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RESUMO
Novos biomateriais que venham substituir ou reparar tecidos 6sseos danificados se
tornam cada dia mais necessario, de forma que possam promover uma melhor
qualidade de vida com mais salde. A hidroxiapatita (HAp) se destaca entre as
biocerdmicas como o material mais utilizado na pratica clinica para essa finalidade. Por
ser biocompativel e osteocondutor, € um excelente substituto ésseo em cirurgias
ortopédicas. O presente estudo teve por objetivo a obtencdo de uma hidroxiapatita
dopada com estroncio e adsorvida com clorexidina visando uma possivel aplica¢do
biomédica. Inicialmente realizou-se uma prospeccdo cientifica-tecnologica sobre as
aplicacdes da hidroxiapatita dopada com estroncio com atividade antimicrobiana. Cujos
resultados indicaram uma escassez de artigos e auséncia de patentes relacionadas com o
tema pesquisado. A sintese da HAp pura e HApSr foi realizada pelo método de
coprecipitacdo. Posteriormente, fez-se a adsorcdo da clorexidina (CHX), obtendo-se os
biomateriais Hidroxiapatita com clorexidina incorporada (HAp/CHX) e Hidroxiapatita
dopada com estréncio e com clorexidina adsorvida (HApSr0,5/CHX). Os biomateriais
foram caracterizados pelas técnicas de DRX, FTIR, MEV e TG, com o UV-Vis
verificou-se a incorporacdo da CHX na HAp pura e HApSr. A atividade antibacteriana
dos biomateriais obtidos foi avaliada pelo método de contato direto, contra Cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A dopagem com estroncio melhorou
significativamente a atividade do biomaterial, principalmente contra a cepa E. coli. No
entanto, a adsor¢do da CHX na HApSr resultou em um efeito inibitério de 100% para
todas as cepas testadas. Portanto, o biomaterial HApSr/CHX apresenta-se como um

produto promissor para aplicagdes biomédicas.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, estroncio, clorexidina e atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

New biomaterials that may replace or repair damaged bone tissue become increasingly
necessary day, so they can promote a quality of life with better health. Hydroxyapatite
(HAp) stands out among the bioceramics with material most used in clinical practice for
this purpose. It is biocompatible and osteoconductive, is an excellent bone substitute in
orthopedic surgeries. This study aimed to carry out the survey of the number of articles
and patents that target the application of hydroxyapatite doped with strontium (HApSr)
with antimicrobial activity and the incorporation of drugs to this material, following the
synthesis of pure HAp and HApSr by coprecipitation method. Subsequently, there was
the adsorption of chlorhexidine (CHX), obtaining the biomaterialHydroxyapatite with
built chlorhexidine(HAp/CHX) and hydroxyapatite doped with strontium and
chlorhexidine adsorbed (HApSr / CHX). The biomaterials were characterized by XRD
techniques, FTIR, TG and SEM with UV-Vis there was the incorporation of CHX in
pure HAp and HApSr. The survey carried out showed a shortage of articles and absence
of patents, emphasizing that implementation of this biocomposite as promising in the
area of biomaterials. The antibacterial activity of biomaterials were tested against strains
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli, showing that doping with strontium
significantly improved antibacterial activity of HAp mainly against E. coli strain, and
with the adsorption of chlorhexidine in HApSr its activity was potentiated reaching
100% for all tested microorganisms. Therefore, the biomaterial HApSr / CHX is

presented as a promising product for biomedical applications.

Keywords: hydroxyapatite, strontium, chlorhexidine and antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populacdo mundial aliada a crescente expectativa de vida
proporcionaram um avango nas pesquisas de novos biomateriais, em decorréncia da
grande quantidade de pacientes idosos bem como de pacientes jovens envolvidos em
acidentes automobilisticos. Demonstrando a real necessidade de se buscar materiais que
agreguem mais propriedades a fim de minimizar possiveis falhas ou infeccbes. A
ciéncia dos Biomateriais € uma area inovadora e multidisciplinar, que continua a evoluir
em resposta as demandas clinicas e aos esforcos dirigidos ao tratamento de doencas
especificas. Os biomateriais hibridos, constituidos por metal e materiais ndo metalicos,
sdo atualmente (teis para a obtencdo dos beneficios de cada um dos materiais
isolados(Lewallen, et al. 2015).

Os biomateriais sdo materiais que devem apresentar um conjunto de
propriedades fisicas, biolégicas e quimicas que permitam a estes desempenharem
funcdo de auxilio ou de substituicdo de partes do corpo dos seres vivos sem deixar de
estimular uma resposta adequada dos tecidos (Gustaldi e Aparecida, 2010).Na Figura 1
temos uma visao geral da ampla utilizacdo de diferentes materiais em nos mais diversos
locais do esqueleto.

Figura 1.1- Diferentes materiais utilizados nos implantes em varios locais do esqueleto.

O
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Fonte: Fernandez-Yague,et al.2015.
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A hidroxiapatita (HAp) é um fosfato de calcio presente como componente
mineral majoritario da matriz Gssea. Caracteristicas tais como a biocompatibilidade,
bioatividade e biodegradabilidade fazem com que a HAp seja descrita como biomaterial
de referéncia na reconstituicdo de tecidos 6sseos e na fabricacdo de proteses articulares,
as quais destacam-se como abordagens mais recentes (Gustaldi e Aparecida, 2010;
Costa, et al. 2009). Além disto, a HAp vem sendolO estudada como biomaterial para
aplicacdes de enxertia 0ssea e engenharia de tecidos (Zilm, et al. 2016).

O sucesso desta aplicacdo depende da interface bioldgica entre material
utilizado e o tecido hospedeiro circundante, pois 0 mesmo pode ter um efeito
indesejavel sobre o resultado clinico. Os efeitos esperados do biomaterial incluem
crescimento 6sseo (osseointegracdo), a estimulacdo da osteogénese (osteoinducgdo),
aumento da vascularizagdo e maior estabilidade mecanica (Lewallen, et al. 2015).

Embora 0 0sso humano tenha capacidade de auto-reparagéo, circunstancias
especiais como trauma, infecgdes e falhas de implantes anteriores, podem causar danos
graves, ou um defeito grande o suficiente para que a reparacdo adequada do 0sso ndo
seja possivel. Nestes casos, enxerto de 0sso e/ou implantes de proteses sao necessarios.
No entanto, as complicacfes infecciosas ap0s cirurgia ortopédica ou trauma podem
atrasar o processo de cura. A infec¢do ocorre quando a bactéria se instala no local da
cirurgia e causa condicdes patolégicas ou doencas (Ter Boo, et al.2015).

Os custos médios adicionais para a remocdo de dispositivos de fixacdo
interna infectados e posterior tratamento destas infeccdes foram estimados a US $
15.000 em média por caso no ano 2000 nos Estados Unidos(Darouichi, et al. 2004). A
morbidade e 0s custos socioecondmicos relacionados com infecgdes pos cirurgias
ortopedica, enfatizam a necessidade de medidas profilaticas eficazes para prevenir a

infeccdo(Ter Boo, et al. 2015).



Com o intuito de conferir a Hap uma atividade antimicrobiana realizou-se a
dopagem com metal estroncio, o qual foi escolhido pela sua ampla utilizacdo no
tratamento e prevengdo da perda 6ssea. E como forma de potencializar ainda mais a
atividade antimicrobiana deste biomaterial surgiu a idéia de associar a atividade do
metal com a clorexidina (CHX), uma substancia antisséptica, preconizada em
protocolos de diversos campos da medicina e da odontologia, com bom desempenho
bactericida e bacteriostatico, comprovado através de diversos estudos.

Assim, este trabalho teve como objetivo efetuar o levantamento do nlimero
de patentes e artigos que tenham como alvo a aplicacdo da hidroxiapatita dopada com
estroncio que apresente atividade antimicrobiana e a incorporacdo de farmacos a esse
material, como também o objetivo de sintetizar HAp dopada com estrdncio pelo método
de coprecipitacdo, buscando conferir uma atividade antibacteriana. Além disto, buscou-
se incorporar clorexidina na HApSr para potencializar o seu efeito inibitorio contra
cepas Gram-positivas e Gram- negativas.

Os biomateriais obtidos foram caracterizados pelas técnicas de Difracdo de
Raios X (DRX), Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Termogravimetria (TG).A atividade antibacteriana foi
testada contra cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC
25922. A pesquisa foi dividida em 5 partes principais, sendo elas: Introducdo, 1°
capitulo, 2° capitulo, Consideragdes finais e Perspectivas futuras.

O primeiro capitulo traz uma revisdo bibliografica (artigos) e uma revisao
tecnoldgica (patentes), realizada atraves de um estudo prospectivo da hidroxiapatita
dopada com estroncio que apresente uma atividade antimicrobiana e incorporada com

clorexidina.



O segundo capitulo éum Artigo Técnico-cientifico que descreve 0s
procedimentos experimentais de sintese de HAp dopada com estrdncio e a incorporagdo
de CHX na HApSr, assim como os testes para verificar sua possivel aplicacdo como
biomaterial com atividade antimicrobiana. As consideragOes finais sintetizam os

resultados obtidos, bem como as perspectivas futuras para a continuidadeda pesquisa.
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RESUMO

A busca de um Biomaterial capaz de reparar o tecido ésseo destruido por traumas,
doencas metabodlicas e degenerativas, 0 qual possa restituir a qualidade de vida desses
pacientes é alvo de pesquisas h& anos. Entre os diferentes biomateriais estudados, a
hidroxiapatita tem merecido grande destaque, devido a sua excelente
biocompatibilidade e osteocondutividade. Dessa forma, propde-se uma avaliagéo do uso
da hidroxiapatita dopada com estroncio com propriedades antimicrobianas a fim de
reduzir as infeccBes pos-operatdrias e como consequéncia diminuir as taxas de rejei¢cdes
nos implantes 6sseos, através de um rastreamento das pesquisas ja desenvolvidas e com
resultados patenteados, que associe modificagdes da hidroxiapatita com o metal
estroncio visando a obtencdo de um biomaterial com atividade antimicrobiana. A
prospeccdo tecnoldgica foi realizada no European Patent Office (EPO), na United
States Patent and Trademark Office (USPTO), e no Banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI), enquanto que os artigos cientificos
foram consultados na base Scopus, Web of Science e Scielo. O resultado das
combinagbes Hydroxyapatite and antimicrobial activity and strontium and
chlorhexidine, ndo encontrou nenhuma patente e artigo nos bancos de dados
pesquisados. O que indica que a utilizacdo da Hidroxiapatita dopada com estroncio e

associada a um antimicrobiano € ainda pouco explorado.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, atividade antimicrobiana, Estroncio, Clorexidina.



