidez de trechos 

C=O and C=C DOX a 1700 e 1600 cm-1. Estes dados sugerem que uma forte perturbação do 

grupo CONH2 da DOX ocorre no estado sólido, como uma consequência tanto da ligação 

quanto da quebra de ligações de hidrogênio quando ocorre a inclusão de DOX em Hp!Cd. 

Além disso, estes resultados estão em conformidade com os de He et al. (HE et al., 2011).  

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e

 /
 %

Wavenumber (cm
-1
)

 HP!CD

AMX/HP!CD

 PM

 AMX

! !



! +)!

!

 

Figura 9. Espectro FTIR de DOX, mistura física (PM) de DOX e HP!CD, DOX/HP!CD (1:1) e 
HP!CD.  

 

6.1.2 Ressonância Magnética Nuclear (RMN 2D 1H-1H ROESY) 

 

Através da observação de RMN 2D 1H-1H ROESY, interações intra e inter-

moleculares de grupos funcionais com 5Å um do outro podem ser detectadas (DE 

ALVARENGA et al., 2004;  DENADAI et al., 2010;  LULA et al., 2012). Neste estudo, as 

experiências de ROESY identificaram interações específicas que ocorrem entre a DOX e a 

Hp!Cd após a formação do composto supramolecular, e essas interações forneceram 

informações valiosas sobre o possível mecanismo de inclusão na cavidade da Hp!Cd. A 

Figura 9 mostra as interações dipolares de prótons entre DOX e Hp!Cd, sugerindo a 

complexação da DOX. O mapa de contorno expandido de ROESY mostrou correlações 

cruzadas entre os picos de hidrogênios de DOX aromáticos H7D, H8D e H9D (na região do $ 

( 6,5 to 7,6) com os hidrogênios H3, H5 e H6 da Hp!Cd (Figura 10). Além disso, a 

correlação cruzada de picos, o que poderia sugerir a inclusão pelo lado alifático, não foi 

observada. Os resultados indicam inclusão preferencial do lado aromático da DOX em 

! !
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Hp!Cd. Estes resultados estão de acordo com a interação anteriormente encontrada entre 

DOX e !Cd por Soares et al., 2013 (resultados não publicados). 

 

 

Figura 10 – Vista expandida do mapa de contorno RMN 2D-ROESY (400 MHz, spin lock = 
600 ms) obtido do sistema DOX/ Hp!Cd /D2O  

 

6.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC)  

 

Os fármacos AMOX e DOX puros exibiram atividade antimicrobiana contra A.a em 

concentrações iguais ou superiores à 2µg/mL. Os compostos de inclusão AMOX/Hp!Cd e 

DOX/Hp!Cd (1:1 molar) exibiram maior atividade antimicrobiana quando comparados aos 
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antibióticos sozinhos, (1µg/mL e 0,5µg/mL, respectivamente) enquanto a Hp!Cd sozinha não 

apresentou atividade antimicrobiana nas concentrações testadas (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima de amoxicilina (AMOX), doxiciclina (DOX), compostos 
de inclusão AMOX/Hp!Cd e DOX/Hp!Cd ("g/mL) na razão 1:1 molar e Hp!Cd contra 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a) na forma planctônica. 

Grupos MIC (µg/mL) MIC (µmol/L) 

AMOX 2.0 4,7 

DOX 2.0 4,1 

AMOX/Hp!Cd 1.0 0,58 

DOX/Hp!Cd 0.5 0,27 

Hp!Cd ------ ------ 

 

 

6.3 Quantificação da Biomassa de Biofilme pelo ensaio do Cristal Violeta e 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima de Biofilme (MBIC) 

 

O composto AMOX/Hp!Cd (200µg/mL) foi o único antimicrobiano capaz de inibir 

estatisticamente o crescimento do biofilme de Aa quando comparado com a AMOX sozinha 

em todas as concentrações testadas e com o composto nas concentrações de 1, 2 e 20µg/mL 

(p=0,01). Nenhuma concentração de AMOX pura ou do composto AMOX/Hp!Cd foram 

capazes de remover pelo menos 50% de biomassa de biofilme após 4h de exposição aos 

agentes antimicrobianos (Figura 11A). 

