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RESUMO 
 
SORIANO-SOUZA, Carlos Alberto. Produção e Caracterização de Hidroxiapatita com 
Atividade Antimicrobiana. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências). Escola de 
Química/UFRJ, Rio de Janeiro, 2010. 
 

A hidroxiapatita - Ca10 (PO4)6 (OH)2, - tem sido cada vez mais utilizada em aplicações na 

Medicina e Odontologia como veículo para liberação controlada de medicamentos e 

moléculas. Clorexidina - C22H30Cl2N10 é um antisséptico catiônico de ampla utilização nos 

últimos 50 anos. Isso se deve ao seu largo espectro de ação contra bactérias Gram-positivas e 

negativas, como também fungos patogênicos da cavidade oral. A interação de seus 

grupamentos positivos com a camada fosfolipídica da membrana citoplasmática dos 

microrganismos, com carga negativa, provoca desde a perda do controle osmótico e 

interferência nos processos metabólicos como a respiração e a biossíntese (ação 

bacteriostática), até a solubilização da membrana resultando na liberação dos componentes 

intracelulares (ação bactericida). O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um 

biomaterial constituído de hidroxiapatita associado à clorexidina que acrescente à 

biocerâmica, com comprovadas propriedades osteocondutoras, uma ação antimicrobiana de 

amplo espectro, visando à aplicação no tratamento de infecções orais. Foram desenvolvidos 

estudos sobre a associação hidroxiapatita-clorexidina e feitas caracterizações físico-químicas 

e morfológicas (DRX, FTIR, MEV e UV-Vis). Ensaios microbiológicos, de citotoxicidade, 

biocompatibilidade celular e de bioatividade in vitro foram realizados para avaliação das 

propriedades do material. Os resultados demonstraram uma ligação estável entre 

hidroxiapatita e clorexidina, havendo a formação de aglomerados de clorexidina ligados a 

superfície da biocerâmica. Para baixas concentrações de clorexidina o processo de adsorção 

ocorreu segundo a isoterma de Langmuir, enquanto o modelo Langmuir-Freundlich 

predominou em altas concentrações. A clorexidina presente na hidroxiapatita manteve 
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atividade antimicrobiana sobre as espécies testadas, inibindo o crescimento de Enterococcus 

faecalis por até 8 dias e a adesão bacteriana de biofilme subgengival, ao mesmo tempo em 

que apresentou baixos níveis de citotoxicidade. O material hidroxiapatita-clorexidina 

apresentou bioatividade bastante expressiva, sinalizando para uma influência positiva desta 

associação nos processos biológicos na interação biomaterial/tecido. Os resultados obtidos 

sinalizam para a realização de testes in vivo e a aplicação do material obtido em estudos pré-

clínicos. 

Palavras-chave: Clorexidina. Hidroxiapatita. Infecção Bacteriana. Citotoxicidade. 
Bioatividade. 
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ABSTRACT 
 
SORIANO-SOUZA, Carlos Alberto. Produção e Caracterização de Hidroxiapatita com 
Atividade Antimicrobiana. Rio de Janeiro, 2010. Tese (Doutorado em Ciências). Escola de 
Química/UFRJ, Rio de Janeiro, 2010. 

 

Hydroxyapatite - Ca10 (PO4)6 (OH)2, - has been increasingly used in applications in Medicine 

and Dentistry as a vehicle for controlled delivery of drugs and molecules. The cationic 

antiseptic chlorhexidine - C22H30Cl2N10 has been widely used in the past 50 years due to its 

broad spectrum of activity against Gram-positive and negative bacteria, as well as fungal 

pathogens of the oral cavity. The interaction of their positive groups with phospholipid layer 

of the cytoplasmic membrane of microorganisms, with a negative charge, causes loss of 

osmotic control and interference in metabolic processes as respiration and biosynthesis 

(bacteriostatic) as well as solubilization of the membrane resulting in the release of 

intracellular components (bactericidal). The objective of this study was to develop a 

biomaterial composed of hydroxyapatite associated with chlorhexidine, which add to 

bioceramics with proven osseoconductive properties, a broad antimicrobial spectrum to the 

application in the treatment of oral infections. Studies were conducted on the association 

hydroxyapatite-chlorhexidine and physical-chemical and morphological characterizations 

were conducted (XRD, FTIR, SEM and UV-Vis). Microbiological, cytotoxicity, cellular 

biocompatibility and in vitro bioactivity assays were performed to evaluate the biological 

properties of the material. The results showed the formation of chlorhexidine clusters bound 

to hydroxyapatite surface. Adsorption isotherm followed Langmuir-Freundlich mechanism for 

chlorhexidine concentrations higher than 0.5%. Chlorhexidine present in hydroxyapatite 

maintained antimicrobial activity against the species tested and inhibited the growth of 

Enterococcus faecalis for up to 8 days, inhibiting bacterial adhesion of subgingival biofilm, at 

the same time showing low levels of cytotoxicity. The material presented very significant 

bioactivity, signaling a positive association of hydroxyapatite/chlorhexidine in the biological 
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processes in the interaction biomaterial/tissue. The results point to in vivo tests and the 

application of the material obtained in preclinical studies. 

Keywords: Chlorhexidine. Hydroxyapatite. Bacterial Infection. Cytotoxicity. Bioactivity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Um novo conceito se estabeleceu nos últimos anos dentre os pesquisadores de todas as 

partes do mundo na abordagem da manutenção de saúde e no tratamento de doenças: a 

regeneração tecidual. O objetivo das terapias se tornou mais ambicioso, não se conformando 

apenas em devolver as funções dos órgãos e tecidos afetados, mas recuperando totalmente as 

condições fisiológicas, através da formação de células especializadas em cada área afetada, 

surgindo então a Medicina Regenerativa e a Engenharia de Tecidos. É um campo de estudos 

interdisciplinar que integra os aspectos de Engenharia e Ciências Biomédicas para o 

desenvolvimento de tecidos e órgãos in vitro para posterior implantação in vivo, ou para 

aplicação direta de materiais e dispositivos in vivo com o objetivo de promover a regeneração 

tecidual, resultando no reparo, substituição e conservação da função do órgão ou tecido 

perdido. 

Alguns dos desafios que se apresentam correspondem à compreensão e controle de 

respostas celulares, construção de materiais com características chave para a função em 

ambientes fisiológicos e o desenvolvimento de tecnologias inovadoras, ferramentas, métodos 

e dispositivos que permitam a engenharia de tecidos funcionais. 

Nesta linha muitos estudos foram desenvolvidos relacionados à recuperação dos 

sistemas esquelético e muscular afetados por patologias, traumatismos ou mesmo pelo 

envelhecimento. Foi especificamente nesta linha de pesquisa que o presente estudo foi 

desenvolvido. 

Na ocorrência de lesões ósseas um dos maiores obstáculos na regeneração tecidual é a 

presença de microrganismos em tais sítios ou a contaminação bacteriana das áreas afetadas 

durante os procedimentos terapêuticos provenientes da atmosfera ambiente da sala de 

cirurgia, de materiais cirúrgicos, dos profissionais de saúde e bactérias residentes próprias do 

paciente (ZILBERMAN & ELSNER, 2008). Uma vez que a infecção se forma, um processo 

inflamatório é deflagrado em resposta, não possibilitando assim a proliferação de células 

ósseas. No tratamento e na profilaxia de tais infecções diversos dispositivos de liberação local 

controlada já foram propostos, inclusive sistemas de fosfatos de cálcio, como a hidroxiapatita, 

e antibióticos. A vantagem destes sistemas de liberação local de medicamentos na 

regeneração óssea está relacionada ao fato de que nestas regiões a circulação sanguínea está 

prejudicada, o que reduz a concentração de antibióticos aplicados de forma sistêmica, 

influenciando sua eficácia. 
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A hidroxiapatita, Ca10(PO4)6(OH)2, é uma biocerâmica extensivamente utilizada em 

enxertos ósseos e também como carreador de drogas em várias aplicações médicas 

(KRAJEWSKI et al., 2000) devido à sua semelhança química e estrutural com a fase mineral 

do tecido ósseo. Neste trabalho foi proposta a utilização de clorexidina, um agente 

antisséptico catiônico, em substituição a antibióticos tradicionais, associada à hidroxiapatita. 

Clorexidina tem amplo espectro de atuação sobre microrganismos, e apesar de ser 

amplamente comercializada através de vários produtos de higiene pessoal como 

enxaguatórios bucais, colírios e sabonetes, os casos de resistência bacteriana ainda são bem 

reduzidos. 
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Na Endodontia, especialidade da Odontologia responsável pelo estudo da polpa 

dentária, sistema de canais radiculares e dos tecidos periapicais, bem como tratamento das 

doenças relacionadas a tais regiões, dentre os medicamentos intracanal disponíveis, o de uso 

clínico mais frequente é o hidróxido de cálcio (ITOH et al., 1999). As suas propriedades 

antibacterianas estão relacionadas à sua natureza altamente alcalina, em torno de pH 12, que 

resulta na liberação de íons hidroxila e inativação de enzimas da membrana citoplasmática 

bacteriana. Tais alterações interferem em componentes orgânicos e no transporte de nutrientes 

causando efeitos tóxicos às células. Devemos também levar em consideração que existem 

diferenças entre a microbiota associada à necrose pulpar primária, e àquela que sobrevive e 

persiste, ou se instala após o tratamento endodôntico, denominada secundária (SUNDQVIST 

et al., 1998). Por exemplo, Enterococcus faecalis, um anaeróbio facultativo raramente 

encontrado em infecções primárias, tem sido relacionado a casos de insucesso da terapia 

endodôntica (PECIULIENE et al., 2000) devido a sua capacidade de persistir em ambientes 

alcalinos, limitando assim a eficácia do hidróxido de cálcio. 

Recentes estudos demonstraram como fator crítico para o insucesso da terapia 

endodôntica a reinfecção pela microbiota oral dos canais radiculares obturados com cones de 

guta-percha e cimento selador (SHIPPER & TROPE, 2004). Foi observada a incapacidade 

destes materiais, universalmente usados na Endodontia, em efetivamente bloquear a invasão 

desta microbiota, reiniciando ou tornando persistente, através do acesso a metabólicos, tais 

infecções endodônticas. Torabinejad et al. (1990) observaram que ocorreu contaminação do 

canal radicular obturado em 50% dos casos, após um período de 19 dias, quando suas 

amostras foram expostas a Staphylococcus epidermidis. Novos materiais têm sido propostos 

para substituição dos cones de guta-percha, com propriedades superiores em relação ao 

selamento radicular (SHIPPER et al., 2004), contudo menos versáteis, além do alto custo 

financeiro para realidade brasileira. 

As doenças periodontais, patologias dos sistemas de suporte e proteção dos elementos 

dentários (gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar), apresentam 

uma etiopatogenia complexa, onde vários grupos bacterianos estão relacionados, não sendo 

causadas por um único patógeno. Socransky et al. (1998) descreveram a existência de 5 

complexos microbianos no biofilme subgengival: complexo vermelho (Porphyromonas 

gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola), complexo laranja (Campylobacter 

gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, 

Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens e Streptococcus constellatus), complexo amarelo (Streptococcus gordonii, 
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Streptococcus intermedius, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e Streptococcus 

sanguinis); complexo verde (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter 

concisus, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena 

e Eikenella corrodens) e complexo roxo (Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula), 

onde uma sucessão bacteriana estaria relacionada com a gravidade dos problemas, sendo os 

complexos vermelho e laranja relacionados a sintomas mais importantes. 

Outro aspecto importante que vêm sendo objeto de estudos é a possível correlação 

entre a doença periodontal e doenças sistêmicas graves como as cardiopatias e aterosclerose 

(BECK et al., 1996; MEURMAN et al., 2004). Bactérias orais tais como P. gingivalis foram 

encontradas em placas ateroscleróticas (ateroma) de carótidas em 100% das amostras, 

enquanto F. nucleatum e T. forsythia foram detectados em 84 e 48% dos casos 

respectivamente, indicando sua capacidade de invadir as paredes dos vasos (FORD et al., 

2005). Ainda que não se tenha uma definição se tais microrganismos invadam ou causem os 

ateromas, parece que sua presença contribui para o agravamento dos danos teciduais pela 

agregação plaquetária e trombose (NAITO, 2007). 

Uma das hipóteses aceitas sobre o mecanismo envolvido na correlação destas 

patologias se refere à reação imunológica cruzada de anticorpos para proteínas de choque 

térmico (“heat-shock proteins - HSP”) bacterianas e proteínas da mesma família expressas 

pelas células endoteliais (WICK et al., 2001). Outro mecanismo que relaciona estas doenças é 

o fato da inflamação periodontal induzir a um aumento de citocinas e mediadores 

inflamatórios circulantes, tais como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de 

necrose tumoral-α (TNF- α), que podem causar danos diretamente às células endoteliais, 

como também provocar a liberação da proteína C-reativa do fígado, contribuindo assim para 

uma inflamação sistêmica e a aterosclerose (CULLINAN et al., 2009). 

O tratamento das periodontites, principalmente nas formas agressivas, tem sido um 

desafio para o clínico devido à ausência de um protocolo terapêutico bem estabelecido, 

resultado das dificuldades em se definir a sua etiopatogenia. Diversas estratégias baseadas na 

aplicação direta de medicamentos nas lesões peridontais foram desenvolvidas ao longo do 

tempo, como a utilização de fibras de acetato de celulose (GOODSON et al., 1979) e fibras 

“EVA” (“ethylene vinyl acetate” – acetato vinil etileno) impregnadas com tetraciclina 

(TONETTI et al., 1990) e microesferas de cloridrato de minociclina (RENVERT et al., 2006). 

No campo da Cirurgia Oral Menor e da Implantodontia, dentre os fatores relacionados 

ao insucesso terapêutico nas fases de cicatrização após exodontias e durante o processo de 

osseointegração, as infecções aparecem com destaque (DUYCK & NAERT, 1998; 
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QUIRYNEN et al., 2002,). Estudos clínicos relataram a ocorrência de 20 a 30% de osteíte 

alveolar (complicação pós-operatória definida por dor extrema e desintegração total ou parcial 

do coágulo intra-alveolar) após a exodontia de terceiros molares impactados (LARSEN, 

1992). No caso de implantes orais, são fontes de contaminação a infecção pré-existente 

relacionada ao elemento dentário perdido, invasão bacteriana durante a cicatrização e 

colonização bacteriana após a osseointegração (peri-implantite), o que frequentemente indica 

a associação de um agente antimicrobiano local ou sistêmico como adjuvante do tratamento. 

Como um avanço em relação aos métodos convencionais de cultura microbiana, as 

técnicas de biologia molecular estabeleceram uma nova abordagem nas pesquisas 

microbiológicas em função, por exemplo, da dificuldade do cultivo in vitro de um grande 

número de microrganismos, etapa fundamental em testes convencionais, levando a um melhor 

entendimento da microbiota das infecções bacterianas (CHRISTEN, 2008). 

Técnicas moleculares, tais como as baseadas em clonagem, sequenciamento do gene 

do 16S rRNA (gene altamente conservado utilizado em estudos filogenéticos) pela reação em 

cadeia da polimerase (“PCR”), análise do perfil de proteínas em gel de poliacrilamida por 

eletroforese e hibridização com sondas de DNA se tornaram rotineiras nos estudos 

microbiológicos. O método de identificação microbiana “checkerboard DNA-DNA 

hybridization” (hibridização com sondas de DNA) que foi desenvolvido por Socransky et al. 

(1994) permitiu que uma grande quantidade de amostras fosse hibridizada simultaneamente 

com um grande número de sondas genéticas, em uma mesma membrana de “nylon”. 
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até 12 dias (ITOKAZU et al., 1998). Existe na literatura uma ampla linha de investigações 

relacionada a este tema. 

Em relação a fatores do crescimento, muitos estudos também já foram desenvolvidos, 

principalmente com proteínas morfogênicas ósseas (“bone morphogenetic proteins – BMPs”) 

que a partir do final dos anos 1980 puderam ser clonadas e purificadas (WANG et al., 1988; 

CELESTE et al., 1990). BMPs fazem parte de uma grande família de proteínas multigênicas 

(“transforming growth factor β – TGF β”) com propriedades osteogênicas e foram associadas 

com HA nas terapias de regeneração óssea. Em 1992, estudos com primatas demonstraram a 

capacidade osteogênica heterotrópica de discos de HA assoaciados a BMPs implantados no 

tecido muscular (RIPAMONTI et al., 1992). Estudos subsequentes avaliaram as diversas 

formas da associação da HA e BMPs que poderiam resultar num melhor reparo ósseo em 

estudos in vitro (AUTEFAGE et al., 2009), em modelos animais (KIM et al., 2008) e pré-

clinicos (HELIOTIS et al., 2006). 

Outras linhas de pesquisas estudaram a associação de sequências específicas de 

aminoácidos, como a do peptídeo RGD (arginina-glicina-aspartato, relacionado com a 

atividade de adesão de vários componentes da matriz extracelular como a fibronectina) com 

HA. Entre estes estudos, o grupo de Roessler et al. (2001) desenvolveu implantes 

odontológicos revestidos por HA carreando RGD, encontrando uma resposta biológica 

positiva em relação à adesão de osteoblastos. 

Diversos estudos já avaliaram a associação de HA com antibióticos tradicionais. Hae-

won et al. (2005), propuseram a associação do cloridrato de vancomicina num arcabouço 

poroso de HA modificado com o polímero poli(ε-caprolactona) - PCL, demonstrando uma 

melhora na cinética de liberação do medicamento em comparação com o material poroso não 

modificado. Gentamicina e vancomicina (HEIJINK et al., 2006) foram misturadas com 

Collagraft® (Zimmer Inc, Warsaw, Reino Unido), 60% de HA, 40% de tricálcio fosfato e 

colágeno fibrilar. Foi observado que a atividade antimicrobiana foi reduzida para 61% e 73%, 

respectivamente. Outros pesquisadores (CHAI et al., 2007) também adsorveram a 

ciprofloxacina numa HA micro-porosa (poros de 2 a 5 µm) e obtiveram bons resultados 

contra os patógenos Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli. 

Apesar de inúmeras estratégias terem sido desenvolvidas para qualificar a associação 

HA/medicamentos, frequentemente a liberação da droga ocorre de forma abrupta nas 

primeiras horas, sendo uma liberação sustentada difícil de ser obtida (KOMLEVA et al., 

2002). Nos estudos de Pham et al. (2002) com microesferas de HA impregnadas com 
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ciprofloxacina, a liberação total do antibiótico ocorreu em 60 minutos, sendo necessárias 

modificações no material com a finalidade de se melhorar esta propriedade. 

Ainda que a estratégia de carreadores locais de antibióticos seja vantajosa em 

comparação com terapêuticas sistêmicas, o desenvolvimento de resistência microbiana a tais 

medicamentos sempre deve ser considerada. O surgimento de microrganismos super-

resistentes como o “MRSA - methicillin-resistant Staphylococcus aureus”  tem se mostrado 

um grande desafio para pesquisadores de todo mundo (DAVID & DAUM, 2010). 

 

2.3 CLOREXIDINA (CHX): AGENTE ANTIMICROBIANO 

 

A clorexidina (CHX – fórmula molecular: C22H30Cl2N10) é uma bisbiguanidina 

catiônica sintética, que vem sendo utilizada nos últimos 50 anos, principalmente na 

formulação solúvel digluconato de clorexidina (DGCHX - fórmula molecular: C22H30Cl2N10 • 

2 C6H12O7) (Figura 5), como antisséptico coadjuvante no tratamento de infecções 

dermatológicas, oftalmológicas e orais (GILBERT & MOORE, 2005). Aparece 

frequentemente nos protocolos de cirurgias orais na forma de enxaguatórios bucais ou em gel 

na profilaxia e tratamento de complicações pós-operatórias. Hita-Iglesias et al. (2008) num 

estudo clínico fizeram a comparação de efetividade de DGCHX na forma de enxaguatório 

bucal 0,12% e gel 0,2% na redução da ocorrência de osteíte alveolar após exodontia de 

terceiros molares. Estes autores observaram a ocorrência de 25% do processo inflamatório no 

grupo enxaguatório e 7,5% para o grupo gel. Estes resultados podem ser justificados pela 

adesividade do gel que aumentaria uma importante característica desse antisséptico: a 

substantividade (capacidade de adsorver a componentes presentes na cavidade oral como HA, 

proteínas salivares e polissacarídeos extracelulares bacterianos). Esta propriedade também foi 

demonstrada in vitro na atividade antimicrobiana da dentina tratada com de DGCHX que 

inibiu o crescimento de E. faecalis por até 12 semanas (ROSENTHAL et al., 2004). 
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Figura 5. Fórmula estrutural do digluconato de clorexidina formado por dois anéis 4-
clorofenil simétricos, dois grupos biguanida, ligados por um hexametileno e dois grupos 

gluconato (FARKAS et al., 2007). 
 