ABSTRACT

The search for a biomaterial which can be able to repair bone tissue destroyed by
trauma, metabolic and degenerative diseases and thereby can restore the quality of life
of these patients has been the subject of research for years. The hydroxyapatite shows
excellent biocompatibility and it is osteoconductive. Thus, we propose an evaluation of
hydroxyapatite doped with strontium with antimicrobial properties by tracking the of
recent research and developed including patents, as well as modifications with
strontium metal doping in those hydroxyapatite to improve antimicrobial activity. The
survey was conducted in the European Patent Office (EPO), the United States Patent
and Trademark Office (USPTO), and the database of the National Institute of Industrial
Property of Brazil (INPI), scientific articles found in Scopus, Web of Science and Scielo
and no results were found with the combinations of Strontium doped Hydroxyapatite
with antimicrobial activity and chlorhexidine. Characterizations of the synthesized Sr-

doped hydroxyapatite as an antimicrobial agent shows promising applications.

Keywords: Hydroxyapatite, antimicrobial activity, Strontium, Chlorhexidine.



1 INTRODUCAO

Os materiais ceramicos se destacam em diversas areas, mas sua ampla
utilizacdo para aplicagbes biomédicas cresceram por estes contemplarem diversas
caracteristicas dos biomateriais, tais como: biocompatibiladade, bioatividade, bioinerte,
bioreabsorviveis e porosidade. Entre os materiais cerdmicos, a hidroxiapatita(HAp)
apresenta uma excelente similaridade e adaptabilidade com o meio fisioldgico, devido a
sua constituicdo por ions que também sdo encontrados neste meio.

Os Fosfatos de célcio surgiram como candidatos favoraveis devido a sua
capacidade para incorporar moléculas quimicas e drogas, além das suas propriedades
osteocondutoras. Por isso, eles podem atuar simultaneamente como um transportador de
moléculas terapéuticas e um agente osteogénico em procedimentos clinicos (Soriano-
Souza, et al.2015).

A HAp como o principal componente mineral de 0ssos e dentes, € 0
material de fosfato de célcio mais estudado em praticas clinicas. Bastante utilizado
como um enchimento de defeitos dsseos, pela sua semelhanca quimica com a fase
mineral do 0sso, que representa 0 seu potencial osteocondutor e biocompatibilidade,
constituindo um excelente substituto 6sseo em cirurgias ortopédicas, pois facilita a
formacéo dessa estrutura(Dutta, et al. 2015).

Uma das principais complicacdes apds o0s procedimentos cirdrgicos
ortopédicos ou orais é a infeccdo bacteriana. Superficies com propriedades
antibacterianas intrinsecamente conferem uma atividade antibiotica profilatica, e para
iIsso podemos utilizar metais, ndo-metais e substancias orgénicas, bem como suas
combinacoes (Gallo,et al. 2014).

Um grande problema no tratamento das infecgfes dsseas com antibioticos
convencias é que 0S mesmos precisam atingir concentracdes terapéuticas adequadas no
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local da infecgdo. Este problema poderia ser resolvido com o desenvolvimento de
biomateriais capazes de fazer a entrega local do antibiético. Dentre as vantagens deste
procedimento poderiamos citar a redugdo da dose, maior controle sobre a
biodisponibilidade do farmaco, manutencdo de concentracdes terapéuticas no local da
infeccdo, a prevencdo dos efeitos secundarios e custo reduzido, (Huh e Kwon, 2011).

A maioria das infeccBes associadas com implantes ortopédicos sdo causadas
por agentes patogénicos oportunistas e bactérias que sdo normalmente encontradas na
microbiota endégena da pele humana, (Pozo, et al. 2009). Considerando o grande
nimero de espécies de bactérias presentes na pele humana, apenas uma pequena
percentagem tem sido implicada nestes tipos de infeccOes ortopédicas.

Os estafilococos representam a grande maioria dos casos de infecgdes
relacionadas comdispositivos para a maioria das classes de implantes, destacando-se 0s
Staphylococcus aureus e varios estafilococos coagulase negativos, tais como conta
Staphylococcus epidermidis, para mais de 65% das infeccBes de proteses articulares
(Trampuz, et al. 2006;Esposito, et al. 2008).

O aumento na prevaléncia de infec¢bes causadas por bactérias resistentes a
antibidticos como 0S. aureus resistente a meticilina (MRSA), tanto na comunidade com
no ambiente hospitalar, tem sido atribuido ao mau uso de antibi6ticos nos setores
médico e agricola, (Kardas, et al. 2005). A capacidade de certas cepas bacterianas
desenvolverem resisténcia aos antibidticos vem despertando o interesse por outros
agentes antimicrobianos, tais como a prata com amplo espectro de atividade. Com isso,
outros metais que também apresentam atividade antimicrobiana, tais como Cério,
Estroncio e Galio comegcam a ser investigados, (Chen, et al, 2016). No inicio do século
20, o estréncio foi identificado como tendo um impacto positivo na construgao ossea.

Investigacdes revelaram que a adi¢do de estroncio na nutri¢cdo resultou num aumento de

11



ativacdo de células formadoras de 0sso (osteoblastos) e desse modo uma forte formacéo
de novo tecido ésseo. Estudos adicionais demonstraram que ocorreu a inibigdo de
células de reabsorcdo Ossea (osteoclastos)em meio de cultura com células de 0sso
inoculado com estréncio. Este efeito é o resultado da capacidade de estréncio para ativar
a osteogénese, a auto-regeneracdo de células-tronco e a sua diferenciacdo em
osteoblastos. Em razéo disto, o estroncio tem sido utilizado no tratamento de pacientes
com osteoporose (Abertn, et al. 2014).

Partindo do pressuposto de que ha uma necessidade cada vez maior de
materiais com propriedade antimicrobiana, e por ser uma &rea relativamente nova, o
objetivo deste trabalho foi efetuar o levantamento do nimero de patentes e artigos que
tenham como objetivo a aplicacdo da hidroxiapatita dopada com estroncio que apresente

atividade antimicrobiana e a incorporacao de farmacos a esse material.
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2 METODOLOGIA

A prospeccdo foi baseada na pesquisa de artigos cientificos e patentes.
Foram utilizadas para a busca de artigos as bases de dados da Scopus, Web of Science e
Scielo, e as patentes nas bases gratuitas do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
do Brasil (INPI), Escritério Europeu de Patentes (EPO) e a United States Patent and
Trademark Office (USPTO), utilizando as palavras-chave para verificar a utilizacdo da
hidroxiapatita dopada com estroncioque apresente atividade antimicrobiana.

O método de busca utilizou palavras em inglés (Scopus, Web of Science,
Scielo, Espacenet e United States Patent and Trademark Office) e portugués (INPI),
explorando patentes e artigos com os termos: “Hydroxyapatite”, e combinacfes:
“Hydroxyapatite AND bone graft”, “Hydroxyapatite AND antimicrobial activity”,
“Hydroxyapatite and strontium”, “Hydroxyapatite and antimicrobial activity and
strontium”, “Hydroxyapatite and strontium and chlorhexidine” e “Hydroxyapatite and
antimicrobial activity and strontium and chlorhexidine”.

Nas bases de periddicos Scopus, Web of Science e Scielo foram analisados
os documentos encontrados com as combinagdes Hydroxyapatite and antimicrobial
activity and strontiume Hydroxyapatite and strontium and chlorhexidine, por Titulo e
ano de publicacdo, agente antimicrobiano ou outra modificacdo utilizada para a mesma
finalidade e os resumos dos artigos. A pesquisa por artigos cientificos e patentes foram
realizadas no més de maio de 2016, e os campos pesquisados foram o titulo e o resumo,
restringindo-se as buscas ao periodo de 2006 a 2016.

Entre os artigos encontrados houve a exclusdo com base em critérios, para
que somente artigos relevantes para com o trabalho fossem analisados. Dentre os
critérios de incluséo, podemos citar a funcdo que a HAp desempenha no estudo e o tipo
de artigo encontrado, se revisdo ou artigo original e a se 0S mesmos eram acessiveis.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ARTIGOS PESQUISADOS

Nas Tabelas 1.1, 1.2 e 1.3 estdo apresentados 0s nimeros de artigos encontrados nas

bases de periddicos Scopus, Web of Science eScielo relacionadas as palavras chaves do

trabalho.

Tabela 1.1 - Namero de artigos encontrado por palavra chave e combinagGes na base

Scopus.

Palavra-chave Publicacbes Publicacbes
(total) (2006-2016)

Hydroxyapatite 46.269 25.561

Hydroxyapatite and bone graft 3.191 1.875

Hydroxyapatite and antimicrobial activity 299 260

Hydroxyapatite and strontium 664 472

Hydroxyapatite and antimicrobial activity 6 6

and strontium

Hydroxyapatite and strontium and 1 0

chlorhexidine

Hydroxyapatite and antimicrobial activity 0 0

and strontium and chlorhexidine

Fonte: Autoria propria(2016).
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Tabela 1.2 - Numero de artigos encontrado por palavra chave e combinagdes na base

Web of Science.

Palavra-chave PublicagGes Publicag6es (2006-
(total) 2016)
Hydroxyapatite 46.614 29.623
Hydroxyapatite and bone graft 3.629 2.542
Hydroxyapatite and antimicrobial activity 334 291
Hydroxyapatite and strontium 838 643
Hydroxyapatite and antimicrobial activity and 9 9
strontium
Hydroxyapatite and strontium and 0 0
chlorhexidine
Hydroxyapatite and antimicrobial activityand 0 0

strontium and chlorhexidine

Fonte: Autoria propria(2016).

