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RESUMO

SORIANO-SOUZA, Carlos Alberto. Producdo e Caraztgydo de Hidroxiapatita com
Atividade Antimicrobiana. Rio de Janeiro, 2010. d¢Boutorado em Ciéncias). Escola de
Quimica/UFRJ, Rio de Janeiro, 2010.

A hidroxiapatita - Ca (PO4} (OH),, - tem sido cada vez mais utilizada em aplicagi@es
Medicina e Odontologia como veiculo para liberagdmtrolada de medicamentos e
moléculas. Clorexidina - GH30CloN1o € um antisséptico catidnico de ampla utilizacds no
altimos 50 anos. Isso se deve ao seu largo espe@gdo contra bactérias Gram-positivas e
negativas, como também fungos patogénicos da awidaal. A interacdo de seus
grupamentos positivos com a camada fosfolipidica ndembrana citoplasmatica dos
microrganismos, com carga negativa, provoca desdeerda do controle osmaético e
interferéncia nos processos metabdlicos como aira€8p e a biossintese (agéo
bacteriostatica), até a solubilizacdo da membrasaltando na liberacdo dos componentes
intracelulares (ag¢do bactericida). O objetivo ppat deste trabalho foi desenvolver um
biomaterial constituido de hidroxiapatita associadlo clorexidina que acrescente a
bioceramica, com comprovadas propriedades osteatarad, uma ac¢do antimicrobiana de
amplo espectro, visando a aplicacdo no tratamentimfdccées orais. Foram desenvolvidos
estudos sobre a associacdo hidroxiapatita-clorexidifeitas caracterizacdes fisico-quimicas
e morfoldgicas (DRX, FTIR, MEV e UV-Vis). Ensaiosiambioldgicos, de citotoxicidade,
biocompatibilidade celular e de bioatividade vitro foram realizados para avaliacdo das
propriedades do material. Os resultados demonsiratana ligacdo estavel entre
hidroxiapatita e clorexidina, havendo a formacaocag®merados de clorexidina ligados a
superficie da bioceramica. Para baixas concentsagéeclorexidina o processo de adsorgéo
ocorreu segundo a isoterma de Langmuir, enquantonodlelo Langmuir-Freundlich

predominou em altas concentracdes. A clorexidinesemte na hidroxiapatita manteve
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atividade antimicrobiana sobre as espécies testadbmdo o crescimento dénterococcus
faecalispor até 8 dias e a adeséo bacteriana de biofilrbgesigival, a0 mesmo tempo em
gue apresentou baixos niveis de citotoxicidade. @enal hidroxiapatita-clorexidina
apresentou bioatividade bastante expressiva, zamalo para uma influéncia positiva desta
associagdo nos processos biologicos na interagioabgrial/tecido. Os resultados obtidos
sinalizam para a realizacéo de testegivo e a aplicagdo do material obtido em estudos pré-

clinicos.

Palavras-chave: Clorexidina. Hidroxiapatita. Infsw¢ Bacteriana. Citotoxicidade.
Bioatividade.
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ABSTRACT

SORIANO-SOUZA, Carlos Alberto. Producdo e Caragtgg@o de Hidroxiapatita com
Atividade Antimicrobiana. Rio de Janeiro, 2010. &¢Boutorado em Ciéncias). Escola de
Quimica/UFRJ, Rio de Janeiro, 2010.

Hydroxyapatite - Ca (PO4) (OH),, - has been increasingly used in applications @digine
and Dentistry as a vehicle for controlled delivexrfy drugs and molecules. The cationic
antiseptic chlorhexidine - £H30CloN1o has been widely used in the past 50 years dues to it
broad spectrum of activity against Gram-positivel aregative bacteria, as well as fungal
pathogens of the oral cavity. The interaction @irtlpositive groups with phospholipid layer
of the cytoplasmic membrane of microorganisms, veitmegative charge, causes loss of
osmotic control and interference in metabolic peses as respiration and biosynthesis
(bacteriostatic) as well as solubilization of theembrane resulting in the release of
intracellular components (bactericidal). The objectof this study was to develop a
biomaterial composed of hydroxyapatite associatath whlorhexidine, which add to
bioceramics with proven osseoconductive properaebroad antimicrobial spectrum to the
application in the treatment of oral infectionsud@és were conducted on the association
hydroxyapatite-chlorhexidine and physical-chemieadd morphological characterizations
were conducted (XRD, FTIR, SEM and UV-Vis). Microlmgical, cytotoxicity, cellular
biocompatibility andin vitro bioactivity assays were performed to evaluate tindogical
properties of the material. The results showedfdneation of chlorhexidine clusters bound
to hydroxyapatite surface. Adsorption isothermdeid Langmuir-Freundlich mechanism for
chlorhexidine concentrations higher than 0.5%. @idmidine present in hydroxyapatite
maintained antimicrobial activity against the spectested and inhibited the growth of
Enterococcus faecali®r up to 8 days, inhibiting bacterial adhesiorsobgingival biofilm, at
the same time showing low levels of cytotoxicityheT material presented very significant

bioactivity, signaling a positive association ofdhyxyapatite/chlorhexidine in the biological
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processes in the interaction biomaterial/tissuee Tésults point tan vivo tests and the
application of the material obtained in preclinisaidies.

Keywords: Chlorhexidine. Hydroxyapatite. Bacteti#kction. Cytotoxicity. Bioactivity.
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1 INTRODUCAO

Um novo conceito se estabeleceu nos ultimos anusedes pesquisadores de todas as
partes do mundo na abordagem da manutencdo de saddetratamento de doencas: a
regeneracao tecidual. O objetivo das terapiasreeuamais ambicioso, ndo se conformando
apenas em devolver as fun¢des dos 6rgéos e teafiekaslos, mas recuperando totalmente as
condigbes fisioldgicas, através da formacéo delaglespecializadas em cada area afetada,
surgindo entdo a Medicina Regenerativa e a EngiantlarTecidos. E um campo de estudos
interdisciplinar que integra os aspectos de Eng@mha Ciéncias Biomédicas para o
desenvolvimento de tecidos e Orgdosvitro para posterior implantagédo vivo, ou para
aplicacao direta de materiais e dispositivbgivo com o objetivo de promover a regeneragao
tecidual, resultando no reparo, substituicdo e emagdo da funcdo do 6rgdo ou tecido
perdido.

Alguns dos desafios que se apresentam correspoademmpreensdo e controle de
respostas celulares, construcdo de materiais coacttedsticas chave para a fungdo em
ambientes fisiolégicos e o desenvolvimento de tiegias inovadoras, ferramentas, métodos
e dispositivos que permitam a engenharia de tedidwsonais.

Nesta linha muitos estudos foram desenvolvidosci@iados a recuperacdo dos
sistemas esquelético e muscular afetados por g#@selotraumatismos ou mesmo pelo
envelhecimento. Foi especificamente nesta linhapelsguisa que o presente estudo foi
desenvolvido.

Na ocorréncia de lesdes 6sseas um dos maioresulostéda regeneracdo tecidual é a
presenca de microrganismos em tais sitios ou aewnacdo bacteriana das areas afetadas
durante os procedimentos terapéuticos proveniedéesatmosfera ambiente da sala de
cirurgia, de materiais cirurgicos, dos profissisndé saude e bactérias residentes préprias do
paciente (ZILBERMAN & ELSNER, 2008). Uma vez quéngeccao se forma, um processo
inflamatorio € deflagrado em resposta, ndo pogsibdo assim a proliferacdo de células
0sseas. No tratamento e na profilaxia de tais ¢dfes diversos dispositivos de liberacéo local
controlada ja foram propostos, inclusive sistenmafodfatos de calcio, como a hidroxiapatita,
e antibidticos. A vantagem destes sistemas de alider local de medicamentos na
regeneracao 0ssea esta relacionada ao fato deegtaes megides a circulagdo sanguinea esta
prejudicada, o que reduz a concentracdo de anmtiotaplicados de forma sistémica,

influenciando sua eficacia.
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A hidroxiapatita, Ca(POs)s(OH),, € uma bioceramica extensivamente utilizada em
enxertos 6sseos e também como carreador de dragawaeas aplicacbes médicas
(KRAJEWSKI et al, 2000) devido a sua semelhanca quimica e esdtuwtom a fase mineral
do tecido Osseo. Neste trabalho foi proposta azag#io de clorexidina, um agente
antisséptico catidnico, em substituicao a antib@stitradicionais, associada a hidroxiapatita.
Clorexidina tem amplo espectro de atuacdo sobrerorg@nismos, e apesar de ser
amplamente comercializada através de véarios predude higiene pessoal como
enxaguatorios bucais, colirios e sabonetes, os asoesisténcia bacteriana ainda sdo bem

reduzidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1ETIOLOGIA DAS INFECCOES ORAIS

Os microrganismos seus produtogxercem um papel fundamental etiopatogenia
da cérie dentaria, doencas periodontais e altesap@pares e periapicaisGOLD, 1969;
KAKEHASHI et al, 1965) frequentemente impiando em perda do tecido 6sseo (Figl).
Estima-se que mais d@®® espécies bacterianas colonizam a cav oral (PASTERet al,
2006). Estas infec¢Oes ora&o de natureza polimicrobiana havendo uma varidQagrupc
bacteriano predominante dependendo do tipo da do@(QBAYASHI et al., 1990). Em
consequénciadestes estudos, a terapia odontolégica tem comodosn seus rincipais
objetivos a supressatos microrganismos presentes nos tecidos dentarperiodontais,
gue é alcancando em grande parte pelo preparoap-mecanico. Entretanto, resultados
estulos anteriores demonstraram que bactérias podenmapecer viaveis apds os tratamel
clinicos convencionais, perpetuando as infeccfesySTIROM et al, 1985) e
consegentemente acarretando insucesso das terapias. Swn a utilizacdo de un
medicacdo tdica com acdo antimicrobiana adjuvante tem sidacamldh objetivando
eliminacdo destes microrganismos remanescentescigaimente nos casos de necrc

pulpares e periodontopatias gra

Figura 1. Doenca periodontal grave com perda éasestuad (seta brancaROTSTEIN &
SIMON, 2004) (ak lesdo periapical extensa (setas preTOZUM et al, 2003) (b).
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Na Endodontia, especialidade da Odontologia respahspelo estudo da polpa
dentaria, sistema de canais radiculares e dosotegqdriapicais, bem como tratamento das
doencas relacionadas a tais regides, dentre oxameelntos intracanal disponiveis, o0 de uso
clinico mais frequente é o hidroxido de célcio (H@t al, 1999). As suas propriedades
antibacterianas estao relacionadas a sua natutem@eate alcalina, em torno de pH 12, que
resulta na liberacdo de ions hidroxila e inativagécenzimas da membrana citoplasmatica
bacteriana. Tais alteragbes interferem em compesenganicos e no transporte de nutrientes
causando efeitos toxicos as células. Devemos taniéé¢am em consideracdo que existem
diferencas entre a microbiota associada a necnaparppriméria, e aquela que sobrevive e
persiste, ou se instala apos o tratamento endeddrienominada secundaria (SUNDQVIST
et al, 1998). Por exemploEnterococcus faecalisum anaerdbio facultativo raramente
encontrado em infec¢cbes primarias, tem sido ratacio a casos de insucesso da terapia
endodéntica (PECIULIENEt al, 2000) devido a sua capacidade de persistir emeatels
alcalinos, limitando assim a eficacia do hidroxiocalcio.

Recentes estudos demonstraram como fator critica painsucesso da terapia
endododntica a reinfeccdo pela microbiota oral gosis radiculares obturados com cones de
guta-percha e cimento selador (SHIPPER & TROPE4ROBoi observada a incapacidade
destes materiais, universalmente usados na Endadent efetivamente bloquear a invasao
desta microbiota, reiniciando ou tornando persisteatravés do acesso a metabdlicos, tais
infecgcbes endodoénticas. Torabinegtdal (1990) observaram que ocorreu contaminag¢éo do
canal radicular obturado em 50% dos casos, apépenodo de 19 dias, quando suas
amostras foram expostasStaphylococcus epidermidislovos materiais tém sido propostos
para substituicdo dos cones de guta-percha, compripdades superiores em relagdo ao
selamento radicular (SHIPPER al, 2004), contudo menos versateis, além do alttocus
financeiro para realidade brasileira.

As doencas periodontais, patologias dos sistemasptate e protecdo dos elementos
dentarios (gengiva, ligamento periodontal, cemeatticular e osso alveolar), apresentam
uma etiopatogenia complexa, onde varios gruposshanbs estdo relacionados, ndo sendo
causadas por um unico patdgeno. Socraretkgl. (1998) descreveram a existéncia de 5
complexos microbianos no biofilme subgengival: camp vermelho Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythiae Treponema denticojacomplexo laranjaGampylobacter
gracilis, Campylobacter rectys Campylobacter showae Eubacterium nodatum
Fusobacterium nucleatumPeptostreptococcus micro$revotella intermedia Prevotella

nigrescens e Streptococcus constellajuscomplexo amarelo Streptococcus gordonii
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Streptococcus intermediusStreptococcus oraljs Streptococcus mitise Streptococcus
sanguiniy; complexo verde Aggregatibacter actinomycetemcomitan€ampylobacter
concisus Capnocytophaga gingivali€apnocytophaga ochrace@apnocytophaga sputigena
e Eikenellacorroden3 e complexo roxoActinomyces odontolyticus Veillonella parvul3,
onde uma sucessdo bacteriana estaria relacionada gvavidade dos problemas, sendo os
complexos vermelho e laranja relacionados a sindames importantes.

Outro aspecto importante que vém sendo objeto tleles é a possivel correlagdo
entre a doenca periodontal e doencgas sistémicaesggemmo as cardiopatias e aterosclerose
(BECK et al, 1996; MEURMANet al, 2004). Bactérias orais tais comRogingivalisforam
encontradas em placas ateroscleréticas (ateromagadidas em 100% das amostras,
enquanto F. nucleatume T. forsythia foram detectados em 84 e 48% dos casos
respectivamente, indicando sua capacidade de meadparedes dos vasos (FORDal,
2005). Ainda que nédo se tenha uma definicdo sert@i®rganismos invadam ou causem 0s
ateromas, parece que sua presenca contribui pagrawamento dos danos teciduais pela
agregacao plaquetaria e trombose (NAITO, 2007).

Uma das hipéteses aceitas sobre o mecanismo etwolva correlagdo destas
patologias se refere a reacdo imunoldgica cruzadanticorpos para proteinas de choque
térmico (“heat-shock proteins - HSP”) bacterianggr@einas da mesma familia expressas
pelas células endoteliais (WIGK al, 2001). Outro mecanismo que relaciona estas deenca
o fato da inflamacdo periodontal induzir a um autmede citocinas e mediadores
inflamatorios circulantes, tais como interleucingHl-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de
necrose tumorad- (TNF- o), que podem causar danos diretamente as célutistediais,
como também provocar a liberacdo da proteina @reedd figado, contribuindo assim para
uma inflamacéo sistémica e a aterosclerose (CULINNAaL, 2009).

O tratamento das periodontites, principalmente foa®as agressivas, tem sido um
desafio para o clinico devido & auséncia de umopotd terapéutico bem estabelecido,
resultado das dificuldades em se definir a sugatimenia. Diversas estratégias baseadas na
aplicacdo direta de medicamentos nas lesdes paiddieram desenvolvidas ao longo do
tempo, como a utilizagéo de fibras de acetato tidose (GOODSONet al, 1979) e fibras
“EVA” (“ethylene vinyl acetate” — acetato vinil &ho) impregnadas com tetraciclina
(TONETTI et al, 1990) e microesferas de cloridrato de minocicq{RENVERTet al, 2006).

No campo da Cirurgia Oral Menor e da Implantodgrdentre os fatores relacionados
ao insucesso terapéutico nas fases de cicatrizgg@® exodontias e durante o processo de

osseointegracdo, as infeccbes aparecem com dest@u¥CK & NAERT, 1998;
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QUIRYNEN et al, 2002,). Estudos clinicos relataram a ocorrédei20 a 30% de osteite
alveolar (complicacdo pos-operatoria definida porektrema e desintegracao total ou parcial
do codgulo intra-alveolar) ap6s a exodontia deetsys molares impactados (LARSEN,
1992). No caso de implantes orais, sdo fontes da¢agonacdo a infeccdo pré-existente
relacionada ao elemento dentario perdido, invas@cteliana durante a cicatrizacdo e
colonizagdo bacteriana apos a osseointegracaeirfgaentite), o que frequentemente indica
a associacdo de um agente antimicrobiano locakt&nsco como adjuvante do tratamento.

Como um avancgo em relagdo aos métodos convencideagsiltura microbiana, as
técnicas de biologia molecular estabeleceram umsa nabordagem nas pesquisas
microbiolégicas em funcgdo, por exemplo, da difiadd do cultivoin vitro de um grande
namero de microrganismos, etapa fundamental emstesnvencionais, levando a um melhor
entendimento da microbiota das infec¢des bactesi@@EARISTEN, 2008).

Técnicas moleculares, tais como as baseadas emgelon sequenciamento do gene
do 16S rRNA (gene altamente conservado utilizadestudos filogenéticos) pela reagdo em
cadeia da polimerase (“PCR”), analise do perfilpdeteinas em gel de poliacrilamida por
eletroforese e hibridizagdo com sondas de DNA geatam rotineiras nos estudos
microbiolégicos. O método de identificacdo microlaia “checkerboard DNA-DNA
hybridization” (hibridizacdo com sondas de DNA) doedesenvolvido por Socranslef al.
(1994) permitiu que uma grande quantidade de aaw$bhisse hibridizada simultaneamente

com um grande numero de sondas genéticas, em usmanmeembrana de “nylon”.
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2.2 HIDROXIAPA TITA (HA)

Neste trabalho failesenvolvido um biomaterial onde a hidroxiapatitagarreador d
agente antimicrobiano clorexidil

A hidroxiapdita (HA), - Cag(POy)s(OH), -, € um biomaterialde composicao,
estequiometriae cristalografia definidas. ‘/hidroxiapatita de célcio pertence ao siste
hexagonal (Figura 2)com grupo espacial s/m, que é caracterizado por uma Sime
perpendicular a trés eixos “a” equivalentes (al1ad2, formando angulos de 1. entre si. A
sua célulacontém uma represecacao completa do cristal de apatita, consistind@erpos de
Ca, PQ e OH empacotados juntos em um arranjo como vistfigura 3. E um fosfato de
célcio similar a fase inorgani dos tecidos duros, uma vez que, agsititas biologic,
ocorrem substituiies idnicas no sitio da Ole deficiéncia de calcio pela presenca

carbonato.

