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RESUMO

Neste estudo foram avaliados mecanismos citotéxicos de alguns antibacterianos usados
nos tratamentos de infec¢des dsseas, nomeadamente vancomicing, tetraciclina, tigeciclina
e metronidazol numa gama de concentracdes de 0,005 pg/mL a 100 pg/mL. Relativamente
a vancomicina nao foi encontrada nenhuma evidéncia de citotoxicidade sobre as células
MG63. A tetraciclina tem um efeito toxico a partir da concentragéo de 0,5 ug/mL, efeito
igualmente verificado na tigeciclina, no entanto para concentragdes inferiores a 0,01 pg/mL
parece ter ocorrido uma estimulagdo da divisao celular para este Ultimo antibiético. No caso
do metronidazol parece ocorrer logo uma diminuicao da proliferacdo nas concentracoes
inferiores a 0,05 pg/mL.
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ABSTRACT

In this study the citoxicity of some antibacterials commonly used in bone infections, name-
ly vancomycin, tetracycline, tigecyclin and metronidazol in a concentration range of 0.005
png/mL to 100 pg/ml was evaluated. Vancomycin did not present any evidence of causing
citotoxic effects to MG63 cells. Tetracycline did present toxic effects in concentrations above
0.5 ng/mL. The same phenomena was observed with tigecycline, however in low concen-
trations (below to 0.01 pg/mL) proliferation of cells seemed to be increased. In the case of
metronidazol proliferation was diminished in concentrations below to 0.05 pg/mL.
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1. INTRODUCAO

As infeccdes dsseas e osteo-articulares, como por exemplo as osteomielites, osteites, espon-
dilodiscites e a artrite séptica sao relativamente frequentes e representam infecgdes graves
em cirurgia ortopédica e traumatologia.

Estas infecces 6sseas podem aparecer por disseminagdo hematogénica ou através de uma
infeccdo contigua (por exemplo: infeccédo dos tecidos moles adjacentes ou infecgdo den-
taria), enquanto a infeccao dos tecidos moles adjacentes pode ocorrer por traumatismo
(mordedura, cirurgia ou ulceracdo da pele). Uma vez estabelecidas, estas infeccdes tendem
a progredir para a cronicidade particularmente se a vascularizagdo do local afectado é fraca.

Estas infeccoes podem ter origem enddgena ou exdgena (Arder e Salomon et al, 2004) e
sdo maioritariamente de natureza polimicrobiana, sendo as bactérias Gram positivo os mi-
crorganismos mais prevalentes, entre 0s quais assume particular relevancia Staphylococcus
aureus, quer nas infeccées comunitérias, quer nas infeccdes nosocomiais, em individuos de
todos o0s grupos etarios. O aparecimento de resisténcia aos antibacterianos constitui outro
dos graves problemas associado a estas bactérias. Normalmente o tratamento destas infec-
¢oes requer a combinagdo do desbridamento cirdrgico e/ou uma terapia antimicrobiana
adequada (Duewelhenke e Krut et al,, 2007).

Assim, s6 0s antimicrobianos com elevada bioeficacia no tecido dsseo sao aconselhaveis nes-
tes tratamentos, sendo normalmente administrados em doses elevadas e durante um longo
periodo de tempo, pelo menos quatro a seis semanas (Duewelhenke e Krut et al, 2007).

Para além do efeito antimicrobiano, estes farmacos podem exercer um efeito directo sobre
0s osteoblastos que pode ser traduzido na capacidade de regeneracdo tecidular (Holmes e
Still et al., 2004; Klapisz, Wolikow e Saffar, 1996). A caracterizacdo da influéncia a nivel celular
reveste-se de particular interesse, uma vez que nao existe um estudo sistematico sobre o
efeito dos antibacterianos clinicamente usados em infeccdes do tecido 6sseo no processo
de remodelacdo éssea.

As elevadas taxas de insucesso nos tratamentos destas infeccoes com antimicrobianos es-
tdo bem documentadas. Os factores de risco associados a este insucesso sdo o inadequado
desbridamento do tecido dsseo afectado, a presenca de material prostético, o tempo de
duragéo da infeccdo e o insucesso do tratamento prévio. Assim, as osteomielites e as infec-
cOes osteo-articulares séo particularmente dificeis de tratar (Lazzarini e Lipsky et al, 2005).