A ampla utilizacdo da Hidroxiapatita em aplicacBes biologicas e

principalmente em enxertos 0sseos € revelada pela grande quantidade de publicacbes

com essas expressdes para o periodo consultado nos bancos de dados pesquisados.

Entretanto quando ampliamos a aplicacdo da hidroxiapatita com atividade

antimicrobiana ha uma reducdo dos artigos encontrados.
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Tabela 1.3 - Numero de artigos encontrado por palavra chave e combinagdes na base

Scielo.

Palavra-chave PublicagGes Publicag6es (2006-
(total) 2016)

Hydroxyapatite 327 210

Hydroxyapatite and bone graft 27 20

Hydroxyapatite and antimicrobial activity 3 3

Hydroxyapatite and strontium 3 3

Hydroxyapatite and antimicrobial activity and 0 0

strontium

Hydroxyapatite and strontium and 0 0

chlorhexidine

Hydroxyapatite and antimicrobial activityand 0 0

strontium and chlorhexidine

Fonte: Autoria propria (2016).

A medida que especificamos o tipo de material que incorporado
acrescentaria essa atividade antimicrobiana, o numero de publicacdes é
reduzido,encontrando-se apenas 18 trabalhos com essa finalidade. Estes resultados
demonstram a escassez de pesquisas para a hidroxiapatita dopada com estrébncio com
atividade antimicrobiana ou hidroxiapatita dopada com estroncio com farmaco
adsorvido.

Analisando o aspecto tempo, nota-se que as pesquisas com a hidroxiapatita
é recente como demonstrado nas tabelas 1.1, 1.2 e 1.3, uma vez que, as comparagoes
dos dados pesquisados sem a limitacdo do tempo com os dados restritos ao periodo
entre 2006 e 2016 apresentaram uma maior quantidade de publicagdes neste intervalo de

tempo.
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As palavras alvo do estudo foram hydroxyapatite, antimicrobial
activity,strontium e chlorhexidine, onde se percebeu a auséncia de pesquisa acerca deste
tema, demonstrada pela inexisténcia de artigos nos bancos de dados pesquisados. Na
Tabela 1.4 as expressdes Hydroxyapatite and antimicrobial activity and strontium
foram analisadas em relacdo a quantidades de artigos encontrados nos diversos bancos
de dados, com a restricdo de tempo como também sem a restricdo de tempo.

Outros dados encontrados na Tabela 1.4 retificam que a modificacdo da
hidroxiapatita com o metal e incorporagdo de farmacos para utilizacdo como agente
antimicrobiano é uma area de pesquisa recente e pouco explorada.

Tabela 1.4 - Comparacéo entre os bancos de dados para palavras chaves as pesquisas.

Palavras — Chave Scopus Web of Science Scielo
Sem 2006 - Sem 2006 - Sem 2006 -
restricao 2016 restricao 2016 restricao 2016
de tempo de tempo de tempo
Hydroxyapatite and 4 4 9 9 0 0
antimicrobial activity and
strontium
Hydroxyapatite and 1 0 0 0 0 0

strontium and
chlorhexidine

Hydroxyapatite and 0 0 0 0 0 0
antimicrobial activity and

strontium and

chlorhexidine

Fonte: Autoria prdpria (2016).

Para a discussdo e compreensdo da forma de utilizacdo dos elementos
chaves pesquisados com as outras combinagdes encontrou-se 4 artigos no SCOPUS e 9
artigos na WEB OF SCIENCE para a combinacdo Hydroxyapatite and antimicrobial
activity and strontium . Deste total de 14 artigos, 5 estavam presentes em ambos 0s

bancos de dados. Com a combinacdo Hydroxyapatiteand strontium and chlorhexidine,
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apenas 1 artigo foi encontrado na busca sem restricdo de tempo na base SCOPUS. O
mesmo apresenta como tituloFactors affecting the adsorption of Chlorhexidine
Gluconate by Hydroxyapatite, do ano 1980, o qual estudou alguns fatores como
temperatura, pH e ions inorganicos, e analisou como esses fatores poderiam afetar a
adsorcdo da clorexidina na HAp. Neste artigo a HAp foi apenas o suporte para
simulacdo do tecido dentario.

Ao se fazer uma analise dos 7 artigos com a finalidade de se tracar um perfil
das pesquisas com hidroxiapatita dopada com estrdncio que apresente atividade
antimicrobiana, elaborou-se uma classificagcdo, de acordo com o objetivo que cada
trabalho apresentou. A classificacdo é mostrada na Tabela 1.5.

Tabela 1.5 - Classificacdo dos artigos encontrados no SCOPUS e WEB OF SCIENCE

quanto ao objetivo da pesquisa realizada.

Classificagdao Quantidade de artigos
Revestimento de prétese de titanio 4
Atividade antimicrobiana da HApSr 1

Sintese de Hidroxiapatita dopada e utilizagdo para suporte de 1

farmacos
Revisao 1
Total 7

Fonte: Autoria propria(2016).

Considerando os critérios de exclusdo, e de acordo com a classificacdo da
Tabela 5 foram analisados 7 artigos. A analise dos 7 artigos revelou peculiaridades da
tematica da atividade antimicrobiana da HApSr, extraindo-se informac6es importantes,

como o objetivo de cada pesquisa, 0S microrganismos testados, e que tipos de testes
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antimicrobianos sdo mais executados, além de quais antimicrobianos estdo sendo
testados para a finalidade da pesquisa.

A Figura 1.1 destaca os trabalhos pesquisados quanto a aplicacdo do
material sintetizado, mostrando que mais de 50% das pesquisas realizadas com HApSr
estdo voltadas para o revestimento de prétese de titanio com a finalidade principal de
melhorar sua biocompatibilidade e conferir uma atividade antimicrobiana ao material. E
somente um artigo pesquisou a HApSr como suporte para liberacdo de farmaco.

Figura 1.1 - Classificacdo dos artigos quanto a aplicagdo do material.

Titulo do Grafico

Sintese de HAp

dopada e
utilizacdo para
liberacéo de :
fArmaco Revestimento de
proteses de
titanio
Atividade

antimicrobiana

Todos os trabalhos com finalidade de revestimento de prétesetambém

estavam voltados para uma aplicagdo antibacteriana. Uma visdo mais detalhada dos

microrganismos mais utilizados esté ilustrada na Figura 1.2.
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Figura 1.2 - Microrganismos testados nos artigos pesquisados.

Pseudomonas aeruginosa
® Escherichia coli

Microrganismos

B Staphylococcus aureus

N2 de artigos

Os microrganismos utilizados direcionaram o material para um amplo
espectro de atividade, testando tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas,
destacando em primeiro lugar, as bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus, que sao as causas mais comuns de complicacfes infecciosas associadas a
cirurgias ortopédicas (Gallo, et al. 2014).

Enquanto para as Gram-negativas, a mais testada foi principalmente a
Escherichia coli, que apesar do numero reduzido na causa deste tipo de infeccdo, é um
grupo relevante na pratica clinica, apresentando uma maior dificuldade em seu
tratamento, pela viruléncia destes microrganimos e crescente resisténcia aos agentes
antimicrobianos, aléem das condi¢des de comorbidade do paciente. (Hsieh, et. al.2009).
Com a finalidade de conferir a HAp uma atividade antimicrobiana, diversos metais e
farmacos vem sendo combinados e incorporados a mesma, para esta finalidade. Para a
pesquisa realizada enfatizou-se a HApSr, em que alguns artigos apresentam além do
estroncio uma associacdo de outros metais para melhorar as propriedades biologicas e

conferir uma atividade antimicrobiana ao material. Os trabalhos que realizaram algum
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tipo de modificagcdo com estroncio ouassociadosa outros metais estéo listados na Tabela
1.6.

Tabela 1.6 - Metais utilizados associados ao estroncio para atividade antimicrobiana.

Somente o metal estréncio 2
Estroncio + prata 3
Estroncio+ magnésio+ zinco 1
Estroncio + cobre 1

Fonte: Autoria propria.

Em geral, os compostos dopados foram utilizados com a finalidade de
melhorar as propriedades do material bem como a conferir uma atividade
antimicrobiana. A prata tem se destacado devido ao seu amplo espectro de atividade, e
sua citotoxicidade reduzida quando associada ao estroncio. O estrbncio como Unico
dopante apresenta uma atividade antimicrobiana significativa, considerado como um
bom resultado para aplicagdo in vivo devido a baixa citotoxicidade do metal (Abert, et
al. 2014).

Os ions de estroncio, além de ser antibacteriano, também séo conhecidos
por regular a proliferacdo de osteoblastos e a formagéo de osteoclastos. A sua atividade
bacteriostatica tem sido relacionada com o seu potencial zeta altamente negativo em
comparacdo com HAp pura (Ravi, et al. 2012),0 que pode ser comprovado pelos
artigos.A Tabela 1.7 apresenta os principais testes antimicrobianos empregados nos
artigos.

Tabela 1.7 - Testes antimicrobianos utilizados nos artigos pesquisados.

Contato direto 4

Método de diluigdo 1
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Difusao 2

Fonte: Autoria propria.

Por se tratar de uma material insoluvel em meio aquoso, 0 teste
antimicrobiano mais utilizado foi o de contagem de colénia, adaptado por Zheng e Zhu
(2003)que se tornou referéncia para testes com esse tipo de material, seguida da difusdo
e da diluicéo .

Todas as informacgdes como titulo do artigo, ano, metal utilizado e seus
resumos individuais estdo descrito na Tabela 1.8,facilitando uma analise do que trata

cada artigo.
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Tabela 1.8 - Caracteristicas dos artigos estudados.