Figura 2. Esquema da célula unitaria do cristdlideoxiapatita na escala nanométi
(JOICE TERR/— CBPF/MCT, comunicacao pessoal).
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Figura 3 Arranjo atbmico dihidroxiapatita: (a) plano a-c e (b) plano ai®ICE TERR/—
CBPF/MCT, comunicagéo pesso

HA pode ser sintetizada através de diferentes méfabmo a reacao por precipita
via Umida, sintese no estado soélido egel, que dependendo da rota uélia, determina a
razdo Ca/P, nivel de cristalinidade, dimensdo dosstats, area superficial,
conseqgentemente, o0 grau de compactacdo, resisténcia acaa porosidac
(RODRIGUEZ-CLEMENTEet al, 1998; BESTet al, 2008).

HA tem tido uma grande utiagdo na Medicinee Odontologia devido a st
propriedades bioldgicas, sendo classificado comienadbioativo e osteocondutor, capaz
favorecer a regeneracédo de tecidos 0: (RIPAMONTI, 1996). Definise que um material
bioativo por ele tea propredade de formar tecido e estabelecer uma intedapaz d¢
suportar cargas funcionais. HA é osteocondutorgppmmove umasuperficie biocompative

que favorece o desenvohento das células dsseas atri de uma resposta extracelular
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interface biomaterialecido (CAO & HENCH, 1996). €ndo sido utilizada para
preenchimento délhas 0sseas relacionadas a patologias, traunustism reconstrucao de
defeitos 6sseos prowados por procedimentos cirdrgicos (Fi¢ 4) e como revestimento

componentes metalicos paraacéo.

Figura 4 Preenchimento de cavidade alveolar formada ayéscéo dentaria col
biomaterial (setas pretas) (adaptado de Ciet al, 2009).

2.2.1 Carreador Bioldgice

HA tem sido usadeambémpara aplicacdes diretas em sitios patoldgicos ogfaulo
para liberagdo controlada de medicamentos (KRAJEMet al, 2000).Estes sistemas té
demonstrado vantagens em relacdo a administragi&msia de farmacos em funcéo
menores concentracdes fgdaticas, 0 que minimiza os efeitos citotoxicosolaterais do:
farmacos associados aos carreadoNo caso espefico do tratamento de patologias 6:s,
frequentemente existem &reas de necrose tecidual adasp@aque acarreta uma ba
circulagdosanguinea na regido, e coruentemente uma baixa atividade de drogas
antibiéticos, antimicrobianc fatores do crescimento e quimioterdpic@s acesso limitad
destes medicamentos pode ser corrigido pela afbicdiceta no sito patoldégico com libgao
controlada que mantenha niveis terapéuticos adegRAUSCHMANNet al, 2005).

Uchidaet al. (1992)obtiveram interessantes resultados ao desenvolvemeisistem:
de liberacdo controlada do quimioterapico cispéatiarreado por blocos porosos de em
estudosn vitro ein vivo. Mais tarde outros autores testaram a eficaciantisistema de H,
em blocos carreando o agente antimetabdlito metttvginibidor da sintese de acido folic

utilizado no tratamento de cancer, onde os niwapeuticos ¢ droga foram mantidos p
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até 12 dias (ITOKAZUet al, 1998). Existe na literatura uma ampla linha messtigacoes
relacionada a este tema.

Em relacdo a fatores do crescimento, muitos estizaobém ja foram desenvolvidos,
principalmente com proteinas morfogénicas 6ssdamé morphogenetic proteins — BMPSs”)
que a partir do final dos anos 1980 puderam seradias e purificadas (WANEt al, 1988;
CELESTEet al, 1990). BMPs fazem parte de uma grande familiprdeeinas multigénicas
(“transforming growth factop — TGFf”) com propriedades osteogénicas e foram associadas
com HA nas terapias de regeneragdo 6ssea. Em @9@@2los com primatas demonstraram a
capacidade osteogénica heterotropica de discosAdassoaciados a BMPs implantados no
tecido muscular (RIPAMONTEt al, 1992). Estudos subsequentes avaliaram as dsversa
formas da associacdo da HA e BMPs que poderianitaeswm melhor reparo 6sseo em
estudosin vitro (AUTEFAGE et al, 2009), em modelos animais (Klkt al, 2008) e pré-
clinicos (HELIOTISet al, 2006).

Outras linhas de pesquisas estudaram a associagd&eqliéncias especificas de
aminoacidos, como a do peptideo RGD (argininasgli@ispartato, relacionado com a
atividade de adesao de varios componentes da reatrecelular como a fibronectina) com
HA. Entre estes estudos, o grupo de Roessleral. (2001) desenvolveu implantes
odontolégicos revestidos por HA carreando RGD, ettando uma resposta biologica
positiva em relacéo a adeséo de osteoblastos.

Diversos estudos ja avaliaram a associacao de HAardibidticos tradicionais. Hae-
won et al. (2005), propuseram a associa¢do do cloridrato deowaicina num arcabouco
poroso de HA modificado com o polimero peldaprolactona) - PCL, demonstrando uma
melhora na cinética de liberacdo do medicamente@nparagcdo com o material poroso nao
modificado. Gentamicina e vancomicina (HEIJINK al, 2006) foram misturadas com
Collagraft® (Zimmer Inc, Warsaw, Reino Unido), 603 HA, 40% de tricélcio fosfato e
colageno fibrilar. Foi observado que a atividadénginrobiana foi reduzida para 61% e 73%,
respectivamente. Outros pesquisadores (CHAIl al, 2007) também adsorveram a
ciprofloxacina numa HA micro-porosa (poros de 2 @rB) e obtiveram bons resultados
contra os patégen@taphylococcus aureuS. epidermidig Escherichia coli

Apesar de inUmeras estratégias terem sido desédaslpara qualificar a associacao
HA/medicamentos, frequentemente a liberacdo daadrocprre de forma abrupta nas
primeiras horas, sendo uma liberagdo sustentadal di€ ser obtida (KOMLEVAet al,

2002). Nos estudos de Phagh al (2002) com microesferas de HA impregnadas com
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ciprofloxacina, a liberacédo total do antibiéticoooeu em 60 minutos, sendo necessérias
modificacdes no material com a finalidade de sénoral esta propriedade.

Ainda que a estratégia de carreadores locais dibi@imos seja vantajosa em
comparacdo com terapéuticas sistémicas, o desémeniio de resisténcia microbiana a tais
medicamentos sempre deve ser considerada. O suginte microrganismos super-
resistentes como o “MRSA - methicillin-resistédtaphylococcus aureusem se mostrado
um grande desafio para pesquisadores de todo n{DAddD & DAUM, 2010).

2.3 CLOREXIDINA (CHX): AGENTE ANTIMICROBIANO

A clorexidina (CHX — férmula molecular: ;8430CIoN1g) € uma bisbiguanidina
catibnica sintética, que vem sendo utilizada ndasmds 50 anos, principalmente na
formulacdo soluvel digluconato de clorexidina (DGCHformula molecular: &HszoCloN1p®
2 GCgHi20;) (Figura 5), como antisséptico coadjuvante noatr@nto de infeccbes
dermatolégicas, oftalmolégicas e orais (GILBERT & OKRE, 2005). Aparece
frequentemente nos protocolos de cirurgias orafomaa de enxaguatoérios bucais ou em gel
na profilaxia e tratamento de complicacdes posaipeas. Hita-lglesiagt al. (2008) num
estudo clinico fizeram a comparacéo de efetividdelddGCHX na forma de enxaguatério
bucal 0,12% e gel 0,2% na reducdo da ocorrénciastieite alveolar apos exodontia de
terceiros molares. Estes autores observaram aéootarde 25% do processo inflamatério no
grupo enxaguatorio e 7,5% para o grupo gel. Egssltados podem ser justificados pela
adesividade do gel que aumentaria uma importantactesistica desse antisséptico: a
substantividade (capacidade de adsorver a compprésentes na cavidade oral como HA,
proteinas salivares e polissacarideos extracetubareterianos). Esta propriedade também foi
demonstradan vitro na atividade antimicrobiana da dentina tratada demDGCHX que

inibiu o crescimento dE. faecalispor até 12 semanas (ROSENTHALal, 2004).
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Figura 5. Formula estrutural do digluconato deestatina formado por dois anéis 4-
clorofenil simétricos, dois grupos biguanida, ligaghor um hexametileno e dois grupos
gluconato (FARKASet al, 2007).

2.3.1 Acao Antimicrobiana

A CHX tem sido usada em grande escala em funcaseddargo espectro de acao
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas eatieas, como também fungos
patogénicos da cavidade oral (HENNESSEY, 1973; GAGR1974; EMILSONet al, 1977;
EVANS et al, 1977). Foi descrito que DGCHX afetaria a capeaéd deStreptococcus
mutanse S. sanguinisle aderiar & HA na fase inicial da colonizag¢dddyama (LILJEMARK
et al. 1978). Emilson & Westergren (1979) introduziram CH¥X 0,1% na dieta liquida de
“hamsters” e observaram que havia um decréscimoineero deS. mutanse aumento no
ndmero deS. sanguinisindicando que o antimicrobiano poderia atuaratené diferenciada
dependendo do microrganismo. Estudos clinicos dstrawam que seu usoO COmoO
enxaguatorio oral reduzia significativamente o niande bactérias aerdbias, anaerdbias,
estreptococos e actinomicetos (BRINERal, 1986) Varios estudos foram realizados sobre
seu mecanismo de acao. Estudos realizados em £d8®@ndtraranin vitro que diacetato de
CHX 0,1% reduzia a atividade metabdlica de prow®asprevenia a degradacdo de colageno
tipo | porP. gingivalis(GRENIER, 1993). O mesmo autor posteriormente obseque CHX
interferia na propriedade do mesmo microrganismoaedarir a células epiteliais humanas e
que este efeito estava relacionado a mudanca dero@mtao de membrana externa deste
patégeno oral (GRENIER, 1996). lwaeti al. (1995) avaliaram o efeito de concentra¢des de
0,25 a 0,60% de DGCHX na inibig&o da glicolise @nmutan® relataram que a producgéo de
acido lactico e acético decresce a medida que aam@nconcentracdo de DGCHX,
demonstrando a interferéncia sobre os metabdlitvacelulares. Recentemente Leteal.
(2009) sugeriram que DGCHX 0,2 e 2% teria a capaidde inativar o acido lipoteicoico

(componente de parede celular de bactérias Graitivas$, importante fator de viruléncia de
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E. faecalis relacionado a resposta inflamatoéria, que aprastmhbém alta afinidade pela
hidroxiapatita (CIARDIet al. 1977).

Na natureza, 0S microrganismos se organizam prefatenente na forma de
biofilmes. Defini-se biofilme por agregados celekidigados a um substrato ou interface,
envolvidos numa matriz formada principalmente poolissacarideos extracelulares
produzidos que estes microrganismos (Figura 6)raviianismos em biofilmes apresentam
caracteristicas fenotipicas tais como taxa de icnesto e transcricdo génica diferentes dos
microrganismos plancténicos (em suspensédo). Egenimacao esta diretamente relacionada
a resisténcia a agentes microbianos em funcdo da nificuldade de difusdo de moléculas
pela matriz extracelular e, assim, ndo atingindes sdvos nas células bacterianas (DONLAN
& COSTERTON, 2002; EICket al, 2004).

Células bacterianas

Figura 6. Esquema da estrutura de biofilme micrabi@daptado de Donlan & Costerton,
2002)

A interferéncia de DGCHX em inibim vitro a coagregacdo para a formacao de
biofilme foi observada para diferentes microrgamisnmBactérias Gram-positivas ndo foram
inibidas em concentracdes inferiores a 0,25%, arquao grupo de Gram-negativas
concentragbes menores que 0,01% inibiram completi@me estruturacdo de biofilmes
(SMITH et al, 1991).Num modelo experimental de biofilme cdtreptococcus sobrinus
tendo com o substrato particulas de HA, DGCHX @&0 inibiu o crescimento microbiano,
porém uma concentracdo de 0,0025% (quarto vez meéewe o mesmo efeito sobre as
bactérias em suspensdo (STEINBERG & ROTHMAN, 1996)capacidade de inibir a

formacado de biofilme e eliminar d& sanguinisestruturado em agregados foi demonstrada
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pelo tratamento com DGCHX a 0,1% por 60 minutodiceindo as propriedades de prevenir e
eliminar infecgbes da CHX (DECKER al, 2003). Foi observado também que biofilmes de
monoculturas diferem na susceptibilidade a CHX emmparacdo com biofiimes mistos.
Biofiilmes de S. mutanse V. parvula separadamente foram significativamente menos
resistentes a DGCHX do que o biofilme compostogdlas espécies bacterianas (KARA
al., 2006), informacéao relevante tendo em vista quefasgdes orais frequentemente sao de
natureza polimicrobiana. Shest al (2009) avaliaram a atividade de DGCHX 2% em
biofilmes formados a partir de placa bacterianagsofival em diferentes substratos, discos
de HA e HA/colageno tipo I. Os autores observarédarehcas entre os biofilmes (HA 50% <
HAcolageno) o que influenciou a atividade antimiiama de DGCHX, sugerindo que a
configuracdo do biofilme em funcéo do sitio pataddn vivo pode influenciar a eficacia do
antisséptico. Os diversos estudos citados antesinten indicam que a complexidade
microbiolégica de cada situac@v vivo esta diretamente relacionada a eficacia dos agente
antimicrobianos.

Ainda que outros mecanismos tenham sido relataml@gnceito geral estabelecido
sobre a acdo de CHX sobre os microrganismos camedspa interacdo de grupamentos
positivos de CHX com a camada fosfolipidica da nmmd citoplasmatica dos
microrganismos, com carga nhegativa, o que provesalel a perda do controle osmético e
interferéncia nos processos metabdlicos como aira€8p e a biossintese (agéo
bacteriostatica), até a solubilizacdo da membrasaltando na liberacdo dos componentes
intracelulares (acdo bactericida) (Figura 7) (GIEBE& MOORE, 2005).
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Dominio hidrofébico
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Figura 7. Esquema ilustrativo da interacdo de CHX @ membrana citoplasmatica dos
microrganismos (adaptado de Gilbert & Moore, 2005).

Apesar de seu largo uso clinico e doméstico diflmalnas Ultimas décadas, poucos
casos de resisténcia a CHX em concentragfes delusoo foram descritos. O uso de
dentifricio oral contendo CHX a 1% durante 6 mgsasvoluntarios ndo induziu alteracao
significativa na susceptibilidade da microbiota ragengival avaliada (MAYNARDet al,
1993). Gronroost al. (1995) acompanharam um grupo de 24 individuos attentaxa de
estreptococos (100.000 CFU/mI) que usaram duassva@aedia um gel contendo 0,3% de
DGCHX por 28 meses e nao identificaram a ocorrémi@aresisténcia. Em revisdo da
literatura realizada por Sreenivasan & Gaffar (30@3 autores descreveram que néo foi
observada a ocorréncia de resisténcia pelo usalide antissépticos bucais na forma de
enxaguatorios ou dentifricios contendo CHX. També&m houve alteracdo da microbiota da
pele em profissionais de salde que sistematicanaelotaram medidas de assepsia antes de
procedimentos clinicos.

Em contraste com estes estudos relacionados abigtaocoral, o aparecimento de
microrganismos multi-resistentes representa umfidepara as estratégias antimicrobianas.
Na avaliacdo da eficacia de DGCHX 4% como biocidasdperficies contra os patégenos
hospitalaresS. aureusneticilina—resistente (‘MRSA”) @seudomonas aerugingsanquanto

nas formas plancténicas sua atividade se mostralteiada, em biofilmes formados em
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equipamentos hospitalares metalicos ou plasticas afio antimicrobiana foi bastante
diminuida (SMITH & HUNTER, 2008).

2.3.2 Sistemas de Liberagcao Controlada

Entre as diversas estratégias baseadas na aplidmeteode medicamentos nas lesfes
periodontais a CHX também apareceu em sistemaghed¢do controlada. Em 1982, um
pequeno grupo de voluntarios que apresentava guadralos de doenca periodontal recebeu
por 07 dias a aplicacao de tubos de 10 mm de compto e 215 pm de didmetro formados a
partir de membranas de didlise a base de celumserdo DGCHX 20% (COVENTRY &
NEWMAN, 1982). Os resultados clinicos indicarameaersédo do quadro agudo em 81,2%
dos casos (9 de 11 individuos). Soskadhel. (1983) avaliaram a cinética de liberacdo da
CHX tendo como veiculo filmes de etil celulose eligiibleno glicol. Os resultados
demonstraram que cerca de 50% de CHX foi liberadelsas periodontais (condicdo onde
ocorre destruicdo de ligamentos periodontais sdognm espaco entra a gengiva e dentes
tornando-se um depdsito bacteriano) no periodo6deids indicando uma importante area a
ser investigada. Addy & Langiroudi (1984) estudam@mfeito de um dispositivo de tiras de
polimetilmetacrilato contendo 40% (m/m) de acet&#@dCHX em pacientes que apresentavam
doenca periodontal avancada observando resultalioigos favoraveis. Outro sistema
avaliado formado pela incorporacdo de acetato d¥ € membranas poliméricas de vinil
foi avaliadoin vitro (CERVONE¢et al, 1990). A atividade antimicrobiana foi observadaa
todas as espécies bacterianas testadas no experimgrs depois, foi desenvolvido um
dispositivo retangular com &area de 20 Men0.35 mm de espessura, Periochip™, para
também ser aplicado em bolsas periodontais conupdadades de sondagens maiores que 5
mm, como adjuvante da terapia periodontal tradalioBsse dispositivo corresponde a uma
matriz gelatinosa reabsorvivel contendo 2,5 mgldeogato de CHX que apds sua aplicacdo
permanece por até 10 dias no sitio patologico (Yl 1998). Apesar de resultados
promissores iniciais, estudos subsequentes foramtraciitérios a respeito de sua eficacia
(HEASMAN et al, 2001; DANESHMANDet al, 2002; ZAFIROPOULOSEt al, 2005).
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2.3.3 Citotoxicidade

Em relagdo aos efeitos citotoxicos os resultadatama em funcdo do modelo
experimental dos estudos realizados. Dogaral. (2003) fizeram uma correlagdo entre
concentracdes de DGCHX entre 0,03 e 18% com atleidatimicrobiana sobi®. sobrinuse
citotoxicidade em fibroblastos gengivais humanoss f@sultados demonstraram que
concentragdes 0,56% de DGCHX inibiram completamente o crescimel&8. sobrinusao
mesmo tempo em que ndo foram observados efeitosdxitos em fibroblastos em
concentragdes 2,25%. Em concentracdes de DGCHX a 4,5 e 9%, ucéadde fibroblastos
foi de 88 e 75%, respectivamente, em relacdo aosrates. Hernandegt al. (2004)
compararam os efeitos sobre fibroblastos e maavéfdg associagdo entre ProRoot® MTA
mineral trioxide aggregate (agregado trioxido maheomposto principalmente por silicato
tricalcio, aluminato tricalcio, 6xido tricalcio exiflo de silicato utilizado no tratamento de
perfuracdes de raizes dentarias) e DGCHX 0,12%tigesbm respostas diferentes para os
tipos celulares testados. O percentual de apopdoseaior para fibroblastos em comparagéo
com macrofagos. Por outro lado, Giannetlal. (2008) avaliaram o efeito direto de DGCHX
sobre células endoteliais, fibroblastos e ostetidas-oram usadas concentracdes entre
0,0025% e 0,12% por 1, 5 e 10 minutos. DGCHX aprtesemaiores niveis de citotoxicidade
para osteoblastos do que para células endotelfdisoblastos. Estes autores relataram ainda
que tais efeitos podem estar relacionados a di&fungitocondrial, aumento intracelular de

C&" e ao estresse oxidativo.