A seleccdo do(s) antimicrobiano(s) depende inevitavelmente do(s) agente(s) etioldgico(s)
isolado(s) e do(s) seu(s) perfil(is) de susceptibilidade frente aos diferentes antimicrobianos
(TSA - Teste de sensibilidade/susceptibilidade aos antimicrobianos) e dos factores farma-
cocinéticos destes, tais como as concentragdes atingidas no local da infeccao e eventuais
efeitos colaterais (Lazzarini e Mader et al.,2004; Mader e Calhoun et al., 2000).

No tratamento cirlrgico destas infeccdes, idealmente todo o tecido ésseo afectado deveria
ser removido, o que nem sempre é possivel. Além disso, mesmo o desbridamento cirdrgico
precoce implica cerca de trés a quatro semanas para revascularizacdo, num individuo adul-
to. Como resultado, no local infectado passa a existir uma baixa tensao de oxigénio e uma
baixa penetracdo dos antimicrobianos. Assim, a anaerobiose nos locais de infeccdo profun-



da para além de fomentar o desenvolvimento de bactérias anaerébias pode também alterar
a actividade de alguns antibacterianos, como por exemplo a gentamicina e a vancomicina,
enquanto a rifampicina e as cefalosporinas ndo sofrem qualquer alteracéo.

A penetracéo dos antibacterianos no tecido ¢sseo é muito varidvel e depende de varios
factores. Ensaios clinicos comparativos demonstraram a eficicia das fluoroquinolonas em
combinacdo quer com a rifampicina, quer com o &cido fusidico. Nas Ultimas décadas, o
aparecimento de bactérias cada vez mais resistentes, como por exemplo Staphylococcus
aureus meticilina-resistentes (MRSA) e Enterococcus vancomicina-resistentes (VRE) tém sido
reconhecidos como agentes causadores de infeccdes ortopédicas, tendo-se conseguido
bons resultados com a utilizacdo de linezolida e quinupristina/dalfopristina.

A periodontite é uma doenca na cavidade oral, que na sua forma mais severa promove a in-
feccdo do tecido dsseo com perdas significativas deste tecido. S&o normalmente considera-
dos como agentes patogénicos mais relevantes Actinobacillus actinomyces, Porphyromonas
gingivalis e Streptococcus intermedius (Socransky e Haffajee, 2002). O tratamento desta infec-
cao envolve a administracao sistémica de antibidticos durante longos periodos de tempo.
Os antibacterianos mais comummente utilizados na terapia periodontal séo a tetraciclina,
minociclina e doxiciclina, eritromicina, clindamicina, ampicilina, amoxicilina e os nitro-imida-
z6is (metronidazol e ornidazol) (Mombelli, 2002).

Para as infeccdes do tecido dsseo existem varios antibacterianos que sdo clinicamente uti-
lizados, com diferentes espectros de acgdo, de acordo com o tipo de infeccdo e o agente
etioldgico mais prevalente (com base em andlises epidemioldgicas) ou de acordo com o
tipo de agente etioldgico isolado e o seu TSA.

Neste estudo foi utilizada uma linha celular osteoblastica humana para avaliacdo da influén-
cia dos antibacterianos nestas células. Essa avaliagao foi feita com base na quantificacdo de
proliferacéo/viabilidade celular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. AVALIACAO DA PROLIFERAGAO CELULAR DE CELULAS
OSTEOBLASTICAS NA PRESENCA DE ANTIMICROBIANOS

A linha celular MG63 (ATCC) obtida de osteosarcoma humano foi cultivada em a-Minimum
Essential Medium (o-MEM, GIBCO) suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal, 1% (v/v)
de penincilina — estreptomicina (100Ul e 100 mg/mlL, respectivamente), 1% (v/v) de 4cido as-
corbico (50 pg/mL) e 1% (v/v) de anfotericina B (2,5 ug/mL) até atingirem a confluéncia. As cé-
lulas aderidas foram enzimaticamente libertadas (tripsina 1:250, Sigma), contadas usando um
hemocitémetro e cultivadas a 5x10° células/cm? em placas de cultura de 96 pocos de acordo
com as condicdes experimentais previamente detalhadas (Ferraz e Knowles et al., 2000).

As células em subcultura foram cultivadas (10* células/cm?) por um periodo de 3 ou 6 dias
em condicdes controlo (auséncia de antimicrobianos) e na presenca de uma gama de con-
centragdes de vancomicina, tetraciclina, tigeciclina e metronidazol (0,005 pg/mL, 0,01 png/
mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL
e 100 pg/mL). As concentracdes de 400 e 600 ug/mL foram ainda testadas apenas para o
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metronidazol, uma vez que o efeito destas concentracoes ja é conhecido para os outros
antibacterianos testados. A monitorizacdo das culturas foi feita diariamente, utilizando um
microscopio de contraste de fase.