2.3.1 Ação Antimicrobiana 

 

A CHX tem sido usada em grande escala em função do seu largo espectro de ação 

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e negativas, como também fungos 

patogênicos da cavidade oral (HENNESSEY, 1973; GJERMO, 1974; EMILSON et al., 1977; 

EVANS et al., 1977). Foi descrito que DGCHX afetaria a capacidade de Streptococcus 

mutans e S. sanguinis de aderiar à HA na fase inicial da colonização bacteriana (LILJEMARK 

et al. 1978). Emilson & Westergren (1979) introduziram DGCHX 0,1% na dieta líquida de 

“hamsters” e observaram que havia um decréscimo no número de S. mutans e aumento no 

número de S. sanguinis, indicando que o antimicrobiano poderia atuar de forma diferenciada 

dependendo do microrganismo. Estudos clínicos demonstraram que seu uso como 

enxaguatório oral reduzia significativamente o número de bactérias aeróbias, anaeróbias, 

estreptococos e actinomicetos (BRINER et al., 1986). Vários estudos foram realizados sobre 

seu mecanismo de ação. Estudos realizados em 1993 demonstraram in vitro que diacetato de 

CHX 0,1% reduzia a atividade metabólica de proteases e prevenia a degradação de colágeno 

tipo I por P. gingivalis (GRENIER, 1993). O mesmo autor posteriormente observou que CHX 

interferia na propriedade do mesmo microrganismo em aderir a células epiteliais humanas e 

que este efeito estava relacionado à mudança de conformação de membrana externa deste 

patógeno oral (GRENIER, 1996). Iwami et al. (1995) avaliaram o efeito de concentrações de 

0,25 a 0,60% de DGCHX na inibição da glicólise em S. mutans e relataram que a produção de 

ácido láctico e acético decresce à medida que aumenta a concentração de DGCHX, 

demonstrando a interferência sobre os metabólitos intracelulares. Recentemente Lee et al. 

(2009) sugeriram que DGCHX 0,2 e 2% teria a capacidade de inativar o ácido lipoteicóico 

(componente de parede celular de bactérias Gram-positivas), importante fator de virulência de 
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E. faecalis, relacionado a resposta inflamatória, que apresenta também alta afinidade pela 

hidroxiapatita (CIARDI et al. 1977). 

Na natureza, os microrganismos se organizam preferencialmente na forma de 

biofilmes. Defini-se biofilme por agregados celulares ligados a um substrato ou interface, 

envolvidos numa matriz formada principalmente por polissacarídeos extracelulares 

produzidos que estes microrganismos (Figura 6). Microrganismos em biofilmes apresentam 

características fenotípicas tais como taxa de crescimento e transcrição gênica diferentes dos 

microrganismos planctônicos (em suspensão). Esta organização está diretamente relacionada 

à resistência a agentes microbianos em função da maior dificuldade de difusão de moléculas 

pela matriz extracelular e, assim, não atingindo seus alvos nas células bacterianas (DONLAN 

& COSTERTON, 2002; EICK et al., 2004). 

 

 
 

Figura 6. Esquema da estrutura de biofilme microbiano (adaptado de Donlan & Costerton, 
2002). 

 

A interferência de DGCHX em inibir in vitro a coagregação para a formação de 

biofilme foi observada para diferentes microrganismos. Bactérias Gram-positivas não foram 

inibidas em concentrações inferiores a 0,25%, enquanto no grupo de Gram-negativas 

concentrações menores que 0,01% inibiram completamente a estruturação de biofilmes 

(SMITH et al., 1991). Num modelo experimental de biofilme com Streptococcus sobrinus, 

tendo com o substrato partículas de HA, DGCHX a 0,008% inibiu o crescimento microbiano, 

porém uma concentração de 0,0025% (quarto vez menor) teve o mesmo efeito sobre as 

bactérias em suspensão (STEINBERG & ROTHMAN, 1996). A capacidade de inibir a 

formação de biofilme e eliminar de S. sanguinis estruturado em agregados foi demonstrada 
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pelo tratamento com DGCHX a 0,1% por 60 minutos, indicando as propriedades de prevenir e 

eliminar infecções da CHX (DECKER et al., 2003). Foi observado também que biofilmes de 

monoculturas diferem na susceptibilidade à CHX em comparação com biofilmes mistos. 

Biofilmes de S. mutans e V. parvula separadamente foram significativamente menos 

resistentes a DGCHX do que o biofilme composto pelas duas espécies bacterianas (KARA et 

al., 2006), informação relevante tendo em vista que as infecções orais frequentemente são de 

natureza polimicrobiana. Shen et al. (2009) avaliaram a atividade de DGCHX 2% em 

biofilmes formados a partir de placa bacteriana subgengival em diferentes substratos, discos 

de HA e HA/colágeno tipo I. Os autores observaram diferenças entre os biofilmes (HA 50% < 

HAcolágeno) o que influenciou a atividade antimicrobiana de DGCHX, sugerindo que a 

configuração do biofilme em função do sítio patológico in vivo pode influenciar a eficácia do 

antisséptico. Os diversos estudos citados anteriormente indicam que a complexidade 

microbiológica de cada situação in vivo esta diretamente relacionada à eficácia dos agentes 

antimicrobianos. 

Ainda que outros mecanismos tenham sido relatados, o conceito geral estabelecido 

sobre a ação de CHX sobre os microrganismos corresponde à interação de grupamentos 

positivos de CHX com a camada fosfolipídica da membrana citoplasmática dos 

microrganismos, com carga negativa, o que provoca desde a perda do controle osmótico e 

interferência nos processos metabólicos como a respiração e a biossíntese (ação 

bacteriostática), até a solubilização da membrana resultando na liberação dos componentes 

intracelulares (ação bactericida) (Figura 7) (GILBERT & MOORE, 2005). 
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Figura 7. Esquema ilustrativo da interação de CHX com a membrana citoplasmática dos 
microrganismos (adaptado de Gilbert & Moore, 2005). 

 

Apesar de seu largo uso clínico e doméstico difundidos nas últimas décadas, poucos 

casos de resistência à CHX em concentrações de uso clínico foram descritos. O uso de 

dentifrício oral contendo CHX a 1% durante 6 meses por voluntários não induziu alteração 

significativa na susceptibilidade da microbiota supragengival avaliada (MAYNARD et al., 

1993). Grönroos et al. (1995) acompanharam um grupo de 24 indivíduos com alta taxa de 

estreptococos (100.000 CFU/ml) que usaram duas vezes ao dia um gel contendo 0,3% de 

DGCHX por 28 meses e não identificaram a ocorrência de resistência. Em revisão da 

literatura realizada por Sreenivasan & Gaffar (2002), os autores descreveram que não foi 

observada a ocorrência de resistência pelo uso clínico de antissépticos bucais na forma de 

enxaguatórios ou dentifrícios contendo CHX. Também não houve alteração da microbiota da 

pele em profissionais de saúde que sistematicamente adotaram medidas de assepsia antes de 

procedimentos clínicos. 

Em contraste com estes estudos relacionados à microbiota oral, o aparecimento de 

microrganismos multi-resistentes representa um desafio para as estratégias antimicrobianas. 

Na avaliação da eficácia de DGCHX 4% como biocida de superfícies contra os patógenos 

hospitalares S. aureus meticilina–resistente (“MRSA”) e Pseudomonas aeruginosa, enquanto 

nas formas planctônicas sua atividade se mostrou inalterada, em biofilmes formados em 
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equipamentos hospitalares metálicos ou plásticos sua ação antimicrobiana foi bastante 

diminuída (SMITH & HUNTER, 2008). 

 

2.3.2 Sistemas de Liberação Controlada 

 

Entre as diversas estratégias baseadas na aplicação direta de medicamentos nas lesões 

periodontais a CHX também apareceu em sistemas de liberação controlada. Em 1982, um 

pequeno grupo de voluntários que apresentava quadros agudos de doença periodontal recebeu 

por 07 dias a aplicação de tubos de 10 mm de comprimento e 215 µm de diâmetro formados a 

partir de membranas de diálise a base de celulose contendo DGCHX 20% (COVENTRY & 

NEWMAN, 1982). Os resultados clínicos indicaram a reversão do quadro agudo em 81,2% 

dos casos (9 de 11 indivíduos). Soskolne et al. (1983) avaliaram a cinética de liberação da 

CHX tendo como veículo filmes de etil celulose e polietileno glicol. Os resultados 

demonstraram que cerca de 50% de CHX foi liberado em bolsas periodontais (condição onde 

ocorre destruição de ligamentos periodontais surgindo um espaço entra a gengiva e dentes 

tornando-se um depósito bacteriano) no período de 06 dias indicando uma importante área a 

ser investigada. Addy & Langiroudi (1984) estudaram o efeito de um dispositivo de tiras de 

polimetilmetacrilato contendo 40% (m/m) de acetato de CHX em pacientes que apresentavam 

doença periodontal avançada observando resultados clínicos favoráveis. Outro sistema 

avaliado formado pela incorporação de acetato de CHX em membranas poliméricas de vinil 

foi avaliado in vitro (CERVONE et al., 1990). A atividade antimicrobiana foi observada para 

todas as espécies bacterianas testadas no experimento. Anos depois, foi desenvolvido um 

dispositivo retangular com área de 20 mm2 e 0.35 mm de espessura, Periochip™, para 

também ser aplicado em bolsas periodontais com profundidades de sondagens maiores que 5 

mm, como adjuvante da terapia periodontal tradicional. Esse dispositivo corresponde a uma 

matriz gelatinosa reabsorvível contendo 2,5 mg de gluconato de CHX que após sua aplicação 

permanece por até 10 dias no sítio patológico (KILLOY, 1998). Apesar de resultados 

promissores iniciais, estudos subsequentes foram contraditórios a respeito de sua eficácia 

(HEASMAN et al., 2001; DANESHMAND et al., 2002; ZAFIROPOULOSI et al., 2005). 
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2.3.3 Citotoxicidade 

 

Em relação aos efeitos citotóxicos os resultados variam em função do modelo 

experimental dos estudos realizados. Dogan et al. (2003) fizeram uma correlação entre 

concentrações de DGCHX entre 0,03 e 18% com atividade antimicrobiana sobre S. sobrinus e 

citotoxicidade em fibroblastos gengivais humanos. Os resultados demonstraram que 

concentrações ≥ 0,56% de DGCHX inibiram completamente o crescimento de S. sobrinus ao 

mesmo tempo em que não foram observados efeitos citotóxicos em fibroblastos em 

concentrações ≤ 2,25%. Em concentrações de DGCHX a 4,5 e 9%, a redução de fibroblastos 

foi de 88 e 75%, respectivamente, em relação aos controles. Hernandes et al. (2004) 

compararam os efeitos sobre fibroblastos e macrófagos da associação entre ProRoot® MTA 

mineral trioxide aggregate (agregado trióxido mineral composto principalmente por silicato 

tricálcio, aluminato tricálcio, óxido tricálcio e óxido de silicato utilizado no tratamento de 

perfurações de raízes dentárias) e DGCHX 0,12% e obtiveram respostas diferentes para os 

tipos celulares testados. O percentual de apoptose foi maior para fibroblastos em comparação 

com macrófagos. Por outro lado, Giannelli et al. (2008) avaliaram o efeito direto de DGCHX 

sobre células endoteliais, fibroblastos e osteoblastos. Foram usadas concentrações entre 

0,0025% e 0,12% por 1, 5 e 10 minutos. DGCHX apresentou maiores níveis de citotoxicidade 

para osteoblastos do que para células endoteliais e fibroblastos. Estes autores relataram ainda 

que tais efeitos podem estar relacionados à disfunção mitocondrial, aumento intracelular de 

Ca2+ e ao estresse oxidativo. 

 

2.3.4 Interação com Hidroxiapatita 

 

Na literatura existem inúmeros trabalhos investigando a interação entre CHX e HA 

relacionados à formação de manchas nos dentes pelo uso de soluções orais do antisséptico 

(FLÖTRA et al., 1971; JENSEN 1977; ADDY et al., 1979; PRAYITNO & ADDY, 1979; 

ELLINGSEN et al., 1982; NORDBÖ et al., 1982; ADDY & MORAN, 1984; ERIKSEN et 

al., 1985; MCDONALD et al., 1985; WARNER et al., 1993; GRUNDEMANN et al,. 2000; 

CARPENTER et al 2005; CORTELLINI et al., 2008). Tal pigmentação está relacionada à 

captura de íons metálicos, desnaturação da película adquirida (conjunto de proteínas que se 

liga especificamente à superfície dentária formada principalmente por cistatinas, estaterinas, 

histatinas e proteínas ricas em prolina) e fixação de compostos cromáticos de alimentos, como 
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os polifenóis presentes no chá e café, pela presença de CHX adsorvida na superfície do 

esmalte dentário. São de caráter reversível podendo ser removidas mecanicamente pelo 

polimento coronário dos dentes através de escovas profiláticas. Muitos estudos foram 

realizados no intuito de esclarecer este efeito indesejável, porém as abordagens da associação 

de HA e CHX com fins terapêuticos foram pouco exploradas. 

Motivados pelos excelentes resultados clínicos, apesar de alguns efeitos adversos, 

estudos da década 1970 foram desenvolvidos para o esclarecimento da associação de HA e 

CHX que justificasse sua aplicação terapêutica, principalmente por grupos da Escandinávia. 

Rölla et al. (1970) demonstraram que CHX adsorvia tanto na apatita do esmalte dentário 

como também na HA sintética, observando que esta interação entrava em equilíbrio após 30 

minutos, não havendo diferença entre os sistemas com a variação de temperatura de 22º a 

37ºC. Um estudo no mesmo período (EMILSON et al., 1973) propôs um sistema onde a 

adsorção de CHX ocorria de forma diferente em função da concentração. Em baixas 

concentrações (0,005% por exemplo) havia a formação de uma monocamada de CHX sobre a 

superfície da HA, enquanto em concentrações acima de 0,02% havia a formação de múltiplas 

camadas de CHX ligadas entre si. 

SODHI et al. (1992) demonstraram que a ligação CHX-HA é atribuída a fortes 

ligações eletrostáticas através da análise por espectroscopia de fotoelétrons excitados por 

raios-X (XPS). Misra em 1994 propôs um modelo de interação onde ocorria uma re-

precipitação de CHX na forma de fosfato de CHX a partir da HA, havendo a formação de 

cristais micrométricos sobre a HA. Outros grupos desenvolveram estudos da associação de 

CHX em implantes ortopédicos revestidos de fosfatos de cálcio. Campbell et al. (2000) 

obtiveram um revestimento de HA para pinos metálicos de fixação externa onde o agente 

antimicrobiano foi DGCHX. Foi aplicada uma camada lipídica final com objetivo de controlar 

a liberação de CHX. Os testes microbiológicos in vitro indicaram inibição do crescimento de 

S. aureus, patógeno frequentemente relacionado a infecções ósseas. O mesmo grupo 

posteriormente conduziu um estudo num modelo in vivo (DEJONG et al., 2001). Pinos 

revestidos controles e tratados com CHX foram contaminados por S. aureus e implantados em 

tíbias de cabras. Foi observada a ocorrência de infecção em 95,8% dos controles enquanto nos 

pinos revestidos tratados com CHX as avaliações clínicas e microbiológicas indicaram apenas 

20,8% de infecção. 

Recentemente, Tezulas et al., (2009) investigaram a capacidade de DGCHX na 

descontaminação de partículas ósseas para enxerto autógeno que são obtidas durante cirurgias 

orais (frequentemente este material se torna infectado pelos microrganismos da cavidade oral, 
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Young et al., 2002). Os resultados da aplicação de DGCHX 0,1% por 3 minutos 

demonstraram que o procedimento foi um método eficiente na eliminação de bactérias, 

contudo sem investigar a influência deste tratamento nas propriedades biológicas do enxerto 

ósseo. 

 

2.4 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E 

MORFOLÓGICA 

 

2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX) 

 

Difratometria de raios X é uma das principais técnicas de caracterização de materiais, 

muito utilizada na área de biomateriais, identificado fases cristalinas e amorfas. É um 

fenômeno de interação entre a radiação eletromagnética e a matéria ordenada. Os raios X são 

produzidos a partir do bombardeiro do anodo por elétrons do catodo, acelerados por alta 

voltagem. Para se obter a difração é necessário que o comprimento de onda da radiação 

incidente seja da mesma ordem de grandeza do espaçamento interatômico do material 

analisado, da ordem de ángstroms, com condições geométricas que satisfaçam a Lei de Bragg 

(FORMOSO, 1984). O feixe difratado pode então ser percebido por detectores e os valores de 

ângulo, planos e distância interplanar dos difratogramas obtidos são comparados com os 

sistemas cristalinos catalogados no International Center Diffraction Data (ICDD), 

anteriormente conhecido como Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS). 

Existe uma variação da técnica de DRX onde é utilizada uma incidência de ângulo rasante que 

permite uma melhor caracterização das camadas superficiais dos materiais. 

 

2.4.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A microscopia eletrônica de varredura é uma técnica que consiste na emissão de um 

feixe de elétrons primário concentrado, controlado e reduzido por lentes eletromagnéticas que 

incide sobre a amostra provocando a emissão de elétrons (absorvidos, difratados, 

retroespalhados, secundários e transmitidos) e de fótons (fotoluminescência e raios X) que são 

captados por detectores apropriados. Obtêm-se uma imagem ampliada (até 300.000 vezes) e 

tridimensional da amostra, contanto que o material não seja transparente aos elétrons. Para 

garantir o livre caminho dos elétrons é necessário que o equipamento esteja num sistema de 
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alto vácuo (≈1.000 Pa). A utilização de um detector para emissão de raios X da amostra 

bombardeada, denominado espectrômetro de energia dispersiva, fornece a composição 

química elementar de um ponto ou região da superfície da amostra (análise EDS) (ORÉFICE 

et. al., 2006). 

 

2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

No FTIR é utilizada a interação do espectro eletromagnético na região do 

infravermelho (λ= 750 a 2.500 nm) com a amostra. É uma técnica que pode ser usada para a 

identificação de grupos funcionais (CO2, PO4 e OH por exemplo) ou investigar a composição 

de uma amostra. Este método se baseia no fato de que as ligações químicas das substâncias 

possuírem frequências de vibração específicas que correspondem a níveis de energia de cada 

molécula. Tais frequências dependem principalmente da forma da superfície de energia 

potencial da molécula, da geometria molecular e das massas dos átomos. A espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica de análise para se obter o 

espectro infravermelho com maior velocidade. Em vez de se coletar os dados variando-se a 

frequência da radiação infravermelha monocromática, a radiação com todos os comprimentos 

de onda na faixa do IV é guiada através de um interferômetro, geralmente varrendo o espectro 

como o número de onda de 400 a 4.000 cm-1. 

 

 

2.4.4 Espectroscopia de Ultravioleta-Visível (UV-Vis) 

 

A espectroscopia de ultravioleta-visível (UV-Vis) consiste da absorção de radiação 

eletromagnética na faixa de comprimento de onda (λ) de 190 a 800 nm por átomos e 

moléculas causando a transição eletrônica do estado fundamental para estados excitados. Um 

retorno ao estado fundamental provoca a reemissão da radiação ou liberação de calor, através 

de fenômenos denominados fluorescência e fosforescência. Amplamente utilizada como 

técnica quantitativa da concentração de substâncias em solução baseada na Lei de Beer-

Lambert: 

A = - log T = -log (I/I0) = ε•c•L; 
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onde A é a absorbância medida, I0 é a intensidade da radiação incidente a um dado 

comprimento de onda, I é a intensidade da radiação transmitida pela amostra, L é o caminho 

óptico pela amostra (distância que a luz percorreu por ela), ε é uma constante conhecida como 

absortividade molar (a qual varia de substância para substância), e c é a concentração da 

substância (ORÉFICE et. al., 2006). Esta técnica também pode ser utilizada para amostras 

sólidas através da análise por reflectância difusa, onde a radiação penetra a amostra e em 

seguida emerge podendo ser captada por acessórios específicos dos equipamentos como a 

esfera de integração (LABSPHERE 1998; BAIN 2007). O estudo dos espectros das amostras 

também permite o entendimento das interações entre substâncias heterogêneas. 

 

2.5 CITOTOXICIDADE: NORMA ISO 10993-5 

 

No desenvolvimento de qualquer biomaterial a avaliação da citotoxicidade é uma 

etapa fundamental e mandatória para futuras avaliações in vivo. Para tal protocolos 

normalizados são utilizados para a melhor comparação de resultados. Uma maneira segura e 

confiável está descrita na Norma ISO 10993-5 que indica a metodologia específica para o 

cultivo de células com extratos do biomaterial ou em contato direto. Estes métodos são 

projetados para determinar a resposta biológica de células de mamíferos in vitro utilizando 

parâmetros biológicos adequados. 