Titulo/Ano de publicacéo

Metais
utilizados

Resumo dos artigos

Strontium and copper co-substituted
hydroxyapatite-based coatings with improved
antibacterial activity and cytocompatibility
fabricated by electrodeposition/

2016

Estréncio e cobre

Este trabalho tem por objetivo fabricar hidroxiapatita dopada com
cobre e estréncio para revestimento de implantes de titanios
comercialmente puro. Avaliando seu efeito antibacteriano e
citocompatibilidade in vitro. O revestimento exibiu uma
resisténcia a corrosdo quando comparado a taxa de corrosdo do
titdnio puro. E apresentou uma atividade antimicrobiana contra E.
coli nos primeiros dias.

Strontium incorporation to optimize the
antibacterial and biological characteristics of
silver-substituted hydroxyapatite coating/2015

Estroncio e prata

O objetivo deste trabalho foi conferir a hidroxiapatita dopada com
prata e estrbncio uma atividade antimicrobiana, sendo que o
estroncio entrou como segundo elemento para melhorar a
biocompatibilidade. Amostras revestiram um substrato de titanio
para avalicdo de sua atividade antimicrobiana e bioldgica. A
hidroxiapatita dopada com prata apresentou uma boa atividade
antimicrobiana para E. coli e S. aureus mas se mostraram
citotoxicas, porem quando acrescentado do metal estroncio
reduziu consideravelmente sua citotoxicidade.

Coating manufacturing with divalent ions replaced

in hydroxyapatite / nanocomposite gelatin electron

beam treated titanium: mechanical, anti-corrosion,
anti-bacterial reviews and bioactives./2015

Estroncio/
magnésio/zinco

O trabalho buscou obter um biomaterial hidroxiapatita gelatina
dopada com trés metais (estrdncio, magnésio e zinco) para
revestimento de titdnio. Para avaliacdo de suas propriedades
mecanicas, anticorroséo.
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Strontium-Substituted Calcium Deficient
Hydroxyapatite Nanoparticles: Synthesis,
Characterization, and Antibacterial
Properties/2012

Estroncio

Neste estudo, hidroxiapatita de célciodeficiente substituida com
nanoparticulas estroncio (CDHA) com (Ca + Sr)/P propor¢do de
1.61 foram sintetizados por meio de processamento de micro-
ondas acelerada. Os substituido-estroncio CDHASs mostraram
atividade antimicrobiana significativa contra as bactérias
Escherichia colie Staphylococcus aureus por método de
contagem de col6nias. A 10 % Sr substituido CDHA mostram a
redugdo maxima microbiana de 56% para E. Coli e 35% para
S.aureus com 1 x 10 ° células / mL da respectiva cultura
bacteriana.

Antibacterial and biological characteristics of
silver containing and strontium doped plasma
sprayed hydroxyapatite coatings/2012

Estroncio e prata

Neste estudo foi realizada a incorporacdo Ag20 e SrO em plasma
pulverizado revestimentos de HA para melhorar a atividade
antimicrobiana e as interacdes célula-material. Os revestimentos
foram caracterizados quanto a pureza de fase e estabilidade
mecanica. Eficicia antimicrobiana do HA, Sr-HA, Ag-HA e
SR/revestimentos de Ag-HA foi determinada utilizando a
bactériaPseudomonas aeruginosa. Este estudo também investigou
0 citocompatibilidade dos revestimentos usando células de
osteoblastos fetais humanos (hFOB).

Gentamicin-loaded strontium-
containing hydroxyapatite bioactive bone cement-
an efficient bioactive antibiotic drug delivery
system/2010

Estroncio e
gentamicina

A possibilidade de aplicacdo de HASr cimento 6sseo como uma
transportadordroga para a entrega de gentamicina com melhor
bioatividade em comparagdo com cimento PMMA foi confirmada
no presente estudo. HASr cimento libera grande quantidade de
gentamicina durante todo o periodo de estudo, ela aparece como
uma alternativa atraente mais que cimento PMMA. A adicdo de
gentamicina em HASr cimento 0sseo ndo compromete o seu
desempenho mecanico.
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Deposition of substituted apatites with
anticolonizing properties onto titanium surfaces
using a novel blasting process./2010

Estroncio e prata

Neste estudo, a tecnologia CoBlast foi usada para depositar varios
apatitas substituidas. Uma série de testes in vitro foram realizados
para determinar se 0s materiais contaminantes podem produzir
uma modificacdo na superficie que era simultaneamente
osteocondutor e anticolonizante e o0s resultados foram
interpretados comestudos de caracterizacdo detalhada da
superficie.

Fonte: Autoria propria.
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Estes resultados demonstram que a associagcdo da Hidroxiapatita dopada

com estrdncio e associada a clorexidina para aplicacdo com atividade antimicrobiana, é

uma area pouco explorada.

3.2 PATENTES DEPOSITADAS

Na Tabela 1.9 estéo representados os nimeros de patentes encontradas nas

bases EPO (European Patent Office), USPTO (United States Patent and Trademark

Office's) e INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), relacionadas as palavras

chaves e as combinacgdes da pesquisa realizada.

Tabela 1.9- Numero de patentes encontradas por palavra chave e combinagdes nas

bases EPO, USPTO e INPI.

PALAVRA- CHAVE EPO USPTO INPI
Hydroxyapatite 6108 550 35
Hydroxyapatite and bone graft 80 86 0
Hydroxyapatite and antimicrobial activity 8 4 0
Hydroxyapatite and strontium 66 62 0
Hydroxyapatite and antimicrobial activity and 0 0 0
strontium

Hydroxyapatite and strontium and 0 3 0
chlorhexidine

Hydroxyapatite and antimicrobial activity and 0 0 0
strontium and chlorhexidine

TOTAL 6265 716 35
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Fonte: Autoria prépria.

A prospecgdo efetuada utilizou combinagOes em inglés para os bancos EPO
e USPTO. Enquanto na busca realizada no INPI todas as combinagdes foram escritas
em portugués como descrito na Tabela 1.10.
Tabela 1.10- Quantidade de patentes depositadas no INPI, utilizando-se as palavras da

expressdo na lingua portuguesa.

Palavras - Chave INPI
Hidroxiapatita 35
Hidroxiapatita and enxerto ésseo 0
Hidroxiapatita and atividade antimicrobiana 0
Hidroxiapatita and estroncio 0
Hidroxiapatita and atividade antimicrobiana and estroncio 0
Hidroxiapatita and estroncio and clorexidina 0
Hidroxiapatita and atividade antimicrobiana and estréncio and clorexidina 0

Fonte: Autoria propria(2016).

Para as combinacGes Hydroxyapatite and antimicrobial activity and strontium,
Hydroxyapatite and antimicrobial activity and chlorhexidine e Hydroxyapatite and
antimicrobial activity and strontium and chlorhexidine ndo foi encontrada nenhuma
patente relacionada aos termos citados, nas bases do EPO, USPTO e INPI o que
demonstra que as pesquisas com a hidroxiapatitata dopada com estroncio que apresente
uma atividade antimicrobiana e associada a clorexidina sdo pouco exploradas, podendo
ser uma alternativa para a reducao das infec¢Ges no pds-operatorio dos enxertos 0sseos,

reduzindo a rejei¢cdo nos implantes.
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A combinagdo Hydroxyapatite and strontium and chlorhexidine apresentou
trés patentes as quais utilizam os materiais citados, mas ndo diretamente o estroncio
para atividade antimicrobiana, e sim como agente de dessensibilizagcdo, ou como outros
compostos que podem ser misturados a HAp para tornar o material mais opaco.

Nenhumas das patentes encontradas relatam a utilizacdo da HAp dopada
com estroncio para a finalidade de adsor¢do de farmacos, o que demonstra o carater
inovador do presente trabalho, com base na quantidade de depdsitos encontrados para a
expressdo “hydroxyapatite and strontium and chlorhexidine” e, apoiado nos resultados
obtidos pela pesquisa da quantidade de artigos e patentes com a expressdo citada acima.

As analises das patentes encontradas mostram que, as invencOes tém sempre
a finalidade voltada para aplicagdes médicas e odontoldgicas. Na Tabela 1.11 encontra-

se as descricOes das 4 patentes encontradas.
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Tabela 1.11- Descricao das patentes encontradas no USPTO e INPI.

Titulo / Data de depésito Inventor Classificagao Pais Resumo

USPTO Asgary; Saeed A61C/ A61K Ira O presente invento fornece um biomaterial médico e
Medical and dental (Tehran, IR) odontoldégico e seu uso para a vedagdo e / ou
biomaterial and method of preenchendo as cavidades dos dentes e dos 0ssos. Em
use for the same formas de realizacdo aqui, o sal de célcio, 6xido de célcio,
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Julho/2007

silicato de calcio, e compostos de fosfato de célcio sdo

misturados com uma solucdo a base de agua, e uma

[N

mistura de fosfato de calcio e enriquecido bioativo

-

preparado. O biomaterial dental / médico
biocompativel, antibacteriano e capaz de formar uma
vedacgdo eficaz contra a entrada de microrganismos na
cavidade preenchida. O biomaterial é compativel para

aplicacdo em ambiente aquoso e estimular a cicatrizacdo

e regeneracdo dos tecidos..
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INPI

Biocompdsito, usos
relacionados, processos para
a producdo do mesmo, e
método de liberacao
controlada de substancias

antimicrobianas./2010

Michael A.

(Bebington, GB3)a

Alexandre Malta A61K/A61Q/A
Rossi, / Maria 61P

Helena Miguez da

Rocha Leao Carlos

Alberto Soriano de

Souza

Rio de

Janeiro/Brasil

Biocomposito a base de hidroxiapatita e alginato de
sédio na forma de esferas/microesferas, associada
preferencialmente ao agente antimicrobiano catidnico
diglucanato de clorexidina, com o objetivo de promover
a regeneracao de lesdes teciduais e combater infec¢des
microbianas por funcionar como veiculo de liberagdo

controlada da substancia.

Fonte: Autoria propria.
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Entende-se que a area de dopagem da HAp com o metal estroncio e sua aplicagédo
para adsorcdo de farmacos se apresenta bastante promissora, uma vez que Se encontraram

poucos artigos e nenhuma patente com esta finalidade.