2.3.4 Interacao com Hidroxiapatita

Na literatura existem inUmeros trabalhos investigaa interacdo entre CHX e HA
relacionados a formagédo de manchas nos dentesupelde solugfes orais do antisséptico
(FLOTRA et al, 1971; JENSEN 1977; ADDt al, 1979; PRAYITNO & ADDY, 1979,
ELLINGSEN et al, 1982; NORDBOet al, 1982; ADDY & MORAN, 1984; ERIKSEN:t
al., 1985; MCDONALDet al, 1985; WARNERet al, 1993; GRUNDEMANNet al. 2000;
CARPENTERet al 2005; CORTELLINIet al, 2008). Tal pigmentacéo esta relacionada a
captura de ions metélicos, desnaturacdo da peklclgairida (conjunto de proteinas que se
liga especificamente a superficie dentéria formaritacipalmente por cistatinas, estaterinas,

histatinas e proteinas ricas em prolina) e fixalgiloompostos crométicos de alimentos, como
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os polifendis presentes no cha e café, pela prasda¢cCHX adsorvida na superficie do
esmalte dentdricSado de carater reversivel podendo ser removidaamoamente pelo
polimento coronario dos dentes através de escovafilapcas. Muitos estudos foram
realizados no intuito de esclarecer este efeitesegvel, porém as abordagens da associagéo
de HA e CHX com fins terapéuticos foram pouco erqilas.

Motivados pelos excelentes resultados clinicossapede alguns efeitos adversos,
estudos da década 1970 foram desenvolvidos pasalarecimento da associacdo de HA e
CHX que justificasse sua aplicacéo terapéuticacpalmente por grupos da Escandinavia.
Rolla et al. (1970) demonstraram que CHX adsorvia tanto naitapad esmalte dentério
como também na HA sintética, observando que ettaagéio entrava em equilibrio apos 30
minutos, ndo havendo diferenca entre os sistemasacoariacdo de temperatura de 22° a
37°C. Um estudo no mesmo periodo (EMILS@Nal, 1973) propds um sistema onde a
adsorcdo de CHX ocorria de forma diferente em fanda concentracdo. Em baixas
concentracdes (0,005% por exemplo) havia a formdedama monocamada de CHX sobre a
superficie da HA, enquanto em concentracfes acen@®@@2% havia a formagédo de mdaltiplas
camadas de CHX ligadas entre si.

SODHI et al. (1992) demonstraram que a ligagdo CHX-HA é atdaua fortes
ligacOes eletrostaticas através da analise porcespeopia de fotoelétrons excitados por
raios-X (XPS). Misra em 1994 propds um modelo deeratdo onde ocorria uma re-
precipitacdo de CHX na forma de fosfato de CHX dipda HA, havendo a formacao de
cristais micrométricos sobre a HA. Outros gruposedgolveram estudos da associacao de
CHX em implantes ortopédicos revestidos de fosfatescalcio. Campbelét al. (2000)
obtiveram um revestimento de HA para pinos metdlide fixacdo externa onde o agente
antimicrobiano foi DGCHX. Foi aplicada uma camagé&ica final com objetivo de controlar
a liberacdo de CHX. Os testes microbioldgitositro indicaram inibicdo do crescimento de
S. aureus patogeno frequentemente relacionado a infecc@s®ad. O mesmo grupo
posteriormente conduziu um estudo num modelo/ivo (DEJONG et al, 2001). Pinos
revestidos controles e tratados com CHX foram ¢omados pofS. aureus implantados em
tibias de cabras. Foi observada a ocorréncia degéb em 95,8% dos controles enquanto nos
pinos revestidos tratados com CHX as avaliacdagal e microbioldgicas indicaram apenas
20,8% de infeccdo.

Recentemente, Tezulaet al, (2009) investigaram a capacidade de DGCHX na
descontaminagdo de particulas 0sseas para enxébgeao que sao obtidas durante cirurgias

orais (frequentemente este material se torna enflecpelos microrganismos da cavidade oral,
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Young et al, 2002). Os resultados da aplicacdo de DGCHX 0,186 ® minutos
demonstraram que o procedimento foi um método egfiei na eliminagdo de bactérias,
contudo sem investigar a influéncia deste tratameat propriedades biolégicas do enxerto

0sseo.

2.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E
MORFOLOGICA

2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Difratometria de raios X é uma das principais téaside caracterizacdo de materiais,
muito utilizada na area de biomateriais, identificafases cristalinas e amorfas. E um
fendmeno de interagdo entre a radiacdo eletromagreée matéria ordenada. Os raios X sédo
produzidos a partir do bombardeiro do anodo potra@ié do catodo, acelerados por alta
voltagem. Para se obter a difracdo é necessériooge@mprimento de onda da radiacé@o
incidente seja da mesma ordem de grandeza do espaiga interatbmico do material
analisado, da ordem de angstroms, com condi¢cdeséigoas que satisfacam a Lei de Bragg
(FORMOSO, 1984). O feixe difratado pode entdo secgbido por detectores e os valores de
angulo, planos e distancia interplanar dos difra@ogs obtidos sdo comparados com o0s
sistemas cristalinos catalogados no Internationa&nt€ Diffraction Data (ICDD),
anteriormente conhecido como Joint Committee ondeowiffraction Standard€JCPDS).
Existe uma variacédo da técnica de DRX onde é atihizuma incidéncia de angulo rasante que

permite uma melhor caracterizacdo das camadasdfisigisrdos materiais.

2.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € uma técgie consiste na emissao de um
feixe de elétrons priméario concentrado, controladeduzido por lentes eletromagnéticas que
incide sobre a amostra provocando a emissao deordét(absorvidos, difratados,
retroespalhados, secundarios e transmitidos) étdad (fotoluminescéncia e raios X) que sdo
captados por detectores apropriados. Obtém-se mageim ampliada (até 300.000 vezes) e
tridimensional da amostra, contanto que 0 matedl seja transparente aos elétrons. Para

garantir o livre caminho dos elétrons € necessft® o equipamento esteja hum sistema de
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alto vacuo £1.000 Pa). A utilizagdo de um detector para emiskioaios X da amostra

bombardeada, denominado espectrometro de energpersiva, fornece a composicao
quimica elementar de um ponto ou regi&o da supedi amostra (analise EDS) (OREFICE
et. al, 2006).

2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transforrada de Fourier
(FTIR)

No FTIR é utilizada a interacdo do espectro eleagmético na regido do
infravermelho X= 750 a 2.500 nm) com a amostra. E uma técnicgpgde ser usada para a
identificacdo de grupos funcionais (£®Q e OH por exemplo) ou investigar a composi¢cao
de uma amostra. Este método se baseia no fatoedasgligagdes quimicas das substancias
possuirem frequéncias de vibrac@o especificas gquespondem a niveis de energia de cada
molécula. Tais frequéncias dependem principalmelateforma da superficie de energia
potencial da molécula, da geometria molecular entiessas dos atomos. A espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)néa técnica de analise para se obter o
espectro infravermelho com maior velocidade. Em dezse coletar os dados variando-se a
frequéncia da radiagéo infravermelha monocroméaticadiagdo com todos os comprimentos
de onda na faixa do IV é guiada através de umfaranetro, geralmente varrendo o espectro

como o nimero de onda de 400 a 4.00d.cm

2.4.4 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-\8)

A espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-Vig)nsiste da absor¢éo de radiacdo
eletromagnética na faixa de comprimento de oridadé 190 a 800 nm por atomos e
moléculas causando a transicao eletrénica do efiadamental para estados excitados. Um
retorno ao estado fundamental provoca a reemissdadibacédo ou liberagcdo de calor, através
de fendbmenos denominados fluorescéncia e fosfarescéAmplamente utilizada como
técnica quantitativa da concentracdo de substamciasolucdo baseada na Lei de Beer-
Lambert:

A=-log T = -log (/lo) = e-C-L;
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onde A é a absorbancia medidg é a intensidade da radiagcdo incidente a um dado
comprimento de ondd,é a intensidade da radiacao transmitida pela amasé o caminho
Optico pela amostra (distancia que a luz percgroglela),e € uma constante conhecida como
absortividade molar (a qual varia de substancia gabstancia), e € a concentracdo da
substancia (OREFICEt. al, 2006). Esta técnica também pode ser utilizada parostras
sOlidas através da analise por reflectancia difosde a radiacdo penetra a amostra e em
seguida emerge podendo ser captada por acessépesifecos dos equipamentos como a
esfera de integragédo (LABSPHERE 1998; BAIN 2007dudo dos espectros das amostras

também permite o entendimento das interacfes sulrgtancias heterogéneas.

2.5 CITOTOXICIDADE: NORMA ISO 10993-5

No desenvolvimento de qualquer biomaterial a agabada citotoxicidade é uma
etapa fundamental e mandatéria para futuras adakap vivo. Para tal protocolos
normalizados sé&o utilizados para a melhor compardeéresultados. Uma maneira segura e
confidvel esta descrita na Norma 1SO 10993-5 qdé&ana metodologia especifica para o
cultivo de células com extratos do biomaterial oo eontato direto. Estes métodos sao
projetados para determinar a resposta biolégicaeétldas de mamiferom vitro utilizando
parametros biologicos adequados.

Para a realizacdo dos ensdiowitro é necessaria uma cultura celular onde as células
dos testes sdo mantidas incubadas a 37°C, em etmashida contendo 5% de €6nde o
meio de cultura é trocado periodicamente, deperaddip celular estudado. No caso de
extrato, diluicbes seriadas sdo aplicadas as eétria cultura por 24 e 48 horas, sendo a
viabilidade celular avaliada por diversos marcasitaielogicos (NEAMNARKet al, 2007).

Entre eles, um protocolo bastante difundido é eetd@®trazdlio XTT (2,3-bis[2-
metox4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-carboXiaa). E um sal tetrazolio que se
transforma em formazano pelo sistema do succinasidibgenase que pertence a cadeia
respiratéria mitocondrial e somente ativo em célulddveis. A enzima presente na
mitocéndria reduz o sal amarelado tetrazélio a &amo laranja sollvel na presenca de um
reagente (SCUDIER®L al,1985).

Outro teste importante € o ensaio NR — “neutral” ftBORENFREUND &

PUERNER, 1985) que esta baseado na capacidadeludasceéaveis de incorporarem o
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vermelho neutro (GH17CINg). Consiste de um corante catibnico fraco que panea
membrana citoplasmética e se acumula nas por¢c@@scas dos lisossomos.

O método do corante cristal violeta {B,sNsCl) € um método simples e rapido no
gual o cristal violeta cora as moléculas de DNAcdtilas vidveis ase ligar a proteinas
nucleares Foi descrito por Hans Christian Gram e é bastastglal na Microbiologia na
classificacdo de bactérias Gram-positivas e Gragatheas, caracterizada pelas diferencas na

parede celular

2.6 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO

Kokubo et al. (1990) propuseram uma solugcdo aquosa para testdsodtividade
contendo concentracbes de ions semelhantes agpedasntes no plasma humano e
tamponamento com tris-hidroximetil-amino-metano.l Balucdo foi capaz de induzir
mudancas estruturais na superficie de materiaéibis semelhantes as apresentadasvo
pela formagdo de uma camada de fosfato de céalsta. $blugdo, chamada "simulated body
fluid" (SBF), é acelular, livre de proteinas e aprdga pH 7,4. Sua composicdo é comparada a
composicao idnica do plasma sanguineo (Tabela 1pra@edimento usado para teste de
bioatividadein vitro consiste em imergir o material a ser testado elncdo “SBF” por
periodos de tempo que variam de 3 horas a 15 Aliabservacao da precipitacdo de fosfato

de célcio na superficie do material pode ser addipor DRX, FTIR e por MEV.
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3 JUSTIFICATIVA

Na década de 1970, muitos estudos foram realizad@stigando a ligacdo das
moléculas de clorexidina com os cristais de hidrpatita do esmalte dentario, porém poucos
trabalhos foram realizados visando o uso da assxididroxiapatita-clorexidina como
adjuvante do tratamento de infecgbes. O amplo &spde atividade antimicrobiana sobre
bactérias, fungos e virus, aliada a baixa ocoraéunle resisténcia, faz da clorexidina a
substancia de escolha. O fato dos principais naggenvolvidos serem amplamente
estudados pela comunidade cientifica e apresentaa&os custos indicam a possibilidade do
desenvolvimento de um produto com potencial corakgara uso em humanos no futuro
proximo que associe as principais caracteristicss rdateriais: regeneracdo éssea e agao

antimicrobiana.

4 OBJETIVO GERAL

Produzir um biomaterial a partir da associacao Ideexidina com a hidroxiapatita

visando a prevencéo e tratamento de infeccdessiosaa.



5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente estudo se prop6s a:

1°. Associar a clorexidina e a hidroxiapatita

2°. Caracterizar o biomaterial obtido

3°. Avaliar a atividade antimicrobiana do biomatkeem ensaiom vitro.
4°. Estabelecer os niveis de citotoxicidade e pedibilidadein vitro.

5°. Determinar a bioatividade do matenmlitro.

47
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6 MATERIAIS E METODOS

Os materiais empregados, de grau analitico, fordquiados na Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Hidroxiapatita (HA) foi produzidgelos métodos de rotina no
LABIOMAT/CBPF RJ.

6.1 SINTESE DE HIDROXIAPATITA

6.1.1 Hidroxiapatita Estequiométrica

HA foi sintetizada pela reagéo por precipitagcd@gipde uma solugédo de fosfato de
amonio dibasico, (Ni.HPO, 0,3 M gotejada sobre uma solucdo de nitrato deioca
Ca(NG;)2.4H,0 0,5 M (fluxo de 4,5 mL/min), mantendo-se o pH1l0€om hidréxido de
amonio (NHOH) concentrado, a temperatura dé®@ com agitacdo utilizando-se uma placa
magnética.

Apés gotejamento, a mistura permaneceu em diggstdio2 horas nas mesmas
condi¢bes, sendo entéo filtrada em funil de Buckmeessuspendida em &gua Milli-Q®
(Millipore Corporate, MA, EUA) por trés vezes. Olidé obtido foi seco em estufa a 80°C
por 24 horas.

Parte do sélido sofreu tratamento térmico por 8asaté atingir 1.100°C para a

obtencédo de HA altamente cristalina.

6.1.2 Producéo de Microesferas de Hidroxiapatita

Para a obtencéo de microesferas de HA, uma mideitdA (LABIOMAT/CBPF) e
alginato de sdédio (Fluka Biochemika, Buchs, Suifm)suspensa em agua Milli-Q® e
homogeneizada vigorosamente numa razdo de 15:1sefgmda foi realizada a extruséo da
mistura através de agulhas 24 G410,55 x 20 mm) (BD Precision Glide®, Curitiba, PR)
gotejada numa solucate cloreto de célcio 0,15 molar (Ca®|15 M). As microesferas se
formam instantaneamente ao entrar em contato cealugdo de cloreto de célcio. Apds 24
horas na solucdo de CaChs microesferas foram lavadas em &agua Milli-Qragatlas

termicamente numa rampa de aguecimento de 28 atérasingir 1.100°C.
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6.2 SINTESE DE HIDROXIAPATITA NA PRESENCA DE
CLOREXIDINA

Uma metodologia foi proposta para promover a ino@gdo de CHX a HA no
momento da reacdo de precipitacdo. A sintese dexmghatita na presenca de CHX foi
realizada de forma inovadora no LABIOMAT/CBPF RJncm@bjetivo de se observar a
cristalizacdo dos fosfatos de calcio na presenc&ld¥. A metodologia foi semelhante
aquela empregada na sintese de HA estequioméséscaita anteriormente, com a adigao por
gotejamento de 100 mL de digluconato de CHX a O@G¥). O pH foi mantido em 7 e a
temperatura mantida a 25°C com o objetivo de setanam estabilidade do agente
antimicrobiano. Os tempos de digestéo foram de P42 48 horas nas mesmas condi¢des de
pH e temperatura. A amostra HA de referéncia daiensorresponde ao fosfato de calcio
obtido nas mesmas condicfes de sintese sem a atic@tiX e tempo de digestdo de 2

horas.

6.3 ASSOCIACAO DA CLOREXIDINA A HIDROXIAPATITA
ATRAVES DA ADSORCAO SUPERFICIAL

Todos os ensaios foram realizados em triplicateeskes e triplicata de amostras com
temperatura controlada a 37°C e pH préximo de Farfoutilizados tubos de 50 mL
“Corning” (Techno Plastic Products, Trasadingen,i¢c&u contendo HA e CHX que

permaneceram em agitador (60 ciclos/minutos) derasiperiodos devidos.

6.3.1 Adsorcéao de CHX na HA: Estudo pela Técnica deéspectroscopia UV-
Visivel

Os espectros foram obtidos através da espectroftiamUV-Vis (UV-VIS 2550
Spectrophotometer, Shimadzu, Toquio, Japdo) parsolagbes de DGCHX, cloridrato de
CHX (HCICHX), clorobenzeno e cloridrato de guanalentes e ap0s os ensaios de adsorgéo
com a HA. Os materiais na fase solida antes e ap@mnsaios de adsorcdo foram analisados
por reflectancia difusa (UV-VIS 2550 SpectrophotteneShimadzu) pelo método da esfera
integradora (SHIMADZU DO BRASIL, 2005) utilizand@® acessorio ISR-2200 Integrating

Sphere Attachment (Shimadzu). Para tal as amdstras: misturadas, homogeneizadas com
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sulfato de bério (branco neste tipo de andlise)}c@madadas no porta-amostra. Foram
analisados os espectros obtidos sendo observadasdificacdes das principais bandas antes

e apos a associacdo com a HA.

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

Foram desenvolvidos ensaios de adsor¢cdo com owabp¢ determinar o perfil da
interacdo HA-CHX (dilui¢des feitas a partir da gdla aquosa de digluconato de CHX 20%
m/v Sigma). Para tal utilizou-se uma HA estequioio@tcom particulas 210 pm.

Nos ensaios de adsorcao foram consideradas astssguariaveis:

* Solugdes aquosas com concentragdo variadas de GBXL(a 10%).
Razdo HA/CHX.

Cristalinidade da HA (amostras com e sem tratami&ntoico).

Cinéticas de adsorcéo.
As analises dos ensaios de adsorcdo foram reaizadavés da espectrofotometria

UV-Vis em solugbes de DGCHX lidas no comprimentadda 254 nm.