Para a realização dos ensaios in vitro é necessária uma cultura celular onde as células 

dos testes são mantidas incubadas a 37ºC, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 onde o 

meio de cultura é trocado periodicamente, dependo do tipo celular estudado. No caso de 

extrato, diluições seriadas são aplicadas às células em cultura por 24 e 48 horas, sendo a 

viabilidade celular avaliada por diversos marcadores biológicos (NEAMNARK et al, 2007). 

Entre eles, um protocolo bastante difundido é o teste Tetrazólio XTT (2,3-bis[2-

metox4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazólio-5-carboxialina). É um sal tetrazólio que se 

transforma em formazano pelo sistema do succinato desidrogenase que pertence à cadeia 

respiratória mitocondrial e somente ativo em células viáveis. A enzima presente na 

mitocôndria reduz o sal amarelado tetrazólio a formazano laranja solúvel na presença de um 

reagente (SCUDIERO et al.,1985). 

Outro teste importante é o ensaio NR – “neutral red” (BORENFREUND & 

PUERNER, 1985) que está baseado na capacidade de células viáveis de incorporarem o 
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vermelho neutro (C15H17ClN4). Consiste de um corante catiônico fraco que penetra na 

membrana citoplasmática e se acumula nas porções aniônicas dos lisossomos. 

O método do corante cristal violeta (C24H28N3Cl) é um método simples e rápido no 

qual o cristal violeta cora as moléculas de DNA de células viáveis ao se ligar a proteínas 

nucleares. Foi descrito por Hans Christian Gram e é bastante usado na Microbiologia na 

classificação de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, caracterizada pelas diferenças na 

parede celular. 

 

2.6 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO 

 

Kokubo et al. (1990) propuseram uma solução aquosa para testes de bioatividade 

contendo concentrações de íons semelhantes àquelas presentes no plasma humano e 

tamponamento com tris-hidroximetil-amino-metano. Tal solução foi capaz de induzir 

mudanças estruturais na superfície de materiais bioativos semelhantes às apresentadas in vivo 

pela formação de uma camada de fosfato de cálcio. Esta solução, chamada "simulated body 

fluid" (SBF), é acelular, livre de proteínas e apresenta pH 7,4. Sua composição é comparada à 

composição iônica do plasma sanguíneo (Tabela 1). O procedimento usado para teste de 

bioatividade in vitro consiste em imergir o material a ser testado em solução “SBF” por 

períodos de tempo que variam de 3 horas a 15 dias. A observação da precipitação de fosfato 

de cálcio na superfície do material pode ser analisada por DRX, FTIR e por MEV. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Na década de 1970, muitos estudos foram realizados investigando a ligação das 

moléculas de clorexidina com os cristais de hidroxiapatita do esmalte dentário, porém poucos 

trabalhos foram realizados visando o uso da associação hidroxiapatita-clorexidina como 

adjuvante do tratamento de infecções. O amplo espectro de atividade antimicrobiana sobre 

bactérias, fungos e vírus, aliada a baixa ocorrência de resistência, faz da clorexidina a 

substância de escolha. O fato dos principais materiais envolvidos serem amplamente 

estudados pela comunidade científica e apresentarem baixos custos indicam a possibilidade do 

desenvolvimento de um produto com potencial comercial para uso em humanos no futuro 

próximo que associe as principais características dos materiais: regeneração óssea e ação 

antimicrobiana. 

 

4 OBJETIVO GERAL 

 

Produzir um biomaterial a partir da associação de clorexidina com a hidroxiapatita 

visando à prevenção e tratamento de infecções ósseas orais. 
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5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

O presente estudo se propôs a: 

 

1º. Associar a clorexidina e a hidroxiapatita 

 

2º. Caracterizar o biomaterial obtido 

 

3º. Avaliar a atividade antimicrobiana do biomaterial em ensaios in vitro. 

 

4º. Estabelecer os níveis de citotoxicidade e biocompatibilidade in vitro. 

 

5º. Determinar a bioatividade do material in vitro. 

 

 



 48 

6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os materiais empregados, de grau analítico, foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, EUA). Hidroxiapatita (HA) foi produzida pelos métodos de rotina no 

LABIOMAT/CBPF RJ. 

 

6.1 SÍNTESE DE HIDROXIAPATITA 

 

6.1.1 Hidroxiapatita Estequiométrica 

 

HA foi sintetizada pela reação por precipitação a partir de uma solução de fosfato de 

amônio dibásico, (NH4)2HPO4, 0,3 M gotejada sobre uma solução de nitrato de cálcio, 

Ca(NO3)2.4H2O 0,5 M (fluxo de 4,5 mL/min), mantendo-se o pH 10-11 com hidróxido de 

amônio (NH4OH) concentrado, à temperatura de 90ºC e com agitação utilizando-se uma placa 

magnética. 

Após gotejamento, a mistura permaneceu em digestão por 2 horas nas mesmas 

condições, sendo então filtrada em funil de Buckner e ressuspendida em água Milli-Q® 

(Millipore Corporate, MA, EUA) por três vezes. O sólido obtido foi seco em estufa a 80ºC 

por 24 horas. 

Parte do sólido sofreu tratamento térmico por 8 horas até atingir 1.100ºC para a 

obtenção de HA altamente cristalina. 

 

6.1.2 Produção de Microesferas de Hidroxiapatita 

 

Para a obtenção de microesferas de HA, uma mistura de HA (LABIOMAT/CBPF) e 

alginato de sódio (Fluka Biochemika, Buchs, Suíça) foi suspensa em água Milli-Q® e 

homogeneizada vigorosamente numa razão de 15:1. Em seguida foi realizada a extrusão da 

mistura através de agulhas 24 G 1 ¾ (0,55 x 20 mm) (BD Precision Glide®, Curitiba, PR) e 

gotejada numa solução de cloreto de cálcio 0,15 molar (CaCl2 0,15 M). As microesferas se 

formam instantaneamente ao entrar em contato com a solução de cloreto de cálcio. Após 24 

horas na solução de CaCl2, as microesferas foram lavadas em água Milli-Q e tratadas 

termicamente numa rampa de aquecimento de 28 horas até atingir 1.100°C. 
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6.2 SÍNTESE DE HIDROXIAPATITA NA PRESENÇA DE 

CLOREXIDINA  

 

Uma metodologia foi proposta para promover a incorporação de CHX à HA no 

momento da reação de precipitação. A síntese de hidroxiapatita na presença de CHX foi 

realizada de forma inovadora no LABIOMAT/CBPF RJ com objetivo de se observar a 

cristalização dos fosfatos de cálcio na presença de CHX. A metodologia foi semelhante 

àquela empregada na síntese de HA estequiométrica descrita anteriormente, com a adição por 

gotejamento de 100 mL de digluconato de CHX a 0,6% (m/v). O pH foi mantido em 7 e a 

temperatura mantida a 25ºC com o objetivo de se manter a estabilidade do agente 

antimicrobiano. Os tempos de digestão foram de 0, 2, 24 e 48 horas nas mesmas condições de 

pH e temperatura. A amostra HA de referência do ensaio corresponde ao fosfato de cálcio 

obtido nas mesmas condições de síntese sem a adição de CHX e tempo de digestão de 2 

horas. 

 

6.3 ASSOCIAÇÃO DA CLOREXIDINA A HIDROXIAPATITA 

ATRAVÉS DA ADSORÇÃO SUPERFICIAL  

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata de testes e triplicata de amostras com 

temperatura controlada a 37ºC e pH próximo de 7. Foram utilizados tubos de 50 mL 

“Corning” (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suíça) contendo HA e CHX que 

permaneceram em agitador (60 ciclos/minutos) durante os períodos devidos. 

 

6.3.1 Adsorção de CHX na HA: Estudo pela Técnica de Espectroscopia UV-

Visível 

 

Os espectros foram obtidos através da espectrofotometria UV-Vis (UV-VIS 2550 

Spectrophotometer, Shimadzu, Tóquio, Japão) para as soluções de DGCHX, cloridrato de 

CHX (HClCHX), clorobenzeno e cloridrato de guanidina antes e após os ensaios de adsorção 

com a HA. Os materiais na fase sólida antes e após os ensaios de adsorção foram analisados 

por reflectância difusa (UV-VIS 2550 Spectrophotometer, Shimadzu) pelo método da esfera 

integradora (SHIMADZU DO BRASIL, 2005) utilizando-se o acessório ISR-2200 Integrating 

Sphere Attachment (Shimadzu). Para tal as amostras foram misturadas, homogeneizadas com 
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sulfato de bário (branco neste tipo de análise) e acomodadas no porta-amostra. Foram 

analisados os espectros obtidos sendo observadas as modificações das principais bandas antes 

e após a associação com a HA. 

 

6.3.2 Medidas UV-Vis de CHX no Meio Reacional: Soluções Aquosas 

 

Foram desenvolvidos ensaios de adsorção com o objetivo de determinar o perfil da 

interação HA-CHX (diluições feitas a partir da solução aquosa de digluconato de CHX 20% 

m/v Sigma). Para tal utilizou-se uma HA estequiométrica com partículas ≤ 210 µm. 

Nos ensaios de adsorção foram consideradas as seguintes variáveis: 

• Soluções aquosas com concentração variadas de CHX (0,001 a 10%). 

• Razão HA/CHX. 

• Cristalinidade da HA (amostras com e sem tratamento térmico). 

• Cinéticas de adsorção. 

As análises dos ensaios de adsorção foram realizadas através da espectrofotometria 

UV-Vis em soluções de DGCHX lidas no comprimento de onda 254 nm. 

 

6.3.3 Medidas UV-Vis de CHX na Fase Sólida: Superfície da HA 

 

Foram realizadas medidas de CHX diretamente nas amostras de HA adsorvidas com o 

antimicrobiano através da espectrofotometria UV-Vis no sólido por reflectância difusa através 

do método da esfera integradora. Para tal foram realizadas análises dos espectros obtidos dos 

materiais estudados e construída uma curva padrão com massas crescentes de cloridrato CHX 

que foram misturadas e homogeneizadas com sulfato de bário (branco neste tipo de análise), 

acomodadas no porta-amostra e lidas no comprimento de onda 264 nm. 

Os biomateriais obtidos foram caracterizados morfologicamente e submetidos a 

análises físico-químicas através dos métodos descritos na seção 6.4. 

 

 

6.3.4 Adsorção de Clorobenzeno e Guanidina na HA 

Ensaios de adsorção de clorobenzeno [C6H5Cl] e guanidina clorídrica 

[NH2C(=NH)NH2•HCl] na HA foram desenvolvidos com o objetivo de definir os possíveis 



 

sítios de ligação de CHX-HA. A figura 8 destaca a presença de tais grupamentos na molécula 

de CHX. 

Figura 8. Figura destacando a
(azul) presentes na molécula do digluconato de CHX.
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Figura 8. Figura destacando a estrutura molecular do clorobenzeno (vermelho) e guanidina 
(azul) presentes na molécula do digluconato de CHX. 

CARACTERIZAÇÕES  POR DRX, MEV E FTIR DA 

ASSOCIADA À CLOREXIDINA 

obtidos foram submetidos à análise de difração de raios

diffractometer, PANanalytical), operando com radiação CuK

a 40 kV de tensão e corrente de 40 mA, no ângulo 2θ, em intervalos de 10 a 100° e passos de 

radiação a ângulo rasante (LNLS - Laboratório Nacional de Luz

n, Campinas, SP, Brasil) foi obtida se operando o cristal de s

assimetricamente e com curvatura elástica (111), energia de 9 keV (comprimento de onda 

ângulo de incidência  θ fixo = 0,5° e 1,0° e 2θ com intervalo de 9 a 50° com 

Os padrões de DRX obtidos foram comparados com os padrões da ficha 9

International Centre for Diffraction Data) utilizando-se o programa 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi realizada na COPPE/UFRJ (

) e no IME (Jeol-JSM-5800). Os biomateriais obtidos também foram 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (

espectros foram obtidos na faixa entre 400 e 4.000 cm-1 (IRPrestige-21, Shimadzu, CBPF 

transmitância. 
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6.5 ASSOCIAÇÃO HIDROXIAPATITA-CLOREXIDINA (HACHX): 

ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS IN VITRO 

 

Nos ensaios microbiológicos foram utilizadas HA contendo CHX na forma de pó, 

microesferas e pastilhas prensadas em função do tipo de experimento. 

 

6.5.1 HACHX: Inibição de Crescimento Microbiano em Placas de Cultura 

 

Os ensaios microbiológicos foram realizados no Laboratório de Microbiologia Oral do 

Instituto de Microbiologia Paulo de Góes - IMPG/UFRJ. Foram utilizadas microesferas 

tratadas termicamente a 1.100°C e encubadas por 24 horas com DGCHX 2%, sendo o 

controle positivo um disco de filtro de papel com DGCHX 2% e microesferas de HA puras 

como controle negativo. As microesferas foram colocadas em placas de Petri onde foi 

semeado um inóculo não padronizado em meio de cultura agar triptona de soja (TSA: “triptic 

soy agar”). O plaqueamento por esgotamento foi realizado para obtenção de crescimento 

confluente e realização de testes de inibição do crescimento microbiano para: 

 

• E. faecalis (ATCC 29212). 

• Candida albicans (ATCC 10231). 

• Amostras de saliva humana. 

 

6.5.2 HACHX: Determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

 

Foram desenvolvidos ensaios com o objetivo de determinar a concentração mínima 

inibitória (MIC) do material HACHX. Foi utilizada uma HA tratada termicamente a 1.100°C 

e encubada por 24 horas com DGCHX 2% em função dos ensaios de adsorção previamente 

desenvolvidos. Os testes foram realizados segundo as normas de métodos de diluição seriada 

publicadas pela National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 1997. 

Culturas da cepa E. faecalis (ATCC 29212) foram preparadas em meio TSB (“triptic soy 

broth”) e padronizadas para a escala 0,5 de McFarland de turbidez, diluídas a 1:100, 

aproximadamente 1,5×106 células/mL. As células bacterianas foram misturadas com o 

material testado em concentrações variando de 0,39 mg/mL a 50 mg/mL. Após 18 horas, a 

absorbância do meio foi medida utilizando um espectrofotômetro (UV-VIS 2550, Shimadzu) 
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a 595 nm para permitir a determinação dos valores MIC, que é definido pela menor diluição 

que mantém o meio de cultura sem turvação. 

 

6.5.3 HACHX: Determinação do Tempo de Ação 

 

A partir da determinação do MIC, foram realizados testes para avaliação do tempo de 

ação do material. Foram utilizados tubos contendo 1 mL de meio de cultura TSB e um inóculo 

de 1 mL de E. faecalis (ATCC 29212) na mesma concentração descrita anteriormente. Foram 

testados formulações de HACHX em pó e na forma de microesferas em triplicata de cada 

grupo. Em intervalos de tempo de 24 horas e até o término do período de avaliação (08 dias) 

os tubos foram observados quanto à turvação nas mesmas condições descritas na seção 

anterior (6.5.2). A cada 24 horas o meio de cultura e inóculo foram renovados para avaliação 

da ação do agente antimicrobiano ao longo do tempo. Nas análises estatísticas, do ensaio as 

médias de turbidez foram submetidas à análise pelo teste de Kruskal-Wallis considerando 

diferenças significativas se p<0,05. 

 

6.5.4 HACHX: Inibição de Formação de Biofilme Microbiano 

 

Foram realizados ensaios de inibição da colonização e formação de biofilme 

microbiano sobre pastilhas de HA densas obtidas pelo conjunto de prensa axial e matrizes 

ilustradas na figura 9 (condições de prensagem: prensa axial / massa: 200 mg / força: 2 

toneladas / tempo: 10 minutos) tratadas termicamente à 1100ºC e incubadas com DGCHX 0,1 

e 2%, formando os grupos HACHX0.1 e HACHX2, respectivamente. Amostras de placa 

subgengival foram coletadas de bolsas profundas de um voluntário com periodontite crônica. 

Após a coleta o inóculo foi armazenado em tubos criogênicos em dimetilsulfóxido (DMSO) 

com caldo de micoplasma, diluído em solução salina até a turvação de 0.5 da escala de 

McFarland. As pastilhas foram colocadas numa placa de cultura de 24 poços (TPP) contendo 

500 µL de meio BHI enriquecido e 100 µL do inóculo, e foram incubadas em anaerobiose a 

37°C por 14 dias (meio de cultura foi renovado no dia 07). Depois do período de incubação as 

pastilhas foram lavadas em tampão fosfato e separadas para análises. Foi feita a identificação 

das espécies microbianas envolvidas pela técnica do “checkerboard DNA-DNA 

hybridization” e caracterizada a superfície do material e a morfologia microbiana por MEV 

(Jeol-JSM- 6460 LV). 



 

Figura 9. Fotografia do conjunto de matrizes (A)

 

6.5.4.1 Determinação da microbi

DNA hybridization” 

 

O método para identificação dos 

técnica descrita por Socransky

tubo de Eppendorf contendo biofilme subgen

M. As suspensões foram fervidas em banho

pela adição de 0,8 mL de acetato de amônio
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membrana foi removida do aparato e o DNA depositado na membrana fixado através da 
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uma mistura das espécies de microrganismos investigados pelas sondas de DNA, em duas 

concentrações, 105 e 106 células bacterianas

 

 

 

 

 

 

conjunto de matrizes (A) e prensa axial (B) utilizada 
pastilhas densas. 

Determinação da microbiota subgengival pela técnica do “checkerboard DNA

O método para identificação dos microrganismos subgengivais foi realizado através da 

Socransky et al. (1994) e modificado por Colombo et al

tubo de Eppendorf contendo biofilme subgengival foram adicionados 0,10 mL de NaOH

fervidas em banho-maria por 5 minutos, e em seguida neutralizadas 

acetato de amônio 5 M. Com isso, as células bacterianas foram

lisadas e o DNA liberado na solução. Cada suspensão contendo DNA livre foi

fendas do “Minislot” (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e o DNA concentrado numa 

membrana de nylon (15 X 15 cm) carregada positivamente (GE Healthcare

removida do aparato e o DNA depositado na membrana fixado através da 

exposição à temperatura de 120°C por 20 minutos em forno (Fanem Ltda., São Paulo, SP). As 

duas últimas canaletas do “Minislot” são reservadas para a colocação dos controles, contendo 

uma mistura das espécies de microrganismos investigados pelas sondas de DNA, em duas 

células bacterianas (Figura 10). 
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Figura 10. Esquema do aparato usado na técnica do “c

 

6.5.4.2 Hibridização da membrana

 

Após fixação do DNA na membrana

solução de 50% formamida, 1% caseína, 5 X

0,75 M), fosfato de sódio 25 mM (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de 

membrana foi colocada sob a placa acrílica do “Miniblotter 45” (Immunetics) com as linhas 

contendo o DNA fixado perpendicular

contém 45 canaletas que servem cada uma para a colocação de uma sonda de DNA. Em cada 
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contendo 45% de formamida, 5 X SSC, fosfato de sódio

de levedura, 0,8 mL de sulfato de dextrano

DNA específica. As sondas foram hibridizadas perpendicularmente
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(Tabela 2) foram confeccionadas usando o “Random Primer Digoxigenin Labeling Kit

(Roche Brasil, São Paulo, Brasil) (Figura 

 

 

 

 

o aparato usado na técnica do “checkerboard DNA
hybridization”. 

 

Hibridização da membrana com as sondas de DNA 

Após fixação do DNA na membrana, esta foi pré-hibridizada a 42°C por 1 hora numa 

e 50% formamida, 1% caseína, 5 X SSC (citrato trissódico 75 mM / cloreto 

fosfato de sódio 25 mM (pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura. Em seguida, 

colocada sob a placa acrílica do “Miniblotter 45” (Immunetics) com as linhas 

ndo o DNA fixado perpendicular às canaletas do “Miniblotter 45”. O “Miniblotter 45” 

contém 45 canaletas que servem cada uma para a colocação de uma sonda de DNA. Em cada 

colocadas 135 µL de cada sonda específica diluída em solução de hibridização 

contendo 45% de formamida, 5 X SSC, fosfato de sódio 20 mM (pH 6,5), 0,2 mg/mL de RNA 

sulfato de dextrano 10%, caseína 1% e 20 ng/mL de 

sondas foram hibridizadas perpendicularmente às linhas das amostras de 

biofilme no aparato “MiniBlotter 45”. O aparato foi então incubado a 42°C por no mín

horas para hibridização. Sondas genômicas para quarenta e oitos espécies bacterianas

confeccionadas usando o “Random Primer Digoxigenin Labeling Kit

Paulo, Brasil) (Figura 11). 
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Figura 11. Esquema do aparato usado para hibridização da membrana com as sondas de DNA 
na técnica do “c

 

 

. Esquema do aparato usado para hibridização da membrana com as sondas de DNA 
na técnica do “checkerboard DNA-DNA hybridization”. 
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Tabela 1. Relação das cepas orais empregadas na confecção das sondas de DNA. 