4 CONCLUSAO

Os artigos demonstram que a hidroxiapatita dopada com estréncio direciona-se
para aplicacdo como revestimento de préteses de titanio, para uma melhor biocompatilidade
em 4 artigos encontrados e com atividade antimicrobiana emapenas 1 artigo. Destacando-se 0
microrganismosS. aureus como 0 mais testado, por ser considerado 0 agente mais comum em
infecdes Osseas. E a e E. colicomo a Gram-negativa mais testada por ser o padrdo para o
grupo.O método de contato direto foi a metodologia mais utilizada, devido sua melhor
aplicacdo a materiais insolliveis em meio aquoso, se apresentando como 0 mais satisfatério
para esse tipo de material. E como metal utilizado destaca-se a prata reconhecidamente eficaz
contra microrganismos diversos e 0 mais utilizado em combinagdo com estroncio para essa
aplicacdo. Sobre as patentes, nenhuma foi encontrada, demonstrando que a busca por
biomateriais que apresentem atividade antimicrobiana é uma area promissora com inimeras

possibilidades a serem testadas.

Agradecimentos: CAPES, CNPQ, e UFPI.
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RESUMO

Dentre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita (HAp) é o material mais utilizado em implantes
0sseos, devido a sua similaridade com o 0sso humano. O metal estroncio se destaca pela sua
utilizacdo na prevencao da perda 6ssea. O presente trabalho teve como objetivo a obtencéo de
uma HAp dopada com o metal estroncio (Sr**) seguida da adsorcéo da clorexidina(CHX) a
fim de produzir um biomaterial capaz de prevenir e combater de forma eficaz as infeccdes
bacterianas no pés-operatério. A sintese da HAp dopada com Sr?* nas concentracdes 0,5%,
1,75% e 5% foram obtidas pelo método de coprecipitacdo. Em seguida a clorexidina foi
incorporada a HApSr 0,5% por adsorcdo na interface sélido/liquido. O novo biomaterial foi
caracterizado por diferentes técnicas, que comprovaram a existéncia da fase desejada. A
Hidroxiapatita dopada com estrdncio e com clorexidina adsorvida 0,8 %
(HApSr/CHXO0,8)apresentou 100% de atividade antimicrobiana contraStaphylococcus aureus

e Escherichia coli, mostrando-se promissora para aplicacdes biomédicas.

Palavras- chave: Hidroxiapatita, estroncio, clorexidina, atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

Among calcium phosphates, hydroxyapatite (HAp) is the material most commonly used for
bone implants, because of its similarity to human bone. Strontium metal stands out for its use
in preventing bone loss. Thus, to improve their properties, HAp was doped with strontium
metal (Sr2 +), followed by adsorption of chlorhexidine (CHX) to produce a biomaterial which
has potential to prevent and combat bacterial infections effectively in post- operational
conditions. The synthesis of Sr2 + doped HAp with concentrations 0.5%, 1.75% and 5%
were obtained by coprecipitation method. Then chlorhexidine was incorporated to HApSr
0,5% by adsorption at the solid / liquid interface. The new biomaterial was characterized by
different techniques, which showed the existence of the desired phase. The hydroxyapatite
doped with strontium and chlorhexidine adsorbed 0,8%(HApSr/CHXO0,8) showed 100%
antimicrobial activity for Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC
25922.

Keywords: calcium phosphate, hydroxyapatite, strontium and antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Um dos mais importantes desafios da moderna engenharia de materiais sdo 0s
materiais avancados para aplicacfes biomédicas (Hench, 1991). O desenvolvimento constante
de materiais com caracteristicas e propriedades novas, capazes de realizar substituicdes
Osseas, com altos indices de sucesso, e que possam trazer um aumento na qualidade de vida
para os individuos torna-se cada dia mais necessario, (Andrade, 2013).

Houve um crescimento dos biomateriais utilizados hoje e, como consequéncia,
uma maior disponibilidade de implantes nas areas médicas e odontoldgicas, que variam na
forma, tamanho, tipo de material e custo, (Capek, 2004). Essa grande diversidade obtida em
termos de material para implante é principalmente representada pelas bioceramicas,(Andrade,
2013).

A hidroxiapatita (HAp) destaca-se entre as bioceramicas, por ser o principal
componente presente na fase mineral do 0sso, sendo sem duvida, a mais estudada e utilizada
para finalidades clinicas, (Kawachi, et al.2000), e aplicacBes bioldgicas, (Hench& Wilson,
1993; Legreiros,1991). Caracteristicas como a biocompatibilidade, bioatividade e
biodegradabilidade fazem com que a HAp seja descrita como biomaterial de referéncia na
reconstituicdo de tecidos 6sseos e na fabricacdo de préteses articulares, as quais destacam-se
como abordagens mais recentes, (Guastaldi& Aparecida, 2010; Costa,et al. 2009).

Apesar das taxas de sucesso dos implantes que envolvem biomateriais
dependerem da osteogénese, a prevencdo e combate eficaz de infecgdes bacterianas no pés-
operatorio contribuem para a longa sobrevivéncia destes. Segundo dados da Food and Drug
Administration(FDA) ha uma crescente queda da producdo de novos antibioticos e em
paralelo um aumento da capacidade de certas cepas bacterianas desenvolverem resisténcia aos
antibioticos, o que tem despertado o interesse na administracdo controlada por outros agentes

antibacterianos, tais como a prata com amplo espectro de atividade, bem como outras metais
40



que também possam apresentar uma atividade antimicrobiana, (Chen, et al, 2016). Assim, a
utilizacdo de biomateriais que possuam além da biocompatibilidade, também propriedades
antibacterianas torna-se uma estratégia interessante e eficaz para o combate in situ da
infeccdo, (Namba,et al. 2013; Nagano e Yokouchi, 2014).

Por ser um material com estrutura cristalina e formula molecular estequiométrica
Cai9(PO4)s(OH),, a HAp permite substitui¢cbes catibnicas como também anibnicas,as quais
proporcionam mudancas nas propriedades de cristalinidade, parametros de rede, dimensdes
dos cristais, estabilidade e solubilidade do material, (Mavropoulos, 1999). Taissubstituicdes
catidnicas podem conferir a HAp caracteristicas antimicrobianas, ja que a presenca de alguns
metais rompem as paredes celulares das bactérias, impedindo assim a sua proliferacao,
(Sygnatowicz, et al. 2010).

Uma tendéncia bastante atual é a utilizacdo de propriedades antibacterianas de
certos ions, como a prata, cobre e zinco. Além destes, ha uma tentativa de olhar para a
possibilidade da utilizacdo de outros ions, tais como samario, cério, galio, selénio, titanio,
estréncio, entre outros, para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas, bioldgicas ou
mecanicas da HAp, além de conferir a esse material uma propriedade antibacteriana
(Kolmas,et al. 2014).

Nos Ultimos anos o estroncio foi identificado como tendo um impacto positivo
sobre a formacdo 6ssea. Estudos revelaram que a adi¢ao de estrdncio resultou em um aumento
da ativacdo dos osteoblastos proporcionando um aumento na formacao de novo tecido 6sseo.
Outras pesquisas demonstraram que concentragcbes crescentes de estréncio inibiram a
reabsor¢do do 0sso pelos osteoclastos, (Abertet al. 2014). A introducdo destes ions na
estrutura da HAp melhoraram sua biocompatibilidade e bioatividade, acelerando o processo
de osseointegracdo. Além disso, melhoraram as propriedades mecénicas da HAp(Kolmas, et

al. 2014).
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O estroncio se destaca pelas suas peculiaridades, sendo alvo de potencial interesse
na prevencdo da perda 6ssea, (Sariibrahimoglu,et al. 2015). Presente no farmaco ranelato de
estroncio, 0 mesmo ja é bem descrito na literatura, tem demonstradoque ajuda o crescimento
dos o0ssos, aumenta a densidade 0ssea e diminui a incidéncia de fraturas em pacientes com
osteoporose, e sua ampla utilizacdo tem comprovado ser bem tolerado pelo organismo,
(Chellan, et al. 2015).

A Clorexidina (CHX férmula molecular: C,,H3,CI;N0) é usada em todo o mundo
como um agente antimicrobiano catidnico, de baixa toxicidade, facil acesso, baixo custo e
comuma boa resposta contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bem como fungos, (Soriano-Souza, et al.2015).

Diante do contexto abordado, o presente trabalho propde sintentizar um
biocomposito a base de HAp dopada com Sr?* | sequida da incorporacdo da CHX e avaliar a
sua atividade antibacteriana, na procura por um material que associe as caracteristicas de
biomaterial existentes na HAp com a atividade antibacteriana gerada e/ou potencializada pelo

metal, ampliada com a CHX.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAIS E REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes: Hidroxido de célcio (VETEC)- Ca(OH),.
Fosfato de amonio dibasico (VETEC) — (NH;),HPOy; Nitrato de estroncio (SIGMA-
ALDERICH) - (Sr(NOj3),);Clorexidina a 20% - CyH3CloNyg (POLYORGANIC), Brain
Heart Infusion Broth (HIMEDIA); Blood Agar Base (COLUMBIA); salina fisiologica - NaCl
e agua deionizada. Os reagentes disponiveis foram utilizados sem nenhum tratamento de

purificacdo.

2.2 SINTESE DA HIDROXIAPATITA

A sintese foi realizada pelo método de coprecipitacdo, utilizando como reagentes solucdes de
hidroxido de célcio Ca(OH), e fosfato de aménio dibasico ((NH4)sPO,4) nas quantidades
estequiometricamente determinadas de acordo com os valores das razdes entre atomos de
calcio e fosforo Ca/P de 1,67.