Foi utilizado o método colorimétrico MTT que consiste em medir indirectamente a viabili-
dade celular pela actividade enzimética mitocondrial das células vivas. Este método mede
areducao do sal amarelo tetrazélio num produto insolivel de formazan pelas mitocondrias
das células vidveis. Com efeito, as células foram incubadas com 10 uL de MTT (0,5 mg/mL)
durante 3 horas em estufa humidificada a 37°C e contendo 5% de CO,. Apds incubagao, re-
moveu-se 0 meio e adicionou-se 200 pL. de DMSO para lisar as células e solubilizar os cristais
coloridos. A absorvancia foi posteriormente determinada num leitor de microplacas a 600
nm. Segundo este método, a intensidade de cor produzida é directamente proporcional ao
numero de células vidveis.

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo. O significado estatistico foi
analisado pelo teste-t de Student bi-caudal e o valor de p <0,05 foi considerado significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estao representados na Figura 1 a-d.
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Figura 1. Efeito das diferentes concentragdes de a) vancomicina, b) tetraciclina, ¢) tigeciclina e d) metronidazol na
proliferagdo/viabilidade celular de células MG63.
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Os resultados obtidos (Fig. 1a), quando comparados com o controlo (auséncia de antibac-
teriano), demonstram que a vancomicina ndo possui um efeito citotdxico ou citoestatico
sobre as células MG63, uma das razdes possiveis poderd ser pelo facto de estes antibacte-
rianos inibidores da sintese do peptidoglicano (estrutura Unica de células procariotas), néo
conseguir atingir o citosol da célula na auséncia de receptores especificos.

Em contrapartida quando se utilizou tetraciclina ou tigeciclina este tipo de efeito ja se ob-
servou. No caso da tetraciclina (Fig. 1b) notou-se uma diminuicdo gradual da proliferacdo
celular para concentracoes superiores a 0,5 ug/mL, observando-se uma diminuicdo mais
acentuada para concentracdes superiores a 80 pg/mL. No caso da tigeciclina (Fig. 1c) ob-
servou-se uma diminuicdo acentuada da proliferacdo celular a partir da concentracéo 0,5
png/mlL, no entanto para as concentracées 0,005 ug/mL e 0,01 ug/ml parece ter ocorrido
uma estimulacdo da divisdo celular. As moléculas pertencentes a familia das tetraciclinas ou
glicilciclinas sdo antibacterianos conhecidos por inibirem a sintese proteica em células pro-
cariotas, eucariotas e até mesmo em mitocodndrias isoladas (Duewelhenke e Krut et al,, 2007).

No caso do metronidazol (Fig. 1d) ocorre logo uma diminuicao da proliferacéo nas concen-
tragoes entre 0,05 ug/ml até 100 pg/ml, embora a diminuicdo da proliferacao se torne mais
evidente para as concentragdes superiores a 100 pg/mL. O metronidazol é um antimicrobia-
no que parece afectar a sintese de DNA.

4. CONCLUSAO

Este estudo teve como finalidade tomar conhecimento da citotoxicidade de alguns antibac-
terianos usados nos tratamentos de infeccdes dsseas. Relativamente a vancomicina nao foi
encontrada nenhuma evidéncia deste efeito sobre as células MG63. A tetraciclina tem um
efeito toxico a partir da concentragéo 0,5 pg/mL, este mesmo efeito é verificado na tigeci-
clina, no entanto para concentragbes inferiores a 0,01 ug/mL parece ter ocorrido uma esti-
mulacédo da divisao celular para este ultimo antibacteriano. No caso do metronidazol ocorre
logo uma diminuicdo da proliferacéo nas concentragdes acima de 0,05 png/mL. Verificou-se
uma significativa reducdo da proliferacéo celular para as concentragdes de 400 ug/mL e 600
png/ml de metronidazol, verificando-se que a semelhanca do que acontece para 0s outros
antibacterianos estudados (trabalho submetido a publicacdo) este efeito deve-se a precipi-
tacdo das proteinas do soro e ndo a um efeito citotdxico directo.

Este estudo sugere que a utilizagao destes antimicrobianos em doses usadas sistemicamen-
te ndo causa qualquer efeito negativo na proliferacdo de células osteoblasticas. No entanto,
no caso de se equacionar a libertacdo local dos antimicrobianos aqui estudados, deve-se
considerar os resultados obtidos.
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