Espécies bacterianas Cepas Espécies bacterianas Cepas 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans 43718 Neisseria mucosa 19696 

Actinomyces gerensceriae 23860 Propionibacterium acnes 11827 

Actinomyces israelli 12102 Pseudomonas aeruginosa 10145 

Actinomyces meyeri 35568 Peptostreptococcus anaerobius 27337 

Actinomyces naeslundii 12104 Porphyromonas gingivalis 33277 

Actinomyces odontolyticus 17929 Prevotella intermedia 25611 

Actinomyces viscosus 43146 Prevotella melaninogenica 25845 

Capnocytophaga concisus 484 * Parvimonas micra 33270 

Capnocytophaga  gingivalis 33624 Prevotella nigrescens 33563 

Capnocytophaga ochracea 33596 Prevotella tannerae 51259 

Campylobacter rectus 33238 Rothia dentocariosa 17931 

Campylobacter showae 51146 Streptococcus anginosus 33397 

Capnocytophaga sputigena 33612 Staphylococcus aureus 33591 

Dialister pneumosintes GBA27 Streptococcus constellatus 27823 

Eikenella corrodens 23834 Streptococcus gordonii  10558 

Enterococcus faecalis 10100 Streptococcus intermedius 27335 

Eubacterium nodatum 33099 Streptococcus mitis 49456 

Eubacterium saphenum 49989 Selenomonas noxia 33359 

Fusobacterium necrophorum 25286 Streptococcus oralis 35037 

Fusobacterium  nucleatum ss. vincentii 49256 Streptococcus sanguinis 10556 

Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 10953 Treponema denticola B1 * 

Gemella morbillorum 27824 Tannerella  forsythia 43037 

Haemophilus aphrophilu 33389 Treponema socranskii S1 * 

Leptotrichia buccalis 14201 Veillonella parvula 10790 

 

ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA). 
*  The Forsyth Institute, Boston, MA, EUA. 

 

6.5.4.3 Detecção das espécies bacterianas 

 

Após hibridização com as sondas, a membrana foi removida do “Miniblotter” e lavada 

durante 40 minutos, a 65°C, numa solução adstringente (0,1 X SSC, SDS 0,1% - “sodium 

dodecyl sulfate”), a fim de remover sondas que não hibridizaram completamente. Em seguida, 

a membrana foi imersa em solução bloqueadora (ácido maléico 0,1 M, NaCl 3 M, NaOH 0,2 

M, Tween 20 0,3% e caseína 0,5%, pH 8,0) por 1 hora e por 30 minutos na mesma solução 

contendo o anticorpo Anti-Digoxigenin-AP (Roche Brasil,São Paulo,SP,Brasil), numa 

diluição de 1/25.000. A membrana foi, então, lavada em solução tampão (ácido maléico 0,1 
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M, NaCl 3 M, NaOH 0,2 M, Tween 20 0,3%, pH 8,0) duas vezes por 15 minutos, e uma vez 

por 5 minutos em uma solução contendo dietanolamina 0,2 M (pH 9,5) e 2 mM MgCl2. Em 

seguida, a solução detectora contendo um substrato fluorescente (ECF, Amersham 

Bioscience, Buckinghamshire, Inglaterra) foi adicionada à membrana. Finalmente, a 

membrana foi escaneada e as imagens captadas pelo Sistema de Imagens Storm TM 860 

(Molecular Dynamics/ Amersham Bioscience, Buckinghamshire, Inglaterra). Os sinais 

emitidos foram avaliados visualmente por comparação com os controles de 105 e 106 células 

bacterianas para as espécies testes na mesma membrana. Foram registradas como: 0: não 

detectado; 1= <105 células; 2= ~105 células; 3= 105-106 células; 4= ~106 células; 5= >106 

células. 

 

6.5.4.4 Análise estatística 

 

As análises estatísticas dos ensaios microbiológicos foram realizadas utilizando-se o 

programa SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences” versão 17.0, SPSS Brasil, São 

Paulo, SP, Brasil). Os dados microbiológicos foram apresentados como níveis médios (x 105 

células bacterianas) das espécies testadas para cada grupo de pastilhas, bem como o inóculo 

cultivado em meio BHI (controle positivo). Os níveis de colonização e proporções das 

diferentes espécies foram determinados através da transformação dos registros de 0 – 5 em 

número de células bacterianas. As diferenças entre as pastilhas de HA para contagem 

bacteriana foram analisadas pelo teste Mann-Whitney, considerando diferenças significativas 

se p<0,05. 
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6.6 HACHX: ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO 

 

Os ensaios de citotoxicidade e biocompatibilidade foram realizados no Núcleo de 

Terapia Celular do Instituto de Biologia/UFF. 

 

6.6.1 Citotoxicidade pela Norma ISO 10993-12 

 

A citotoxicidade dos materiais foi determinada utilizando o protocolo definido na ISO 

10993-5, sendo as amostras preparadas como descrito na ISO 10993-12, utilizando-se o 

extrato de HA e HACHX na forma de pó. Foi utilizada uma HA tratada termicamente a 

1.100°C e encubada por 24 horas com DGCHX 2% nas mesmas condições dos ensaios 

microbiológicos. Esses procedimentos são resumidos a seguir. Células de fibroblastos de 

camundongos da linhagem Balb/c3T3 (provenientes da ATTC), foram cultivadas em garrafas 

de 25 cm2 contendo meio de cultura (meio Dulbecco MEM/ Nutriente HAMF-12-DMEM) 

suplementado com NaHCO3 (1,2 g/L), amplicilina (0,025 g/L), estreptomicina (0,1 g/L) e 

10% de soro fetal bovino (SFB) a 37oC em atmosfera úmida, com composição de 95% de ar e 

5% de CO2 (3x104 células por poço). O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana e 

as células foram monitoradas com auxílio de microscópio óptico (contagem em câmara de 

Neubauer após coloração com azul de tripan). A análise dos resultados foi expressa em 

porcentagem, sendo o grupo controle considerado como 100%. Foram utilizados 50 e 100% 

do extrato do material para a análise dos efeitos citotóxicos. As contagens celulares dos 

grupos testes foram calculadas de forma relativa ao grupo controle. 

 

6.6.2 Citotoxicidade: Marcadores Biológicos Específicos 

 

Além da contagem direta do número de células, foi realizado também ensaios de 

citotoxicidade específicos de 3 parâmetros: marcadores para atividade metabólica (tetrazólio-

XTT atividade mitocondrial), integridade da membrana citoplasmática (vermelho neutro-NR 

atividade lisossômica) e danos ao material genético (eluição de corante violeta cristal) - kit 

KXRCV 96.300/310 (Xenometrix AG, Allschwil, Suíça). O teste XTT foi medido por 

espectrometria a 480 nm, enquanto o ensaio NR e o corante violeta cristal foram quantificados 

a 540 nm. Foi utilizando um leitor de microplacas UV-Vis (PowerWave MS2, BioTek 
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Instruments, USA). Foram utilizadas pastilhas de HA densas tratadas termicamente à 1100ºC 

e encubadas com DGCHX 0,1 e 2% nos mesmos padrões usados nos ensaios microbiológicos. 

Nas análises estatísticas dos ensaios de citotoxicidade, as médias e desvio padrão 

foram submetidos à análise de variância e teste t de Student considerando diferenças 

significativas se p<0,05. Os marcadores das células na ausência dos materiais testes foram 

considerados como 100%. 

 

6.6.3 Biocompatibilidade: Adesão Celular em Pastilhas de HACHX 

 

Nos ensaios de adesão, foram utilizados pré-osteoblastos obtidos a partir do fêmur de 

camundongos da linhagem Balb/c3T3. As morfologias celulares foram analisadas através de 

MEV e a contagem das células através da câmara de Neubauer após coloração com azul de 

tripan. A análise dos resultados foi expressa em porcentagem, sendo o grupo controle 

considerado como 100%. Foram utilizadas pastilhas de HA densas tratadas termicamente à 

1.100ºC e encubadas com DGCHX 2% nos mesmos padrões dos ensaios anteriores. O número 

de células na ausência dos materiais testes foi considerado como 100%. 

Nos ensaios de adesão celular, os dados foram normalizados pelo controle e aplicado o 

teste t de Student para as médias do número de células aderidas, considerando diferenças 

significativas se p<0,05. 

 

6.7 HACHX: ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO 

 

Com o objetivo de se avaliar a influência da associação HA e CHX nos processos de 

bioatividade do material (KOKUBO et al., 1990), essenciais nos primeiros estágios de 

interação tecidual, foram desenvolvidos ensaios em meio biológico simulado (“SBF - 

simuleted body fluid”). A composição da solução está descrita na tabela 2. Foram utilizadas 

pastilhas de HA densas tratadas termicamente (1.100ºC) e encubadas com DGCHX 2%, nos 

mesmos padrões dos ensaios anteriores, com temperatura controlada a 37ºC. As pastilhas 

foram então acomodadas em tubos “Corning” de 15 mL (Techno Plastic) contendo 10 mL da 

solução “SBF” por 2, 4 e 7 dias. Os resultados foram analisados por MEV e por DRX a 

ângulo rasante (LNLS - Laboratório Nacional de Luz Síncrotron) conforme descrição 

anterior. 

 



 

Tabela 2. Concentração iônica do plasma sanguíneo humano e da solução
 

 

. Concentração iônica do plasma sanguíneo humano e da solução

61 

. Concentração iônica do plasma sanguíneo humano e da solução “SBF”. 

 



 

7 RESULTADOS 

 

7.1 ASSOCIAÇÃO DA CLOREXIDINA A FOSFATOS DE CÁLCIO 

ATRAVÉS DA PRECIPITAÇÃO EM MEIO AQUOSO

 

Uma primeira tentativa de incorpor

através da reação de precipitação da HA em presença do agente antimicrobiano, em meio 

aquoso. Como a clorexidina não é estável em pH básico a síntese da HA em presença do 

agente antimicrobiano foi realizada em condições desfav

apatítica. Os resultados de caracterização obtidos por DRX em diferentes tempos de digestão 

da HA com e sem a CHX revelaram a formação do fosfato de cálcio, 

bruxita (Tabela 3: JCPDS da 

cristalinidade, como mostram as f

Figura 12. DRX Controle (azul) e HACHX (preto) destacando a presença de picos
cristalinos relacionados à CaHPO

ASSOCIAÇÃO DA CLOREXIDINA A FOSFATOS DE CÁLCIO 

ATRAVÉS DA PRECIPITAÇÃO EM MEIO AQUOSO  

Uma primeira tentativa de incorporação da clorexidina à hidroxiapatita foi realizada 

precipitação da HA em presença do agente antimicrobiano, em meio 

aquoso. Como a clorexidina não é estável em pH básico a síntese da HA em presença do 

agente antimicrobiano foi realizada em condições desfavoráveis à precipitação da fase 

apatítica. Os resultados de caracterização obtidos por DRX em diferentes tempos de digestão 

da HA com e sem a CHX revelaram a formação do fosfato de cálcio, CaHPO

JCPDS da bruxita n° 72-1240), além da HA com baixo grau de 

como mostram as figuras 12 e 13. 

 

Controle (azul) e HACHX (preto) destacando a presença de picos
relacionados à CaHPO4•2(H2O) - bruxita e HA nas duas amostras.
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ASSOCIAÇÃO DA CLOREXIDINA A FOSFATOS DE CÁLCIO 

hidroxiapatita foi realizada 

precipitação da HA em presença do agente antimicrobiano, em meio 

aquoso. Como a clorexidina não é estável em pH básico a síntese da HA em presença do 

oráveis à precipitação da fase 

apatítica. Os resultados de caracterização obtidos por DRX em diferentes tempos de digestão 

CaHPO4•2(H2O) – 

m da HA com baixo grau de 

 

Controle (azul) e HACHX (preto) destacando a presença de picos dos planos 
e HA nas duas amostras. 



 

Tabela 3. Ficha n° 72-1240, CaHPO
Diffraction Standards) destacando os principais planos cristalinos.

 

Apesar do tempo de digestão ter sido estendido por até 48 horas (HA estequiométrica: 

tempo de digestão padrão 2 horas)

das fases cristalinas (Figura 13

(HClCHX) na forma cristalina com os principais picos em 

θ=25,62°. No padrão cristalográfico do material precipitado na presença de CHX não se 

detectou picos referentes à HClCHX (Figura 12

uma fase cristalina de CHX na superfície da HA.

 

1240, CaHPO4•2(H2O), segundo JCPDS (Joint Committee on Powder 
Diffraction Standards) destacando os principais planos cristalinos.

 

 

Apesar do tempo de digestão ter sido estendido por até 48 horas (HA estequiométrica: 

horas), não ocorreram modificações importantes nas formações 

fases cristalinas (Figura 13). A figura 14 apresenta o DRX do cloridrato de CHX 

(HClCHX) na forma cristalina com os principais picos em θ=15,63°, θ=20,80

talográfico do material precipitado na presença de CHX não se 

s referentes à HClCHX (Figura 12), sugerindo que não ocorreu a precipitação de 

uma fase cristalina de CHX na superfície da HA. 
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JCPDS (Joint Committee on Powder 
Diffraction Standards) destacando os principais planos cristalinos. 

 

Apesar do tempo de digestão ter sido estendido por até 48 horas (HA estequiométrica: 

não ocorreram modificações importantes nas formações 

apresenta o DRX do cloridrato de CHX 

=20,80°, θ=23,67°e 

talográfico do material precipitado na presença de CHX não se 

sugerindo que não ocorreu a precipitação de 



 

Figura 13. DRX HA estequiométrica

Figura 14. DRX do cloridrato de clorexidina (HClCHX)

HA estequiométrica em vermelho e HACHX obtidas com todos os tempos de 
digestão. 

 

do cloridrato de clorexidina (HClCHX) destacando os principais planos 
cristalinos do material. 
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com todos os tempos de 

 

destacando os principais planos 



 

Na comparação dos espectr

estequiométrica (controle), foi possível observar

3480 cm-1 que correspondem a 

(TORTET et al., 1997). A figura 15

os espectros das figuras 15 e 16

no espectro da HACHX. Isto sugere que a concentração de CHX associada aos fosfatos de 

cálcio foi muito pequena. 

Figura 15. FTIR de HA estequiométrica

 

espectros FTIR da HA sintetizada na presença de CHX e da 

foi possível observar a presença de bandas na faixa de 

a diferentes modos de estiramento da hidroxila típicos de bruxita 

figura 15 apresenta o espectro FTIR do HClCHX. 

os espectros das figuras 15 e 16 pode-se observar que as bandas da CHX não são detectadas 

no espectro da HACHX. Isto sugere que a concentração de CHX associada aos fosfatos de 

estequiométrica (controle) e HACHX destacando as principais bandas 
dos fosfatos de cálcio obtidos. 
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da HA sintetizada na presença de CHX e da HA 

a presença de bandas na faixa de 3160 a 

da hidroxila típicos de bruxita 

do HClCHX. Comparando-se 

se observar que as bandas da CHX não são detectadas 

no espectro da HACHX. Isto sugere que a concentração de CHX associada aos fosfatos de 

 

e HACHX destacando as principais bandas 



 

Figura 16. FTIR de HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material.HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material.
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HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material. 
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7.2 ASSOCIAÇÃO DA CLOREXIDINA A HIDROXIAPATITA 

ATRAVÉS DA ADSORÇÃO SUPERFICIAL 

 

Nesta parte do trabalho foi realizado um estudo da adsorção da CHX utilizando-se a 

técnica de UV-Visível (UV-Vis). Foi analisado o espectro UV-Vis da CHX pura e 

posteriormente comparado este espectro com os obtidos após os ensaios de adsorção com 

diferentes concentrações da molécula. As medidas da concentração de CHX adsorvida pela 

HA foram obtidas através de dois procedimentos: medidas da CHX no meio reacional 

(soluções aquosas) e na fase sólida (superfície da HA). Conforme descrição feita na seção 

6.2.3, um procedimento específico foi desenvolvido para medidas quantitativas na fase sólida 

da concentração de CHX no sólido. 

 

7.2.1 Adsorção de CHX na Superfície da HA: Estudo pela Técnica de 

Espectroscopia UV-Visível 

 

Foram obtidos espectros UV-Vis da CHX na forma de solução (digluconato de CHX - 

DGCHX) e de sólido policristalino (cloridrato de CHX - HClCHX), bem como dos principais 

grupamentos funcionais que compõe a molécula tais como o clorobenzeno e a guanidina. 

O espectro UV-Vis de DGCHX (solução aquosa) apresenta duas bandas bem definidas 

com máximos em 230 nm e 254 nm (Figura 17). O mesmo espectro foi obtido na para o 

cloridrato de clorexidina na formulação de solução aquosa. 

 

 



 

Figura 17. Espectro UV-Vis da solu
máximos

 

O espectro UV-Vis do cloridrato de CHX

observado na figura 18. Foram observadas três bandas

observadas no espectro da solução de

nm e 292 nm. 

Figura 18. Espectro UV-Vis do cristal
de absorbância

Vis da solução de digluconato de CHX mostrando duas bandas com 
máximos de absorbância em 230 nm e 254 nm. 

 

Vis do cloridrato de CHX (15 mg) na forma policristalina 

Foram observadas três bandas principais em posições diferen

observadas no espectro da solução de digluconato de CHX, com máximos em 235 nm, 264 

Vis do cristal HClCHX (15 mg) mostrando três bandas com máximos
de absorbância em 235nm, 264 nm e 294 nm. 
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CHX mostrando duas bandas com 

na forma policristalina pode ser 

em posições diferentes da 

com máximos em 235 nm, 264 

 

mostrando três bandas com máximos 



 

O espectro UV-Vis da CHX adsorvida na HA obtido no sólido após a adsorção

tratada com DGCHX 2%) ap

observadas no cristal de HClCHX

Figura 19. Espectro UV-Vis da
máximos em 235, 264 e 294 n

 

A figura 20 mostra os espectros de UV

24 horas com concentração inicial do antimicrobiano de 0,04%

concentrações foram observadas bandas em 226 nm e 262 nm, enquanto 

da solução de DGCHX a 2% foram observadas três bandas em 235 nm, 264 nm e 292 nm. 

Vis da CHX adsorvida na HA obtido no sólido após a adsorção

apresentou as mesmas três bandas, 235 nm, 264 nm e 292 nm,

observadas no cristal de HClCHX (Figura 19). 

 

Vis da CHX adsorvida na HA mostrando as três bandas com
máximos em 235, 264 e 294 nm. Espectro medido no sólido após a adsorção.

mostra os espectros de UV-Vis da CHX após experimentos de adsorção de 

24 horas com concentração inicial do antimicrobiano de 0,04% (A) e 2% 

concentrações foram observadas bandas em 226 nm e 262 nm, enquanto na adsorção a partir 

2% foram observadas três bandas em 235 nm, 264 nm e 292 nm. 
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Vis da CHX adsorvida na HA obtido no sólido após a adsorção, (HA 

resentou as mesmas três bandas, 235 nm, 264 nm e 292 nm, 

 

strando as três bandas com 
s a adsorção. 

Vis da CHX após experimentos de adsorção de 

 (B). Em baixas 

na adsorção a partir 

2% foram observadas três bandas em 235 nm, 264 nm e 292 nm.  



 

Figura 20. Espectros UV-Vis da
0,04 máximos em 226 e 262 nm 

Experimentos de adsorção do clorobenzeno e da guanidina na hidroxiapatita foram 

também realizados visando-se detectar os possíveis sítios

grupamentos são os constituintes principais da estrutura da CHX. 

analisados diretamente no sólido por UV

a guanidina foram detectados na

O espectro UV-Vis do clorobenzeno em solução 

uma banda em 262 nm. Após a adsorção do clorobenzeno na HA, o espectro apresentou o 

 

Vis da CHX adsorvida na HA, concentração inicial de DGCHX de 
máximos em 226 e 262 nm (A) e 2% máximos em 235, 264 e 294 nm 

 
 

Experimentos de adsorção do clorobenzeno e da guanidina na hidroxiapatita foram 

se detectar os possíveis sítios de adsorção na HA, pois 

grupamentos são os constituintes principais da estrutura da CHX. Ensaios de adsorção 

analisados diretamente no sólido por UV-Vis demonstraram que, tanto o clorobenzeno quanto 

foram detectados na superfície da HA. 

do clorobenzeno em solução (concentração de 0,05%) apresentou 

uma banda em 262 nm. Após a adsorção do clorobenzeno na HA, o espectro apresentou o 
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inicial de DGCHX de 
máximos em 235, 264 e 294 nm (B). 

Experimentos de adsorção do clorobenzeno e da guanidina na hidroxiapatita foram 

de adsorção na HA, pois estes 

Ensaios de adsorção 

o clorobenzeno quanto 

05%) apresentou 

uma banda em 262 nm. Após a adsorção do clorobenzeno na HA, o espectro apresentou o 



 

mesmo perfil, mas com a banda 

que o grupamento clorobenzeno da CHX poderia esta

antimicrobiano CHX na HA. 