Aa foi susceptível à maioria das concentrações testadas de AMOX (1-20µg/mL) e à 

todas as concentrações de AMOX/Hp!Cd (1-200µg/mL) após 16h de exposição, mostrando 

significativa redução de biofilme. AMOX (1-20µg/mL) e AMOX/Hp!Cd  (2 e 200 µg/mL) 

alcançaram  a concentração inibitória mínima de 50% de biofilme (MBIC50), sendo que o 

composto AMOX/Hp!Cd na concentração de 1µg/mL obteve uma redução de 48% de 

biomassa de biofilme e não apresentou diferença estatística quando comparado com AMOX 

pura na mesma concentração. As concentrações de 2µg/mL de AMOX e de AMOX/Hp!Cd 
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foram as mais eficazes contra os biofilmes de Aa (61% e 62% de remoção do biofilme, 

respectivamente) (Figura 11B). 

Após 24 horas em contato com biofilme de Aa, a AMOX pura e o composto 

AMOX/Hp!Cd não atingiram 50% de redução do biofilme, embora o composto tenha obtido 

melhores valores de redução em todas as concentrações testadas, especialmente com 2, 20 e 

200µg/mL (p<0,05) quando comparado com o antibiótico sozinho. O composto 

AMOX/Hp!Cd na concentração de 2µg/mL obteve os melhores resultados contra o biofilme 

de Aa (42% de remoção do biofilme, p<0,05) quando comparado ao antibiótico sozinho com 

a mesma concentração de AMOX, apresentando uma redução de biomassa 17,93% maior. O 

composto nas concentrações de 2 e 20µg/mL foi estatisticamente melhor do que o antibiótico 

não complexado (Figura 11C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



! +$!

!

 

 

Figura 11. Gráficos da biomassa de biofilme (%) de A.a após tratamento com AMOX e 1:1 
AMOX/Hp!Cd após 4h (A), 16h (B) e 24h (C) de exposição obtidos através do teste de cristal violeta. 
AMOX foi normalizada em todos os grupos nas concentrações de 1, 2, 20 e 200µg/mL. Médias ± 
desvio padrão para duas triplicatas estão ilustradas. * Indica significância estatística quando 
comparada com o controle positivo (p<0.05). ** Indica significância estatística de um grupo teste em 
relação ao outro na mesma concentração de AMOX (p<0,05). 
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As concentrações de 1 e 2µg/mL de DOX e 2 e 200µg/mL do composto DOX/Hp!Cd 

foram capazes de inibir estatisticamente o crescimento do biofilme (p<0,05), sendo que as 

concentrações de 1µg/mL de DOX e 200µg/mL do composto atingiram a concentração 

inibitória mínima de biofilme (MBIC50) sendo consideradas as mais eficazes após 4h (Figura 

12A). 

 Aa foi susceptível a todas as concentrações testadas de DOX e DOX/Hp!Cd após 16h 

de exposição mostrando significativa redução do biofilme (p<0,05). O composto 

DOX/Hp!Cd, nas concentrações de 2 e 200µg/mL foi eficaz contra o biofilme, enquanto a 

DOX sozinha teve o mesmo efeito apenas na concentração de 2µg/mL (MBIC50). As 

concentrações de  2 e 200µg/mL de DOX/Hp!Cd proporcionaram uma maior redução do 

biofilme, quando comparado com a mesma concentração de antibiótico não complexado 

(p<0,05), sendo a concentração de  2µg/mL  de DOX/Hp!Cd considerada a mais eficaz no 

tempo de 16h (Figura 12B).  

Após 24 horas em contato com os biofilmes de Aa, o composto DOX/Hp!Cd inibiu 

estatisticamente os biofilmes de Aa em todas as concentrações testadas, enquanto a DOX 

inibiu somente na concentração de 1µg/mL (P<0,05). A DOX pura e o composto 

DOX/Hp!Cd, ambos na concentração de 1µg/mL, atingiram pelo menos 50% de redução do 

biofilme, enquanto que o composto de inclusão também foi eficaz (MBIC50) na concentração 

de 2µg/mL. O composto na concentração de 200µg/mL  foi estatisticamente melhor do que o 

antibiótico não complexado. Não houve diferença estatística entre todas as concentrações 

testadas de compostos de inclusão. A DOX e o composto DOX/Hp!Cd  na concentração de 

1µg/mL foram considerados os mais eficazes no tempo de 24h, sendo que o composto 

apresentou inibição de biomassa 11,13% maior do que o antibiótico puro (Figura 12C). 
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Figura 12. Gráficos da biomassa de biofilme (%) de A.a após tratamento com DOX e 1:1 
DOX/Hp!Cd após 4h (A), 16h (B) e 24h (C) de exposição obtidos através do teste de cristal violeta. 
DOX foi normalizada em todos os grupos nas concentrações de 1, 2, 20 e 200µg/mL. Médias ± desvio 
padrão para duas triplicatas estão ilustradas. * Indica significância estatística quando comparada com o 
controle positivo (p<0.05). ** Indica significância estatística de um grupo teste em relação ao outro na 
mesma concentração de DOX (p<0,05). 
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6.4 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 Micrografias de bactérias tratadas com fármacos nas concentrações de 2µg/mL para 

AMOX e AMOX/Hp!CD, após 24 horas de exposição a biofilmes de Aa de 24h são 

apresentadas na figura 13. As micrografias corroboram com os resultados obtidos pelo ensaio 

do cristal violeta. 