6.3.3 Medidas UV-Vis de CHX na Fase Sdélida: Supecie da HA

Foram realizadas medidas de CHX diretamente nasteasale HA adsorvidas com o
antimicrobiano através da espectrofotometria UVidssolido por reflectancia difusa através
do método da esfera integradora. Para tal foratizagas analises dos espectros obtidos dos
materiais estudados e construida uma curva padriaassas crescentes de cloridrato CHX
que foram misturadas e homogeneizadas com suléatido (branco neste tipo de analise),
acomodadas no porta-amostra e lidas no comprintentmda 264 nm.

Os biomateriais obtidos foram caracterizados mogickmente e submetidos a

andlises fisico-quimicas através dos métodos descra secdo 6.4.

6.3.4 Adsorcéo de Clorobenzeno e Guanidina na HA
Ensaios de adsorcdo de clorobenzenogH{Cl] e guanidina cloridrica

[NH2C(=NH)NH*HCI] na HA foram desenvolvidos com o objetivo ddime os possiveis
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sitios de ligacdo de CHMA. A figura 8 destaca a presenca de tais grupaseerd molécul:
de CHX.

L et NILC{=NIDNIL, |

Figura 8. Figura destacand estrutura molecular do clorobenzeno (vermelho)aglina
(azul) presentes na molécula do digluconato de ¢

6.4 CARACTERIZACOES POR DRX, MEV E FTIR DA
HIDROXIAPATITA ASSOCIADA A CLOREXIDINA

Os biomateriaioobtidos foram submetidos a analise de difracdoaite=-X - DRX
(X’Pert Pro X-Raydiffractomete, PANanalytical), operando com radiag@oKo (1.5418A)
a 40 kV de tenséao e corrente de 40, no angulo 8, em intervalos de 10 a 100° e passo
0,05°. A difratometria comadiacér a angulo rasante (LNLSLaboratorio Nacional de Li
Sincrotren, Campinas, SP, Bras foi obtida se operand® cristal de ilicio cortado
assimetricamente e com curvatura elastica (lenergia de 9 &/ (comprimento de onc
7;13771&), angulo de incidénc 6 fixo = 0,5° e 1,0° e @ com intervalo de 9 a 50° co
passos de 0,040s padrées de DRobtidos foramcomparados com os padrdes da fic-
432 do ICDD [nternational Centre for Diffraction Dg) utilizandose o program{PCPDF
Win 2.1. Amicroscopia eletrénica de varred (MEV) foi realizada na COPPE/UFRJeol-
JSM- 6460 LV e no IME (Jec-JSM-5800). Os biomateriais otbis também forar
caracterizados pekspectroscopia no infravermelho com transformadaodeier FTIR). Os
espectros foram obtidos na faixa e 400 e 4.000 cih (IRPrestige21, Shimadzu, CBP-

RJ) pelo método d@ansmitanci.
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6.5 ASSOCIACAO HIDROXIAPATITA-CLOREXIDINA (HACHX):
ENSAIOS MICROBIOLOGICOS IN VITRO

Nos ensaios microbioldgicos foram utilizadas HA teado CHX na forma de po,

microesferas e pastilhas prensadas em funcaoaddigxperimento.
6.5.1 HACHX: Inibicdo de Crescimento Microbiano emPlacas de Cultura

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Latidoio de Microbiologia Oral do
Instituto de Microbiologia Paulo de Goes - IMPG/UEF-R-oram utilizadas microesferas
tratadas termicamente a 1.100°C e encubadas pdro@as com DGCHX 2%, sendo o
controle positivo um disco de filtro de papel cor@CHX 2% e microesferas de HA puras
como controle negativo. As microesferas foram cadas em placas de Petri onde foi
semeado um indculo ndo padronizado em meio derawdfyar triptona de soja (TSA: “triptic
soy agar”’). O plagueamento por esgotamento foizadd para obtencdo de crescimento

confluente e realizagéo de testes de inibicdo escanento microbiano para:

» E. faecalistATCC 29212).
» Candida albicangATCC 10231).

» Amostras de saliva humana.
6.5.2 HACHX: Determinacao da Concentracdo Minima libitéria (MIC)

Foram desenvolvidos ensaios com o objetivo de mhitar a concentracdo minima
inibitéria (MIC) do material HACHX. Foi utilizadarma HA tratada termicamente a 1.100°C
e encubada por 24 horas com DGCHX 2% em fungéeedssios de adsor¢cao previamente
desenvolvidos. Os testes foram realizados segushdoranas de métodos de diluicdo seriada
publicadas pela National Committee for Clinical bedtory Standards (NCCLS), 1997.
Culturas da cep&. faecalis(ATCC 29212) foram preparadas em meio TSB (“trigay
broth”) e padronizadas para a escala 0,5 de Makhrlie turbidez, diluidas a 1:100,
aproximadamente 1,5x30células/mL. As células bacterianas foram mistusadam o
material testado em concentracdes variando dergithL a 50 mg/mL. Apos 18 horas, a

absorbancia do meio foi medida utilizando um egpé&bmetro (UV-VIS 2550, Shimadzu)
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a 595 nm para permitir a determinac@o dos valor3, Bue é definido pela menor diluicao

gue mantém o meio de cultura sem turvacao.

6.5.3 HACHX: Determinacdo do Tempo de A¢ao

A partir da determinagcéo do MIC, foram realizadestés para avaliacdo do tempo de
acdo do material. Foram utilizados tubos contenohd. ie meio de cultura TSB e um inéculo
de 1 mL dekE. faecalis(ATCC 29212) na mesma concentracdo descrita antegnte. Foram
testados formulacdes de HACHX em po e na forma weossferas em triplicata de cada
grupo. Em intervalos de tempo de 24 horas e aéénaiio do periodo de avaliagéo (08 dias)
os tubos foram observados quanto a turvacdo namasesondicdes descritas na secao
anterior (6.5.2). A cada 24 horas o meio de culeunaculo foram renovados para avaliacao
da acdo do agente antimicrobiano ao longo do tefdps.analises estatisticas, do ensaio as
médias de turbidez foram submetidas a analise teste de Kruskal-Wallis considerando

diferencas significativas se p<0,05.

6.5.4 HACHX: Inibicdo de Formacéo de Biofilme Micrdiano

Foram realizados ensaios de inibicdo da colonizagdformacdo de biofilme
microbiano sobre pastilhas de HA densas obtidas pahjunto de prensa axial e matrizes
ilustradas na figura 9 (condi¢cdes de prensagemmsprexial / massa: 200 mg / forca: 2
toneladas / tempo: 10 minutos) tratadas termicaengritl08C e incubadas com DGCHX 0,1
e 2%, formando os grupos HACHX0.1 e HACHX2, respactente. Amostras de placa
subgengival foram coletadas de bolsas profundasrdeoluntario com periodontite cronica.
Apos a coleta o indculo foi armazenado em tubasgénicos em dimetilsulfoxido (DMSO)
com caldo de micoplasma, diluido em solucdo saditdaa turvacdo de 0.5 da escala de
McFarland. As pastilhas foram colocadas numa piecaultura de 24 pocos (TPP) contendo
500 uL de meio BHI enriquecido e 109 do indculo, e foram incubadas em anaerobiose a
37°C por 14 dias (meio de cultura foi renovado i@00Y). Depois do periodo de incubagédo as
pastilhas foram lavadas em tampé&o fosfato e sepm@ata andlises. Foi feita a identificacédo
das espécies microbianas envolvidas pela técnica “dweckerboard DNA-DNA
hybridization” e caracterizada a superficie do maltee a morfologia microbiana por MEV
(Jeol-JSM- 6460 LV).
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Figura 9. Fotografia doonjunto de matrizes (, e prensa axial (B) utilizadaa obtencéo de
pastilhas densas.

6.5.4.1Determinacdo da microbota subgengival pela técnica do ‘leeckerboard DNA-
DNA hybridization”

O método para identificagdo dmicrorganismos subgengivais feializado atraves ¢
técnica descrita pdsocransk et al. (1994) e modificado por Colomhai al. (2005). A cada
tubo de Eppendorf contendo biofilme sukgival foram adicionados 0,10L de NaOt 0,5
M. As suspensdes forafarvidas em bant-maria por 5 minutgse em seguida neutralizac
pela adicdo de 0,8 mL decetato de amér 5 M. Com isso, asélulas bacterianas for:
lisadas e o DNA liberado na solugéo. Causpensao contendo DNA livre depositada nas
fendas do “Minislot” (Immunetics, Cambridge, M/EUA) e o DNA concentrado nun
membrana de nylon (15 X 15 cm) carregada positinte (GE Healthcar, Inglaterra). A
membrana foiremovida do aparato e o DNA depositado na membfiaado através d
exposi¢cdo a temperatura de 120°C por 2Cutosem forno (Fanem Ltda., S&o Paulo, SP)
duas ultimas canaletas do “Minislot” sdo reseas para a colocacéo dos controles, cont
uma mistura das espécies de microrganismos ineestigpelas sondas de DNA, em d

concentracdes, 2@ 10 células bacterian (Figura 10).
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“Minislot 30”

Adicionar amostra em
0,15 mlL solucio TE pH 7.6

Adicionar 0,10 mL. NaOH 0.5M

100°C / 10 minutos

Canaleta
aberta

_ Adicionar 0,80 mL Acetato de

Amonio S M
Membrana
de nylon
[ Depositar amostras nas canaletas
filt —— |
e L do “Minislot”

Fixar DNA na membrana a
120° por 20 min

Figura 10. Esquemapdhparato usado na técnica dheckerboard DN-DNA
hybridization”.

6.5.4.2Hibridizacdo da membrane com as sondas de DNA

Apos fixacdo do DNA na membre, esta foi pré-hibridizada a 42 por 1 hora num
solucao @ 50% formamida, 1% caseina, SSC (citrato trissddico #M / cloretode sédio
0,75 M), fosfato de s6dio 25 mM (pH 6,5) e 0,5 mg/mLRNA de levedura. Em seguica
membrana fotolocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45hifhunetics) com as linhe
contendo o DNA fixado perpendicul as canaletas do “Miniblotter 450 “Miniblotter 45”
contém 45 canaletas que servem cada uma paracac¢atode uma sonda de DNA. Em ¢
canaleta forancolocadas 13uL de cada sonda especifica diluida em solucéold@izacac
contendo 45% de formamida, 5 X SSC, fosfato dea 20 mM (pH 6,3, 0,2 mg/mL de RN/
de levedura, 0,8 mL dsulfato de dextrar 10%, caseina 1% 20 ng/mL decada sonda de
DNA especifica. Asondas foram hibridizadas perpendicularnm as linhas das amostras
biofilme no aparato “MiniBlotter 45”. O @arato foi entdo incubado a 42por no miimo 16
horas para hibridizacdo. Sondas genémicas paramfaae oitoc espécies bacteriar orais
(Tabela 2) foramconfeccionadas usando o “Random Primer Digoxigdrdbeling Kit’
(Roche Brasil, SaPaulo, Brasil) (Figurill).
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“Miniblotter 45” Membrana: pré-hibridizacio a 42°C 1 hr.
Girar membrana 90°

Sondas de DNA genémicas
marcadas com digoxigenina

Hibridizacao em solucio de
canaleta

Anticorpo contra digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (1:25.000)

formamida a 42°C 16 hrs.
Lavagem de alta estringéncia em
Membrana soluciio SSC 0.4M a 68°C 40min.
de nylon  m— —
[

Detece¢io por quimioluminescéncia com
CDP Star em filme RX

Figura 11 Esquema do aparato usado para hibridizacdo ddboraeamcom as sondas de DI
na técnica do ‘heckerboard DNA-DNA hybridization”.
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Tabela 1. Relacdo das cepas orais empregadas feag@mdas sondas de DNA.

Espécies bacteriar Cepa Espécies bacteriar Cepa
Aggregatibacter actinomycetemcomit 4371¢ Neisseria mucos 1969¢
Actinomyces gerensceriae 23860 Propionibacterium acnes 11827
Actinomyces israe 1210z Pseudomonas aeruginc 1014¢
Actinomyces meys 3556¢ Peptostreptococcus anaerok 2733i
Actinomyces naeslundii 12104 Porphyromonas gingivalis 33277
Actinomyces odontolytic 1792¢ Prevotella intermedi 25611
Actinomyces viscosus 43146 Prevotella melaninogenica 25845
Capnocytophaga concisus 484 * Parvimonas micra 33270
Capnocytophaga gingiva 3362« Prevotella nigrescet 3356:
Capnocytophaga ochracea 33596 Prevotella tannerae 51259
Campylobacter rectt 3323¢ Rothia dentocarios 17931
Campylobacter show: 5114¢ Streptococcus anginos 3339
Capnocytophaga sputigena 33612 Staphylococcus aureus 33591
Dialister pneumosinte GBA27 Streptococcus constellal 2782:
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus gordonii 10558
Enterococcus faecalis 10100 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium nodatu 3309¢ Streptococcus mil 4945¢
Eubacterium saphenum 49989 Selenomonas noxia 33359
Fusobacterium necrophort 2528¢ Streptococcus oral 3503
Fusobacterium nucleatum ss. vince 4925¢ Streptococcus sanguil 1055¢
Fusobacterium nucleatum sp. polymorphum 10953 Treponema denticola B1*
Gemella morbillorur 2782« Tannerella forsythi 4303
Haemophilus aphrophilu 33389 Treponema socranskii S1*
Leptotrichia buccalis 14201 Veillonella parvula 10790

ATCC (American Type Culture Collection, RockvillgD, EUA).
TheForsyth Institute, Boston, MA, EUA.

6.5.4.3 Deteccdo das espécies bacterianas

Apos hibridizagcdo com as sondas, a membrana favieta do “Miniblotter” e lavada
durante 40 minutos, a 85, numa solucéo adstringente (0,1 X SSC, SDS 0,18 dium
dodecyl sulfate”), a fim de remover sondas quehiBiodizaram completamente. Em seguida,
a membrana foi imersa em solucao bloqueadora (dwaéico 0,1 M, NaCl 3 M, NaOH 0,2
M, Tween 20 0,3% e caseina 0,5%, pH 8,0) por 1 bgvar 30 minutos na mesma solucao
contendo o anticorpo Anti-Digoxigenin-AP (Roche #k&&o Paulo,SP,Brasil), numa

diluicdo de 1/25.000. A membrana foi, entdo, lavadasolu¢do tampédo (acido maléico 0,1
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M, NaCl 3 M, NaOH 0,2 M, Tween 20 0,3%, pH 8,0) slv@zes por 15 minutos, e uma vez
por 5 minutos em uma solugéo contendo dietanola®iav (pH 9,5) e 2 mM MgGl Em
seguida, a solugdo detectora contendo um subsfltatwescente (ECF, Amersham
Bioscience, Buckinghamshire, Inglaterra) foi adicida a membrana. Finalmente, a
membrana foi escaneada e as imagens captadas ipmé de Imagens Storm TM 860
(Molecular Dynamics/ Amersham Bioscience, Buckingbhire, Inglaterra). Os sinais
emitidos foram avaliados visualmente por comparagho os controles de 16 10 células
bacterianas para as espécies testes na mesma mamboaam registradas como: 0: ndo
detectado; 1= <fOcélulas; 2= ~1Dcélulas; 3= 1810° células; 4= ~1Dcélulas; 5= >1D

células.

6.5.4.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos ensaios microbiolédiomm realizadas utilizando-se o
programa SPSS (“Statistical Package for the S&uances” versdo 17.0, SPSS Brasil, Sado
Paulo, SP, Brasil). Os dados microbiolégicos foepresentados como niveis médios (X 10
células bacterianas) das espécies testadas parayegmb de pastilhas, bem como o indculo
cultivado em meio BHI (controle positivo). Os niveile colonizagdo e proporcdes das
diferentes espécies foram determinados atravésadaférmacao dos registros de 0 — 5 em
namero de células bacterianas. As diferencas eadrgastiihas de HA para contagem
bacteriana foram analisadas pelo teste Mann-Whitt@ysiderando diferencas significativas

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

Os ensaios de citotoxicidade e biocompatibilidadearh realizados no Nucleo de

Terapia Celular do Instituto de Biologia/UFF.

6.6.1 Citotoxicidade pela Norma ISO 10993-12

A citotoxicidade dos materiais foi determinadaizdihdo o protocolo definido na ISO
10993-5, sendo as amostras preparadas como desarit®O 10993-12, utilizando-se o
extrato de HA e HACHX na forma de p6. Foi utilizadama HA tratada termicamente a
1.100°C e encubada por 24 horas com DGCHX 2% nasmaee condicdes dos ensaios
microbiolégicos. Esses procedimentos sao resumadgsguir. Células de fibroblastos de
camundongos da linhagem Balb/c3T3 (proveniente&TdeC), foram cultivadas em garrafas
de 25 cm contendo meio de cultura (meio Dulbecco MEM/ Narite HAMF-12-DMEM)
suplementado com NaHG(1,2 g/L), amplicilina (0,025 g/L), estreptomiciii@,1 g/L) e
10% de soro fetal bovino (SFB) a°87em atmosfera imida, com composicédo de 95% de ar e
5% de CQ (3x10' células por poco). O meio de cultivo foi trocadms vezes por semana e
as células foram monitoradas com auxilio de mi@pisc 6ptico (contagem em camara de
Neubauer apés coloragdo com azul de tripan). Aisn@los resultados foi expressa em
porcentagem, sendo o grupo controle consideradm d@@%. Foram utilizados 50 e 100%
do extrato do material para a andlise dos efeittmdogicos. As contagens celulares dos

grupos testes foram calculadas de forma relativgrago controle.

6.6.2 Citotoxicidade: Marcadores Biolégicos Espeatbs

Além da contagem direta do nimero de células, dalizado também ensaios de
citotoxicidade especificos de 3 parametros: maresdpara atividade metabdlica (tetrazolio-
XTT atividade mitocondrial), integridade da memlaranitoplasmética (vermelho neutro-NR
atividade lisossdmica) e danos ao material gendéttocdo de corante violeta cristal) - kit
KXRCV 96.300/310 (Xenometrix AG, Allschwil, SuicaD teste XTT foi medido por
espectrometria a 480 nm, enquanto o ensaio NRoeamte violeta cristal foram quantificados

a 540 nm. Foi utilizando um leitor de microplaca¥-Vis (PowerWave MS2, BioTek
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Instruments, USA). Foram utilizadas pastilhas ded#fsas tratadas termicamente a 1100°C
e encubadas com DGCHX 0,1 e 2% nos mesmos padsadeunos ensaios microbiolégicos.
Nas analises estatisticas dos ensaios de citadaxiej as médias e desvio padrao
foram submetidos a analise de variancia e teste tSuident considerando diferencas
significativas se p<0,05. Os marcadores das céh#daauséncia dos materiais testes foram

considerados como 100%.