Figura 21. Espectros UV-Vis de clorobenzeno em solução e
bandas com máximos em 260 nm e 262 

 

Os espectros UV-Vis do 

interação com HA podem ser observados na figura 22

quando está livre em solução apresentou

apresentou duas bandas: comprim

cloridrato de guanidina após a adsorção na HA mostrou ser constituído por 

principais em 224 nm e 262 nm. A existência de

banda de 234 nm para 224 nm, demonstrou que a guanidina se encontr

ou oligomérica interagindo com a superfície da HA. A posição da banda em 234 nm da 

guanidina é similar a banda em 235 nm do espectro de UV

com a banda ligeiramente deslocada para 260 nm (Figura 21

orobenzeno da CHX poderia estar envolvido na adsorção

 

 

 

Vis de clorobenzeno em solução e adsorvidos na HA mostrando 
com máximos em 260 nm e 262 nm respectivamente.

do cloridrato de guanidina na forma sólida, em solução

ser observados na figura 22. O espectro de UV-Vis

quando está livre em solução apresentou uma banda em 234 nm, enquanto 

comprimento de onda de 234 nm e 262 nm. Os espectros 

após a adsorção na HA mostrou ser constituído por 

principais em 224 nm e 262 nm. A existência destas duas bandas, somada ao deslocamento da 

ara 224 nm, demonstrou que a guanidina se encontra numa f

interagindo com a superfície da HA. A posição da banda em 234 nm da 

é similar a banda em 235 nm do espectro de UV-Vis da CHX na HA.
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ligeiramente deslocada para 260 nm (Figura 21). Isto indica 

envolvido na adsorção do 

 

adsorvidos na HA mostrando 
respectivamente. 

em solução, e após 

Vis da guanidina 

enquanto na fase sólida 

Os espectros UV-Vis do 

após a adsorção na HA mostrou ser constituído por duas bandas 

somada ao deslocamento da 

numa forma cristalina 

interagindo com a superfície da HA. A posição da banda em 234 nm da 

Vis da CHX na HA. 



 

Figura 22. Espectros UV-Vis
cristalina (preto) e

 

7.2.2 Isoterma de Adsorção de CHX na HA

 

Através das medidas da CHX no meio reacional (soluções aquosas)

determinar as melhores condições de adsorção pela

relação 50 mg de HA por mL de solução de CHX permitiu condições favoráveis para os 

ensaios. Não ocorreram diferenças importantes entre a HA tratada termic

tratada. O pH se manteve estável na faixa de 6,5 durante os ensaios

de uma solução tampão. Na cinética de adsorção

30 minutos a maior parte do processo de adsorção tinha oc

estável até o final de período de observação (

Foi desenvolvida uma metodologia para estimar a concentração 

HA através de leituras diretas no sólido. A determinação da concentração de CHX no só

foi obtida por reflectância difusa pelo método da esfera integradora

uma curva de calibração pela 

HClCHX em função da massa

e os valores da CHX adsorvidos 

y0, onde A1=-0,62092, y0=0,

 

Vis de guanidina em solução (azul), guanidina na forma sólida 
cristalina (preto) e adsorvida na HA (vermelho). 

7.2.2 Isoterma de Adsorção de CHX na HA 

medidas da CHX no meio reacional (soluções aquosas)

determinar as melhores condições de adsorção pela espectrofotometria UV-Vis

relação 50 mg de HA por mL de solução de CHX permitiu condições favoráveis para os 

ensaios. Não ocorreram diferenças importantes entre a HA tratada termic

O pH se manteve estável na faixa de 6,5 durante os ensaios, sem a necess

. Na cinética de adsorção, os resultados mostraram que nos primeiros 

30 minutos a maior parte do processo de adsorção tinha ocorrido, se mantendo praticamente 

inal de período de observação (72 horas). 

Foi desenvolvida uma metodologia para estimar a concentração de CHX adsorvida na 

HA através de leituras diretas no sólido. A determinação da concentração de CHX no só

foi obtida por reflectância difusa pelo método da esfera integradora, a partir da construçã

uma curva de calibração pela intensidade máxima de absorbância dos espectros 

ão da massa (Figura 23). A posição de máxima absorbância

e os valores da CHX adsorvidos na HA determinados através da equação: y=A1*exp(

, y0=0,6537 e t1=18,66716. As isotermas de adsorção foram 
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de guanidina em solução (azul), guanidina na forma sólida 

medidas da CHX no meio reacional (soluções aquosas) foi possível 

Vis a 254 nm. A 

relação 50 mg de HA por mL de solução de CHX permitiu condições favoráveis para os 

ensaios. Não ocorreram diferenças importantes entre a HA tratada termicamente e a não 

sem a necessidade do uso 

os resultados mostraram que nos primeiros 

orrido, se mantendo praticamente 

CHX adsorvida na 

HA através de leituras diretas no sólido. A determinação da concentração de CHX no sólido 

a partir da construção de 

máxima de absorbância dos espectros UV-Vis de 

ia foi em 264 nm 

y=A1*exp(-x/t1)+ 

As isotermas de adsorção foram 



 

construídas a partir de experimentos de 24 horas de duração 

adsorvida pelo sólido atingiu o valor máximo a partir deste tempo de incubação HA

 

Figura 23. Curva de calibração de CHX no sólido por reflectância difusa

 

Experimentos de adsorção

contendo concentrações de CHX 

2%; 2,5%; 3%; 3,5%; 4% e 5%. As figuras 24

após a adsorção de CHX para as diferentes concentrações 

usadas para simular os espectros experimentais e os valores obtido

tabela 4.  

Os resultados indicam que as 

quatro bandas situadas em torno 

aumentaram com a concentração de CHX. 

das posições do eixo x e áreas das bandas 1, 2, 3 e 4 obtidas pela deconvulações dos espec

UV-Vis de CHX presente na HA. 

em função da concentração inicial de CHX em solução

A figura 43 mostra a variação da área total do espectro com a concentra

em solução. 

 

rimentos de 24 horas de duração porque a quantidade de CHX 

adsorvida pelo sólido atingiu o valor máximo a partir deste tempo de incubação HA

 

. Curva de calibração de CHX no sólido por reflectância difusa a partir dos espectros 
UV-Vis de HClCHX. 

Experimentos de adsorção foram realizados com pós de HA em soluções aquosas 

contendo concentrações de CHX 0,04%; 0,06%; 0,1%; 0,2%; 0,4%; 0.6%; 0,

4% e 5%. As figuras 24 a 38 mostram os espectros UV

para as diferentes concentrações usadas. Funções gaussianas foram 

ular os espectros experimentais e os valores obtidos estão apresentados na 

Os resultados indicam que as curvas de adsorção de UV-Vis eram 

ndas situadas em torno de 201, 231, 264 e 292 nm. As intensidades das bandas 

com a concentração de CHX. A tabela 3 destaca os dados referentes aos

das posições do eixo x e áreas das bandas 1, 2, 3 e 4 obtidas pela deconvulações dos espec

Vis de CHX presente na HA. As variações das posições e das áreas das diferentes bandas 

em função da concentração inicial de CHX em solução são apresentadas nas figuras 39

mostra a variação da área total do espectro com a concentração inicial de CHX 
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quantidade de CHX 

adsorvida pelo sólido atingiu o valor máximo a partir deste tempo de incubação HA-CHX. 

 

partir dos espectros 

alizados com pós de HA em soluções aquosas 

0,8%; 1%; 1.5%; 

mostram os espectros UV-Vis do sólido 

Funções gaussianas foram 

s estão apresentados na 

 constituídas por 

As intensidades das bandas 

A tabela 3 destaca os dados referentes aos valores 

das posições do eixo x e áreas das bandas 1, 2, 3 e 4 obtidas pela deconvulações dos espectros 

As variações das posições e das áreas das diferentes bandas 

são apresentadas nas figuras 39 a 42. 

ção inicial de CHX 
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Figura 24. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,04%. 

 

 

 
 

Figura 25. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,06%. 

 

 

 



 

Figura 26. Simulação dos espectros de UV
Origin 6.0. Concentração inicial: 

Figura 27. Simulação dos espectros de UV
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,2

 

. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
gin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,1%. 

 

 

 

. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
gin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,2%. 
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Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 

 

Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 



 

Figura 28. Simulação dos espectros de UV
Origin 6.0. Concentração inicial:

Figura 29. Simulação dos espectros de UV
Origin 6.0. Concentração inicial:

 

. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,4%. 

 
 

 

. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
gin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,6%. 
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Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 

 

Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
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Figura 30. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 0,8%. 

 

 

 
 

Figura 31. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 1%. 
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Figura 32. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 1,5%. 

 

 

 
 

Figura 33. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 2%. 

 



 79 

 
 

Figura 34. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 2,5%. 

 

 

 

 
Figura 35. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 

Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 3%. 
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Figura 36. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 3,5%. 

 

 
 

Figura 37. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 4%. 
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Figura 38. Simulação dos espectros de UV-Vis da CHX adsorvida na HA através do programa 
Origin 6.0. Concentração inicial: DGCHX de 5%. 
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Figura 39. Área da banda 
adsorção de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

Figura 40. Área da banda 
adsorção de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

Figura 41. Área da banda 3 (264 nm) das deconvulações do espectro de adsorção de CHX em 
função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

Área da banda 1 (posição média 201 nm) das deconvulações do espectro de 
adsorção de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

 

Área da banda 2 (posição média 231 nm) das deconvulações do espectro de 
de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

3 (264 nm) das deconvulações do espectro de adsorção de CHX em 
função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio. 
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das deconvulações do espectro de 
adsorção de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio. 

 

231 nm) das deconvulações do espectro de 
de CHX em função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio. 

 

3 (264 nm) das deconvulações do espectro de adsorção de CHX em 
 



 

Figura 42. Área da banda 4 (292 nm) 
função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio.

Figura 43. Área total do espectro de adsorção de CHX em função da concentração inicial de 

 

A curva de calibração mostrada na figura 23

de CHX ligada à superfície da HA após os experimentos de adsorção com diferentes 

concentrações de CHX no meio reacional.

Os valores da máxima concentração de CHX adsorvida pela HA em função da 

concentração inicial de CHX em soluç

curva de adsorção é complexa com um valor máximo de adsorção de 57,85 µg CHX (

3,3)/mg de HA para concentração

obtidos com as soluções aquosas a partir de HClCHX foram semelhantes àqueles referentes 

soluções de DGCHX (dados não

4 (292 nm) das deconvulações do espectro de adsorção de CHX em 
função da concentração inicial de CHX utilizada no ensaio. 

 

. Área total do espectro de adsorção de CHX em função da concentração inicial de 
CHX. 

calibração mostrada na figura 23 foi utilizada para determinar a quantidade 

de CHX ligada à superfície da HA após os experimentos de adsorção com diferentes 

concentrações de CHX no meio reacional. 

Os valores da máxima concentração de CHX adsorvida pela HA em função da 

e CHX em solução são apresentados na figura 46. Observa

curva de adsorção é complexa com um valor máximo de adsorção de 57,85 µg CHX (

concentração inicial maiores que 2% (m/v) de DGCHX.

obtidos com as soluções aquosas a partir de HClCHX foram semelhantes àqueles referentes 

soluções de DGCHX (dados não apresentados). 
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das deconvulações do espectro de adsorção de CHX em 
 

 

. Área total do espectro de adsorção de CHX em função da concentração inicial de 

i utilizada para determinar a quantidade 

de CHX ligada à superfície da HA após os experimentos de adsorção com diferentes 

Os valores da máxima concentração de CHX adsorvida pela HA em função da 

. Observa-se que a 

curva de adsorção é complexa com um valor máximo de adsorção de 57,85 µg CHX (± 

de DGCHX. Os resultados 

obtidos com as soluções aquosas a partir de HClCHX foram semelhantes àqueles referentes as 



 

A isoterma de adsorção de CHX

experimentais com as funções 

melhor reproduziu os dados experimentais foi a composição das equações

Langmuir-Freundlich: a= am1 

baixas concentrações de CHX o processo de adsorção 

Langmuir com am= 17,2 ± 

Langmuir-Freundlich predominou em altas concentrações de CHX

K= 2,8 ± 0,7 (mg/100 µl)-1 ± 

equilíbrio a partir da concentração de 1,5%

partir da concentração 0,5% com formação de aglomerados

concentrações mais baixas. Foi observado também que a partir de soluções a 1,5% de 

DGCHX os valores de adsorção máxima atingem a saturação.

Figura 44. Valores da adsorção de CHX em função da concentração. 
CHX na HA simulada com um

 

Os experimentos de dessorção da CHX previamente ligada à HA 

partir de amostras de HA sinterizadas

A isoterma de adsorção de CHX foi investigada através do ajuste dos dados 

funções Langmuir, Freundlich e Langmuir-Freundlich. 

melhor reproduziu os dados experimentais foi a composição das equações

 K1.ce /(1+ K1.ce) + am2K2.(ce)
r / [ 1+( K.(ce)

r ] (Figura 44

de CHX o processo de adsorção ocorreu segundo a isoterma de 

2 ± 4,8 µg/mg e K=1,5± 1,0 (mg/100 µl)-1 enquanto o modelo

Freundlich predominou em altas concentrações de CHX, am= 43,

± e r= 6,6 ± 1,5. Os dados mostraram que o sistema entra em 

ir da concentração de 1,5% de CHX indicando a adsorção em multicama

com formação de aglomerados e uma monocamada estável em 

Foi observado também que a partir de soluções a 1,5% de 

DGCHX os valores de adsorção máxima atingem a saturação. 

 

 

da adsorção de CHX em função da concentração. Isoterma de adsorção da 
CHX na HA simulada com uma equação composta de Langmuir e Langmuir

 

 

 

 

 

Os experimentos de dessorção da CHX previamente ligada à HA foram 

amostras de HA sinterizadas a 1100ºC e encubadas em solução de DGCHX 
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ajuste dos dados 

Freundlich. O modelo que 

melhor reproduziu os dados experimentais foi a composição das equações de Langmuir e 

(Figura 44). Para 

ocorreu segundo a isoterma de 

enquanto o modelo 

= 43,1 ± 4,0 µg/mg e 

Os dados mostraram que o sistema entra em 

a adsorção em multicamadas a 

e uma monocamada estável em 

Foi observado também que a partir de soluções a 1,5% de 

 

Isoterma de adsorção da 
equação composta de Langmuir e Langmuir-Freundlich. 

foram realizados a 

encubadas em solução de DGCHX a 2% 



 

durante 24 horas. Os experimentos revelaram que 

foi liberada nos primeiros 15 minutos em contato com água Milli

do período de 30 dias, cerca de 30% d

Figura 45. Cinética de dessorção de 
solução de DGCHX a 2% 

7.2.3 Caracterizações por DRX, MEV e 

CHX 

 

O difratograma do pó da HACHX obtido por difração de raios

varredura: θ e 2θ - Figura 46) não apresentou nen

sem CHX. Os picos de DRX

segundo ficha nº 09-0432 do JCPDS

Os experimentos revelaram que aproximadamente 25% de CHX adsorvida 

primeiros 15 minutos em contato com água Milli-Q (Figura 45

cerca de 30% de CHX ainda estava ligada à HA. 

 

sorção de CHX a partir de amostra de HA após incubação
 (y: valores expressos em percentual de CHX remanescente).

 

 

por DRX, MEV e FTIR da HA após a Adsorção com 

O difratograma do pó da HACHX obtido por difração de raios

) não apresentou nenhuma diferença em relação ao DRX da HA 

sem CHX. Os picos de DRX correspondem aos planos cristalinos da HA de referência, 

JCPDS (Tabela 5). 
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aproximadamente 25% de CHX adsorvida 

(Figura 45). Ao término 

 

incubação com 
rcentual de CHX remanescente). 

da HA após a Adsorção com 

O difratograma do pó da HACHX obtido por difração de raios-X (ângulos de 

huma diferença em relação ao DRX da HA 

correspondem aos planos cristalinos da HA de referência, 



 

Figura 46. DRX HACHX e controle (canto superior direito) após ensaio de adsorção com uma 
solução de DGCHX 2% destacando os principais picos.

Tabela 5. Ficha n° 09-0432 da HA, segundo
Standards) destacando os principais planos cristalinos.

 

HACHX e controle (canto superior direito) após ensaio de adsorção com uma 
solução de DGCHX 2% destacando os principais picos. 

 

0432 da HA, segundo JCPDS (Joint Committee on Powder 
Standards) destacando os principais planos cristalinos. 
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HACHX e controle (canto superior direito) após ensaio de adsorção com uma 

JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction 
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Foram realizadas também análises de DRX com radiação sincrotron e ângulo rasante 

de θ = 0,5° e 1,0° e 2θ por raios X em pastilhas de HA estequiométrica e tratadas com CHX 

(Figura 47 A e B). Foi observada uma diminuição da intensidade e um aumento das larguras 

de linhas dos picos da hidroxiapatita na pastilha HACHX, indicativo de diminuição da 

cristalinidade da superfície do material, em função da presença de CHX. As figuras 48, 49 e 

50 destacam as larguras de linha dos picos referentes aos planos cristalinos [100], [002] e 

[300] da HA nas amostras antes e após a adsorção da CHX. As simulações das curvas foram 

feitas pela função lorentziana (Origin 6.0). Não foram observados picos relacionados à 

estrutura do cristal de CHX indicando que a adsorção da CHX na superfície da HA não ocorre 

por precipitação da fase cristalina da CHX. 

 



 

Figura 47. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e 
adsorção com uma solução de DGCHX 2% destacando os principais picos
. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e HACHX (B) após ensaio de 

solução de DGCHX 2% destacando os principais picos
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HACHX (B) após ensaio de 
solução de DGCHX 2% destacando os principais picos. 



 

Figura 48. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e 
plano cristalino [100]. Simulações das curvas pela função lorentziana indicando o aumento da 

largura de linha (

. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e HACHX (B) destacando o 
plano cristalino [100]. Simulações das curvas pela função lorentziana indicando o aumento da 

largura de linha (∆) de 0,0985 para 0,2026. 
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HACHX (B) destacando o 
plano cristalino [100]. Simulações das curvas pela função lorentziana indicando o aumento da 



 

Figura 49. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e 
plano cristalino [002]. Largura de linha 

 

. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e HACHX (B) destacando o 
002]. Largura de linha ∆=0,1276 em A e ∆=0,2215
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HACHX (B) destacando o 
=0,2215 em B. 



 

Figura 50. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e 
plano cristalino [300]. Largura de linha 

 

 

 

 

 

 

 

. DRX de ângulo rasante de pastilhas HA controle (A) e HACHX (B) destacando o 
plano cristalino [300]. Largura de linha ∆=0,1667 em A e ∆=0,2451 em B.
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ACHX (B) destacando o 
=0,2451 em B. 



 

As micrografias MEV de pastilhas d

os detalhes da superfície do material 

superfície das pastilhas de HA 

 

Figura 51. Micrografias (MEV
1.100ºC após adsorção de CHX

Os espectros FTIR da HA controle (Figura 52) e HACHX (Figura 53

presença de bandas na faixa de 

grupamento funcional fosfato (PO

(KOUTSOPOULOS, 2002). 

observadas de forma mais pronunciada

grupamentos NH e N=C da CHX (Figura

Figura 52. FTIR de HA 1.

As micrografias MEV de pastilhas da HA controle e HACHX (Figura 51

os detalhes da superfície do material e não indicaram a presença de cristais de CHX na 

pastilhas de HA após a adsorção do antimicrobiano. 

 

MEV) de pastilha de HA 1.100ºC controle (A) e de pas
100ºC após adsorção de CHX (B) mostrando detalhes da superfície sem a presença de 

cristais de CHX. 
 

da HA controle (Figura 52) e HACHX (Figura 53

presença de bandas na faixa de 568, 592, 950, 1032 e 1090 cm-1 que correspondem ao 

grupamento funcional fosfato (PO4)
3- e bandas 635 e 3568 cm-1 correspondentes a hidroxila 

 A presença de bandas de H2O em 1640 e 3420

vadas de forma mais pronunciada no espectro de HACHX. As bandas associadas aos 

grupamentos NH e N=C da CHX (Figura 54) não são observadas nos espectros de HACHX.

 

.100ºC Controle destacando as principais bandas do material.
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a HA controle e HACHX (Figura 51) mostraram 

indicaram a presença de cristais de CHX na 

 

de pastilha de HA 
rfície sem a presença de 

da HA controle (Figura 52) e HACHX (Figura 53) mostraram a 

que correspondem ao 

correspondentes a hidroxila 

e 3420 cm-1 são 

no espectro de HACHX. As bandas associadas aos 

observadas nos espectros de HACHX. 

 

100ºC Controle destacando as principais bandas do material. 



 

Figura 53. FTIR de HA 1.100ºC

Figura 54. FTIR de HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material.