 A partir das imagens observadas pela microscopia eletrônica de varredura observou-se 

que todas as concentrações testadas de agentes antimicrobianos foram capazes de inibir os 

biofilmes de Aa, quando comparado com o controle, após 24h. No entanto, o composto de 

inclusão mostrou reduções significativas na quantidade de biofilme de Aa quando comparados 

com os antibióticos puros na mesma concentração (Figura 13 A1 e B1). 

 Biofilmes formados pelo microrganismo Aa consistem em uma matriz de 

exopolissacarídeos e bactérias em reprodução (Figura 13 e 14 controle 1 e 2). Bactérias em 

biofilmes são encontradas em pequenos aglomerados de células semelhantes a ilhotas (Figura 

13 e 14 controle 1). O aparecimento de rupturas na superfície de algumas células, bem como a 

presença de alguns resíduos de membrana em torno das células (Figura 13 A2 e B2), foram as 

alterações morfológicas inicialmente observadas. Ruptura celular com extravasamento de 

material intracelular também foi observado nos grupos testes. O composto 1:1 

AMOX/Hp!CD apresentou melhor efeito antimicrobiano (Figura 13 B1 e B2). 
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Figura 13. Microscopia eletrônica de varredura de biofilmes de Aa não tratados (controle 1 e 2), 
bactérias tratadas com 2µg/mL de AMOX (A1 e A2) e 2µg/mL de AMOX/Hp!Cd (B1 e B2) após 24h 
de exposição a um biofilme de Aa de 24h. Micrografias dos grupos Controle 1, A1 e B1 estão 
apresentados em uma ampliação de 1000x, enquanto Controle 2, A2 e B2 estão apresentados em uma 
ampliação de 10000x. 

 

 Micrografias de bactérias tratadas com fármacos nas concentrações de 1µg/mL para 

DOX e DOX/Hp!CD após 24 horas de exposição a biofilmes de Aa de 24h são mostrados na 

figura 13. As micrografias corroboram com os resultados obtidos pelo ensaio do cristal violeta. 

 A partir das imagens observadas pela microscopia eletrônica de varredura observou-se 

que todas as concentrações testadas de agentes antimicrobianos foram capazes de inibir os 

biofilmes de Aa, quando comparado com o controle, após 24h. No entanto, o composto de 

inclusão mostrou reduções significativas na quantidade de biofilme de Aa quando comparados 

com os antibióticos puros na mesma concentração (Figura 14 C1 e D1). 

 Rupturas na superfície de algumas células, bem como a presença de alguns resíduos de 

membrana em torno das células (Figura 14 C2 e D2), foram as alterações morfológicas 

comumente observadas. A ruptura celular com o extravasamento de conteúdo intracelular foi 

observado nos grupos testes. O composto 1:1 DOX/Hp!CD apresentou o melhor efeito 

antimicrobiano (Figura 14 D1 e D2), inclusive quando comparado com as concentrações de 

2µg/mL de AMOX e AMOX/Hp!CD (Figura 13 A1, A2, B1 e B2). 
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Figura 14. Microscopia eletrônica de varredura de biofilmes de Aa não tratados (controle), bactérias 
tratadas com 1µg/mL de DOX (C1 e C2) e 1µg/mL de DOX/Hp!Cd (D1 e D2) após 24h de exposição 
a um biofilme de Aa de 24h. Micrografias dos grupos Controle 1, C1 e D1 estão apresentados em uma 
ampliação de 1000x, enquanto Controle 2, C2 e D2 estão apresentados em uma ampliação de 10000x. 
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7.  DISCUSSÃO 

!

A complexação de AMOX e DOX com Hp!CD é proposta como uma estratégia 

farmacotécnica para melhorar a os fármacos já existentes em algumas de suas propriedades, 

tais como estabilidade, solubilidade, taxa de dissolução e biodisponibilidade. Este estudo 

aborda a caracterização físico-química dos compostos de AMOX/Hp!CD por FTIR e 

DOX/Hp!CD por FTIR e RMN e os seus efeitos antibacterianos em um modelo de biofilme. 