6.6.3 Biocompatibilidade: Adesédo Celular em Pastids de HACHX

Nos ensaios de adesao, foram utilizados pré-ostetoisl obtidos a partir do fémur de
camundongos da linhagem Balb/c3T3. As morfologelslares foram analisadas através de
MEV e a contagem das células através da camaraedbaNer apos coloragdo com azul de
tripan. A analise dos resultados foi expressa emtembagem, sendo 0 grupo controle
considerado como 100%. Foram utilizadas pastilleasid densas tratadas termicamente a
1.100°C e encubadas com DGCHX 2% nos mesmos pativéensaios anteriores. O nimero
de células na auséncia dos materiais testes feidemado como 100%.

Nos ensaios de adesao celular, os dados foram lxad@s pelo controle e aplicado o
teste t de Student para as médias do numero diagélderidas, considerando diferengas

significativas se p<0,05.

6.7 HACHX: ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO

Com o objetivo de se avaliar a influéncia da asg@@ HA e CHX nos processos de
bioatividade do material (KOKUBGQet al, 1990), essenciais nos primeiros estagios de
interacdo tecidual, foram desenvolvidos ensaios reeio bioldgico simulado (“SBF -
simuleted body fluid”). A composi¢éo da solucidcaedtscrita na tabela 2. Foram utilizadas
pastilhas de HA densas tratadas termicamente @C)@encubadas com DGCHX 2%, nos
mesmos padrbes dos ensaios anteriores, com temmperaintrolada a 37°C. As pastilhas
foram entdo acomodadas em tubos “Corning” de 15Techno Plastic) contendo 10 mL da
solucdo “SBF” por 2, 4 e 7 dias. Os resultadosnfioemalisados por MEV e por DRX a
angulo rasante (LNLS - Laboratério Nacional de L®incrotron) conforme descricao

anterior.
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Tabela 2 Concentragéo ibnica do plasma sanguineo humdacelucé “SBF”.

Tons: concentracio mM

Na* | K | Mg | Ca’? | CF | HCO,- | HPO,? | SO,?
Plasma | 1420 | 5.0 | 15 | 25 | 103.0 | 270 1.0 0.5
SBF | 1420 | 50 | 1.5 | 25 | 1030 | 42 1.0 0.5
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7/ RESULTADOS

7.1 ASSOCIACAO DA CLOREXIDINA A FOSFATOS DE CALCIO
ATRAVES DA PRECIPITACAO EM MEIO AQUOSO

Uma primeira tentativa de incorjacdo da clorexidina Bidroxiapatita foi realizad
através da reacao geecipitacdo da HA em presenca do agente antimamobem meic
aquoso. Como a clorexidina ndo é estavel em pHbéasisintese da HA em presengs
agente antimicrobiano foi realizada em condicdesfadoraveis a precipitacdo da fe
apatitica. Os resultados de caracterizacdo obido®RX em diferentes tempos de diges
da HA com e sem a CHX revelaram a formacgédo do tosda célcio,CaHP(2(H.0) —
bruxita (Tabela 3:JCPDS dabruxita n°® 72-1240), atd@ da HA com baixo grau c

cristalinidadecomo mostram adguras 12 e 13.

[0z0]

3000 4

2500 < Ay

CONTROLE

2000 A

1500 —

- TIA[300]

Intensidade (unidades arbitrarias)
[121]

[121]
| ?% HA[002]
[141]

10 20 30 40
20

Figura 12. DRXControle (azul) e HACHX (preto) destacando a preaefe picc dos planos
cristalinosrelacionados a CaHF42(H,0) - bruxitae HA nas duas amostr
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Tabela 3. Ficha n° 72240, CaHP(+2(H,0), segunddCPDS (Joint Committee on Pow
Diffraction Standards) destacando os principaiagsacristalino:

L leasl one TF missing. Mwt:

Apesar do tempo de digestéo ter sido estendidatgo48 horas (HA estequiométri
tempo de digestdo padrach@ras, ndo ocorreram modificagdes importantes nas forns
das fases cristalinas (Figura ). A figura 14 apresenta o DRX do cloridrato de Ct
(HCICHX) na forma cristalina com os principais mcem6=15,63, 6=20,8(°, 6=23,67e
0=25,62. No padrao crimlografico do material precipitado na presencaCt#eX ndo se
detectou pice referentes a HCICHX (Figura), sugerindo que ndo ocorreu a precipitaca
uma fase cristalina de CHX na superficie da
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Figura 13. DRXHA estequiométric em vermelho e HACHX obtidaom todos os tempos
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Figura 14. DRXdo cloridrato de clorexidina (HCICH. destacando os principais plar

cristalinos do material.
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Na comparacao dasspecios FTIRda HA sintetizada na presenca de CHX eHA
estequiométrica (controlejoi possivel observ a presenga de bandas na faixa3160 a
3480 cn que correspondemdiferentes modos de estiramed#hidroxila tipicos de bruxil
(TORTET et al, 1997). Afigura 1t apresenta o espectro FTi#R HCICHX. Comparando-se
0s espectros das figuras 15 ¢ podese observar que as bandas da CHX néo séao dete
no espectro da HACHX. Isto sugere que a concerdrdgdCHX associada aos fosfatos

célcio foi muito pequena.

120 4
100
o
g HA Controle
£ 504
=]
g PO’
B 4
) 60
© HACHX
40 \ \
20 OH
(Bruxita CaHPO _.2H O)
3
0 PO4
' | ' I ' I ' | ' | ' I ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (em™)

Figura 15. FTIR de HAstequiométric (controle)e HACHX destacando as principais ban
dos fosfatos de célcio obtidos.



66

120
. HCICHX

100

[+:]
o
|

60 +

% Transmitdncia

40 — NH

20 N=C
1 NH

Vi
T T T T 7/ T T T T T
4000 3500 3000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 16. FTIR déiCICHX mostrando as bandas dos principais grupaosedd materia
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7.2 ASSOCIACAO DA CLOREXIDINA A HIDROXIAPATITA
ATRAVES DA ADSORCAO SUPERFICIAL

Nesta parte do trabalho foi realizado um estudadi®r¢édo da CHX utilizando-se a
técnica de UV-Visivel (UV-Vis). Foi analisado o espo UV-Vis da CHX pura e
posteriormente comparado este espectro com ososh#éidés os ensaios de adsorcdo com
diferentes concentracées da molécula. As medidaodeentracdo de CHX adsorvida pela
HA foram obtidas através de dois procedimentos: idasdda CHX no meio reacional
(solugdes aquosas) e na fase solida (superficidAda Conforme descricdo feita na secéo
6.2.3, um procedimento especifico foi desenvolyidta medidas quantitativas na fase solida

da concentrag@o de CHX no sdlido.

7.2.1 Adsorcdo de CHX na Superficie da HA: Estudo gla Técnica de
Espectroscopia UV-Visivel

Foram obtidos espectros UV-Vis da CHX na formaalaciio (digluconato de CHX -
DGCHX) e de solido policristalino (cloridrato de ®H HCICHX), bem como dos principais
grupamentos funcionais que compde a molécula tam® clorobenzeno e a guanidina.

O espectro UV-Vis de DGCHX (solucéo aquosa) aptesaéuas bandas bem definidas
com maximos em 230 nm e 254 nm (Figura 17). O messpectro foi obtido na para o

cloridrato de clorexidina na formulacdo de soluggoosa.
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Figura 17. Espectro UVis da solicdo de digluconato deHX mostrando duas bandas c
maximos de absorbancia em 230 nm e 254 nm.

O espectro UWis do cloridrato de CH (15 mg)na forma policristalingpode ser
observado na figura 1&oram observadas trés bar principaisem posicdes diferdes da

observadas no espectro da soluc¢é digluconato de CHXgom maximos em 235 nm, 2

nm e 292 nm.
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Figura 18. Espectro UWis do crista HCICHX (15 mg)mostrando trés bandas com maxi
de absorbanc em 235nm, 264 nm e 294 nm.
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O espectro UWis da CHX adsorvida na HA obtido no sdlido apdsdaorca, (HA

tratada com DGCHX 2%fresentou as mesmas trés bandas, 235 nm, 264 ni2 eng

observadas no cristal de HCICI (Figura 19).
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Figura 19. Espectro UWis de CHX adsorvida na HA nseirando as trés bandas ¢
maximos em 235, 264 e 29m. Espectro medido no solido ap#& adsorca
A figura 20mostra os espectros de -Vis da CHX ap0s experimentos de adsorca
24 horas com concentracdo inicial do antimicrobideo0,049 (A) e 2% (B). Em baixas
concentragdes foram observadas bandas em 226 B2 mn2 enquantna adsorgdo a par

da solu¢do de DGCHX 206 foram observadas trés bandas em 235 nm, 26429% em.
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Figura 20. Espectros UVis de CHX adsorvida na HA, concentragiicial de DGCHX de
0,04méximos em 226 e 262 n(A) e 2% méaximos em 235, 264 e 294 1(B).

Experimentos de adsorcdo do clorobenzeno e dadjnanna hidroxiapatita foral
também realizados visande- detectar os possiveis si de adsorcdo na HA, poestes
grupamentos sdo o0s constituintes principais dautesér da CHX.Ensaios de adsorgi
analisados diretamente no sélido por-Vis demonstraram que, tamaclorobenzeno quan
a guanidindoram detectados superficie da HA.

O espectro UV-Viglo clorobenzeno em solug(concentragédo de @5%) apresento
uma banda em 262 nm. Apés a adsorcdo do clorobeneeiiA, o espectro apresentol
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mesmo perfil, masom a bandiigeiramente deslocada para 260 nm (Figur). Isto indica
gque o grupamento @lobenzeno da CHX poderia e envolvido na adsorgi do

antimicrobiano CHX na HA.
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Figura 21. Espectros UVis de clorobenzeno em solugé adsorvidos na HA mostran:
bandagom maximos em 260 nm e 2nm respectivament

Os espectros UV-Vido cloridrato de guanidina na forma solidam solucd, e apos
interagdo com HA poderser observados na figura. O espectro de UWis da guanidina
guando esté livre em solucdo aprese uma banda em 234 nmenpquantona fase sélida
apresentou duas bandasmprinento de onda de 234 nm e 262 1@s. espectroUV-Vis do
cloridrato de guanidin@p6s a adsorcdo na HA mostrou ser constituidoduas bandas
principais em 224 nm e 262 nm. A existéncistas duas bandasymada ao deslocamento
banda de 234 nmapa 224 nm, demonstrou que a guanidina se elanuma brma cristalina
ou oligoméricainteragindo com a superficie da HA. A posi¢cdo dadaaem 234 nm d

guanidinaé similar a banda em 235 nm do espectro d-Vis da CHX na HA
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Figura 22. Espectros UVis de guanidina em solugéo (azul), guanidina na farotida
cristalina (preto) adsorvida na HA (vermelho).

7.2.2 Isoterma de Adsorcao de CHX na H

Através dasmedidas da CHX no meio reacional (solugbes aqu foi possivel
determinar as melhores condi¢cdes de adsorcé espectrofotometria UW4s a 254 nm. A
relacdo 50 mg de HA por mL de solucdo de CHX péundbndi¢cbes favoraveis para
ensaios. Nao ocorreram diferengas importantes entrsA tratada termamente e a néo
tratadaO pH se manteve estavel na faixa de 6,5 duranéesmo, sem a neceidade do uso
de uma solugéo tampélNa cinética de adsor¢, os resultados mostraram que nos prime
30 minutos a maior parte do processo de adsomba torrido, se mantendo praticame
estavel até arfial de periodo de observaci72 horas).

Foi desenvolvida uma metodologia para estimar aemracade CHX adsorvida ni
HA através de leituras diretas no sélido. A detaagéo da concentracdo de CHX nlido
foi obtida por reflectancia difusa pelo método dier integrado, a partir da construo de
uma curva de calibragdo peintensidademaxima de absorbancia dos especUV-Vis de
HCICHX em fun@o da mas: (Figura 23). A posicdo de méaxima absorlidfiai em 264 nm
e os valores da CHX adsorvidna HA determinados através da equagadil*exp(-x/t1)+
y0, onde A1=-0,62092y0=06537 e t1=18,66716As isotermas de adsor¢cdo for.
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construidas a partir de expaentos de 24 horas de dura¢porque agquantidade de CH:

adsorvida pelo sélido atingiu o valor maximo a ipaitste tempo de incubagéo -CHX.

s HCICHX
0.6 -
:
"
L
0.5
i ¢
E ?
~ 0.4 - I
B . 1
(5 -
f 0.3 a Equation y = Al*exp(-xit1) + yo
g = |
i - Adj, R-Squar 0.99128
Value  Standard Errol
0.2+ L a
B y0 065385 002818
F B At -0.62092 002506
. B t 18.6671 191615
0.1
o4
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
IIC1 CIIX mg

Figura 23 Curva de calibracéo de CHX no sélido por reflecid difusi apartir dos espectrc
UV-Vis de HCICHX.

Experimentos de adsor¢ foram ralizados com pos de HA em solu¢des aqu
contendo concentragdes de CI0,04%; 0,06%; 0,1%; 0,2%; 0,4%; 0.6%8%; 1%; 1.5%;
2%; 2,5%; 3%; 3,5%4% e 5%. As figuras : a 38mostram os espectros Vis do sélido
apos a adsorgcdo de CHpéra as diferentes concentragusadasFungdes gaussianas fori
usadas para simar 0s espectros experimentais e os valores (s estdo apresentados
tabela 4.

Os resultados indicam que curvas de adsorcdo de UV-Vis eraonstituidas por
quatro badas situadas em torrde 201, 231, 264 e 292 nrAs intensidades das banc
aumentarancom a concentracdo de CHA tabela 3 destaca os dados referente valores
das posi¢Oes do eixo x e areas das bandas 1,2pBt&las pela deconvulagdes dos etros
UV-Vis de CHX presente na H/As variacdes das posicoes e das areas das difelmrida:
em fungéo da concentragéo inicial de CHX em sol sdo apresentadas nas figura a 42.
A figura 43mostra a variacdo da &rea total do espectro coaneentrcao inicial de CHX

em solucao.
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Figura 24. Simulagéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentragéo inicial: DGCHX de 0,04%.
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Figura 25. Simulagéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentracéo inicial: DGCHX de 0,06%.
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Figura 26 Simulacdo dos espectros de-Vis da CHX adsorvida na HA através do progre
Origin 6.0. Concentragéo inicitDGCHX de 0,1%.
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Figura 27 Simulagéo dos espectros de-Vis da CHX adsorvida na HA atraves do progr:

Origin 6.0. Concentragéo inicial: DGCHX de %.




006

0os

004

003 4

ABS

002 4

001+

DGCHA D 4%

Data:Smooted!_HA 1934056
Made |: G avgsamp

ChPZ = 5.3636E-T

R~2 = 0.9987

¥ i] £0

Hia} 199 =0

Wl erzzi +0

Al 004083 +0.00022
re2 230 +0

w2 12 +0

A2 002795 +0.00018
p-x] 261 +0

w3 i 0

Az oos302 20.00016
1l 288 =0

Wi 13 =0

Al on13e3 0.00017

o.on

200

T
220

T
240

T
260

T T T T I ' T T T
280 300 320 340 360

A {nm)

76

Figura 28 Simulagéo dos espectros de-Vis da CHX adsorvida na HA atraves do progr:
Origin 6.0. Concentragéo inici DGCHX de 0,4%.
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Figura 29 Simulacéo dos espectros de-Vis da CHX adsorvida na HA através do progr:
Origin 6.0. Concentracéo inici DGCHX de 0,6%.
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Figura 30. Simulacdo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentracéo inicial: DGCHX de 0,8%.
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Figura 31. Simulacdo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentragéao inicial: DGCHX de 1%.
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Figura 32. Simulagéo dos espectros de UV-Vis da @d30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentragéo inicial: DGCHX de 1,5%.
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Figura 33. Simulacdo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentracgéo inicial: DGCHX de 2%.
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Figura 34. Simulacéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentragéo inicial: DGCHX de 2,5%.
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Figura 35. Simulacdo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentracgéao inicial: DGCHX de 3%.
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Figura 36. Simulacéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa

Figura 37. Simulacéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
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Figura 38. Simulagéo dos espectros de UV-Vis da @H30orvida na HA através do programa
Origin 6.0. Concentragéo inicial: DGCHX de 5%.
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Figura 41. Area da ban®(264 nm) das deconvulagdes do espectro de adstegd@HX err
funcéo da concentracao inicial de CHX utilizadaensaic
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Figura 42. Area da banda(292 nm)das deconvulacdes do espectro de adsorcéo de Ct
funcéo da concentracao inicial de CHX utilizadaensaic
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Figura 43 Area total do espectro de adsorcdo de CHX eméfuda concentracio inicial
CHX.

A curva decalibragcdo mostrada na figura foi utilizada para determinar a quantid:
de CHX ligada a superficie da HA apds os experioerde adsor¢do com diferen
concentragdes de CHX no meio reacic

Os valores da maxima concentracdo de CHX adsomela HA em funcdo d
concentracado inicialed CHX em soludo sdo apresentados na figura @bserv-se que a
curva de adsorcdo é complexa com um valor maximadsercdo de 57,85 pg CHx
3,3)/mg de HA para&oncentracé inicial maiores que 2% (m/\je DGCHX Os resultados
obtidos com as solugdes aquosas a partir de HCIfokn semelhantes aqueles refereas

solucdes de DGCHX (dados r apresentados).
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A isoterma de adsorcdo de C foi investigada através dajuste dos dadc
experimentais com dsingdesLangmuir, Freundlich e Langmuireundlich.O modelo que
melhor reproduziu os dados experimentais foi a @®migAo das equact de Langmuir e
Langmuir-Freundlich: a=a K1.Ce /(1+ Ki.Co) + amKo.(co)' / [ 1+( K.(c)" ] (Figura 4. Para
baixas concentracdede CHX o processo de adsorgocorreu segundo a isoterma
Langmuir com @a= 172 + 4,8 pg/mg e K=1,5+ 1,0 (mg/100 fenquanto o mode
LangmuirfFreundlich predominou em altas concentragfes de, a,= 431 £ 4,0ug/mg e
K= 2,8 + 0,7 (mg/100 pf) + e r= 6,6 + 1,50s dados mostraram que 0 sistema entr:
equilibrio a pait da concentracéo de 1,! de CHX indicand@ adsor¢do em multicadas a
partir da concentracdo 0,586m formagéo de aglomerar e uma monocamada estavel
concentragfes mais baixaSoi observado também que a partir de solucdes % 1é
DGCHX os valores de adsorcdo maxima atingem aasgita

sn_— /’If I

peCHX/meHA

30 /
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E P2 1.5 0
P3 2.81997 +0.7392¢
20 | J P4 £E2320 +145732
:E/ ‘ P5 4311718 +

v =
]
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.
D @
& w
1 || — —

.\
-
S
...
3
—

104 / y = PI*E2%x/(1+P2%x) + P3*x PA*PS/(1+P3*x Pd)
0 -
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0
Concentragio CHX % (m/v)

Figura 44. Valoredga adsor¢cdo de CHX em fungéo da concentrdsoterma de adsorgéo
CHX na HA simulada com uaequagao composta de Langmuir e Lang-Freundlich.