Primeiramente, para a sintese da HAp Ca(OH),, deixou-se sob agitacdo, em 50
mL de agua deionizada, a massa de hidréxido de célcio Ca(OH), até que a mesma fosse
completamente dissolvida. Posteriormente, ocorreu a adicdo de fosfato de amonio dibasico
(NH;),HPO, dissolvido em 50 mL de agua deionizada. A sintese ocorreu a temperatura
ambiente, sob agitacdo, durante aproximadamente 3h, em pH basico. Ap6s o término do
processamento, as solucdes resultantes foram centrifugadas, lavadas com agua deionizada e 0s
produtos seco em estufa a 110 °C por 24h, (Unabia,et al.2015). Os solidos obtidos foram
desaglomerados com o auxilio do almofariz e pistilo e passados em uma peneira de malha 35,
abertura de 425 pm. Em seguida, os po6s brancos obtidos, foram levados para as

caracterizacdes e teste da atividade antibacteriana.
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10Ca (OH)Z + 6 (NH4)2HPO4 — Calo(PO4)5(OH)2+ 12NH; +18 H,0 EC]l

2.3 SINTESE DA HIDROXIAPATITA DOPADA COM ESTRONCIO

Para a sintese da HAp dopada com 0,5% 1,75% e 5% de Sr**, foi utilizada a rota
sintética do método da coprecipitacdo. O biomaterial foi sintetizado a partir do hidréxido de
calcio Ca(OH),, do fosfato de aménio dibasico ((NH4),HPQ,), e o ion dopante foi obtido do
nitrato de estréncio (Sr(NOs3),). A sintese das hidroxiapatitas modificadas com estréncio foi
realizada utilizando o mesmo procedimento adotado para a sintese da hidroxiapatita pura,
porém com a adicdo do dopante nitrato de estroncio (Sr(NO3),) em quantidades de 0,5%,
1,75% e 5% em mol com relacdo ao calcio. Os sélidos obtidos foram denominados HApSrx
(em que x = 0,5%, 1,75% e 5%). Na sintese da HAp dopada ocorreu a adicdo simultanea
(NH,)2HPO, e dos nitratos de estrdncio nas proporcdes utilizadas, também dissolvidos em 50
mL de agua deionizada no hidroxido de céalcio Ca(OH), dissolvido em 50 mL de &agua
deionizada . As sinteses ocorreram a temperatura ambiente, sob agitacdo, durante
aproximadamente 3h, em pH basico. Apds o término do processamento, as solucdes
resultantes foram centrifugadas, lavadas com agua deionizada e os produtos secos em estufa a
110 °C por 24h,(Gopi, et al. 2014),0s sélidos obtidos foram desaglomerados com o auxilio do
almofariz e pistilo e passados em uma peneira de malha 35, abertura de 425 um. Em seguida,
0s pbs brancos obtidos, foram levados para as caracterizacBes e teste da atividade

antibacteriana.
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2.4 INCORPORACAO DA CLOREXIDINA NA HIDROXIAPATITA

A incorporacao da clorexidina na hidroxiapatita foi executada atraves do processo
de adsorcdo na interface solido-liquido. Esse processo se desenvolveu com o preparo de
solugdes diluidas a partir da solugdo de CHX a 20%, concentracdo encontrada a disposi¢do no
comércio. A incorporacdo ocorreu utilizando-se 6 erlenmeyers de 50 mL, onde se
adicionavam a estes 1,0 g do p6 de HAp pura e da HAp dopada Sr 0,5%, onde logo em
seguida era adicionado 25 mL de uma das solugbes diluida preparada a partir da solucao
comercial de CHX a 20%, com agitacdo em orbital. Os erlenmeyers foram levados para a
mesa agitadora, hdeixando estes por um periodo de 24h com a taxa de agitacdo de 150 rpm e
temperatura fixa em 25°C.

A solucdo do sobrenadante foi separada por centrifugacdo e quantificada através
do UV-Vis (A=255nm) para a determinacdo do valor da concentracdo final das solucdes

através da equacdo 1.

(C1-C2)xV

Qe = ~————Fq.2

m

Sendo Qe a quantidade de CHX incorporada na HAp em mg/g, C; a concentracéo
inicial da solucdo de CHX em mg/L, C, a concentracdo do sobrenadante em mg/L, V é o
volume que foi utilizado no teste de adsor¢do (L) e m é a massa de HAp que foi utilizada no
teste de adsorc¢éo (Q).

A recuperacdo do pé se deu pelo processo de centrifugacdo, onde a HAp/CHX
ficou retida no fundo do tubo falcon. O po retido e presente no tubo falcon foi removido para
uma placa de petri, em seguida levado a estufa por um periodo de tempo de 1 h a temperatura

de aproximadamente 50°C.
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2.5 CARACTERIZAGOES

2.5.1 Difracéo de Raios-X (DRX)

A identificagdo da fase HAp e cristalinidade dos materiais obtidos foram
realizadas por meio da andlise de difragdo de raios x, em um difratdmetro da marca Shimadzu,
modelo XR-D600 A, na faixa 20 entre 5° a 75°. A velocidade de varredura foi de 2° min™,

utilizando a fonte de radiacio CuKa, com comprimento de onda 1,5406 A.

2.5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR da HAp e dopadas foram obtidos usando o
espectrofotdbmetro Varian 660-1R pelo método da pastilha em KBr 1% (m/m) de amostra, em
32 varreduras na regido de 400 a 4000 cm™ com resolucéo de 4 cm™. A espectroscopia no
infravermelho permite identificar substituicbes ou alteragdes importantes na composicao da
HAp. Essas informacgdes sdo obtidas pela excitacdo dos modos de energia vibracionais dos

grupos moleculares dentro da estrutura dos sélidos.

2.5.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia

Dispersiva (EDS)

As analises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram realizadas
utilizando um microscépio eletrénico de varredura com fonte de elétrons por emissdo de
campo FEG (Field Emission Gun), QUANTA FEI 250 e acoplado ao EDS (Espectroscopia de

Energia Dispersiva), para analise da morfologia e composicdo dos materiais sintetizados.
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2.5.4 Analise Térmica

As andlises termogravimétricas foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9
Build 20 da TA Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostra com razdo de
aguecimento de 10 °C min™ em atmosfera de Argonio com fluxo de 100,0 mL min™ em porta

amostra de alumina na faixa de temperatura de 25 a 1000 °C.

2.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

2.6.1 Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas foram das espécies Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) as quais pertencem ao acervo de microrganismos do

Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia da UFPI (LPM).

2.6.2 Preparo do In6culo Bacteriano

A partir das culturas bacterianas mantidas em agar nutriente a 4 °C, transferiu-se
uma alcada do crescimento bacteriano para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain
Heart Infusion Broth a 3% (BHI), seguido de incubacdo a 37 °C por 24h. A partir desta
cultura em BHI preparou-se uma suspensao bacteriana padronizada para uma densidade
equivalente a 0,5 na escala Mac Farland, aproximadamente 1,5 x 102 UFC/mL (Unidades
Formadoras de Col6nias - UFC). E em seguida foram realizadas diluicGes decimais seriadas,
em solucéo salina fisiolégica, obtendo-se uma suspensdo de 1,5 X 10* UFC/mL para ambos

0S microrganismos.
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2.6.3 Teste do Contato Direto

O teste antimicrobiano foi realizado por contato direto, segundo a metodologia de
Zheng e Zhu (2003), tendo como resultado a contagem de unidade formadora de coldnias
(UFC). Para a realizacdo do teste a suspensdo bacteriana padronizada foi submetida a
diluicBes seriada decimais até obtencdo da diluicio 10 (1,5 X 10* UFC/mL). Em seguida,
2000puL desta suspensao diluida foram transferidas para um tubo tipo falcon esterilizado, ao
qual foi adicionado 2000ug do biomaterial. Para determinacdo do efeito inibitorio, 100uL
desta suspensao foram transferidos para placas de Petri contendo o meio agar Blood Agar
Base (Columbia) e semeadas com o auxilio de uma alca de Drigalsky pelo método spread
plate. As placas foram incubadas na estufa microbioldgica por 24h a 37°C, em seguida foi
feita a contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC). O teste foi realizado em
triplicata para cada uma das concentracOes testadas. No Controle positivo os produtos foram
substituidos por uma solugdo salina (2000uL) para posterior comparacgao das solugdes com 0s
produtos testados.

O efeito inibitério produzido por cada solucdo-teste foi calculado de acordo com a
seguinte equacéo:

=212y 100% Eq.3
Ny
Onde 1 ¢ definido como o efeito inibitorio, N1 € a média aritmética das unidades

formadoras de colénia das placas controle e N, é a média aritmética das unidades formadoras

de col6nia de cada uma das soluces testadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA PURA, DA HIDROXIAPATITA

DOPADA COM ESTRONCIO E DOS BIOCOMPOSITOS

3.1.1 Difracéo de Raios-X (DRX)

A andlise por DRX foi utilizada para identificar as fases cristalinas presentes no
material e confirmar a pureza da fase da HAp. A identificacdo cristalografica de fases das
amostras sintetizadas foi realizada por comparacdo de padrdes experimentais de DRX para as
fases constituidas no banco de dados no Centro Internacional de Difracdo Dados (ICDD).
Seguindo como parametros de semelhanca a ficha n° 001-1008 do JCPDS, destacando 0s
principais planos cristalinos.

Na Figura 2.1 destacamos o difratograma da HApem que podemos observar
varios picos de alta intensidade correspondentes para a posi¢do dos planos da HAp, que sdo o
(002), (211), (112), (202), (310), (203) e (213) localizados em 20 iguais a 25,9°, 31,9° 32,29,
34,2°, 39,7°, 46,7° e 49,6 respectivamente. A presenca destes planos confirma a formacéo da

HAp como Unica fase(Unabia,et al.2015).
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Figura 2.1 - Difratograma da HAp.
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Na Figura 2.2 podemos observar os difratogramas das HAps dopadas com
estroncio nas concentracGes de HAp Sr 0,5%, HAp Sr 1,75% e HAp Sr 5%. Os DRXs das
diferentes dopagens ndo apresentaram diferenca na localizacdo dos picos e indicam a presenca
da HAp como Unica fase nas amostras analisadas, de acordo com o0 DRX da HApFigura 2.1.
Apresentando uma boa cristalinidade e conservando as intensidades dos picos em 20
caracteristico da HAp em torno de 25,9°, 31,9°,34,2° e 39,7° (Szatkowski,et al.2015). Nas
HAp Sr 1,75% e Sr 5% os planos (002) e (211) encontram-se ligeiramente deslocados. Esse
deslocamento pode ser indicativo da presenca do ion estréncio na rede cristalina da HAp, pois
0 ion estroncio apresenta um raio atbmico maior (0,200nm) que o ion calcio (0,197nm),
provocando esse deslocamento a medida que aumentamos a concentragdo do mesmo.
O’donnell, et al. (2008) observou 0 mesmo tipo de deslocamento para amostras de HAp Sr

com diferentes teores do metal.
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Figura 2.2 - DRX da HAp e HAp Sr 0,5%, 1,75% e 5%.
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3.1.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros da HAp e das HAp dopadas sd&o mostrados na Figura 2.4. No
espectro da HAp observa-se vibracOes de estiramentos de grupos OH provenientes da HAp
como também da molécula de agua que ndo foi removida a temperatura ambiente, mas retida
nos canais da estrutura, sendo representada pela banda larga de absorcdo entre 3200 e 3500
cm, e sua deformagoaparece em torno de 1640 cm™, sugerindo uma maior hidratagdo deste
material, (Ravi,et al. 2012; Melnikov, et al.2015).