A capacidade de formar biofilmes pode ser um fator de virulência das bactérias e pode 

contribuir para o desenvolvimento de formas mais graves da doença periodontal (PRESTERL 

et al., 2005). O Aa foi escolhido como modelo de estudo porque é um microrganismo 

associado: à formas agressivas da periodontite localizada e generalizada, à periodontite 

crônica (ROMAN-TORRES et al., 2010) e à doenças persistentes, como a periodontite 

refratária (SLOTS, TING, 1999). Esta bactéria apresenta alta resistência aos agentes 

antimicrobianos, quando associada a outros microrganismos em biofilmes (FERES et al., 

1999;  MADINIER et al., 1999;  VAN WINKELHOFF et al., 2005;  KULIK et al., 2008;  

ARDILA et al., 2010).  

Fármacos como AMOX e DOX são utilizados por administração sistêmica para o 

controle da infecção periodontal. Questiona-se, no entanto, se doses suficientes podem atingir 

o local da infecção com a terapêutica usualmente utilizada (CHADHA, BHAT, 2012). As 

formulações de liberação controlada de fármacos com ciclodextrinas mostram-se como 

alternativas promissoras (PRAGATI et al., 2009), uma vez que elas proporcionam um 

tratamento eficaz e mais prolongado no local da infecção, em doses muito menores 

(PRAGATI et al., 2009;  PRAKASAM et al., 2012). 

A eficácia de antibióticos quando usados como a única terapia para tratar a doença 

periodontal é controversa. Lopez et al. (2006) mostraram uma abordagem incomum no 

tratamento da periodontite crônica em pacientes não tratados previamente: a administração de 

amoxicilina e metronidazol em um grupo e raspagem e alisamento radicular em outro. 

Resultados benéficos similares foram observados em ambos os grupos, sugerindo a eficácia 

da monoterapia com antibiótico (LOPEZ et al., 2006). Alguns autores, porém, discordam e 

questionam essa metodologia (FERES-FILHO et al., 2006;  MOMBELLI, 2006). Por outro 

lado,  muitos estudos têm mostrado que um sistema terapêutico coadjuvante de AMOX e 
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DOX tem efeitos antimicrobianos mais favoráveis do que a terapia mecânica sozinha (SLOTS, 

TING, 1999;  CHADHA, BHAT, 2012). Neste estudo foi mostrado a atividade antibacteriana 

de AMOX/Hp!CD e DOX/Hp!CD contra biofilmes de Aa comparados ao longo de diferentes 

tempos. A eficácia destes compostos foi demonstrada pela grande diminuição na porcentagem 

de biomassa do biofilme. 

A capacidade da AMOX e DOX em eliminar microrganismos durante um curto 

período de tempo (4-24h), está de acordo com estudos prévios (MEGRAUD et al., 1991;  

GAD et al., 2008;  CHADHA, BHAT, 2012). Neste estudo, no grupo de 24 horas, uma 

pequena concentração de AMOX/Hp!CD (2µg/mL) e DOX/Hp!CD (1µg/mL) mostrou 

notável redução dos biofilmes de Aa. Isto pode ser devido a um efeito prolongado destes 

agentes antimicrobianos em função da inclusão em ciclodextrina. Essas concentrações de 

AMOX/Hp!CD e DOX/Hp!CD correspondem ao dobro dos valores encontrados para o MIC 

desses compostos em bactérias planctônicas. Estes valores de MIC mais elevados eram 

esperados, uma vez que as bactérias em biofilmes são mais resistentes aos antibióticos do que 

bactérias livres (WALKER, SEDLACEK, 2007). Quanto aos valores de MIC dos antibióticos 

puros para bactérias livres (AMOX e DOX = 2µg/mL) foi encontrado valores de acordo com 

estudos prévios (EICK et al., 2004;  KAUR et al., 2011).  

Ao observar o tempo de 16h, notamos que o composto DOX/Hp!CD foi eficaz na 

concentração de 2µg/mL. Sugere-se que houve uma liberação mais rápida da DOX do que da 

AMOX e seu efeito foi mantido até 24 horas, devido a sua estrutura polar, já que a DOX tem 

mais afinidade com a solução do que com a membrana, por isso há maior liberação do 

fármaco para o sistema. Os resultados mostraram que em todos os tempos testados, o 

composto AMOX/Hp!CD seguiu uma tendência similar, mas foi menos eficaz em atingir a 

biomassa bacteriana total. Isto poderia ser explicado em função da baixa solubilidade da 

AMOX quando comparado com a DOX e, por outro lado, o Aa pode ser mais resistente a esse 

fármaco. No tempo de 24h observamos que, ao contrário da AMOX/Hp!CD, as 

concentrações de 1 e 2µg/mL de  DOX/Hp!CD conseguiram reduzir pelo menos 50% de 

biomassa de biofilme, o que nos sugere estudos futuros para aplicação clínica do composto de 

DOX com Hp!CD. 