Os experimentos de dessor¢cdo da CHX previameraddig HAforam realizados a

partir deamostras de HA sinterizac a 1100°C eencubadas em solucdo de DGCla 2%
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durante 24 hora®s experimentos revelaram gaproximadamente 25% de CHX adsorv
foi liberada nogprimeiros 15 minutos em contato com agua -Q (Figura 4%). Ao término

do periodo de 30 diaserca de 30%e CHX ainda estava ligada a HA.

TEELLL:
TI3(x5.1)
6 30x4.4)

S26(=0.T}
4T BT 40 S(=1.1

30.1{22.8)

TO 15 min 30 min l1H MH A8H EBDIAS 30 DIAS

Figura 45. Cinética de desr¢cao deCHX a partir de amostra de HA apasubaca com
solugcéo de DGCHX a 2%: valores expressos emrpentual de CHX remanescen

7.2.3 Caracterizacbepor DRX, MEV e FTIR da HA apés a Adsorcao con
CHX

O difratograma do p6 da HACHX obtido por difracde thio-X (angulos de
varreduraf e D - Figura 4% ndo apresentou nhuma diferenca em relacdo ao DRX da
sem CHX. Os picos de DF correspondem aos planos cristalinos da HA de nmedexf
segundo ficha 109-0432 daJCPD¢ (Tabela 5).
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Figura 46. DRXHACHX e controle (canto superior direito) apds émske adsor¢cdo com un
solucdo de DGCHX 2% destacando os principais

Tabela 5. Ficha n° 00432 da HA, seguntJCPDS (Joint Committee on Pow(Diffraction
Standards) destacando os principais planos crnist

09-0432 Wavclength= 1.54180 i
2a It h k 1 24 mt h k 1
Calcium Phosphete Hydroxide 12 1 0 0 4 5 0 1
g 19 1 B 4 2 0
4 110 6 3 3 1
Hydrexylapatite, syn 10 2 0 ¢ 10 2 1 4
e e e ; e 12 021 m o111 12 6 0 2
Kad.: Cural A 1.24U00 Miter: d=sp: Guimer 114.6 M ’1 5 1 0
Cul off: Int.: 1/lcor.: 40 0 0 2 13 3 0 4
P . 2 o B mE i meom s . 14¢ 3 1 0 2 2 2 3
Rei: de Woiff, P., Technisch Physische Dienst. Deiit, The opgen 18 2 1 0O 9 5 1 1
Netherlands, ICDD Grant-in-Aid ;
4 4 2 2
a2 222 an 1 2 4 1 3
Sys.: Hexagonal 5.G.: Pég/m (176) 132929 60 3 0 0O 3 65 1 2
» . ) 134078 25 2 0 2 S 4 31
a 9418 b: c: 6.884 A C: 0.7309 35510 § 3 0 1 i 40 4
o I8 7 Z2 mp: Jéﬂ.dai B2 1 2 . 4 5 2 0
. Ibi 9.862 20 3 1 0 2 2 08
Bt inil 40485 2 2 2 | ] 7 423
42.061 10 3 11 . 3 3 2 4
. " S /ROM- Fan = 42,354 4 3 0 2 X 6 0 2
Dx: 3.155 Dm: 3.080 S5/FOM: Fgg = 54(.0158 , 35) 43.841 8 11 3 j 9 21 5
: Y 44,406 2 4 0 0 . 1 4 3 2
sai: nep: 1.651 e 1.644 Sign: — 2V: 45 343 8 2 0.3 77.249 1 51 3
Ref: Dana's System of Mineralogy, 7th Ed.. II. 879 16.751 30 2 2 2 78.302 8 6 2 2
48.144 16 3 1 2
48.664 6 3 2°0
Color: Green. bluish green. yellow -green. grayish green. violet, 49.510 40 2 1 3
Sample obtained following the procedure indicated by Hodge et al.. 50.536 20 3 2 1
Ind. Eng. Chem. Anal. Ed.. 10 156 (103B). CAS #: 1308-06-5. [/11 51.328 12 410
are peak values from a pattern which shows slight broadening of 52.145 16 4 0 2
prism reflections. Validated by calculated data 24-33. Apatite 53.190 20 0 0 14
group, apatite subgroup. PSC: hP44. To replace 34—10. See ICSD 54.488 14 1 0 4
22058, 22060, 24240, 26204, 26205 and 34457 (PDF 73-293, 73-294, 35.928 10 3 2 2
73-1731, 74-585, 745686 and 76—694). Mwl: 502.32. 57.178 84 31 3
Volume[CD]: 528.80.
!
f="%1 ® 2000 JCPDS-International Centre for Diffraction Data. All righls reserved
PCPDFWIN v. 2.1
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Foram realizadas também anadlises de DRX com rauligig&rotron e angulo rasante
de6 =0,5° e 1,0° e@por raios X em pastilhas de HA estequiométriceaatlas com CHX
(Figura 47 A e B). Foi observada uma diminuicdardensidade e um aumento das larguras
de linhas dos picos da hidroxiapatita na pastilCHX, indicativo de diminuicdo da
cristalinidade da superficie do material, em fungd@resenca de CHX. As figuras 48, 49 e
50 destacam as larguras de linha dos picos reéserds planos cristalinos [100], [002] e
[300] da HA nas amostras antes e ap6s a adsorc@bdidaAs simulacdes das curvas foram
feitas pela fungéo lorentziana (Origin 6.0). Nadeafo observados picos relacionados a
estrutura do cristal de CHX indicando que a adsodgdCHX na superficie da HA ndo ocorre
por precipitagéo da fase cristalina da CHX.



89

-
P

40000 +

30000 =
HAControle

20000 H

oo
[om]

10000 4

Intensidade (unidades arhitranas)
1]

28

[211]

000 H

{300]

4500 4
HACHX

3nonn H

o)
| B T |

Intend dade (unidades arbitmrias)

(2]

1500 <

28

Figura 47 DRX de angulo rasante de pastilhas HA controlee(HACHX (B) ap6s ensaio ¢
adsorcao com umsolugéo de DGCHX 2% destacando os principais .
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Figura 48 DRX de angulo rasante de pastilhas HA controlee(HACHX (B) destacando
plano cristalino [100]. Simulac¢des das curvas paigao lorentziana indicando o aumentc
largura de linhaX) de 0,0985 para 0,2026
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Figura 49 DRX de angulo rasante de pastilhas HA controlee(HACHX (B) destacando
plano cristalino (02]. Largura de linha=0,1276 em A é\=0,221fem B.
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As micrografias MEV de pastilhasa HA controle e HACHX (Figura %) mostraram
os detalhes da superficie do matee ndoindicaram a presenca de cristais de CHX
superficie dapastilhas de H/apo6s a adsor¢ao do antimicrobiano.

Figura 51. MicrografiasMEV) de pastilha de HA 1.100°C controle (Ajle patilha de HA
1.100°C apos adsorcao de C (B) mostrando detalhes da stffide sem a presenca
cristais de CHX.

Os espectros FTIKa HA controle (Figura 52) e HACHX (Figura) mostraram a
presenca de bandas na faixa 568, 592, 950, 1032 e 1090 ¢ngue correspondem ¢
grupamento funcional fosfato (l,)> e bandas 635 e 3568 ¢roorrespondentes a hidrox
(KOUTSOPOULOS, 2002)A presenca de bandas deCHem 1640e 342( cm* sdo
obsevadas de forma mais pronunci no espectro de HACHX. As bandas associadas
grupamentos NH e N=C da CHX (Fig 54) ndo sdobservadas nos espectros de HAC
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Figura 52. FTIR de HA.100°C Controle destacando as principais bandasadierial
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Figura 53. FTIR de HA 100°C apos ensaio de adsor¢do com uma solucao de DGCl
mostrando as bandas do material.
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Figura 54. FTIR dé&iCICHX mostrando as bandas dos principais grupamsett materia

7.3ENSAIOS MICROBIOLOGICOS IN VITRO

Os @saios microbiologicos tivere o objetivo de confirmar a ativida
antimcrobiana da CHX quando associada a tendo em vista que a penci de CHX na
bioceramicando garantiria que suas atiades antimicrobianativessem sido preservau.
Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimamtpacasdeterminacd do MIC, tempo
de acgéo e inibicAo dermacécde biofilme bacteriano em pastilhds HA associadas a CF
(HACHX).
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7.3.1 Inibicao de Crescimento Microbiano pela CHX ssociada a HA
Através da técnica de extrusdo foram obtidas nmefeoas de diametros na faixa de
0,425 a 1,20 mm (Figura 55). Apoés tratadas termécaenforam selecionadas microesferas

com didmetros na faixa de 600 a 700 pm para ososnsecrobiolégicos (Figuras 56 e 57).

. ,llll,lllllllllllllI|I’H|=|||“.‘,,“'_":
0 cm 1 2 :

Figura 55. Microesferas de HA produzidas com didong¢ 0,425 a 1,20 mm.

Seagrm BEEO0O0AQ

Figura 56. Micrografia (MEV) de microesferas de B#lecionadas para os ensaios
microbiolégicos com didametro na faixa de 600 a {60(35x).
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Figura 57. MicrografiaMEV) de microesferas de HA: detalhe (AQ0x) e corte transvers
(B, 200x).

Nos ensaios microbiolégicos com microesferas de HA adsorvidas com CHX foi
observados halos de inffio do crescimento pi: 0os microrganismos testac e amostra
clinica de saliva. As médiatos halos de inibicdo de crescimentm)doram 6,40 + 0,84
8,80 + 2,78 e 6,80 * 1,69 parcE. faecalis C. albicanse saliva, respectivamer (controle
positivo 1,4; 1,8; 2,0 cml&o houveformacgéo de halos deibicdo nas microesferas de t
puras, controle negatiV&igura 5%).
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Figura 58 Teste de atividade antimicrobiade microesferas de HACH&m placas onde
evidencia halos de inibicdo de crescimento E. faecaligA), C. albicang(B) e amostras d
saliva (C).

7.3.2Determinacao da Concentracdo Minimanibitéria (MIC) e do Tempo
de Acdo de HACHX

O MIC definidopela inibicdo cmpleta do crescimento die faecalfoi de 6,25 mg/mL
do material HACHX(Figura 59). A partir desta determinac&oyram utilizados 7 mg/mL dc
materiais em po e na forma de microesferas patests de acdo ao longo do ten Foram
usadas 4nicroesferas por tubo (massa de 10,23mg cada). Os valores de adsoil foram
de aproximadamente 0g/mg e 4 pg CHX por mg de HA para os maais em p6 e na
forma de microesferasgspectivamenteOs resultados demonstraram inibigcdo de crescin
microbiano por até 8 dsa(Figura 6). Apesar de ter ocorrido crescimento bacteriano #rj
do quinto dia, buve diferengas eatisticas entre os grupos HACHXo control até o sexto
dia. Os grupos po e esferas ndo apresentaram difersignificativasentre eles durante es
periodo. A partir do sétimo dsomente houve diferencas estatisteatse grupo HACHX pr
e controle. As particulas de HA puras ndo demarstratividade antimicrobiana (contrc

negativo).
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Figura 59 Determinacdo da conceac¢do minima inibitoria (MIC)le HACHX paraE.
faecalis retangulo vermelho destacando o tubo com o d&datiluigac
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Figura 60 Resultados das médias de inibicdo de crescintE. faecalis Até o sexto di
houve diferenca significativa (p<0,Centre os grupos HACHX e o controle (*). No sétir
oitavo dias somente entre grupo HACHX p6 e contf¥).

7.3.3 Inibicdo deFormacéao de Biofilme Microbianc

Este ensaio foi realizado para se avaliar o efi&t€HX na superficie de pastilhas
HA na aderéncia microbiana. A adsor¢do do antirbiarm foi de CHX/HA 2,2 (0,17 e
CHX/HA 31,1 (#4,1)ug/mg para os grupos HACHXO0.1 (pastilha HA tratada d@@CHX
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0,1%) e HACHX2 (pastilha HA tratada com DGCHX 2%gspectivamente. Os niveis das
espécies bacterianas analisadas com sondas de DhblAeckerboard DNA-DNA
hybridization”) nos grupos testes e controle estaesentados nas figuras 61 e 62. Das 48
sondas utilizadas somente 3 espécies ndo foramctadés no indculo inicial A
actinomycetemcomitans, C. concisud. socranskji A média geral indicou uma reducéo
importante no ndmero de microrganismos para 0 grhHBaCHX2 (0,38 x 16) em
comparacgéo com o inéculo inicial (8,81 x°J10e os grupos HA controle (2,15 x°LG
HACHX0.1 (2,16 x 18). Em relacdo a prevaléncia, ndo foram observadiesedcas
significativas entre os grupos testados, porénesgltados indicaram um aumento do nimero

de cocos do complexo amarelo no grupo HACHX2 eaxBs aos demais grupos.
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As micrografias MEV das pastilhas de HA mostre diferencas maantes entre os
grupos HA Controle, HACHX0.1 e HACHX2 quanto a morfologia e numero
microrganismos aderiddggiguras 6: a 65). No grupo HA Controléoi observada aresenca
de cocos, bacilos e filamen interligados por toda a superficie de HAn grande Umero de
microrganismos coagregadtambém foi observado no grupdACHXO0.1, semelhante &
grupo controle, porém com grande predominanciaa®< Em contrapartic, apenas um
pegueno numero de cogosde ser observa no grupo HACHX2.

Figura 63. MicrografiasMEV) de pastilha HA contro (a: 1000x/ b: 3000x/ c: 5000x/
10000x) destacando em “d” cocos (setas amarelasi)pb (setas vermelhas) e filamento
(setas azuis) em grande quantid
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Figura 64. MicrografiasMEV) de pastilha HACHXO0.1 (a: 1000x/ b: 3000x/ €0®x/ d:
1000k) apresentando principalmente cocos aderidop@rficie (setas amarele
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Figura 65. MicrografiasMEV) de pastilha HACHX2 (a: 1000x/ b: 3000x/ c: B80d:
10000x) onde poucos cocos aderidos podem ser alokerysetas amarel:

7.4 HACHX: CITOTOXIDADE E B IOCOMPATIBILIDADE IN VITRO

Aléem da manutencdo da atividadetimicrobiana da associacdo -CHX, era
fundamental que o materinfio ocasionas danos as células eucaribticas responsaveis
reparo da area afetadbestes de citotoxicidade biocompatibilidadelos biomateria séo
mandatoriospara futuros estud in vivo e por issoforam desenvolvidos para o maal
HACHX.

7.4.1Ensaios de Citotoxcidade da HACHX pela Norma ISO 1099-5.

Os ensaiodoram realizados segundo eorma ISO 10993-5utilizandc-se cultura
celular de fibroblastos a partir de camundongdsalgem Balb/c P1. Com baseno gréfico da
figura 63 foi possivel constatar que ndo houve diferencaifgigtiva entre 0 numero
células viaveis no controle (meio sem extratte) e o nimero de células viaveis nos grt
tratados com extrato (50 e 100%) de HA e HACHX.olmparagéo entre os extratos 50¢

100% de cada material, respectivamente, ndo modiienencas significativa
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Figura 66 Resultado dos ensaios citotoxicidade segundo norma ISO 10-5. HA50 e
HA100 correspondem ao extrato da HA controle (30@% respectivamente) e HACHX5(
HACHX100 ao extrato da HA contendo Ct

7.4.2 Citotoxicidade: Marcadores Biologicos Especifi@

Este método permitiavaliar, na mesma amosti@,capacidade de reducéo do >
(atividade mitocondrial, figura €), a incorporacdo de vermelho neuffiotegridade de
membrana, figura 68) & incorporacao de cristal viol (integridade ddNA, figura €9). Os
testes foram feitos em quuplicata e as médias compare. A maior diferenca foi observau
pelo grum HACHX2 no teste XTT (Figura ), com média de aproximadamente 68%
deteccdo do corante, que esté relacionado a atevideetabdlica (respiracdo celularouve
diferencas estatisticamensignificaivas (p<0,05) entre o grupo HACHX2 e o control
entre ogrupo HACHX2 e grupo HACHXO0.1 no ensaio X Foi observada també
diferencas estatisticamensgnificaivas (p<0,05)entre o grupo HACHX2 e o controle

ensaio vermelho neutro, mas nao foi indicativoit®axicidade
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Figura 67. Médias (xdpjos resultados do ensaio de citotoxicidadte XTT (atividade
mitocondrial). A respiragéo celular indica na@lidademetabdlica das célul
(*) indicam diferencas estatisticas entre os grupos B&C#Control.
(#) indicam diferencaestatisticas entre os grupos HACHX2 e HACH..
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Figura 68. Médias (xdmjos resultados do ensaio de citotoxicidade testaalbo netro
(integridade de membrana). O acumulo do coranteegaSes anidnicas dos lisossomc
indicativo de células viaveist) indica diferenca significativ
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Figura 69. Médias (xdpjos resultados do ensaio de citotoxicidade tegtatvioleta
(integridade do DNA). A ligacdo do corante no DNAdicativa de células viave

7.4.3 Biocompatibilidade: Adeséao Celular em Rstilhas de HACHX

No ensaiode adesaccelular o comportamento de poéteoblastos de fémur
camundongos da linhagem Balb/c3T3 observado por até 48 horas e a contagem ¢
feita em camara de Neuba e micrografias foram analisadaA. figura 7C mostra os
resultados da contagem das células aderidas et e 48 horasA eficiéncia de adesé
celularfoi demonstrada nos resultados para todos os ¢. A adesdao ini@al (4 horas) foi
superior Nnos grupos testes em comparagcdo c controle (pogo da pla de cultura) e
semelhantes entre si (Figuf@ A). No periodo de 24 horas,adesao foi inferior nos grup
testes em comparagdo com o controle e tm semelhante entre si (Figur@ B). Porém, em
ambos os temposdo houve diferenga estatistica € 0s grupos. Apenas no tempo de
horas, os resultadasostraram diferengcas importantes. No grupo test€HMXA o nivel de
adeséo foi semelhante ao controle, aproximadan8¥te enquanto no grupo HA contrc
foi de cerca de 30%. Neste caso ocodiferenga estatistica entos grupos tess (Figura 70
C).
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Figura 70. Médias (+dpjos resultados da contagem das células aderidpaditihas HA

controle e tratadas com DGCHX 2% (HACHX) em 4 (24,(B) e 48 horas (C). (*) indic
diferenca significativa (p<0,05).

N°relativo de células

Nas andlises por ME, foi possivel observar aiferentes morfologias celulares
longo do tempo nas pastilhas controle, e naquelas adssrvtom CHX concentragéo
utilizada no ensaide adsor¢d DGCHX 2%) A eficiéncia de adeséo celular apos 4 h
pode serobservada (Figura ). Com o decorrer do tempas modificacbes morfologici

esperadasado foram observad nas pastilhas HACHX (Figuras 72 e 73).