7.3 ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS 

 

Os ensaios microbiológicos tiveram

antimicrobiana da CHX quando associada à HA,

biocerâmica não garantiria que suas ativid

Foram realizados ensaios de inibição de crescimento em pl

de ação e inibição de formação 

(HACHX). 

 

100ºC após ensaio de adsorção com uma solução de DGCHX 2%
mostrando as bandas do material. 

 

 

HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material.
 

 

 

ENSAIOS MICROBIOLÓGICOS IN VITRO 

nsaios microbiológicos tiveram o objetivo de confirmar a atividade

icrobiana da CHX quando associada à HA, tendo em vista que a presença

não garantiria que suas atividades antimicrobianas tivessem sido preservadas

Foram realizados ensaios de inibição de crescimento em placas, determinação

formação de biofilme bacteriano em pastilhas de HA associadas à CHX 
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após ensaio de adsorção com uma solução de DGCHX 2% 

 

HClCHX mostrando as bandas dos principais grupamentos do material. 

o objetivo de confirmar a atividade 

sença de CHX na 

tivessem sido preservadas. 

determinação do MIC, tempo 

de HA associadas à CHX 
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7.3.1 Inibição de Crescimento Microbiano pela CHX associada a HA 

Através da técnica de extrusão foram obtidas microesferas de diâmetros na faixa de 

0,425 a 1,20 mm (Figura 55). Após tratadas termicamente foram selecionadas microesferas 

com diâmetros na faixa de 600 a 700 µm para os ensaios microbiológicos (Figuras 56 e 57). 

 

 

 
 

Figura 55. Microesferas de HA produzidas com diâmetro de 0,425 a 1,20 mm. 
 

 
 

Figura 56. Micrografia (MEV) de microesferas de HA selecionadas para os ensaios 
microbiológicos com diâmetro na faixa de 600 a 700 µm (35x). 

 

 



 

Figura 57. Micrografias (MEV)

Nos ensaios microbiológicos com as

observados halos de inibição do crescimento para

clínica de saliva. As médias 

8,80 ± 2,78 e 6,80 ± 1,69 para o 

positivo 1,4; 1,8; 2,0 cm) Não houve 

puras, controle negativo (Figura 58

 

 

 

 

(MEV) de microesferas de HA: detalhe (A, 100x) e corte transversal 
(B, 200x). 

 

 

Nos ensaios microbiológicos com as microesferas de HA adsorvidas com CHX foram 

ção do crescimento para os microrganismos testados

 dos halos de inibição de crescimento (cm) foram 6,40 ± 0,84, 

8,80 ± 2,78 e 6,80 ± 1,69 para o E. faecalis, C. albicans e saliva, respectivamente

Não houve formação de halos de inibição nas microesferas de HA 

(Figura 58). 
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100x) e corte transversal 

microesferas de HA adsorvidas com CHX foram 

os microrganismos testados e amostra 

m) foram 6,40 ± 0,84, 

saliva, respectivamente (controle 

nibição nas microesferas de HA 



 

Figura 58. Teste de atividade antimicrobiana 
evidencia halos de inibição de crescimento para 

7.3.2 Determinação da Concentração Mínima I

de Ação de HACHX 

O MIC definido pela inibição co

do material HACHX (Figura 59

materiais em pó e na forma de microesferas para os teste de ação ao longo do tempo.

usadas 4 microesferas por tubo (massa de 1,8 ±

de aproximadamente 60 µg/mg e 45

forma de microesferas, respectivamente. 

microbiano por até 8 dias (Figura 60

do quinto dia, houve diferenças est

dia. Os grupos pó e esferas não apresentaram diferenças 

período. A partir do sétimo dia 

e controle. As partículas de HA puras não demonstraram atividade antimicrobiana (controle 

negativo). 

 

. Teste de atividade antimicrobiana de microesferas de HACHX em placas onde se 
evidencia halos de inibição de crescimento para E. faecalis (A), C. albicans (B) e amostras de 

saliva (C). 
 

 

Determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) e do Tempo 

 

pela inibição completa do crescimento de E. faecal foi d

(Figura 59). A partir desta determinação, foram utilizados 7 mg/mL dos 

materiais em pó e na forma de microesferas para os teste de ação ao longo do tempo.

microesferas por tubo (massa de 1,8 ± 0,23 mg cada). Os valores de adsorção

µg/mg e 45 µg CHX por mg de HA para os mater

respectivamente. Os resultados demonstraram inibição de crescimento 

s (Figura 60). Apesar de ter ocorrido crescimento bacteriano a partir 

ouve diferenças estatísticas entre os grupos HACHX e o controle

. Os grupos pó e esferas não apresentaram diferenças significativas entre eles durante este 

período. A partir do sétimo dia somente houve diferenças estatísticas entre grupo HACHX pó 

e controle. As partículas de HA puras não demonstraram atividade antimicrobiana (controle 
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em placas onde se 
(B) e amostras de 

(MIC) e do Tempo 

foi de 6,25 mg/mL 

foram utilizados 7 mg/mL dos 

materiais em pó e na forma de microesferas para os teste de ação ao longo do tempo. Foram 

mg cada). Os valores de adsorção foram 

µg CHX por mg de HA para os materiais em pó e na 

Os resultados demonstraram inibição de crescimento 

Apesar de ter ocorrido crescimento bacteriano a partir 

e o controle até o sexto 

entre eles durante este 

entre grupo HACHX pó 

e controle. As partículas de HA puras não demonstraram atividade antimicrobiana (controle 



 

Figura 59. Determinação da concentr
faecalis: retângulo vermelho destacando o tubo com o valor da diluição.

Figura 60. Resultados das médias de inibição de crescimento de 
houve diferença significativa (p<0,05) 

oitavo dias somente entre grupo HACHX pó e controle (

7.3.3 Inibição de Formação de Biofilme Microbiano

Este ensaio foi realizado para se avaliar o efeito da CHX na superfície de pastilhas de 

HA na aderência microbiana. A adsorção do antimicrobiano foi 

CHX/HA 31,1 (±4,1) µg/mg para os grupos HACHX0.1 (pastilha HA tratada com DGCHX 

 

 

. Determinação da concentração mínima inibitória (MIC) de HACHX
: retângulo vermelho destacando o tubo com o valor da diluição.

 

 

 

 

. Resultados das médias de inibição de crescimento de E. faecalis: Até o sexto dia 
houve diferença significativa (p<0,05) entre os grupos HACHX e o controle (*). No sétimo e 

oitavo dias somente entre grupo HACHX pó e controle (‡). 
 

 

Formação de Biofilme Microbiano 

Este ensaio foi realizado para se avaliar o efeito da CHX na superfície de pastilhas de 

HA na aderência microbiana. A adsorção do antimicrobiano foi de CHX/HA 2,2 (±0,17)

mg para os grupos HACHX0.1 (pastilha HA tratada com DGCHX 
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de HACHX para E. 
: retângulo vermelho destacando o tubo com o valor da diluição. 

 

: Até o sexto dia 
entre os grupos HACHX e o controle (*). No sétimo e 

 

Este ensaio foi realizado para se avaliar o efeito da CHX na superfície de pastilhas de 

CHX/HA 2,2 (±0,17) e 

mg para os grupos HACHX0.1 (pastilha HA tratada com DGCHX 
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0,1%) e HACHX2 (pastilha HA tratada com DGCHX 2%), respectivamente. Os níveis das 

espécies bacterianas analisadas com sondas de DNA (“checkerboard DNA-DNA 

hybridization”) nos grupos testes e controle estão apresentados nas figuras 61 e 62. Das 48 

sondas utilizadas somente 3 espécies não foram detectadas no inóculo inicial (A. 

actinomycetemcomitans, C. concisus e T. socranskii). A média geral indicou uma redução 

importante no número de microrganismos para o grupo HACHX2 (0,38 x 105) em 

comparação com o inóculo inicial (8,81 x 105), e os grupos HA controle (2,15 x 105) e 

HACHX0.1 (2,16 x 105). Em relação à prevalência, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos testados, porém os resultados indicaram um aumento do número 

de cocos do complexo amarelo no grupo HACHX2 em relação aos demais grupos. 
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As micrografias MEV das pastilhas de HA mostraram

grupos HA Controle, HACHX

microrganismos aderidos (Figuras 63

de cocos, bacilos e filamentos

microrganismos coagregados 

grupo controle, porém com grande predominância de cocos. 

pequeno número de cocos pode ser observado

Figura 63. Micrografias (MEV) de pastilha HA controle
10000x) destacando em “d” cocos (setas amarelas), bacilos (setas vermelhas) e filamentosos 

(setas azuis) em grande quantidade.

As micrografias MEV das pastilhas de HA mostraram diferenças marc

HACHX0.1 e HACHX2 quanto à morfologia e número de 

(Figuras 63 a 65). No grupo HA Controle, foi observada a p

de cocos, bacilos e filamentos interligados por toda a superfície de HA. Um grande n

microrganismos coagregados também foi observado no grupo HACHX0.1, semelhante ao 

grupo controle, porém com grande predominância de cocos. Em contrapartida

pode ser observado no grupo HACHX2. 

 

 

MEV) de pastilha HA controle (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) destacando em “d” cocos (setas amarelas), bacilos (setas vermelhas) e filamentosos 

(setas azuis) em grande quantidade. 
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diferenças marcantes entre os 

quanto à morfologia e número de 

foi observada a presença 

Um grande número de 

HACHX0.1, semelhante ao 

Em contrapartida, apenas um 

 

(a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) destacando em “d” cocos (setas amarelas), bacilos (setas vermelhas) e filamentosos 



 

Figura 64. Micrografias (MEV) de pastilha HACHX0.1 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) apresentando principalmente cocos  aderidos à superfície (setas amarelas).

 

MEV) de pastilha HACHX0.1 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
x) apresentando principalmente cocos  aderidos à superfície (setas amarelas).
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MEV) de pastilha HACHX0.1 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
x) apresentando principalmente cocos  aderidos à superfície (setas amarelas). 



 

Figura 65. Micrografias (MEV) de pastilha HACHX2 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) onde poucos cocos aderidos podem ser observados (setas amarelas).

 

7.4 HACHX: CITOTOXIDADE E B

Além da manutenção da atividade an

fundamental que o material não ocasionasse

reparo da área afetada. Testes de citotoxicidade 

mandatórios para futuros estudos

HACHX. 

 

7.4.1 Ensaios de Citotoxi

Os ensaios foram realizados segundo a N

celular de fibroblastos a partir de camundongos linhagem Balb/c P11

figura 63 foi possível constatar que não houve diferença significativa entre o número de 

células viáveis no controle (meio sem extrato tes

tratados com extrato (50 e 100%) de HA e HACHX. A comparação entre os extratos 50% e 

100% de cada material, respectivamente, não mostrou diferenças significativas.

 

MEV) de pastilha HACHX2 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) onde poucos cocos aderidos podem ser observados (setas amarelas).

 

CITOTOXIDADE E B IOCOMPATIBILIDADE  

Além da manutenção da atividade antimicrobiana da associação HA

não ocasionasse danos às células eucarióticas responsáveis pelo 

Testes de citotoxicidade e biocompatibilidade dos biomateriais

para futuros estudos in vivo e por isso foram desenvolvidos para o materi

Ensaios de Citotoxicidade da HACHX pela Norma ISO 10993

foram realizados segundo a Norma ISO 10993-5, utilizando

celular de fibroblastos a partir de camundongos linhagem Balb/c P11. Com base 

foi possível constatar que não houve diferença significativa entre o número de 

células viáveis no controle (meio sem extrato teste) e o número de células viáveis nos grupos 

tratados com extrato (50 e 100%) de HA e HACHX. A comparação entre os extratos 50% e 

100% de cada material, respectivamente, não mostrou diferenças significativas.
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MEV) de pastilha HACHX2 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/ d: 
10000x) onde poucos cocos aderidos podem ser observados (setas amarelas). 

 IN VITRO 

imicrobiana da associação HA-CHX, era 

danos às células eucarióticas responsáveis pelo 

dos biomateriais são 

foram desenvolvidos para o material 

cidade da HACHX pela Norma ISO 10993-5. 

utilizando-se cultura 

Com base no gráfico da 

foi possível constatar que não houve diferença significativa entre o número de 

te) e o número de células viáveis nos grupos 

tratados com extrato (50 e 100%) de HA e HACHX. A comparação entre os extratos 50% e 

100% de cada material, respectivamente, não mostrou diferenças significativas. 



 

Figura 66. Resultado dos ensaios de 
HA100 correspondem ao extrato da HA controle (50 e 100% respectivamente) e HACHX50 e 

HACHX100 ao extrato da HA contendo CHX.

7.4.2 Citotoxicidade: Marcadores Biológicos Específicos

Este método permitiu 

(atividade mitocondrial, figura 67

membrana, figura 68) e a incorporação de cristal violeta

testes foram feitos em quintuplicata e as médias comparadas

pelo grupo HACHX2 no teste XTT (Figura 67

detecção do corante, que está relacionado à atividade metabólica (respiração celular). H

diferenças estatisticamente significat

entre o grupo HACHX2 e grupo HACHX0.1 no ensaio XTT.

diferenças estatisticamente significat

ensaio vermelho neutro, mas não foi indicativo de citotoxicidade.

 

 

. Resultado dos ensaios de citotoxicidade segundo norma ISO 10993
HA100 correspondem ao extrato da HA controle (50 e 100% respectivamente) e HACHX50 e 

HACHX100 ao extrato da HA contendo CHX. 
 

.2 Citotoxicidade: Marcadores Biológicos Específicos 

 avaliar, na mesma amostra, a capacidade de redução do XTT

tividade mitocondrial, figura 67), a incorporação de vermelho neutro 

a incorporação de cristal violeta (integridade do DNA, figura 6

uplicata e as médias comparadas. A maior diferença foi observada 

o HACHX2 no teste XTT (Figura 67), com média de aproximadamente 68% de 

detecção do corante, que está relacionado à atividade metabólica (respiração celular). H

significativas (p<0,05) entre o grupo HACHX2 e o controle e 

grupo HACHX2 e grupo HACHX0.1 no ensaio XTT. Foi observada também 

significativas (p<0,05) entre o grupo HACHX2 e o controle no 

ensaio vermelho neutro, mas não foi indicativo de citotoxicidade. 
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citotoxicidade segundo norma ISO 10993-5. HA50 e 
HA100 correspondem ao extrato da HA controle (50 e 100% respectivamente) e HACHX50 e 

a capacidade de redução do XTT 

 (integridade de 

DNA, figura 69). Os 

. A maior diferença foi observada 

), com média de aproximadamente 68% de 

detecção do corante, que está relacionado à atividade metabólica (respiração celular). Houve 

ivas (p<0,05) entre o grupo HACHX2 e o controle e 

Foi observada também 

entre o grupo HACHX2 e o controle no 



 

Figura 67. Médias (±dp) dos resultados do ensaio de citotoxicidade tes
mitocondrial). A respiração celular indica norm

(*) i ndicam diferenças estatísticas entre os grupos HACHX2 e Controle
(‡) indicam diferenças 

Figura 68. Médias (±dp) dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste vermelho neu
(integridade de membrana). O acumulo do corante nas regiões aniônicas dos lisossomos é 

indicativo de células viáveis. (

dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste XTT (atividade 
mitocondrial). A respiração celular indica normalidade metabólica das células.

ndicam diferenças estatísticas entre os grupos HACHX2 e Controle
) indicam diferenças estatísticas entre os grupos HACHX2 e HACHX0.1

 

 

 

dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste vermelho neu
(integridade de membrana). O acumulo do corante nas regiões aniônicas dos lisossomos é 

indicativo de células viáveis. (‡) indica diferença significativa.
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e XTT (atividade 
metabólica das células. 

ndicam diferenças estatísticas entre os grupos HACHX2 e Controle. 
estatísticas entre os grupos HACHX2 e HACHX0.1. 

 

dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste vermelho neutro 
(integridade de membrana). O acumulo do corante nas regiões aniônicas dos lisossomos é 

) indica diferença significativa. 



 

Figura 69. Médias (±dp) dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste cristal violeta 
(integridade do DNA). A ligação do corante no DNA é indicativa de células viáveis.

7.4.3 Biocompatibilidade: A

No ensaio de adesão 

camundongos da linhagem Balb/c3T3 foi 

feita em câmara de Neubauer

resultados da contagem das células aderidas em 4, 24

celular foi demonstrada nos resultados para todos os grupos

superior nos grupos testes em comparação com o

semelhantes entre si (Figura 7

testes em comparação com o controle e també

ambos os tempos não houve diferença estatística entre

horas, os resultados mostraram diferenças importantes. No grupo teste HACHX o nível de 

adesão foi semelhante ao controle, aproximadamente 90%, enquanto no grupo HA controle 

foi de cerca de 30%. Neste caso ocorreu 

C). 

dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste cristal violeta 
(integridade do DNA). A ligação do corante no DNA é indicativa de células viáveis.

 
 

 

.3 Biocompatibilidade: Adesão Celular em Pastilhas de HACHX

de adesão celular o comportamento de pré-osteoblastos de fêmur de 

camundongos da linhagem Balb/c3T3 foi observado por até 48 horas e a contagem celular

em câmara de Neubauer e micrografias foram analisadas. A figura 70

resultados da contagem das células aderidas em 4, 24 e 48 horas. A eficiência de adesão 

foi demonstrada nos resultados para todos os grupos. A adesão inici

superior nos grupos testes em comparação com o controle (poço da placa

70 A). No período de 24 horas, a adesão foi inferior nos grupos 

testes em comparação com o controle e também semelhante entre si (Figura 7

não houve diferença estatística entre os grupos. Apenas no tempo de 48 

mostraram diferenças importantes. No grupo teste HACHX o nível de 

adesão foi semelhante ao controle, aproximadamente 90%, enquanto no grupo HA controle 

foi de cerca de 30%. Neste caso ocorreu diferença estatística entre os grupos teste
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dos resultados do ensaio de citotoxicidade teste cristal violeta 

(integridade do DNA). A ligação do corante no DNA é indicativa de células viáveis. 

astilhas de HACHX 

osteoblastos de fêmur de 

observado por até 48 horas e a contagem celular 

A figura 70 mostra os 

A eficiência de adesão 

. A adesão inicial (4 horas) foi 

controle (poço da placa de cultura) e 

a adesão foi inferior nos grupos 

70 B). Porém, em 

os grupos. Apenas no tempo de 48 

mostraram diferenças importantes. No grupo teste HACHX o nível de 

adesão foi semelhante ao controle, aproximadamente 90%, enquanto no grupo HA controle 

os grupos testes (Figura 70 



 

Figura 70. Médias (±dp) dos resultados da contagem das células aderidas em pastilhas HA 
controle e tratadas com DGCHX 2% (HACHX) em 4 (A), 24 (B) e 48 horas (C). (*) indica 

 

Nas análises por MEV

longo do tempo nas pastilhas controle, e naquelas adsorvidas com CHX (

utilizada no ensaio de adsorção:

pode ser observada (Figura 71

esperadas não foram observadas

 

 
 

dos resultados da contagem das células aderidas em pastilhas HA 
controle e tratadas com DGCHX 2% (HACHX) em 4 (A), 24 (B) e 48 horas (C). (*) indica 

diferença significativa (p<0,05). 

Nas análises por MEV, foi possível observar as diferentes morfologias celulares ao 

do tempo nas pastilhas controle, e naquelas adsorvidas com CHX (

de adsorção: DGCHX 2%). A eficiência de adesão celular após 4 horas 

observada (Figura 71). Com o decorrer do tempo, as modificações morfológicas 

não foram observadas nas pastilhas HACHX (Figuras 72 e 73). 
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dos resultados da contagem das células aderidas em pastilhas HA 
controle e tratadas com DGCHX 2% (HACHX) em 4 (A), 24 (B) e 48 horas (C). (*) indica 

diferentes morfologias celulares ao 

do tempo nas pastilhas controle, e naquelas adsorvidas com CHX (concentração 

. A eficiência de adesão celular após 4 horas 

as modificações morfológicas 



 

Figura 71. Micrografias (MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastos incubados 

com morfologia esférica semelhantes podem ser observadas nos dois grupos.

 

(MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastos incubados por 4 horas. Células aderidas 

com morfologia esférica semelhantes podem ser observadas nos dois grupos.
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(MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
por 4 horas. Células aderidas 

com morfologia esférica semelhantes podem ser observadas nos dois grupos. 



 

Figura 72. Micrografias (MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastos incub

espraiadas podem ser observadas no controle, enquanto na pastilha HACHX as células 
permaneceram com morfologia esférica.

 

 

(MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastos incubados por 24 horas. Células 

espraiadas podem ser observadas no controle, enquanto na pastilha HACHX as células 
permaneceram com morfologia esférica. 
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(MEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e 
ados por 24 horas. Células 

espraiadas podem ser observadas no controle, enquanto na pastilha HACHX as células 



 

Figura 73. Micrografias (MEV) da adesão celular (tempo: 48 horas) em pastilhas HA
(A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x) destacando as 

diferenças morfológicas dos osteoblastos aderidos (setas vermelhas).