A melhor eficácia da DOX em relação à AMOX em biofilmes também pode ser 

comprovada no estudo de Yang et al., 2006. Os autores demonstraram que a AMOX exibiu 

pouca inibição de exopolissacarídeos, proteínas e lipídeos do biofilme, em contraste com os 
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outros antibióticos, e que a DOX, por outro lado, demonstrou maior inibição de ácidos 

nucleicos (YANG et al., 2006). Os resultados do estudo de Oettinger-Barak et al. (2013) 

também comprovaram a melhor eficácia da DOX em relação à AMOX + metronidazol em 

biofilmes de Aa, sendo a DOX cerca de 10 vezes mais eficiente. Este fato já era esperado pois, 

apesar da AMOX e da DOX possuírem amplos espectros, a AMOX não é muito efetiva contra 

microrganismos gram-negativos. Além disso a DOX possui, além da sua atividade 

antimicrobiana, atividade anti-inflamatória, inibindo a produção e atividade das 

metaloproteinases, inibindo a reabsorção óssea e estimulando a sua formação e sequestrando 

as ROS. A estrutura química com grupos hidroxilas (OH), ainda, confere um caráter muito 

reativo ao composto de inclusão, possivelmente estabelecendo ligações com a membrana 

bacteriana e subprodutos do metabolismo no interior do biofilme. 

O nosso estudo demonstrou que, com a inclusão da AMOX em ciclodextrina, foi 

possível diminuir a dose utilizada de 200 para 2µg/mL (dose 100 vezes menor) para inibição 

de biofilme de Aa após 24 h. A mesma dose de DOX e do composto DOX/Hp!CD (1µg/mL) 

foi eficaz na redução da biomassa bacteriana após 24 h, porém o composto obteve uma 

redução 11,13% maior de crescimento bacteriano. Estes resultados mostram que é possível 

uma redução da dose utilizada quando a liberação controlada com ciclodextrinas é aplicada. A 

dose de AMOX usada para avaliar a inibição de um biofilme oral de Actinomyces viscosus, 

Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Neisseria subflava e Agregatibacter 

Actinomycetemcomitans em um estudo prévio foi de 97µg/mL. Entretanto, os autores nesse 

estudo não conseguiram uma inibição satisfatória do biofilme com essa dose de AMOX 

(YANG et al., 2006). Em outro estudo utilizando AMOX + metronidazol os autores 

encontram o valor de MBIC para um biofilme de Aa de 20,2µg/mL (OETTINGER-BARAK 

et al., 2013). Estes valores são bem superiores aos encontrados com o composto 

AMOX/Hp!CD (2µg/mL).  

A dose de DOX pura necessária para inibição de biofilme de Aa em estudos prévios 

também variou bastante. No estudo de Oettinger-Barak et al. (2013) os autores encontraram 

um valor de MBIC de 2,1µg/mL para doxiciclina pura em biofilmes de Aa. Já outro estudo 

mostrou ser necessário uma dose de DOX pura de 20µg/mL para se alcançar a concentração 

inibitória mínima de biofilme de Aa (EICK et al., 2004). Esses valores são bem superiores aos 

encontrados em nosso estudo com o composto de inclusão DOX/Hp!CD (1µg/mL). É 

importante ressaltar que a inibição do crescimento do biofilme após 24 h pode ser um 

adjuvante importante para a resposta do sistema imune contra organismos patogênicos. 
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As alterações morfológicas iniciais observadas pela MEV foram o aparecimento de 

rupturas na superfície de algumas células ou resíduos da membrana extracelular encontrados 

em volta das células (Figuras 13 e 14 A2, B2, C2, D2). Isto indica que a membrana 

extracelular bacteriana foi rompida com extravasamento de material intracelular, 

provavelmente devido a uma interação direta entre a membrana celular e os compostos de 

inclusão de AMOX e DOX. Isto está de acordo com Loftsson et al. (2007), que compararam 

os efeitos de ciclodextrinas na liberação de drogas através de membranas biológicas e 

demonstraram que as ciclodextrinas aumentam a captação das drogas através de membranas 

biológicas (LOFTSSON, DUCHENE, 2007). Os compostos de AMOX/Hp!CD e 

DOX/Hp!CD na razão molar 1:1 causaram maiores distúrbios na membrana celular e tiveram 

o melhor efeito antimicrobiano quando comparados com os antibióticos não complexados 

(Figura 13 B1 e B2 e Figura 14 D1 e D2). Sugere-se que a interação com a membrana celular 

foi um dos mecanismos responsáveis pelo melhor efeito antimicrobiano dos compostos de 

inclusão. 