Figura 71. MicrografiagMEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ ©CO00x) €
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastosubadospor 4 horas. Células aderic
com morfologia esférica semelhantes podem ser véd&s nos dois grupt
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Figura 72. MicrografiagMEV) de pastilha HA controle (A: 100x/ B: 500x/ ©CO00x) €
HACHX (D: 100x/ E: 500x/ F: 1000x): osteoblastosttados por 24 horas. Célul
espraiadas podem ser observadas no controle, dnquapastilha HACHX as célul
permaneceram com morfologia esfél
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Figura 73. MicrografiasMEV) da adesao celular (tempo: 48 horas) em pastit? controle
(A: 100x/ B: 500x/ C: 1000x) e HACHX (D: 100x/ EOBx/ F: 1000x) destacando
diferencas morfologicas dos osteoblastos adergiiag vermelha:
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7.5 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE IN VITRO

A influéncia da associagdo da HA e CHX nos procesobioatividade nos ensaios
em meio biolégico simulado (“SBF - simulated bodwid”) foi observada por MEV,
analisada por DRX de angulo rasante e pela espatcimeetria FTIR.

Nas micrografias MEV, foram observadas diferengasmdterial antes e depois da
incubacdo em “SBF” pelo periodo de até 7 dias. Umwaa fase foi progressivamente
precipitada sobre o substrato. Este precipitadotrow<aracteristicas semelhantes entre o

controle e grupo teste HACHX (Figuras 74 e 75).
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Figura 74 Micrografias (MEV) daspastilhas HA controle (A), em solucéo “SBFdias
(B/C), 4 diagD/E) e 7 dia (F/G). Observae nova fase precipitada sobre o subs

~
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Figura 75 Micrografias (MEV) dapastilhas HACHX controle (A), em solu¢éo “SBF dias
(B/C), 4 diagD/E) e 7 dias (F/G). No-se nova fase precipitada sobre o subs
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No difratograma da pastilha HA controle sem “SBIBl possivel observar pic
estreitos e bem definidos tipicos dos cristais de Nas pastilhas em solu¢do “SBF” z4
dias,a presenca da nova fase menos cristalina foi evigeéa pelo alargamento progress
das bandas, indicando hitvidade do material (Figura ). No difratograma da pastill
HACHX sem “SBF”,a presenca de CHX néo interferiu na cristaliniddaenaerial tendo em
vista a manutencd@o dos principais picos compativ@is o controle. Apds a incubagdo
“SBF”, o difratograma demonstrou uma precipitacdo da fese superior a fase formada
controle (a cristalinidade do substrato ndo podeobservade, sugerindo um aumento
bioatividade da pastilha HACHX (Figura ). Os resultdos demonstraram que a pres de
CHX na HA induziu a formacéo de 1 fosfato de calcio pouco crisitab na superficie d
substrato A espessura da camada apatita no substta contendo CHX foi superior a

formada na pastilheem a CHX
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Figura 76 DRX de angulo rasante dpastilhas HA controle (preto), em solucéo “SB! dias
(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristiole do material analisado ao longc
tempo de incubacéo.
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Figura 77 DRX de angulo rasar daspastilhas HACHX controle (preto), em solugéo “¢
2 dias(vermelho) e 4 dias (azul) demonstrando a cristidohe do materic

Os resultados de FTIR da pastilha HA controle s&BF” apresenram as bandas
nas regies 984, 1032 e 1100 carateristicos da HA. Na pastilha HACHX incubada
“SBF” por 2 dias foi observado o alargamento das bandas démdesa regido 1032 ¢*
indicando a presenca de uma fase menos cristallBa 4 dias de incubacdo, além
alargamento das bandas dos fosf foi observado um deslocamentolalnda para regiao
de 1020 crit,que corresponde ao grupo H;? relacionadaa HA deficiente de célc,

indicando presenca de unwsfato de célcidistinto do substrato (Figura ){8
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Figura 78 FTIR das pastilhas HA controle sem “SBF” (pretdhCHX em “SBF” 2 dias
(vermelh( e. HACHX em “SBF” 4 dias (azul).



118

8 DISCUSSAO

Neste estudo buscou-se investigar diversos aspedtasonados ao desenvolvimento
de um biomaterial novo que associa HA e CHX conetbl) da aplicacédo futura em estudos
in vivo e testes pré-clinicos.

HA foi selecionada para este estudo por ser, dastigioceramicas a base de fosfato
de calcio, a mais avaliada em pesquisas, testadznsaiosn vitro e in vivo, muito indicada
nas situacdes clinicas como substituta Ossea porbeeompativel, osteocondutora,
osteoindutora (RIPAMONTI, 1996) e como carread@abgas (KRAJEWSKet al, 2000).
Possui a capacidade de adsorver proteinas de aeléatimes de crescimento que favorecem
0s eventos celulares caracteristicos da neoformégsen, tornando a sua aplicagdo clinica
uma excelente opcao como substituto ésseo.

A decisdo de se utilizar CHX como agente antimiznob foi devido ao seu largo
espectro de acdo, amplo uso clinico e domésticoulimsas décadas, e baixa resisténcia
microbiana, sendo “gold standard” como enxaguatduical no tratamento de infec¢des orais.
Por ter seu emprego aprovado pelas agéncias d®leodé medicamentos governamentais e
ser de baixo custo, propicia a realizacdo de estgdbsequentes e futuras aplicacbes em
humanos.

Na literatura, muitos estudos foram desenvolvidmemntendimento da associagédo da
HA do esmalte dentério e CHX, em funcdo da ocoreéde manchas nos dentes decorrentes
do uso prolongado de antissépticos bucais contétdd (PRAYITNO & ADDY, 1979),
porém poucas investigacdes foram conduzidas nondelsénento de um biomaterial que
associasse as importantes caracteristicas biofogeddA e CHX para o de tratamentos de
infeccdes relacionadas ao tecido Gsseo.

Desde a década de 1980, sistemas de liberacdmlediatrde antibiéticos vem sendo
propostos para o tratamento de infec¢des 6sseadH(WE 1982), carreados ou ndo por
substratos a base de fosfatos de célcio (IGNJATO¥M al, 2010). Na Odontologia,
principalmente no tratamento de doencas periodgndgpositivos para liberagdo de drogas
nos sitios de lesGes periodontais foram testados resultados controversos. No entanto
parece haver um consenso que o desenvolvimentawies rmateriais com indicacdo para
patologias especificas possam trazer beneficiogriantes para os pacientes (HANES &
PURVIS, 2003).
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Uma metodologia para a associa¢gdo de HA e CHXdsenvolvida pela adigdo direta
do agente antimicrobiano durante a reacdo de |EE@#pP, uma vez que O
LABIOMAT/CBPF possui conhecimento e estrutura pafatese de HA. Porém, nos
parametros de sintese utilizados ndo se obteveHAnastequiométrica carreadora de CHX,
mas sim uma composi¢do de HA e outra fase de éodfatalcio, CaHP£2(H,O) — bruxita,
com baixa cristalinidade em comparacdo com a amastitrole (Figura 10). A formacgéo da
bruxita se mostrou rapida e estavel, pois ndo emm modificagbes importantes desde o
tempo zero até 48 horas (Figura 15).

Na sintese de HA estequiométrica, durante a faseligdo, o pH é mantido entre 10 e
11 com temperatura constante de 90°C. Para a mgaoteas atividades biologicas de CHX,
gue € estavel em pH na faixa de 5 a 8, e que &M niveis de pH extremos (BLOCK,
1991), na fase de adicéo o pH foi mantido em 7 niemgoeratura de 25°C, condigbes menos
favoraveis para formagédo dos cristais de HA (NANCAS, 1992). Cuiet al. (1996)
obtiveram uma composicdo de HA e fosfato de cdlaioatado em condi¢gBes de sintese de
pH 5,3—-7 e temperatura de 20°C. Estudo de Nandd!@®?) mostrou que diferentes fases de
fosfato de célcio podem ser estabilizadas ou dasiézadas pela presenca de cétions e
anions, sendo ou nédo incorporados de forma sigtifee a estrutura cristalina, mas que
poderiam influenciar sensivelmente os processasudiacao e crescimento subsequente do
cristal. Uma vez que a CHX é um antisséptico cat@nas cargas positivas da molécula
podem ter interferido na sintese de HA. Além dissopicos no DRX referentes a CHX néo
correspondem aos picos da amostra HACHX, ndo sposkivel atribuir & CHX a existéncia
destes picos, e sim a outra fase cristalina presenimaterial diferente da HA.

O desenvolvimento da associacdo HA-CHX foi basemds boas propriedades
biologicas da HA. A utilizacdo de um carreador dsfdto de calcio bifasico implica num
material com outras caracteristicas, o que podgeiar resultados desfavoraveis. Esta
metodologia demanda uma extensa linha de avaliagGesao foi o objetivo do atual estudo,
0 que conduziu a outra metodologia simples e repieel discutida na sequéncia.

Uma das primeiras avaliagdes realizadas foi a woafido da estrutura cristalina da
HA nos ensaios de adsor¢cdo com CHX. A manutencéta @strutura indicou a possibilidade
de se avaliar condicbes que influenciaram a incagém de CHX numa HA sintetizada
previamente.

A partir principalmente da década de 1970, muitstudos foram realizados em
funcdo da formagdo de manchas amarronzadas notegieatario como efeito colateral do

uso de enxaguatorios bucais que continham CHX (GIERL974). Em func¢&o disto havia a
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perspectiva de que ocorreria a associacao do &piiiss com a HA sintética, por conseguinte

os estudos iniciais foram desenvolvidos para armétacdo das condicdes favoraveis para a
adsorcao de CHX na HA. O digluconato de CHX foesilinado como fonte do antisséptico

por ter sido amplamente usado em estudos préVérs, @e ter baixo custo e ser de simples
manipulagéo.

Os resultados indicam que ndo eram necessariasicoeadcomplexas para a
associacdo de CHX e HA. A cinética de adsorcdo detrmu a afinidade entre HA e CHX,
pois em 30 minutos a maior parte do processo hawgarrido, o que favorece o
desenvolvimento do material. Na temperatura comdilentre 25° e 37°, os valores de CHX
adsorvida foram semelhantes. Sistemas que neceskiteyos periodos de incubacédo e
temperaturas elevadas tendem a ser dispendiosogas mezes inviabilizam a producdo em
maior escala. Nestes ensaios, o pH permaneceuixsarfautra fazendo com que CHX se
mantivesse estavel, o que favorece a manuten¢c@wate atividades antimicrobianas, e ao
mesmo tempo que apresenta uma condi¢do que ndoareph alteragfes na HA.

Nos sistemas de liberacdo controlada de antibgtifrequentemente a adsorcdo da
droga ocorre de modo satisfatorio, porém a dessoé;d&brupta (PHAMet al,2002),
ocasionando doses sub-terapéuticas, o que podagedgar as condi¢cfes patoldgicas. Os
resultados da dessor¢cdo mostraram uma ligacaceestéve HA e CHX, que foi demonstrada
também nos testes microbioldgicos. Apés 30 diasacde 30% de CHX ainda foi detectada
na HA. Portanto, o sistema HA-CHX apresenta um dadhnteressante para a finalidade do
material que necessariamente precisara ser testadoodelosn vivo para a comprovacao de
sua eficacia.

O modelo da isoterma de Langmuir [(a7 la.cc /(1+ K.¢)] expressa uma adsorgéo
homogénea que ocorre em sitios fixos formando uor@oramada recobrindo a superficie do
substrato (cada sitio pode ser ocupado por umacoial@dsorvida), sem que haja interacdes
entre as moléculas adsorvidas, e que se completadqutodos os sitios sao ocupados
(PRAUS & TURICOVA, 2007), onde a & correspondem a concentracdo de equilibrio do
adsorbato sobre a superficie do adsorvente e aewwacdo de adsorbato em solucéo,
respectivamente. K é a constante de equilibrio, pgresenta a afinidade entre o
adsorbato/adsorvente, sendg a valor maximo adsorvido. Num sistema descritoa pel
isoterma de Freundlich ndo ocorre uma saturacasugarficie do adsorvente, mas sim a
adsorcao pela formacdo de multicamadas, que temeiti@ aumenta indefinidamente com o
aumento da concentragdo em solucdo (SIPS, 19503ot&rma de Langmuir-Freundlich

corresponde a uma associacdo das duas isotérrarcam(K. co)' / [ 1+( K. )" ]. Neste
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modelo, o coeficiente r representa a cooperatiédaa interacdo entre adsorbato e
adsorvente, quando r = 1 corresponde a ndo ocardadnteracdo, r> 1 a cooperatividade €
positiva e 0 <r <1 a cooperatividade negativa.

A melhor simulagéo de dados experimentais foizadh por meio da composi¢édo das
equacgdes de Langmuir e Langmuir-Freundlich, queodeziu melhor os dados experimentais
da curva de adsorcdo de CHX em funcdo da concéptr®ara baixas concentragcdes de CHX
(<0,5%), a adsorcao foi controlada principalmente pm mecanismo de Langmuir, que
descreve as interacdes de superficie absorvente, ase interacdes entre as moléculas
absorventes. Para altas concentracbes de CHX @)0g5adsorcdo seguiu o0 modelo de
Langmuir-Freundlich. Neste caso, as interacdes atgparacdo entre as moléculas CHX
devem ser consideradas, além das interagfes csitiassde superficie HA. O valor de r (r =
6,6) mostrou que a CHX estabeleceu fortes intesagdelécula-molécula: cooperatividade
positiva.

Os dados obtidos indicam a adsorcdo em multicamadas 0 aumento das
concentracdes com formacdo de aglomerados e umacaimmada estavel em concentracdes
mais baixas. Resultados semelhantes foram obtidoseegtudos pioneiros de Rol&t al
(1970) e Emilsoret al (1973). Os valores de adsorcdo de CHX semelhgatasHA tratada
termicamente a 1100°C e néo tratada, onde a diferda area especifica € da ordem 10
vezes, sinalizam também para este sistema de faotEcmulticamadas de CHX.

As andlises UV-Vis do sélido foram utilizadas ndomente para 0s ensaios
guantitativos como para a caracterizacdo da prasge¢CHX nas amostras de HA apds os
ensaios de adsorcdo. A utilizacdo desta metodofogiaplicada com o objetivo de andlises
diretas da presenca de CHX na HA, pois as an&jigastitativas de CHX adsorvida a partir
das solu¢des usadas nos ensaios correspondem damadliretas. Foram atribuidos valores
presentes na HA pela diferenca da medida determinadolucéo apos a adsor¢éo em relagdo
aos valores da solucdo medidos antes do ensaim @ifituldade que a analise de UV-Vis
das solucbes de CHX demonstrou corresponde aodelendvel de absorbancia que a
molécula de CHX apresenta. Foram necessarias @hisiide 1/1.000 para que os valores de
absorbéancia de CHX ficassem na escala do espdaémutro. Diluicdbes desta ordem
aumentam muito o erro das medidas, sendo maisdeira para as medidas qualitativas dos
experimentos de adsor¢édo do que as quantitativas.

Além disso, o estudo dos espectros UV-Vis das 8elsi@ dos sdlidos permitiu um
melhor entendimento do mecanismo de interagdo étAre CHX. O espectro de CHX em

solucéo é caracterizado pela presenca de duasshdefinidas enquanto o cristal de CHX
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apresenta uma terceira banda. Espectros UV-Vis |bantes ao cristal de CHX foram
obtidos nas analises UV-Vis do sélido de CHX asmiria HA para as amostras tratadas com
concentracdes a partir de 0,8%. Nas amostras astan concentracdes abaixo de 0,8%, a
terceira banda nao ficou bem caracterizada. Estégsdsugerem o conceito de formagéo de
aglomerados a medida que aumentam os valores de &istvida na HA sendo, portanto
coerente com isoterma de Langmuir-Freundlich.

Em relagédo aos grupamentos clorobenzeno e guar(chmaponentes importantes da
estrutura da CHX), foi demonstrado que ambos timeaiinidade pela HA, pois apresentaram
espectros UV-Vis antes e depois dos ensaios derg@dssemelhantes, porém com o
deslocamento das principais bandas, sugerindo nteea¢do com a superficie da HA. Estes
resultados indicam que a interagdo CHX-HA pode a&eibuida tanto ao grupamento
clorobenzeno quanto a guanidina presentes na nialéelCHX.

Diferentemente dos resultados obtidos na adic&CHdé durante a sintese de HA, o
material obtido apds os ensaios de adsor¢cdo deraobnatmanutengéo da estrutura cristalina
tipica da HA, o que é um dos objetivos deste estadiesenvolvimento de um biomaterial
gue possua propriedades de regeneracdo 0sseaa® quesmo tempo tenha agéo contra 0s
microrganismos. Ainda que a manutencdo dos prircipiaos tenha sido demonstrada nas
amostras de HA apds os ensaios de adsor¢do com @idKeu um alargamento da largura
de linha na amostra HACHX, caracterizando a presehg agente antimicrobiano no
material. Um dos parametros que pode ter favorezidstabilidade da HA foi a manutencgéo
do pH na faixa préxima do neutro durante os ensaios

Os resultados de FTIR confirmam que a associacaGHde e HA nas condicdes
desenvolvidas ndo resultam numa outra modalidadimsiato de célcio. Por outro lado o
método utilizado nado foi capaz de discriminar agpgmentos quimicos tipicos de CHX tais
como NH e N=C. As técnicas de FTIR por refletarcigor transmitancia analisam o “bulk”
da amostra fazendo com que os grupamentos de HAarrerdestaques na obtengdo do
espectro.

As micrografias MEV das pastilhas HA 1.100°C cdetre HACHX nédo revelam
diferencas morfologicas entre elas. Trabalhos mmésr propuseram que durante a interac@o
de CHX com HA haveria a formacado de fosfato deesfiiina por precipitacdo (cristais da
ordem de 50 um) em pH 5 (MISRA, 1994). Nao sao mbsis novas fases precipitadas ou
estruturas destas dimensfes nas micrografias maticbes estudadas. O fato do pH dos

ensaios deste trabalho ter sido mantido pertopel@ justificar a diferenca dos resultados.
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Os estudos de adsor¢cdo que avaliaram as partieipadd composto organico
aromatico clorobenzeno e do grupamento guanidinaseaciagdo HA-CHX indicam que as
duas espécies quimicas tém afinidade pela HA, cegpkca bons resultados da adsor¢éo de
CHX na HA. Estes dados ndo sdo surpreendentes,vemaue tem sido demonstrada a
ocorréncia de substituicbes estruturais na estrudar HA por metais e ions nos sitios de
célcio como também nos sitios dos fosfatos e daxild (MAVROPOULOSet al,2008). As
ligagbes quimicas entre HA e a guanidina poderianplicar na auséncia de acao
antimicrobiana da CHX associada a HA, pois os sitiatibnicos, que interagem com as
cargas negativas da membrana citoplasmatica do®ngenismos, estariam neutralizados.
Como foi demonstrada nos ensaios microbiolégic@s & antimicrobiana foi observada por
até 8 dias, o que sugere a formacdo de multicandel&HX durante a adsor¢do (segundo
modelo proposto e discutido anteriormente) ao imlesma adsor¢éo sitio a sitio HA-CHX.