 
MEV) da adesão celular (tempo: 48 horas) em pastilhas HA

(A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x) destacando as 
diferenças morfológicas dos osteoblastos aderidos (setas vermelhas).
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MEV) da adesão celular (tempo: 48 horas) em pastilhas HA controle 
(A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x) destacando as 

diferenças morfológicas dos osteoblastos aderidos (setas vermelhas). 
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7.5 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO 
 

A influência da associação da HA e CHX nos processos de bioatividade nos ensaios 

em meio biológico simulado (“SBF - simulated body fluid”) foi observada por MEV, 

analisada por DRX de ângulo rasante e pela espectrofotometria FTIR. 

Nas micrografias MEV, foram observadas diferenças do material antes e depois da 

incubação em “SBF” pelo período de até 7 dias. Uma nova fase foi progressivamente 

precipitada sobre o substrato. Este precipitado mostrou características semelhantes entre o 

controle e grupo teste HACHX (Figuras 74 e 75). 

 

 

 

 



 

Figura 74. Micrografias (MEV) das 
(B/C), 4 dias (D/E) e 7 dias

 

. Micrografias (MEV) das pastilhas HA controle (A), em solução “SBF” 2 
(D/E) e 7 dias (F/G). Observa-se nova fase precipitada sobre o substrato.
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pastilhas HA controle (A), em solução “SBF” 2 dias 
se nova fase precipitada sobre o substrato. 



 

 

Figura 75. Micrografias (MEV) das 
(B/C), 4 dias (D/E) e 7 dias (F/G). Nota

 

 

. Micrografias (MEV) das pastilhas HACHX controle (A), em solução “SBF” 2
(D/E) e 7 dias (F/G). Nota-se nova fase precipitada sobre o substrato.
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pastilhas HACHX controle (A), em solução “SBF” 2 dias 
se nova fase precipitada sobre o substrato. 



 

No difratograma da pastilha HA controle sem “SBF” foi possível observar picos 

estreitos e bem definidos típicos dos cristais de HA. Nas pastilhas em solução “SBF” 2 e 

dias, a presença da nova fase menos cristalina foi evidenciada pelo alargamento progressivo 

das bandas, indicando bioatividade do material (Figura 76

HACHX sem “SBF”, a presença de CHX não interferiu na cristalinidade do mat

vista a manutenção dos principais picos compatíveis com o controle. Após a incubação em 

“SBF”, o difratograma demonstrou uma precipitação da nova fase superior à fase formada no 

controle (a cristalinidade do substrato não pode ser observada)

bioatividade da pastilha HACHX (Figura 77

CHX na HA induziu a formação de um

substrato. A espessura da camada de 

formada na pastilha sem a CHX.

Figura 76. DRX de ângulo rasante das 
(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material analisado ao longo do 

No difratograma da pastilha HA controle sem “SBF” foi possível observar picos 

estreitos e bem definidos típicos dos cristais de HA. Nas pastilhas em solução “SBF” 2 e 

a presença da nova fase menos cristalina foi evidenciada pelo alargamento progressivo 

atividade do material (Figura 76). No difratograma da pastilha 

a presença de CHX não interferiu na cristalinidade do mat

vista a manutenção dos principais picos compatíveis com o controle. Após a incubação em 

o difratograma demonstrou uma precipitação da nova fase superior à fase formada no 

controle (a cristalinidade do substrato não pode ser observada), sugerindo um aumento da 

ade da pastilha HACHX (Figura 77). Os resultados demonstraram que a presença

na HA induziu a formação de um fosfato de cálcio pouco cristalino na superfície do 

A espessura da camada de apatita no substrato contendo CHX foi superior a da 

sem a CHX. 

 

 
DRX de ângulo rasante das pastilhas HA controle (preto), em solução “SBF” 2

(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material analisado ao longo do 
tempo de incubação. 
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No difratograma da pastilha HA controle sem “SBF” foi possível observar picos 

estreitos e bem definidos típicos dos cristais de HA. Nas pastilhas em solução “SBF” 2 e 4 

a presença da nova fase menos cristalina foi evidenciada pelo alargamento progressivo 

). No difratograma da pastilha 

a presença de CHX não interferiu na cristalinidade do material tendo em 

vista a manutenção dos principais picos compatíveis com o controle. Após a incubação em 

o difratograma demonstrou uma precipitação da nova fase superior à fase formada no 

, sugerindo um aumento da 

ados demonstraram que a presença de 

ino na superfície do 

to contendo CHX foi superior a da 

 

pastilhas HA controle (preto), em solução “SBF” 2 dias 
(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material analisado ao longo do 



 

Figura 77. DRX de ângulo rasante
2 dias (vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material.

Os resultados de FTIR da pastilha HA controle sem “SBF” apresenta

nas regiões 984, 1032 e 1100 cm

“SBF” por 2 dias foi observado o alargamento das bandas dos fosfatos na região 1032 cm

indicando a presença de uma fase menos cristalina . Em 4 dias de incubação, além do 

alargamento das bandas dos fosfatos,

de 1020 cm-1,que corresponde ao grupo HPO

indicando presença de uma fosfato de cálcio 

 

DRX de ângulo rasante das pastilhas HACHX controle (preto), em solução “SBF
(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material.

 

 

Os resultados de FTIR da pastilha HA controle sem “SBF” apresenta

nas regiões 984, 1032 e 1100 cm-1 característicos da HA. Na pastilha HACHX incubada em 

dias foi observado o alargamento das bandas dos fosfatos na região 1032 cm

indicando a presença de uma fase menos cristalina . Em 4 dias de incubação, além do 

alargamento das bandas dos fosfatos, foi observado um deslocamento da banda para a

que corresponde ao grupo HPO4
-2, relacionada a HA deficiente de cálcio

osfato de cálcio distinto do substrato (Figura 78).
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pastilhas HACHX controle (preto), em solução “SBF”  
(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristalinidade do material. 

Os resultados de FTIR da pastilha HA controle sem “SBF” apresentaram as bandas 

cterísticos da HA. Na pastilha HACHX incubada em 

dias foi observado o alargamento das bandas dos fosfatos na região 1032 cm-1 

indicando a presença de uma fase menos cristalina . Em 4 dias de incubação, além do 

banda para a região 

a HA deficiente de cálcio, 

). 



 

Figura 78. FTIR das pastilhas HA controle sem “SBF” (preto), HACHX em “SBF” 2 dias 
(vermelho

 

 

. FTIR das pastilhas HA controle sem “SBF” (preto), HACHX em “SBF” 2 dias 
(vermelho) e. HACHX em “SBF” 4 dias (azul). 
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. FTIR das pastilhas HA controle sem “SBF” (preto), HACHX em “SBF” 2 dias 
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8 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo buscou-se investigar diversos aspectos relacionados ao desenvolvimento 

de um biomaterial novo que associa HA e CHX com objetivo da aplicação futura em estudos 

in vivo e testes pré-clínicos. 

HA foi selecionada para este estudo por ser, dentre as biocerâmicas à base de fosfato 

de cálcio, a mais avaliada em pesquisas, testada em ensaios in vitro e in vivo, muito indicada 

nas situações clínicas como substituta óssea por ser biocompatível, osteocondutora, 

osteoindutora (RIPAMONTI, 1996) e como carreadora de drogas (KRAJEWSKI et al., 2000). 

Possui a capacidade de adsorver proteínas de adesão e fatores de crescimento que favorecem 

os eventos celulares característicos da neoformação óssea, tornando a sua aplicação clínica 

uma excelente opção como substituto ósseo. 

A decisão de se utilizar CHX como agente antimicrobiano foi devido ao seu largo 

espectro de ação, amplo uso clínico e doméstico nas últimas décadas, e baixa resistência 

microbiana, sendo “gold standard” como enxaguatório bucal no tratamento de infecções orais. 

Por ter seu emprego aprovado pelas agências de controle de medicamentos governamentais e 

ser de baixo custo, propicia a realização de estudos subsequentes e futuras aplicações em 

humanos. 

Na literatura, muitos estudos foram desenvolvidos no entendimento da associação da 

HA do esmalte dentário e CHX, em função da ocorrência de manchas nos dentes decorrentes 

do uso prolongado de antissépticos bucais contendo CHX (PRAYITNO & ADDY, 1979), 

porém poucas investigações foram conduzidas no desenvolvimento de um biomaterial que 

associasse as importantes características biológicas da HA e CHX para o de tratamentos de 

infecções relacionadas ao tecido ósseo. 

Desde a década de 1980, sistemas de liberação controlada de antibióticos vem sendo 

propostos para o tratamento de infecções ósseas (WAHLIG, 1982), carreados ou não por 

substratos a base de fosfatos de cálcio (IGNJATOVIĆ et al., 2010). Na Odontologia, 

principalmente no tratamento de doenças periodontais, dispositivos para liberação de drogas 

nos sítios de lesões periodontais foram testados com resultados controversos. No entanto 

parece haver um consenso que o desenvolvimento de novos materiais com indicação para 

patologias específicas possam trazer benefícios importantes para os pacientes (HANES & 

PURVIS, 2003). 
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Uma metodologia para a associação de HA e CHX foi desenvolvida pela adição direta 

do agente antimicrobiano durante a reação de precipitação, uma vez que o 

LABIOMAT/CBPF possui conhecimento e estrutura para síntese de HA. Porém, nos 

parâmetros de síntese utilizados não se obteve uma HA estequiométrica carreadora de CHX, 

mas sim uma composição de HA e outra fase de fosfato de cálcio, CaHPO4•2(H2O) – bruxita, 

com baixa cristalinidade em comparação com a amostra controle (Figura 10). A formação da 

bruxita se mostrou rápida e estável, pois não ocorreram modificações importantes desde o 

tempo zero até 48 horas (Figura 15). 

Na síntese de HA estequiométrica, durante a fase da adição, o pH é mantido entre 10 e 

11 com temperatura constante de 90ºC. Para a manutenção das atividades biológicas de CHX, 

que é estável em pH na faixa de 5 a 8, e que precipita em níveis de pH extremos (BLOCK, 

1991), na fase de adição o pH foi mantido em 7 numa temperatura de 25ºC, condições menos 

favoráveis para formação dos cristais de HA (NANCOLLAS, 1992). Cui et al. (1996) 

obtiveram uma composição de HA e fosfato de cálcio hidratado em condições de síntese de 

pH 5,3–7 e temperatura de 20ºC. Estudo de Nancollas (1992) mostrou que diferentes fases de 

fosfato de cálcio podem ser estabilizadas ou desestabilizadas pela presença de cátions e 

ânions, sendo ou não incorporados de forma significativa à estrutura cristalina, mas que 

poderiam influenciar sensivelmente os processos de nucleação e crescimento subsequente do 

cristal. Uma vez que a CHX é um antisséptico catiônico, as cargas positivas da molécula 

podem ter interferido na síntese de HA. Além disso, os picos no DRX referentes à CHX não 

correspondem aos picos da amostra HACHX, não sendo possível atribuir à CHX a existência 

destes picos, e sim a outra fase cristalina presente no material diferente da HA. 

O desenvolvimento da associação HA-CHX foi baseado nas boas propriedades 

biológicas da HA. A utilização de um carreador de fosfato de cálcio bifásico implica num 

material com outras características, o que poderia gerar resultados desfavoráveis. Esta 

metodologia demanda uma extensa linha de avaliações, que não foi o objetivo do atual estudo, 

o que conduziu a outra metodologia simples e reprodutível discutida na sequência. 

Uma das primeiras avaliações realizadas foi a confirmação da estrutura cristalina da 

HA nos ensaios de adsorção com CHX. A manutenção desta estrutura indicou a possibilidade 

de se avaliar condições que influenciaram a incorporação de CHX numa HA sintetizada 

previamente. 

A partir principalmente da década de 1970, muitos estudos foram realizados em 

função da formação de manchas amarronzadas no esmalte dentário como efeito colateral do 

uso de enxaguatórios bucais que continham CHX (GJERMO, 1974). Em função disto havia a 
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perspectiva de que ocorreria a associação do antisséptico com a HA sintética, por conseguinte 

os estudos iniciais foram desenvolvidos para a determinação das condições favoráveis para a 

adsorção de CHX na HA. O digluconato de CHX foi selecionado como fonte do antisséptico 

por ter sido amplamente usado em estudos prévios, além de ter baixo custo e ser de simples 

manipulação. 

Os resultados indicam que não eram necessárias condições complexas para a 

associação de CHX e HA. A cinética de adsorção demonstrou a afinidade entre HA e CHX, 

pois em 30 minutos a maior parte do processo havia ocorrido, o que favorece o 

desenvolvimento do material. Na temperatura controlada entre 25º e 37º, os valores de CHX 

adsorvida foram semelhantes. Sistemas que necessitam longos períodos de incubação e 

temperaturas elevadas tendem a ser dispendiosos e muitas vezes inviabilizam a produção em 

maior escala. Nestes ensaios, o pH permaneceu na faixa neutra fazendo com que CHX se 

mantivesse estável, o que favorece a manutenção de suas atividades antimicrobianas, e ao 

mesmo tempo que apresenta uma condição que não implica em alterações na HA. 

Nos sistemas de liberação controlada de antibióticos, frequentemente a adsorção da 

droga ocorre de modo satisfatório, porém a dessorção é abrupta (PHAM et al.,2002), 

ocasionando doses sub-terapêuticas, o que pode até agravar as condições patológicas. Os 

resultados da dessorção mostraram uma ligação estável entre HA e CHX, que foi demonstrada 

também nos testes microbiológicos. Após 30 dias, cerca de 30% de CHX ainda foi detectada 

na HA. Portanto, o sistema HA-CHX apresenta um padrão interessante para a finalidade do 

material que necessariamente precisará ser testado em modelos in vivo para a comprovação de 

sua eficácia. 

O modelo da isoterma de Langmuir [(a= am K.ce /(1+ K.ce)] expressa uma adsorção 

homogênea que ocorre em sítios fixos formando uma monocamada recobrindo a superfície do 

substrato (cada sítio pode ser ocupado por uma molécula adsorvida), sem que haja interações 

entre as moléculas adsorvidas, e que se completa quando todos os sítios são ocupados 

(PRAUS & TURICOVÁ, 2007), onde a e ce correspondem a concentração de equilíbrio do 

adsorbato sobre a superfície do adsorvente e a concentração de adsorbato em solução, 

respectivamente. K é a constante de equilíbrio, que representa a afinidade entre o 

adsorbato/adsorvente, sendo am o valor máximo adsorvido. Num sistema descrito pela 

isoterma de Freundlich não ocorre uma saturação da superfície do adsorvente, mas sim a 

adsorção pela formação de multicamadas, que teoricamente aumenta indefinidamente com o 

aumento da concentração em solução (SIPS, 1950). A isoterma de Langmuir-Freundlich 

corresponde a uma associação das duas isotérmicas, a= am(K. ce)
r / [ 1+( K. ce)

r ]. Neste 
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modelo, o coeficiente r representa a cooperatividade da interação entre adsorbato e 

adsorvente, quando r = 1 corresponde a não ocorrência de interação, r> 1 a cooperatividade é 

positiva e 0 <r <1 a cooperatividade negativa. 

A melhor simulação de dados experimentais foi realizada por meio da composição das 

equações de Langmuir e Langmuir-Freundlich, que reproduziu melhor os dados experimentais 

da curva de adsorção de CHX em função da concentração. Para baixas concentrações de CHX 

(<0,5%), a adsorção foi controlada principalmente por um mecanismo de Langmuir, que 

descreve as interações de superfície absorvente, sem as interações entre as moléculas 

absorventes. Para altas concentrações de CHX (> 0,5%) a adsorção seguiu o modelo de 

Langmuir-Freundlich. Neste caso, as interações de cooperação entre as moléculas CHX 

devem ser consideradas, além das interações com os sítios de superfície HA. O valor de r (r = 

6,6) mostrou que a CHX estabeleceu fortes interações molécula-molécula: cooperatividade 

positiva.  

Os dados obtidos indicam a adsorção em multicamadas com o aumento das 

concentrações com formação de aglomerados e uma monocamada estável em concentrações 

mais baixas. Resultados semelhantes foram obtidos por estudos pioneiros de Rölla et al. 

(1970) e Emilson et al. (1973). Os valores de adsorção de CHX semelhantes para HA tratada 

termicamente a 1100ºC e não tratada, onde a diferença da área específica é da ordem 10 

vezes, sinalizam também para este sistema de formação de multicamadas de CHX. 

As análises UV-Vis do sólido foram utilizadas não somente para os ensaios 

quantitativos como para a caracterização da presença de CHX nas amostras de HA após os 

ensaios de adsorção. A utilização desta metodologia foi aplicada com o objetivo de análises 

diretas da presença de CHX na HA, pois as análises quantitativas de CHX adsorvida a partir 

das soluções usadas nos ensaios correspondem a medidas indiretas. Foram atribuídos valores 

presentes na HA pela diferença da medida determinada na solução após a adsorção em relação 

aos valores da solução medidos antes do ensaio. Outra dificuldade que a análise de UV-Vis 

das soluções de CHX demonstrou corresponde ao elevado nível de absorbância que a 

molécula de CHX apresenta. Foram necessárias diluições de 1/1.000 para que os valores de 

absorbância de CHX ficassem na escala do espectrofotômetro. Diluições desta ordem 

aumentam muito o erro das medidas, sendo mais reprodutiva para as medidas qualitativas dos 

experimentos de adsorção do que as quantitativas. 

Além disso, o estudo dos espectros UV-Vis das soluções e dos sólidos permitiu um 

melhor entendimento do mecanismo de interação entre HA e CHX. O espectro de CHX em 

solução é caracterizado pela presença de duas bandas definidas enquanto o cristal de CHX 
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apresenta uma terceira banda. Espectros UV-Vis semelhantes ao cristal de CHX foram 

obtidos nas análises UV-Vis do sólido de CHX associada a HA para as amostras tratadas com 

concentrações a partir de 0,8%. Nas amostras tratadas com concentrações abaixo de 0,8%, a 

terceira banda não ficou bem caracterizada. Estes dados sugerem o conceito de formação de 

aglomerados à medida que aumentam os valores de CHX adsorvida na HA sendo, portanto 

coerente com isoterma de Langmuir-Freundlich. 

Em relação aos grupamentos clorobenzeno e guanidina (componentes importantes da 

estrutura da CHX), foi demonstrado que ambos tiveram afinidade pela HA, pois apresentaram 

espectros UV-Vis antes e depois dos ensaios de adsorção semelhantes, porém com o 

deslocamento das principais bandas, sugerindo uma interação com a superfície da HA. Estes 

resultados indicam que a interação CHX-HA pode ser atribuída tanto ao grupamento 

clorobenzeno quanto à guanidina presentes na molécula de CHX. 

Diferentemente dos resultados obtidos na adição de CHX durante a síntese de HA, o 

material obtido após os ensaios de adsorção demonstram a manutenção da estrutura cristalina 

típica da HA, o que é um dos objetivos deste estudo: o desenvolvimento de um biomaterial 

que possua propriedades de regeneração óssea e que ao mesmo tempo tenha ação contra os 

microrganismos. Ainda que a manutenção dos principais picos tenha sido demonstrada nas 

amostras de HA após os ensaios de adsorção com CHX, ocorreu um alargamento da largura 

de linha na amostra HACHX, caracterizando a presença do agente antimicrobiano no 

material. Um dos parâmetros que pode ter favorecido a estabilidade da HA foi a manutenção 

do pH na faixa próxima do neutro durante os ensaios. 

Os resultados de FTIR confirmam que a associação de CHX e HA nas condições 

desenvolvidas não resultam numa outra modalidade de fosfato de cálcio. Por outro lado o 

método utilizado não foi capaz de discriminar os grupamentos químicos típicos de CHX tais 

como NH e N=C. As técnicas de FTIR por refletância e por transmitância analisam o “bulk” 

da amostra fazendo com que os grupamentos de HA tenham destaques na obtenção do 

espectro.  

As micrografias MEV das pastilhas HA 1.100ºC controle e HACHX não revelam 

diferenças morfológicas entre elas. Trabalhos anteriores propuseram que durante a interação 

de CHX com HA haveria a formação de fosfato de clorexidina por precipitação (cristais da 

ordem de 50 µm) em pH 5 (MISRA, 1994). Não são observadas novas fases precipitadas ou 

estruturas destas dimensões nas micrografias nas condições estudadas. O fato do pH dos 

ensaios deste trabalho ter sido mantido perto de 7 pode justificar a diferença dos resultados. 
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Os estudos de adsorção que avaliaram as participações do composto orgânico 

aromático clorobenzeno e do grupamento guanidina na associação HA-CHX indicam que as 

duas espécies químicas têm afinidade pela HA, o que explica bons resultados da adsorção de 

CHX na HA. Estes dados não são surpreendentes, uma vez que tem sido demonstrada a 

ocorrência de substituições estruturais na estrutura da HA por metais e íons nos sítios de 

cálcio como também nos sítios dos fosfatos e da hidroxila (MAVROPOULOS et al.,2008). As 

ligações químicas entre HA e a guanidina poderiam implicar na ausência de ação 

antimicrobiana da CHX associada a HA, pois os sítios catiônicos, que interagem com as 

cargas negativas da membrana citoplasmática dos microrganismos, estariam neutralizados. 