A otimização da atividade antimicrobiana de medicamentos associados com 

ciclodextrinas, sem aumento dos efeitos citotóxicos, é consistente com estudos anteriores com 

outros antimicrobianos (CORTES et al., 2001;  PATARO et al., 2003;  DENADAI et al., 

2007;  CONSUEGRA et al., 2013;  TEIXEIRA et al., 2013). O aumento da atividade dos 

compostos de AMOX/Hp!CD e DOX/Hp!CD comparada com os antibióticos puros pode ser 

explicado por uma interação eficiente da ciclodextrina com a membrana (LOFTSSON, 

DUCHENE, 2007). A superfície externa hidrofílica das moléculas de ciclodextrinas forma 

uma fraca interação com as membranas biológicas (ABDELWAHED et al., 2008). 

Novas tecnologias devem ser investigadas para otimizar o efeito das drogas existentes, 

uma vez que a produção de um novo medicamento é um processo demorado e com elevados 

custos. A inclusão molecular em ciclodextrinas é simples, o custo é relativamente baixo e 

pode melhorar as propriedades dos medicamentos pré-existentes. Além disso, estudos 

precisam ser realizados com biofilmes bacterianos mais complexos, para investigar os 

mecanismos reguladores, formação e dissolução destes sistemas, bem como a utilização de 

dispositivos de liberação com  tecnologia adequada para o uso a longo prazo in vivo. 

 

 



! #$!

!

8.  CONCLUSÃO 

 

A caracterização físico-química no estado sólido por espectroscopia no espectro do 

infravermelho transformada de Fourier (FTIR) e em solução por ressonância magnética 

nuclear (RMN) revelou interação, mudanças estruturais e conformacionais entre as moléculas, 

sugerindo a formação dos compostos AMOX/Hp!Cd e DOX/Hp!Cd na razão molar 1:1. 

A inclusão da DOX foi preferencialmente pelo grupo aromático na Hp!Cd. Quanto à 

AMOX, concluiu-se que tanto o grupo carbonil !-lactâmico quanto o carboxilato podem estar 

envolvidos na complexação da AMOX na Hp!Cd.  

Essas interações tiveram impacto na atividade antimicrobiana dos compostos de 

inclusão AMOX/Hp!Cd  e DOX/Hp!Cd 1:1 molar. Foi mostrado que esses compostos 

apresentaram maior eficácia antimicrobiana tanto em bactérias planctônicas de Aa, com um 

valor de MIC de duas a quatro vezes menor do que a AMOX e DOX não complexadas, 

respectivamente, quanto em biofilmes de 24 horas de Aa, com um valor de MBIC cem vezes 

menor do que a AMOX e estatisticamente igual à da DOX não complexada (entretanto com 

uma redução de 11,13%). Ao contrário da AMOX/Hp!CD, o composto DOX/Hp!CD 

conseguiu reduzir pelo menos 50% de biomassa de biofilme no tempo de 24h, o que nos 

mostra sua superioridade e nos sugere a continuação de estudos para sua futura aplicação 

clínica. 

A microscopia eletrônica de varredura confirmou a redução quantitativa de biofilme. 

Foi observado que tanto os compostos quanto os fármacos livres proporcionaram redução na 

quantidade de bactérias, entretanto os compostos se mostraram mais eficazes nas 

concentrações testadas (1µg/mL para DOX/Hp!Cd e 2µg/mL para AMOX/Hp!Cd). 

Assim, foi demonstrado que é possível a formação de compostos de inclusão com 

doxiciclina e amoxicilina em hidroxipropil-!-ciclodextrina, e que estes podem ser 

futuramente utilizados para a formulação de dispositivos (nano esferas, géis, entre outros) 

para a liberação controlada de fármacos.  
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APÊNDICE A – ENSAIO DO CRISTAL VIOLETA 

 

Brain Heart Infusion (BHI) 

 

BHI ----------------------------------------------------------------37g  

H2O  destilada-----------------------------------------------------1000mL 

Extrato de Levedura --------------------------------------------- 5g 

 

Tampão PBS  

 

Na2HPO4 --------------------------------------------1,46g    

KH2PO4 --------------------------------------------- 0,04g   

NaCl ------------------------------------------------- 1,53g 

KCl ---------------------------------------------------0,04g 

H2O destilada -------------------------------------- 200mL 

 