No espectro da HAp, percebe-se as absorbancias caracteristicas da deformacéao
assimétrica do grupo PO,> entre 1100 e 962 cm-1 e em torno de 875 cm-', associado ao
estiramento P-OH em HPO,*. A banda préxima a 603 cm™ é correspondente & deformagéo

assimétrica da ligacdo P-O do grupo PO,*, ja a absorcdo em 566 cm™ corresponde a
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deformacéo assimétrica da ligacdo P-O(H) do grupo HPO,* (Armed,et al.2014).A Tabela 2.1
apresenta um resumo das principais absor¢fes observadas nos espectros de infravermelho
para as HAps sintetizadas e as respectivas atribuicoes.

Tabela 2.1 - Bandas de Absorcéo na regido do infravermelho da HAp e da HApSr/CHX.

Regi&o de Absorcdo (cm™) Designacao

3570 v OH de hidroxila
3500,3200 v OH de H,0O

1640 6 H-O-H de H,O

1100 v assimétrico PO,

962 v simétrico PO,

875 v P-OH em HPO,~

631 0 OH de hidroxila
603,566,472 § 0-P-0 em PO,™ ou O-P-O em HPO,~
1660-1580 OoN-H

Fonte: Autoria propria (2016).

A Figura 2.3 traz uma comparacgéo entre os espectros da HAp e da HAp dopada
com estroncio nas diferentes concentracGes. Percebe-se perfeitamente que ndo existem
diferencas espectrais significativas entre o sistema de HAp e o sistema das HAps dopadas.

Todas as amostras apresentam apenas as bandas tipicas de uma composicéo de HAp.
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Figura 2.3 - FTIR da HAp e HAp Sr 0,5%, 1,75% e 5%.
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Na Figura 2.4 apresentamos o0s espectros da HApSr0,5% e dos biocompdsitos

HApSr/CHX0,8, HApSr/CHX2 e HApSr/CHXS5.
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Figura 0.4- FTIR da HApSr0,5% e das HApSr/CHX0,8 , 2 e 5.
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Analisando os espectros FTIR dos biocompositos (HApSr/CHX), notamos que todos
apresentam caracteristicas dos dois precursores(HAp e CHX). Podemos destacar a banda na
regido de 1100 cm™que corresponde a deformacdo assimétrica dos grupos fosfatos. Outra
banda caracteristica da HApSr aparece na regido entre 631 e 875 cm™, que sio provenientes
da deformacdo da hidroxila OH e do estiramento do grupamento P-OH, respectivamente.
Uma modificacao observada é o alargamento da banda na regido de 1700 a1450 cm™, que se
deve a deformacdo angular resultante dos grupos aminos incorporados. A Figura 2.4mostra a
comparacdo dos espectros da HapSr e dos biocompositos com diferentes concentracdes de
CHX. E devido as baixas concentragdes utilizadas poucas diferencas significativas podem ser
observadas. Destacando a regido de 1690 a 1350 cm™ onde este alargamento se deve aos

grupos aminos da CHX incorporados a HApST.
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3.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia

Dispersiva (EDS)

A Figura 2.5 mostra a morfologia da HAp e das HAp dopadas com estroncio
apresentando aglomerados caracteristicos da HAp por coprecipitacdo, e com pH acima de 9,
(Ahmed et al., 2014). Resultado semelhante ja foram descritos na literatura, (Cox et al., 2014).

Mesmo com a incorporagdo da CHX, nenhuma alteragéo significativa foi observada.
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Fig. 25 MEV: a) HApb) HAp Sr 0,5% c) HAp Sr 1,75% d) HApSr 5%

e)HApSr0,5/CHXO0,8.
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A composicdo quimica dos elementos presentes nas amostras, como a
comprovacao da dopagem do estroncio e a incorporacgéo da clorexidina na HAp foram obtidas
por espectroscopia de energia dispersiva(EDS) acoplada ao microscopio eletronico de
bancada, MEV-EC FEI QUANTA FEG 250.

A Figura 2.6 refere-se a analise de EDS da HAp, das HAp dopadas com estréncio,
e do biocomposito HApSr/CHXO0,8 verificando a distribuicdo homogénea dos elementos
caracteristicos das amostras nos pds obtidos. Todos 0s picos elementares esperados foram
identificados incluindo Sr**, sugerindo que o elemento de substituicdo foi incorporado na
HAp precipitada,(Cox,et al.2014), além do cloro (CI) presente na composicdo do farmaco
utilizado, confirmando sua incorporacao.

No entanto, as densidades dos pontos de Ca, P e O sdo mais elevados do que 0s
dos outros elementos como o Sr’*e Cl devido a sua alta concentracdo na sintese e na
incorporacdo da HAp.Na figura 2.6 apresentamos um resumo das concentragdes médias de

Sr?*, analisadas a partir de medig6es EDS realizadas em diferentes localizaces das amostras.
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Figura 0.6 - EDS: a) HAp b)HAp Sr 0,5%, c) HAp Sr 1,75% ,d) HAp Sr 5% e
HApSr/CHXO0,8.
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3.1.4 Andlise Térmica

A andlise da curva TG da HAp e dopada na Figura 2.7 demonstram que aHAp
puraapresenta uma perda de massa de 12% até 200°C, representada pela saida de agua
adsorvida na superficie do material, confirmando a hidratagdo do material verificada no

infravermelho.
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Figura 0.7 - TG da HAp e das HAp dopadas com estroncio 0,5% 1,75% e 5%.
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O segundo evento de perda ocorre no intervalo de 200-550°C, que foi atribuido a remocéo de
agua quimicamente adsorvida com um percentual de 3,07%. E uma terceira perda de massa de
6,71% foi observada no intervalo de 550 a 991°C, sendo atribuida a eliminacdo de grupos
OH- da superficie da HAp, (Liao, et al. 1999; Capanema,et al.2015).

Nas curvas TG das HAps dopadas com Sr®* observamos que a incorporacdo do metal
melhorou a estabilidade térmica do material. Embora a amostra de HAp dopada apresente uma
curva de degradacdo semelhante ao da HAp, a perda de massa das HAp dopadas € menor do
que a HAp, (Ghorbani,et al. 2016).A melhoria na estabilidade térmica das HAp dopadas foi
mais pronunciada a medida que aumentamos o teor do metal para 5% de estroncio. Estas

observacdes revelaram claramente as interacdes favoraveis entre HAp e o Sr**.
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Figura 0.8 - TG da HApSr 0,5% e Biocomposito HAp Sr 0,5%/CHX.
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Ao analisarmos a Figura 2.8 podemos verificar que a incorporacdo do farmaco reduz a
estabilidade térmica do material, isso ocorre devido ao farmaco ser um composto organico
que se decompbe em temperaturas relativamente baixas, ecomprova-se essa perda pelo
aumento da saida de massa a medida que a quantidade de clorexidina € aumentada. A curva
TG da HApSr0,5% apresenta uma perda de massa de 7% até 200°C, enquanto a HApSr0,5/
CHX 0,8 perde 12% na mesma temperatura, a qual representa em ambos 0s materiais a saida
de &gua adsorvida da superficie do material.O segundo evento na HApSr0,5/CHX0,8 na faixa
de temperatura 200 a 400°C corresponde a saida dos grupos externos da CHX, o que

representa uma perda de massa 2%.

O terceiro evento ocorre pela decomposicdo da CHX que ainda se encontra no biocomposito,
que ocorre entre 400 e 600°C, correspondendo a uma perda de 1%. O quarto evento atribui-se
a condensacdo dos grupos hidroxilas, com a saida de agua da HAp que ocorre de 600 até
900°C atribuidos a decomposicdo da HAp com uma perda de 5%. O biocomposito
HApSr0,5/CHX0,8 com relagdo as outras concentracdes utilizadas foi 0 que apresentou

melhor estabilidade térmica.
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3.1.5 Adsorcgéao

A CHX foi incorporada na HApSr0,5% pela interface sélido — liquido, analisada pela

curva de adsorcdo mostrada na Figura 2.9.

Figura 2.9-Isortemas de adsor¢do da CHX na HAp e na HApSr0,5%.
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A curva apresenta os valores de CHX incorporados, a qual podemos analisar que em
ambos 0s materiais na concentracdo 0,8% de CHX apresentaram a mesma capacidade de
adsorcéo, e nas concentracoes 2% e 5% a HApSr0,5% adsorveu mais a clorexidina que HAp,
destacando a HApSr/CHX5 com um percentual de 0,21% a mais em relacdo a HAp. O

comparativo entre as capacidades de adsor¢éo sdo mostrados nas Tabelas 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2 Dados da incorporacgéo da Clorexidina na HAp pura.

Biocompdsito Tedrico e Porcentagem adsorvida Quantidade adsorvida
Relativo em % HAp mg/g HAp
solucéo
%
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HAp/CHXO0,8 0,8 (0,16) 0,1131 35,8
HAp/CHX2 2,0(0,4) 0,2264 71,52

HAp/CHX5 5 (1) 0,4770 158,9

% Relativo — refere-se ao percentual retirado da solugdo comercial 20%.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2.3 Dados da incorporacdo da Clorexidina na HApSr/CHX.