Como foi demonstrada nos ensaios microbiológicos, a ação antimicrobiana foi observada por 

até 8 dias, o que sugere a formação de multicamadas de CHX durante a adsorção (segundo 

modelo proposto e discutido anteriormente) ao invés de uma adsorção sítio a sítio HA-CHX. 

Os primeiros ensaios microbiológicos tiveram o objetivo de confirmar a atividade 

antimicrobiana da CHX quando associada à HA. Não se pretendia no momento inicial do 

estudo qualquer análise quantitativa do material, apenas a confirmação de que a interação de 

CHX com o fosfato de cálcio carreador não bloquearia sua ação antimicrobiana. A formação 

de halos de inibição de crescimento em placas tanto para amostras de saliva como E. faecalis 

e C. albicans sinalizam que a CHX associada a HA mantém sua atividade antimicrobiana. 

Não foram feitas comparações com os halos formados pelos discos de filtro com DGCHX 2% 

em função da diferença de diâmetro em relação às microesferas. Os resultados destes testes 

iniciais conduziram as avaliações subsequentes, pois uma ligação muito estável, onde a 

liberação da medicação fosse inexequível, ou interações químicas específicas com 

grupamentos responsáveis pela atividade biológica poderiam tornar inviável uma aplicação in 

vivo. 

Após os resultados positivos dos estudos de adsorção/dessorção, os estudos 

microbiológicos quantitativos foram realizados. MIC é a menor concentração que inibe 

completamente o crescimento do microrganismo por um período de incubação de 18 a 24 

horas, com um inóculo padrão, pela avaliação da turbidez do meio de cultura. É a abordagem 

mais comumente usada no ajuste de dosagem de agentes antimicrobianos. Para a definição do 

MIC, foram utilizados os padrões do NCCLS (1997) e foi um importante dado de referência 

para avaliações posteriores. A seleção de E. faecalis para os testes de MIC foi definida em 

função das características do microrganismo. São cocos anaeróbios facultativos Gram-

positivos de fácil obtenção e crescimento. Também são microrganismos comensais que em 

condições de laboratório não são patogênicos. Por outro lado estão relacionados a infecções 
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hospitalares de difícil tratamento e infecções orais persistentes por serem resistentes a 

antibióticos (MUNDY et al., 2005) e ainda por sobreviverem em condições adversas, 

incluindo pH alcalino e altas pressões osmóticas. Eles são resistentes a sais biliares, 

detergentes, metais pesados, etanol e podem crescer na faixa de 10 a 45ºC e persistem numa 

temperatura de 60ºC por 30 minutos (TENDOLKAR et al., 2003). Por estes motivos, 

frequentemente são utilizados para avaliações microbiológicas, inclusive em testes com CHX 

(DAMETTO et al., 2005; BASRANI et al., 2003). 

Tendo como referência o valor de MIC, foram realizados testes do tempo de ação do 

material obtido pela associação de HA e CHX. Os resultados demonstraram inibição de 

crescimento microbiano por até 08 dias e foram coerentes com os ensaios de dessorção que 

indicaram uma ligação estável entre as moléculas do antimicrobiano e a HA. 

Nestes testes também foram utilizadas microesferas de HA como carreadoras de CHX 

em função de perspectivas futuras de aplicações in vivo, pois estudos anteriores indicaram que 

o uso de HA nesta geometria poderia favorecer as propriedades biológicas do material 

(GAUTHIER et al., 1999; BARRIAS et al., 2005; FERRAZ et al., 2007). O valor de CHX 

adsorvida nas microesferas correspondeu a 66% dos valores presentes na HA em pó, apesar 

da área superficial do material em pó ser 3 vezes maior do que a área das microesferas. Este 

resultado também indica a formação de aglomerados de CHX como sendo o modelo da 

associação HA-CHX. A diferença de CHX carreada nas microesferas pode explicar a 

diferença de atividade antimicrobiana dos grupos: até o 5 dia de testes o grupo microesferas 

de HA inibiu o crescimento de E. faecalis, enquanto o grupo na forma de pó manteve ação por 

8 dias. 

Frequentemente as terapêuticas antibióticas sistêmicas usadas em infecções de origem 

odontológica são mantidas por 7 a 10 dias. Numa revisão da literatura, Haffajee et al. (2003) 

observaram que na maioria dos estudos o uso de antibióticos sistêmicos nas terapias 

periodontais era indicado por um período de 7 a 14 dias. Em relação aos casos de alveolite 

após extração dentária, os estudos indicam uma taxa de incidência de 5 a 10% (BLONDEAU 

& DANIEL, 2007), que implicam no uso de antibióticos. Na Implantodontia o uso de 

antibióticos é controverso. Estudos clínicos relataram um efeito positivo para a manutenção 

do implante dentário (DENT et al., 1997), enquanto outras investigações não mostraram 

nenhum efeito significativo (GYNTHER et al., 1998). Ainda que os estudos não sejam 

conclusivos, os protocolos cirúrgicos frequentemente incluem o uso pré e pós-operatório de 

antibióticos (KHOURY et al., 2008). Existe ainda dentre os microbiologistas o consenso da 

necessidade urgente do uso racional de antibióticos em função da ocorrência de resistência. O 
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uso indiscriminado de tais medicamentos favoreceu o aparecimento de bactérias multi-

resistentes, o que se tornou um dos maiores desafios para as ciências biomédicas. O uso local 

de agentes antimicrobianos surgiu como uma estratégia alternativa que pode impedir o avanço 

da ocorrência destes microrganismos. 

Os resultados dos testes de tempo de ação in vitro sinalizam para uma possível 

aplicação do material diretamente na área do procedimento cirúrgico (ação profilática) ou já 

infectada (ação terapêutica) em substituição a antibióticos sistêmicos. Esta linha terapêutica 

vem sendo seguida por alguns autores que recomendam o uso do gel de CHX aplicado 

diretamente no local do procedimento cirúrgico. Torres-Lagares et al. (2006) concluíram que 

a aplicação de gel 0,2% de CHX no alvéolo após remoção de terceiros molares impactados 

poderia reduzir a incidência de alveolite. Ainda que este procedimento possa apresentar 

vantagens, a dificuldade se refere à manutenção deste gel na área afetada em função da saliva 

que é constantemente secretada na cavidade oral. O princípio de um material composto de HA 

e CHX está baseado na manutenção do fosfato de cálcio na cavidade cirúrgico-patológica 

favorecendo a regeneração óssea enquanto a atividade antimicrobiana é exercida pela CHX. 

Os resultados microbiológicos são coerentes com os ensaios de dessorção que 

indicaram uma ligação estável entre as moléculas do antimicrobiano e a HA. 

Outra avaliação microbiológica com o uso de pastilhas HACHX abordou uma 

importante característica dos microrganismos: a tendência natural da organização em 

biofilme. A capacidade de microrganismos aderirem a tecidos e materiais corresponde a um 

importante fator de virulência, que é seguido pela formação de biofilme. Uma vez que 

patógenos estão organizados em biofilmes a atividade de antibióticos é dificultada (DONLAN 

& COSTERTON, 2002). A inibição deste primeiro estágio da colonização microbiana é uma 

importante estratégia na prevenção e tratamento de infecções. Os resultados do 

“checkerboard” e micrografias MEV obtidas mostram a redução no número de 

microrganismos aderidos nas pastilhas HACHX2 (apenas cocos dispersos foram observados 

na microscopia) em comparação com os grupos controle e HACHX0.1, o que pode interferir 

no estabelecimento e na virulência da microbiota patogênica. As pastilhas HACHX2 

apresentaram aproximadamente 14 vezes mais CHX do que as pastilhas HACHX0.1, o que 

justifica a menor eficácia do último (resultados semelhante ao controle), uma vez que a 

atividade antimicrobiana de CHX é dose dependente (LANG & BRECX, 1986). As imagens 

obtidas por MEV são coerentes com os resultados do “checkerboard DNA-DNA hybridization 

method”. 



 126

As interações bacterianas foram descritas para as diversas patologias orais, ocorrendo 

uma interdependência do grupo de colonizadores iniciais, representados principalmente por 

estreptococos, e finais composto predominantemente por bacilos Gram-negativos 

(KOLENBRANDER et al., 2006). Este grupo formado por bactérias do complexo vermelho 

possui importantes fatores de virulência como a produção de proteases e são frequentemente 

relacionados a sintomas clínicos mais graves (SOCRANSKY et al., 1998). Em relação à 

composição da microbiota aderida, os resultados do “checkerboard” não indicam diferenças 

marcantes entre os grupos de pastilhas. Contudo a presença de CHX parece ter favorecido um 

aumento nos níveis de algumas espécies bacterianas do complexo amarelo, como S. sanguinis, 

tidas como menos patogênicas. Estudos anteriores demonstraram diferenças na 

susceptibilidade bacteriana à ação de CHX, com maior ação contra bactérias Gram-negativas 

(SMITH et al., 1991; DECKER et al., 2003). Estes resultados sugerem que uma terapia em 

que a liberação de CHX nos sítios patológico seja eficazmente controlada, a colonização por 

espécies mais patogênicas pode ser dificultada, evitando assim quadros clínicos graves. 

Foi demonstrado que a CHX associada à HA, tanto em pó como na forma de 

microesferas, manteve atividade antimicrobiana contra E. faecalis, indicando que a interação 

HA-CHX não bloqueia os sítios ativos do antimicrobiano. No ensaio de adesão, não 

ocorreram diferenças entre os grupos de pastilhas em relação a esta espécie. É importante 

levar em consideração que HA na forma de pastilha apresenta uma superfície com diferente 

topografia, textura e cargas de superfícies em comparação ao pó e microesferas o que interfere 

no processo de interação com os microrganismos. Foi descrito que variações nas escalas 

micro e nanométricas implicam em diferentes comportamentos fisiológicos de células em 

estudos de topografia de biomaterias in vitro (ZINGER et al., 2004). Além disso, no estudo de 

adesão foi utilizado um inóculo polimicrobiano que também pode justificar este resultado. 

É fundamental que o material tenha atividade antimicrobiana e ao mesmo tempo não 

cause danos às células eucarióticas responsáveis pelo reparo da área afetada. 

Testes de citotoxicidade representam a fase inicial dos testes de biocompatibilidade de 

materiais e dispositivos com potenciais biomédicos. Consistem de métodos confiáveis e 

reprodutíveis numa fase precoce dos estudos para detecção dos processos de morte celular ou 

outros graves efeitos negativos sobre as funções celulares e são baseados em normas 

previamente estabelecidas (DEKKER et al., 1994). Rotineiramente mais de um teste é 

necessário para o entendimento da relação do material com as células. Neste estudo foi 

aplicada a norma definida pela ISO 10993-5. 
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O conceito de biocompatibilidade não fica restrito apenas a ausência de efeito 

citotóxico, mas se refere também a efeitos positivos no sentido de funcionalidade, ou seja, a 

promoção de processos biológicos que respondam à finalidade prevista da aplicação do 

biomaterial (KOOTEN et al., 1997). 

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados tendo como referência comparativa a 

HA estequiométrica pura em função de já terem sido demonstradas suas características de 

material biocompatível e osteocondutor que não induz efeitos citotóxicos. 

O efeito do extrato de HACHX na forma de pó foi inicialmente avaliado em relação a 

fibroblastos. Os resultados são positivos uma vez que não houve diferenças entre os grupos 

testes de 50 e 100% do extrato em comparação com o controle. Estes resultados corroboraram 

com os dados dos ensaios de dessorção onde uma ligação estável HA-CHX evita uma saída 

abrupta de CHX, o que acarretaria concentrações mais altas com maior potencial citotóxico. É 

importante destacar mais uma vez que um dos maiores desafios no desenvolvimento de 

dispositivos de liberação controlada é a saída muito rápida de drogas. Em estudo de 

Sivakumar & Panduranga (2002) ilustrou esta questão. Os autores desenvolveram um veículo 

de microesferas de HA/gelatina incorporadas com gentamicina. As características estruturais e 

morfológicas do carreador se mostraram interessantes, porém 93,8% do antibiótico foi 

liberado em apenas 3 dias. 

Além do estudo que avaliou o número de células viáveis, os testes XTT, vermelho 

neutro e cristal violeta tentaram identificar possíveis sítios nas células afetados pela CHX. O 

resultado do teste XTT mostra que, ainda que as células permaneçam viáveis, uma 

interferência da CHX no seu metabolismo pode estar ocorrendo, pois a atividade enzimática 

mitocondrial foi de 68% em comparação com o controle (100%). A respiração celular é 

responsável pela obtenção de energia química para os demais sistemas celulares. Um bloqueio 

desta função leva à morte celular. Os testes com vermelho neutro e cristal violeta não indicam 

alterações importantes. No caso de vermelho neutro, um aumento da detecção do corante no 

grupo HACHX2 não significa obrigatoriamente citotoxicidade uma vez que a diminuição do 

corante ligado a lisossomos é que indica perda da função celular. Uma vantagem desta 

metodologia é a possibilidade de se avaliar no mesmo conjunto de células a função 

mitocondrial, a integridade de membrana e as condições do material genético. A interpretação 

concomitante destes 3 testes indicam baixos níveis de toxicidade, estabelecendo condições 

para estudos subsequentes em modelos animais. 

Para os ensaios de adesão foram selecionados pré-osteoblastos obtidos a partir do 

fêmur de camundongos da linhagem Balb/c3T3 por ter sido demonstrado anteriormente que 
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esta linhagem celular possuía potencial osteogênico para este tipo de teste (SADER et al., 

2005). 

O primeiro estágio para que um material ou dispositivo favoreça a regeneração 

tecidual corresponde ao favorecimento da adesão celular ao material envolvido no processo. 

Além da topografia do material, as propriedades químicas de superfície tais como composição 

química, carga e hidrofobicidade, são responsáveis pela adesão, proliferação e diferenciação 

celular (WILSON et al., 2005). Além disso, as células não aderem diretamente sobre a 

superfície do material, mas através de proteínas da matriz extracelular pré-adsorvidas ao 

material numa interação molecular com as proteínas transmembrana e proteínas do 

citoesqueleto, que por sua vez interagem juntas para induzir a transdução de sinais, 

promovendo a ação dos fatores de transcrição e regulando a expressão gênica. Tais sinais são 

fundamentais para eventos em cadeia que determinam as funções fisiológicas das células 

(ANSELME, 1999). 

Os resultados de contagem celular são coerentes com as micrografias MEV obtidas. 

Não houve diferenças estatisticamente significativas na contagem celular para os tempos de 

incubação de 4 e 24 horas, somente em 48 horas. Estes resultados podem estar relacionados 

com a manutenção da morfologia esférica das células das pastilhas tratadas com CHX. As 

células nas pastilhas controle se apresentam espraiadas de forma característica 

(comportamento fisiológico esperado), ocupando praticamente toda a superfície da pastilha. 

Por outro lado, a área ocupada por células esféricas é inferior nas pastilhas HACHX 

propiciando uma maior oportunidade para a adesão. 

Este comportamento das células aderidas pode estar relacionado com a natureza 

química da CHX que é classificada como antisséptico catiônico e sua adsorção na HA pode 

alterar as cargas de superfície das pastilhas modificando a adsorção de proteínas relacionadas 

com o espraiamento dos osteoblastos. Mesmo uma alteração na estrutura quartenária das 

proteínas pode alterar seus domínios responsáveis pela atividade biológica. 

A morfologia esférica dos osteoblastos, observada nas micrografias MEV da adesão, 

pode ter uma correlação com os testes de citotoxicidade. Os resultados indicam baixos níveis 

de citotoxicidade nos ensaios: um material tóxico para células levaria a uma morte celular nos 

primeiros tempos dos ensaios não permitindo adesão às pastilhas. Por outro lado, o teste XTT 

(indicativo de atividade metabólica) foi o que apresentou a principal diferença entre o grupo 

HACHX e HA controle. Este teste indica uma influência de CHX na respiração celular, 

fundamental para a obtenção de energia. Outras vias metabólicas podem por consequência ter 

suas velocidades de reação alteradas, atrasando o espraiamento, que não foi observado no 
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período final de 48 horas de incubação. Testes com maior tempo de incubação seriam 

desejáveis para um maior entendimento destas questões. 

Um material é classificado como bioativo quando é capaz de induzir uma atividade 

biológica específica, sendo no caso específico da regeneração óssea, capaz de induzir a 

formação de uma apatita “bone-like” na superfície, propiciando a integração com as células 

ósseas (KOKUBO et al., 1990). Apesar de algumas controvérsias (BOHNER & LEMAITRE, 

2009), os testes in vitro com solução “SBF” trazem indicativos interessantes sobre o material 

avaliado. 

Tanto as micrografias MEV quanto os difratogramas das pastilhas HA controle e 

HACHX imersas em “SBF” demonstram a formação de uma nova fase menos cristalina sobre 

o substrato, indicando a bioatividade dos materiais. A pastilha HACHX mostra a precipitação 

da nova fase mais espessa que aquela fase formada na pastilha controle, sugerindo um 

aumento da bioatividade desta pastilha em função da CHX. Foi demonstrado anteriormente 

que o precipitado de fosfato de cálcio dos ensaios com “SBF” havia uma tendência a ser HA 

por esta reação ser termodinamicamente favorecida (LU & LENG, 2005). Assim como nos 

ensaios de adesão, as cargas de CHX podem ter favorecido a precipitação dos íons presentes 

na solução aumentando, assim, a camada de apatita. Estes dados são interessantes uma vez 

que a CHX poderia funcionar como um inibidor ou antagonista para nucleação dos cristais de 

apatita, o que é indesejável para um material aplicado às lesões ósseas. Já foi demonstrado em 

testes anteriores que algumas proteínas ligadas à HA podem inibir a nucleação dos cristais de 

apatita (COMBES & REY, 2002). 

Nos sistemas biológicos as apatitas se apresentam com diversas substituições 

(carboapatitas, fluorapatitas, zincoapatitas, entre outras) em relação à estrutura química da 

HA. A análise FTIR indica a formação de HA deficiente em cálcio na pastilha HACHX após 

4 dias de incubação. Esta condição similar às condições biológicas pode favorecer a interação 

com osteoblastos (VANZILLOTTA et al., 2006). 

Neste estudo foi usado o pH 7,4 (pH fisiológico do plasma sanguíneo), no entanto num 

sitio patológico envolvido num processo inflamatório, o pH poderá estar reduzido e, 

consequentemente, a característica da apatita formada pode ser alterada. 

Os dados encontrados permitem uma maior previsibilidade de futuros testes de 

bioatividade in vivo, que devem ser realizados para confirmação dos resultados demonstrados 

in vitro, que indicam a formação de precipitado mais espesso sobre o substrato de HACHX 

em comparação com HA. 
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Os resultados encontrados neste trabalho foram obtidos em experimentos in vitro e as 

propriedades apresentadas pela associação HA-CHX deverão obrigatoriamente ser 

comprovadas em estudos in vivo, para que em algum momento no futuro, este biomaterial 

possa ser aplicado no tratamento de patologias infecciosas ósseas. 
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9 CONCLUSÕES 

 

Experimentos de adsorção demonstram que a CHX estabelece uma forte ligação com a 

superfície da HA: uma fração considerável das moléculas de CHX permaneceu ligada à 

superfície da HA por até 7 dias; 

 

Isotermas mostram que para baixas concentrações de CHX (<0,5%) a adsorção é 

controlada principalmente pelo mecanismo Langmuir (interações de superfície entre 

absorvente e adsorvido). Para altas concentrações de CHX (> 0,5%) a adsorção segue um 

mecanismo Langmuir-Freundlich (interações cooperativas entre as moléculas de CHX devem 

ser consideradas); 

 

A ligação CHX-HA não bloqueia os sítios ativos do antimicrobiano: o biomaterial 

inibiu o crescimento microbiano e modificou biofilme da placa subgengival patogênica;  

 

De forma geral, o biomaterial HACHX apresenta baixos níveis de citotoxicidade, 

porém foi observada uma interferência na diferenciação celular de osteoblastos aderidos a 

pastilhas HA tratadas com CHX a 2%; 

 

HA-CHX pode resultar em um sistema de liberação controlada do antimicrobiano para 

o tratamento de infecções ósseas odontogênicas. 
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ANEXO 1 

Protocolo de pedido de depósito de patente. 
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