 Solução de Ácido Acético 33% 

 

H2O destilada-------------------------------------------------- 67mL 

Ácido acético glacial ---------------------------------------- 33mL 
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APÊNDICE B –  TAXA DE CRESCIMENTO DE BIOFILME DE Aa  EM FUNÇÃO 

DO TEMPO EM PLACAS DE 96 POÇOS. MEIO UTILIZADO: BHI + EXTRATO DE 

LEVEDURA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crescimento biofilme A.a.
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APÊNDICE C – ARTIGO SUBMETIDO EM 2013 PARA REVISTA BIOFOULING 
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ANEXO A – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA DOXICICLINA E DO 

COMPOSTO 1:1 DOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(DOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 4HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Tabe Analyzed     

Biofilme 4h Dox     

One-way analysis of variance     

  P value 0,0036    

  P value summary **    

  Are means signif. different? (P < 0.05) Yes    

  Number of groups 9    

  F 4,263    

  R squared 0,6189       

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 1,348 8 0,1685  

  Residual (within columns) 0,8299 21 0,03952  

  Total 2,177 29       

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  Biofilm vs 1:1dox 1 0,3375 2,401 P > 0.05 -0.06873 to 0.7437 

  Biofilm vs dox 1 0,6732 4,789 P < 0.01 0.2669 to 1.079 

  Biofilm vs 1:1dox 2 0,4158 2,958 P < 0.05 0.009601 to 0.8221 

  Biofilm vs dox 2 0,4682 3,331 P < 0.05 0.06193 to 0.8744 

  Biofilm vs 1:1 dox 20 0,3662 2,605 P > 0.05 -0.04007 to 0.7724 

  Biofilm vs dox 20 0,2878 2,048 P > 0.05 -0.1184 to 0.6941 

  Biofilm vs 1:1 dox 200 0,6115 4,350 P < 0.01 0.2053 to 1.018 

  Biofilm vs dox 200 0,2522 1,794 P > 0.05 -0.1541 to 0.6584 
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ANEXO B – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA DOXICICLINA E DO 

COMPOSTO 1:1 DOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(DOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 16HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Table Analyzed     

Biofilm 16h Dox     

One-way analysis of variance     

  P value P<0.0001    

  P value summary ***    

  Are means signif. different? (P < 0.05) Yes    

  Number of groups 9    

  F 22,96    

  R squared 0,8974     

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 5,635 8 0,7043  

  Residual (within columns) 0,6443 21 0,03068  

  Total 6,279 29     

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  Biofilm vs 1:1dox 1 0,7342 5,928 P < 0.01 0.3762 to 1.092 

  Biofilm vs dox 1 0,6825 5,511 P < 0.01 0.3246 to 1.040 

  Biofilm vs 1:1dox 2 1,465 11,83 P < 0.01 1.107 to 1.823 

  Biofilm vs dox 2 1,104 8,915 P < 0.01 0.7462 to 1.462 

  Biofilm vs 1:1 dox 20 0,7625 6,156 P < 0.01 0.4046 to 1.120 

  Biofilm vs dox 20 0,9258 7,475 P < 0.01 0.5679 to 1.284 

  Biofilm vs 1:1 dox 200 0,9428 7,612 P < 0.01 0.5849 to 1.301 

  Biofilm vs dox 200 0,5098 4,116 P < 0.01 0.1519 to 0.8678 
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ANEXO C – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA DOXICICLINA E DO 

COMPOSTO 1:1 DOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(DOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 24HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Table Analyzed     

Biofilm 24h Dox     

One-way analysis of variance     

  P value 0,0002    

  P value summary ***    

  Are means signif. different? (P < 0.05) Yes    

  Number of groups 9    

  F 7,448    

  R squared 0,7680     

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 5,327 8 0,6659  

  Residual (within columns) 1,609 18 0,08941  

  Total 6,937 26       

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  Biofilm vs 1:1dox 1 1,312 5,374 P < 0.01 0.5942 to 2.030 

  Biofilm vs dox 1 1,077 4,410 P < 0.01 0.3589 to 1.794 

  Biofilm vs 1:1dox 2 1,110 4,547 P < 0.01 0.3922 to 1.828 

  Biofilm vs dox 2 0,5547 2,272 P > 0.05 -0.1631 to 1.272 

  Biofilm vs 1:1 dox 20 0,9227 3,779 P < 0.01 0.2049 to 1.640 

  Biofilm vs dox 20 0,5153 2,111 P > 0.05 -0.2024 to 1.233 

  Biofilm vs 1:1 dox 200 0,8417 3,447 P < 0.05 0.1239 to 1.559 

  Biofilm vs dox 200 0,009667 0,03959 P > 0.05 -0.7081 to 0.7274 
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ANEXO D – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA AMOXICICLINA E 