Biocompdsito Tedrico e Porcentagem adsorvida Quantidade
Relativo em % estroncio adsorvida
solugéo mg/g estroncio
%
HApSr/CHX0,8 0,8 (0,16) 0,1132 35,9
HApSr/CHX2 2,0(0,4) 0,2650 84,3
HApSr/CHX5 5(1) 0,68514 217,74

% Relativo — refere-se ao percentual retirado da solugdo comercial 20%.
Fonte: Autoria prépria.

Estes dados demonstram que a HAp dopada com estroncio favoreceu a adsorcdo da
clorexidina, o que pode ser ampliando para outros antimicrobianos ou substancias organicas

com atividade antimicrobiana comprovada.

3.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A HAp apresentou um efeito antibacteriano de 2,62% para S. aureuse 6,45% para
E. coli. Essa pequena atividade poderia ser explicada pela possivel interacdo eletrostatica
provocada pela provavel polarizacdo entre cargas das interagdes de hidrogénio provenientes
da HAp com a parte negativa das paredes celulares das bactérias fazendo com que o seu
crescimento seja interrompido. No entanto, a pouca quantidade de grupos hidroxilas na

estrutura da HAp, ndo proporcionou uma atividade antibacteriana ao material,(\Voet, 2006).
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Os teste antibacterianos com a HApSr, apresentados na Tabela 2.4, demonstraram
que a incorporacao do estroncio nas concentracdes utilizadas aumentaram a atividade da HAp.
Destacando-se a HAp Sr 0,5% para ambos os microrganismos testados, com um aumento de
aproximadamente 27% para S. aureus (Figura 2.10) e de 62% para a E. coli em relacdo a HAp

(Figura 2.11).

Tabela 0.4 - Efeito inibitério da HAp dopada com estréncio 0,5 1,75 e 5% sobre cepas padrédo

de S. aureus (ATCC 25.923) e E. coli (ATCC 25.922).

Efeito Inibitério (%)

Amostras
S. aureus E. coli
Salina 0,0 0,0
HAp pura 2,62 +2,30 6,45+3,48
HApSr 0,5% 29,93 +4,90 69,35+1,32
HAp Sr 1,75% 10,20 +4,03 36,56+4,62
HApSr 5% 10,86 +4,06 34,41+2,01

Fonte: Autoria prépria (2016)
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Figura 2.10 - Efeito inibitério das HAp Sr 0,5%; HAp Sr 1,75% e HAp Sr 5% frente a cepa

padrdo da bactéria S. aureus ATCC 25.923

Controle S. aureus HAp pura HAp Sr 0,5%
ATCC 25923

HAp Sr 1,75% HAp Sr 5%
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Figura 2.11 - Efeito inibitorio das HAp Sr 0,5%; HAp Sr 1,75% e HAp Sr 5% frente a cepa

padrdo da bactéria E. coli ATCC 25.922.

Controle £ colf HAD pura
ATCC 25922 -

HAp Sr0,5% HAD Sr1,75% HAD Sr5%

Ravi et al. (2012), estudando a atividade antimicrobiana da hidroxiapatita de calcio
deficiente substituida com estroncio (CDHAS) encontraram significativa atividade contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus pelo método de contato direto. A CDHA
substituida com 10% Sr?* mostrou uma reducdo microbiana de 56% para E. coli e 35% para S.
aureus.Os resultados expostos na tabela 2.4 demonstram que aatividade apresentada pelo

material sintetizado com estroncio a 0,5%foi superior ao relatado por Ravi et. al.(2012).
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Confirmando que o estroncio, além de sua propriedades osteogénicas, melhora a atividade

antimicrobiana da HAp quando substituido em sua estrutura.

A atividade antibacteriana foi mais acentuada contra a cepa Gram negativa, 0 que
vai de encontro a uma caracteristica atipica deste grupo, que seria a presenca dos
lipopolissacarideos (LPS) na face externa de sua membrana, a qual é altamente carregada com
cargas anidnicas em pH neutro, devido aexposi¢cdo de grupos carboxil e fosforil que podem
ser ionizados, (Camesano, et al. 2003). A presenca destes grupos atribui a superficie celular
uma densidade de carga negativa que € capaz de interagir com os ions ou moléculas
carregadas presente no meio externo, tornando-se os locais responsaveis pela ligagdo dos
metais ao microrganismo (Aradjo, et al. 2010).

Apesar das bactérias Gram-negativas serem menos comumente associadas com infeccdo de
protese articular, constituindo 6% - 23% de todos os episddios, (Zimmerli, 2003), elas
apresentam uma significante importancia clinica, pois, o tratamento de tais infeccfes é
considerado mais complicado, como resultado da viruléncia destes microrganismos, sua
crescente resisténcia aos agentes antimicrobianos, e as condigdes de comorbidade do paciente

(Hsieh, et. al.2009).

Com a finalidade de potencializara atividade antimicrobiana do biomaterial e
ampliar sua futura aplicacéo, foi incorporado o farmaco clorexidina na concentracéo de 0,8%
na HApSr 0,5%, pois essa concentracdo de estroncio utilizada na dopagem foi a que
apresentou uma atividade antimicrobiana mais significativa.

Ao analisarmos a incorporacdo de 0,8 % da clorexidina na HAp pura e na
HApSr0,5 % podemos observar que ambos 0s materiais adsorveram a mesma quantidade de
clorexidina, mas os resultados dos testes da atividade antimicrobiana foram diferentes Tabela

2.5. A HAp/CHXO0,8 mostrou uma reducdo de 67,35 % para S. aureus e 51,27 % para E. coli.
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Por outro lado, a HApSr/CHX0,8 apresentou um efeito inibitério de 100 % contra os

microrganismos testados, Figuras 2.12 e 2.13 respectivamente.

Tabela 2.5. Efeito inibitério da HApSr/CHXO0,8 sobre cepas padrdo de S. aureus

(ATCC 25.923) e E. coli(ATCC 25.922).

Efeito Inibitério (%)

Amostras
S. aureus E. coli
HAp/CHX 0,8 67,35 +4,34 51,27+3,68
HAp/CHX 2 100,00 +0,00 100,00 +0,00
HAp/CHX 5 100,00 +0,00 100,00+0,00
HApSr/CHX 0,8 100,00 +0,00 100,00+0,00
HAp Sr/CHX 2 100,00 +0,00 100,00+0,00
HAp Sr/CHX 5 100,00 +0,00 100,00+0,00

Fonte: Autoria propria.
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Figura 2.12 — Efeito inibitério da HAp/CHX0,8 e HApSr/CHX0,8 sobre cepas padrdo de S.

aureus (ATCC 25.923).

Controle S. aureus HAp/CHXO0,8
ATCC 25923

Controle S. aureus HApSr/CHXO0,8
ATCC 25923
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Figura 2.13 — Efeito inibitério da HAp/CHX0,8 e HApSr/CHXO0,8 sobre cepa padréo

de E. coli (ATCC 25.922).

Controle E. coli HAp/CHXO0,8
ATCC 25922

HApSr/CHXO0,8

Controle E. coli
ATCC 25922

O fato da HApSr/CHXO0,8 ter apresentado uma maior atividade antimicrobiana ,
pode estar relacionado tanto ao efeito antimicrobiano do metal estréncio, confirmado nos
testes anteriores, como ao efeito que o metal desempenha na performase da HAp,
aumentando a liberacdo de clorexidina durante os ensaios de contato direto. Pretende-se

confirmar essa hip6tese,com a realizacdo de ensaios de liberacéo.
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4 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que a HAp foi obtida com sucesso na dopagem com o
estroncio pelo método da coprecipitagdo, confirmada pelo DRX com planos caracteristicos,
bem como pela presenca de bandas tipicas no FTIR . O MEV apresentou uma analise da
morfologia comparativa, comprovando que a dopagem manteve a morfologia da HAp, e a
analise térmica revelou que a presenca do metal aumentou sua estabilidade térmica.

Apbs a incorporacdo da clorexidina na HApSr,também verificou-se que nao
houve alteracdo de sua composic¢do quimica e morfologia, porém apresentou uma reducdoda
estabilidade térmica do material. Além disto, a dopagem a HAp Sr 0,5% foi a que melhor
preservou as caracteristicas da HAp.O estudo das isotermas de adsorcdo evidenciaram um
aumento da adsorcdo do farmaco, nas concentracdes acima de 2%, revelando que a HApSr é
um biomaterial promissor para incorporagdo de farmacos.

Os testes de atividade antibacteriana frente S. aureus e E. coli mostraram que
HAp dopada com estroncio apresentou uma melhora considerdvel de sua atividade
antibacteriana, principalmente para as bactérias Gram- negativas(E.coli).E com a
incorporagdo da clorexidina,a sua atividade foi de 100% nas menores concentragdes
utilizadas, para ambos 0s microrganismos testados.

A presenca do metal estroncio e da clorexidina potencializaram a atividade
antimicrobiana do material, e com esse resultado positivo necessita-se de mais estudospara

uma melhor avaliacdo da futura aplicacéo in vivo deste biomaterial.
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CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa demonstrou a possibilidade de sintetizar a HApSr como também a
possibilidade de se incorporar um farmaco amplamente utilizado nas areas odontologica e
medica, como agente antimicrobiano na prevencdo e tratamento de infeccdes de enxertos
0sseos e implantes. No entanto, estudos adicionais, tais como:ensaios de liberacdo da CHX na
HAp pura e HApSr , e testes de toxicidade se fazem necessarios para futuras aplicacdo

clinicadeste biomaterial.
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PERSPECTIVAS

Testar o biomaterial contra os microrganismos da cavidade oral;

Estudar a liberacdo da CHX;

Determinar a concentracdo minima inibitoria;

Produzir novos biomateriais a partir da HApSr com moléculas biologicamente ativas;
Testar concentracdes menores de CHX;

Testar HApSrCHX contra fungos;

Realizar ensaios de toxicidade.
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