DO COMPOSTO 1:1 AMOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(AMOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 4HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Table Analyzed     

Biofilm 4hs Amx     

One-way analysis of variance     

  P value 0,1680    

  P value summary ns    

  Are means signif. different? (P < 0.05) No    

  Number of groups 8    

  F 1,747    

  R squared 0,4332    

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 4045 7 577,8  

  Residual (within columns) 5291 16 330,7  

  Total 9336 23      

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  1:1amx 1 vs amx 1 23,80 1,603 P > 0.05 -19.56 to 67.16 

  1:1amx 1 vs 1:1amx 2 -1,000 0,06735 P > 0.05 -44.36 to 42.36 

  1:1amx 1 vs amx 2 3,233 0,2178 P > 0.05 -40.12 to 46.59 

  1:1amx 1 vs 1:1 amx 20 16,97 1,143 P > 0.05 -26.39 to 60.32 

  1:1amx 1 vs amx 20 -7,567 0,5096 P > 0.05 -50.92 to 35.79 

  1:1amx 1 vs 1:1 amx 200 32,83 2,211 P > 0.05 -10.52 to 76.19 

  1:1amx 1 vs amx 200 13,60 0,9159 P > 0.05 -29.76 to 56.96 
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ANEXO E – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA AMOXICICLINA E 

DO COMPOSTO 1:1 AMOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(AMOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 16HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Table Analyzed     

Biofilm 16h     

One-way analysis of variance     

  P value P<0.0001    

  P value summary ***    

  Are means signif. different? (P < 0.05) Yes    

  Number of groups 9    

  F 8,140    

  R squared 0,7562    

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 5,168 8 0,6460  

  Residual (within columns) 1,667 21 0,07936  

  Total 6,834 29    

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  Biofilm vs 1:1amx 1 0,9142 4,589 P < 0.01 0.3385 to 1.490 

  Biofilm vs amx 1 0,9512 4,775 P < 0.01 0.3755 to 1.527 

  Biofilm vs 1:1amx 2 1,193 5,988 P < 0.01 0.6172 to 1.769 

  Biofilm vs amx 2 1,166 5,854 P < 0.01 0.5905 to 1.742 

  Biofilm vs 1:1 amx 20 0,7825 3,928 P < 0.01 0.2068 to 1.358 

  Biofilm vs amx 20 0,9528 4,783 P < 0.01 0.3772 to 1.529 

  Biofilm vs 1:1 amx 200 0,9988 5,014 P < 0.01 0.4232 to 1.575 

  Biofilm vs amx 200 0,5115 2,568 P > 0.05 -0.06418 to 1.087 
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ANEXO F – ANÁLISE ESTATÍSTICA ONE WAY ANOVA DA AMOXICICLINA E 

DO COMPOSTO 1:1 AMOXICICLINA /HIDROXIPROPIL-!-CICLODEXTRINA  

(AMOX/Hp!Cd) NAS CONCENTRAÇÕES DE 1, 2, 20 E 200 µg/mL APÓS 24HS DE 

EXPOSIÇÃO A UM BIOFILME DE 24H DE Aa.   

Table Analyzed     

Biofilm 24h     

One-way analysis of variance     

  P value 0,0191    

  P value summary *    

  Are means signif. different? (P < 0.05) Yes    

  Number of groups 9    

  F 3,203    

  R squared 0,5874     

ANOVA Table SS df MS  

  Treatment (between columns) 2,322 8 0,2902  

  Residual (within columns) 1,631 18 0,09059  

  Total 3,952 26      

  Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% CI of diff 

  Biofilm vs 1:1amx 1 0,6213 2,528 P > 0.05 -0.1012 to 1.344 

  Biofilm vs amx 1 0,4850 1,974 P > 0.05 -0.2375 to 1.208 

  Biofilm vs 1:1amx 2 0,8907 3,624 P < 0.05 0.1682 to 1.613 

  Biofilm vs amx 2 0,5117 2,082 P > 0.05 -0.2108 to 1.234 

  Biofilm vs 1:1 amx 20 0,8127 3,307 P < 0.05 0.09015 to 1.535 

  Biofilm vs amx 20 0,3523 1,434 P > 0.05 -0.3702 to 1.075 

  Biofilm vs 1:1 amx 200 0,9817 3,995 P < 0.01 0.2592 to 1.704 

  Biofilm vs amx 200 0,8380 3,410 P < 0.05 0.1155 to 1.561 

 