Os primeiros ensaios microbiolégicos tiveram o tapede confirmar a atividade
antimicrobiana da CHX quando associada a HA. Napreteendia no momento inicial do
estudo qualquer andlise quantitativa do matenmnas a confirmacao de que a interacdo de
CHX com o fosfato de célcio carreador ndo bloqaesua agdo antimicrobiana. A formacao
de halos de inibigcdo de crescimento em placas tar# amostras de saliva comofaecalis
e C. albicanssinalizam que a CHX associada a HA mantém su&atie antimicrobiana.
N&o foram feitas comparac¢des com os halos formpelos discos de filtro com DGCHX 2%
em funcdo da diferenca de didmetro em relacdo emesferas. Os resultados destes testes
iniciais conduziram as avaliagbes subsequentes, poia ligacdo muito estavel, onde a
liberacdo da medicacdo fosse inexequivel, ou ipbem quimicas especificas com
grupamentos responsaveis pela atividade biolégidanmm tornar inviavel uma aplicacéno
ViVO.

ApOs os resultados positivos dos estudos de adsdessorcdo, os estudos
microbiolégicos quantitativos foram realizados. M&a menor concentracdo que inibe
completamente o crescimento do microrganismo porpeniodo de incubacgdo de 18 a 24
horas, com um in6culo padréo, pela avaliagdo drckez do meio de cultura. E a abordagem
mais comumente usada no ajuste de dosagem de sgefitaicrobianos. Para a definicdo do
MIC, foram utilizados os padrées do NCCLS (1997pieum importante dado de referéncia
para avaliagfes posteriores. A selecadEdéaecalispara os testes de MIC foi definida em
funcdo das caracteristicas do microrganismo. Samsc@naerobios facultativos Gram-
positivos de facil obtencdo e crescimento. Tamb&mmicrorganismos comensais que em

condi¢bes de laboratério ndo sdo patogénicos. Boo tado estdo relacionados a infec¢des
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hospitalares de dificil tratamento e infecgOes sonagérsistentes por serem resistentes a
antibidticos (MUNDY et al, 2005) e ainda por sobreviverem em condicdes radsge
incluindo pH alcalino e altas pressdes osmoéticdes Bao resistentes a sais biliares,
detergentes, metais pesados, etanol e podem cresceixa de 10 a 45°C e persistem numa
temperatura de 60°C por 30 minutos (TENDOLKAR al, 2003). Por estes motivos,
frequentemente séo utilizados para avaliagfes adgicas, inclusive em testes com CHX
(DAMETTO et al, 2005; BASRAN!Iet al, 2003).

Tendo como referéncia o valor de MIC, foram realzatestes do tempo de agéo do
material obtido pela associagdo de HA e CHX. Osilltados demonstraram inibicdo de
crescimento microbiano por até 08 dias e foramesties com 0s ensaios de dessor¢do que
indicaram uma ligagéo estavel entre as moléculantmicrobiano e a HA.

Nestes testes também foram utilizadas microestiera$A como carreadoras de CHX
em funcao de perspectivas futuras de aplicagbeiso, pois estudos anteriores indicaram que
o0 uso de HA nesta geometria poderia favorecer apripdades bioldégicas do material
(GAUTHIER et al, 1999; BARRIASet al, 2005; FERRAZet al, 2007). O valor de CHX
adsorvida nas microesferas correspondeu a 66%aloses presentes na HA em pé, apesar
da area superficial do material em pé ser 3 vezasrndo que a area das microesferas. Este
resultado também indica a formagdo de aglomerado€HX como sendo o modelo da
associagdo HA-CHX. A diferengca de CHX carreada masroesferas pode explicar a
diferenca de atividade antimicrobiana dos grupts.oas dia de testes o grupo microesferas
de HA inibiu o crescimento de. faecalis enquanto o grupo na forma de p6 manteve acao por
8 dias.

Frequentemente as terapéuticas antibidticas sisa@misadas em infecgdes de origem
odontologica sdo mantidas por 7 a 10 dias. Numiadewa literatura, Haffajest al (2003)
observaram que na maioria dos estudos o0 uso dbidicths sistémicos nas terapias
periodontais era indicado por um periodo de 7 aiéd4. Em relagdo aos casos de alveolite
apos extracdo dentaria, os estudos indicam umaltaiecidéncia de 5 a 10% (BLONDEAU
& DANIEL, 2007), que implicam no uso de antibiéticoNa Implantodontia o uso de
antibioticos € controverso. Estudos clinicos redataum efeito positivo para a manutengéo
do implante dentario (DENEt al, 1997), enquanto outras investigacdes ndo mastrar
nenhum efeito significativo (GYNTHERt al, 1998). Ainda que os estudos ndo sejam
conclusivos, os protocolos cirdrgicos frequentemeantiuem o uso pré e pds-operatorio de
antibidticos (KHOURYet al, 2008). Existe ainda dentre os microbiologistansenso da

necessidade urgente do uso racional de antibiéticoBincéo da ocorréncia de resisténcia. O
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uso indiscriminado de tais medicamentos favoreceaparecimento de bactérias multi-
resistentes, o que se tornou um dos maiores degsira as ciéncias biomédicas. O uso local
de agentes antimicrobianos surgiu como uma estaaaéigrnativa que pode impedir o avango
da ocorréncia destes microrganismos.

Os resultados dos testes de tempo de agadtro sinalizam para uma possivel
aplicacdo do material diretamente na area do pimoesdo cirirgico (agdo profilatica) ou ja
infectada (acéo terapéutica) em substituicdo diatitios sistémicos. Esta linha terapéutica
vem sendo seguida por alguns autores que recomendaso do gel de CHX aplicado
diretamente no local do procedimento cirtrgico.résiagaregt al (2006) concluiram que
a aplicagcdo de gel 0,2% de CHX no alvéolo apo6s cdmale terceiros molares impactados
poderia reduzir a incidéncia de alveolite. Aindee ggste procedimento possa apresentar
vantagens, a dificuldade se refere & manutencde dekna area afetada em fungdo da saliva
gue é constantemente secretada na cavidade grehdpio de um material composto de HA
e CHX esta baseado na manutengdo do fosfato de e@ccavidade cirdrgico-patolégica
favorecendo a regeneragdo 6ssea enquanto a agivadgichicrobiana € exercida pela CHX.

Os resultados microbiologicos sdo coerentes conmeresmios de dessor¢cdo que
indicaram uma ligagéo estavel entre as moléculantmicrobiano e a HA.

Outra avaliagdo microbiolégica com o uso de pastilHACHX abordou uma
importante caracteristica dos microrganismos: aléecia natural da organizacdo em
biofilme. A capacidade de microrganismos aderiretac&dos e materiais corresponde a um
importante fator de viruléncia, que é seguido fgelaacdo de biofime. Uma vez que
patégenos estdo organizados em biofilmes a atigidadantibidticos é dificultada (DONLAN
& COSTERTON, 2002). A inibicdo deste primeiro eséda colonizagcdo microbiana é uma
importante estratégia na prevencdo e tratamento infiecgbes. Os resultados do
“checkerboard” e micrografias MEV obtidas mostram radugdo no numero de
microrganismos aderidos nas pastilhas HACHX2 (ape@ogos dispersos foram observados
na microscopia) em comparagédo com os grupos cergrélACHXO0.1, o que pode interferir
no estabelecimento e na viruléncia da microbiotéogémica. As pastilhas HACHX2
apresentaram aproximadamente 14 vezes mais CHXel@sg) pastilhas HACHXO0.1, o que
justifica a menor eficacia do dltimo (resultadosnethante ao controle), uma vez que a
atividade antimicrobiana de CHX é dose dependdA®lG & BRECX, 1986). As imagens
obtidas por MEV séo coerentes com 0s resultaddstackerboard DNA-DNA hybridization

method”.
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As interagfes bacterianas foram descritas paraassds patologias orais, ocorrendo
uma interdependéncia do grupo de colonizadoresaisjaepresentados principalmente por
estreptococos, e finais composto predominantememie bacilos Gram-negativos
(KOLENBRANDER et al, 2006). Este grupo formado por bactérias do ceraplrermelho
possui importantes fatores de viruléncia como alygéo de proteases e sao frequentemente
relacionados a sintomas clinicos mais graves (SOCRY et al, 1998). Em relagcéo a
composi¢cao da microbiota aderida, os resultado&ldeckerboard” n&o indicam diferengas
marcantes entre os grupos de pastilhas. Contudesang;a de CHX parece ter favorecido um
aumento nos niveis de algumas espécies bactedar@smplexo amarelo, con® sanguinis,
tidas como menos patogénicas. Estudos anterioremordgraram diferencas na
susceptibilidade bacteriana a acdo de CHX, commagi&o contra bactérias Gram-negativas
(SMITH et al, 1991; DECKERet al, 2003). Estes resultados sugerem que uma terapia e
que a liberacdo de CHX nos sitios patologico skfaamente controlada, a colonizagdo por
espécies mais patogénicas pode ser dificultad@neld assim quadros clinicos graves.

Foi demonstrado que a CHX associada a HA, tantopéntomo na forma de
microesferas, manteve atividade antimicrobianaradat faecalis indicando que a interacéo
HA-CHX nao bloqueia os sitios ativos do antimicesti. No ensaio de adesdo, néo
ocorreram diferencas entre os grupos de pastilhmsetacdo a esta espécie. E importante
levar em consideracdo que HA na forma de pastitinesanta uma superficie com diferente
topografia, textura e cargas de superficies em acagpo ao po e microesferas o que interfere
no processo de interacdo com 0s microrganismos.désirito que variacdes nas escalas
micro e nanométricas implicam em diferentes conapoentos fisiolégicos de células em
estudos de topografia de biomateiiasitro (ZINGER et al, 2004). Além disso, no estudo de
adesdo foi utilizado um in6culo polimicrobiano dambém pode justificar este resultado.

E fundamental que o material tenha atividade antivhiana e a0 mesmo tempo n&o
cause danos as ceélulas eucarioticas responsaleieparo da area afetada.

Testes de citotoxicidade representam a fase irdogltestes de biocompatibilidade de
materiais e dispositivos com potenciais biomédid@snsistem de métodos confiaveis e
reprodutiveis numa fase precoce dos estudos ptrecde dos processos de morte celular ou
outros graves efeitos negativos sobre as funcOkgams e sdo baseados em normas
previamente estabelecidas (DEKKER al, 1994). Rotineiramente mais de um teste é
necessario para o entendimento da relacdo do alatenn as células. Neste estudo foi

aplicada a norma definida pela 1ISO 10993-5.
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O conceito de biocompatibilidade néo fica restripenas a auséncia de efeito
citotoxico, mas se refere também a efeitos positivem sentido de funcionalidade, ou seja, a
promocdo de processos bioldgicos que respondamadidide prevista da aplicagdo do
biomaterial (KOOTENet al, 1997).

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados texaino referéncia comparativa a
HA estequiométrica pura em funcdo de ja terem delmonstradas suas caracteristicas de
material biocompativel e osteocondutor que naozredeitos citotoxicos.

O efeito do extrato de HACHX na forma de p6 fotiaimente avaliado em relacdo a
fibroblastos. Os resultados sé@o positivos uma ez rgio houve diferengas entre 0s grupos
testes de 50 e 100% do extrato em comparacao @amtle. Estes resultados corroboraram
com os dados dos ensaios de dessor¢cdo onde umpaoligatavel HA-CHX evita uma saida
abrupta de CHX, o que acarretaria concentragdes altas com maior potencial citotdxico. E
importante destacar mais uma vez que um dos madesafios no desenvolvimento de
dispositivos de liberagdo controlada é a saida antapida de drogas. Em estudo de
Sivakumar & Panduranga (2002) ilustrou esta que€)8autores desenvolveram um veiculo
de microesferas de HA/gelatina incorporadas contegeinina. As caracteristicas estruturais e
morfolégicas do carreador se mostraram interessamerém 93,8% do antibiotico foi
liberado em apenas 3 dias.

Além do estudo que avaliou 0 nimero de célulaseiaws testes XTT, vermelho
neutro e cristal violeta tentaram identificar pess sitios nas células afetados pela CHX. O
resultado do teste XTT mostra que, ainda que aslasélpermanecam vidveis, uma
interferéncia da CHX no seu metabolismo pode estarrendo, pois a atividade enzimética
mitocondrial foi de 68% em comparagdo com o coeti(d00%). A respiracdo celular é
responsavel pela obtencdo de energia quimica patarpais sistemas celulares. Um blogueio
desta funcédo leva a morte celular. Os testes comelo neutro e cristal violeta ndo indicam
alteragOes importantes. No caso de vermelho neutncgaumento da deteccéo do corante no
grupo HACHX2 néo significa obrigatoriamente citdtistade uma vez que a diminuigdo do
corante ligado a lisossomos é que indica perdaudadb celular. Uma vantagem desta
metodologia € a possibilidade de se avaliar no raesonjunto de células a fungéo
mitocondrial, a integridade de membrana e as céedido material genético. A interpretagéo
concomitante destes 3 testes indicam baixos néeitoxicidade, estabelecendo condigdes
para estudos subsequentes em modelos animais.

Para os ensaios de adesao foram selecionados tpodlastos obtidos a partir do

fémur de camundongos da linhagem Balb/c3T3 positly demonstrado anteriormente que
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esta linhagem celular possuia potencial osteograca este tipo de teste (SADER al,
2005).

O primeiro estagio para que um material ou dispmsifavoreca a regeneragéo
tecidual corresponde ao favorecimento da ades@tacelo material envolvido no processo.
Além da topografia do material, as propriedademausis de superficie tais como composi¢éo
quimica, carga e hidrofobicidade, sdo responsgades adesao, proliferacdo e diferenciacédo
celular (WILSONet al, 2005). Além disso, as células ndo aderem dirténsobre a
superficie do material, mas através de proteinamal@iz extracelular pré-adsorvidas ao
material numa interacdo molecular com as proteimaasmembrana e proteinas do
citoesqueleto, que por sua vez interagem juntas [aduzir a transducdo de sinais,
promovendo a acao dos fatores de transcricdo ¢arefjua expressao génica. Tais sinais sédo
fundamentais para eventos em cadeia que determisafangdes fisioldgicas das células
(ANSELME, 1999).

Os resultados de contagem celular sdo coerentesasamicrografias MEV obtidas.
N&o houve diferencas estatisticamente significativa contagem celular para os tempos de
incubacgéo de 4 e 24 horas, somente em 48 horas Estultados podem estar relacionados
com a manutencdo da morfologia esférica das cétldaspastilhas tratadas com CHX. As
células nas pastilhas controle se apresentam adpsi de forma caracteristica
(comportamento fisioldgico esperado), ocupandoiqgamatente toda a superficie da pastilha.
Por outro lado, a area ocupada por células es$emcanferior nas pastilhas HACHX
propiciando uma maior oportunidade para a adesao.

Este comportamento das células aderidas pode edtmionado com a natureza
quimica da CHX que é classificada como antissémiatdnico e sua adsor¢do na HA pode
alterar as cargas de superficie das pastilhas maaifo a adsor¢do de proteinas relacionadas
com o espraiamento dos osteoblastos. Mesmo umagdte na estrutura quartenaria das
proteinas pode alterar seus dominios responséasfeisifividade bioldgica.

A morfologia esférica dos osteoblastos, observadamicrografias MEV da adeséo,
pode ter uma correlacdo com os testes de citotiadei. Os resultados indicam baixos niveis
de citotoxicidade nos ensaios: um material toxi@@élulas levaria a uma morte celular nos
primeiros tempos dos ensaios ndo permitindo ades@astilhas. Por outro lado, o teste XTT
(indicativo de atividade metabdlica) foi o que aer@ou a principal diferenga entre o grupo
HACHX e HA controle. Este teste indica uma influ@hde CHX na respiracdo celular,
fundamental para a obtencéo de energia. Outrasnaésbolicas podem por consequéncia ter

suas velocidades de reagdo alteradas, atrasandpraagnento, que ndo foi observado no
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periodo final de 48 horas de incubacdo. Testes o@ior tempo de incubagdo seriam
desejaveis para um maior entendimento destas @sestd

Um material € classificado como bioativo quandcapaz de induzir uma atividade
biolégica especifica, sendo no caso especificoed@neracdo Ossea, capaz de induzir a
formacdo de uma apatita “bone-like” na superfippiciando a integracdo com as células
Osseas (KOKUBQet al, 1990). Apesar de algumas controvérsias (BOHNEEERIAITRE,
2009), os testem vitro com solugéo “SBF” trazem indicativos interessastdze o material
avaliado.

Tanto as micrografias MEV quanto os difratogramas gastilhas HA controle e
HACHX imersas em “SBF”’ demonstram a formacgéo de nma fase menos cristalina sobre
o0 substrato, indicando a bioatividade dos materfaigastilha HACHX mostra a precipitacao
da nova fase mais espessa que aquela fase fornaageastilha controle, sugerindo um
aumento da bioatividade desta pastilha em funcaGHid. Foi demonstrado anteriormente
gue o precipitado de fosfato de célcio dos ensaios “SBF” havia uma tendéncia a ser HA
por esta reacdo ser termodinamicamente favoretlda&LENG, 2005). Assim como nos
ensaios de adesdo, as cargas de CHX podem teed&mma precipitacdo dos ions presentes
na solucdo aumentando, assim, a camada de ajfaies dados sdo interessantes uma vez
gue a CHX poderia funcionar como um inibidor ouagohista para nucleacdo dos cristais de
apatita, o que €é indesejavel para um material adias lesdes 6sseas. Ja foi demonstrado em
testes anteriores que algumas proteinas ligadas godem inibir a nucleagéo dos cristais de
apatita (COMBES & REY, 2002).

Nos sistemas bioldégicos as apatitas se apresentam diversas substituicbes
(carboapatitas, fluorapatitas, zincoapatitas, eotrieas) em relagdo a estrutura quimica da
HA. A analise FTIR indica a formacédo de HA defi¢teeem calcio na pastilha HACHX apés
4 dias de incubacéo. Esta condicdo similar as ¢dadibioldgicas pode favorecer a interacéo
com osteoblastos (VANZILLOTTAt al, 2006).

Neste estudo foi usado o pH 7,4 (pH fisiolégicqptisma sanguineo), no entanto num
sitio patolégico envolvido num processo inflamaiprio pH podera estar reduzido e,
consequentemente, a caracteristica da apatita darpde ser alterada.

Os dados encontrados permitem uma maior previgdnié de futuros testes de
bioatividadein vivo, que devem ser realizados para confirmacéo dafades demonstrados
in vitro, que indicam a formacéo de precipitado mais espssisre 0 substrato de HACHX

em comparagao com HA.
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Os resultados encontrados neste trabalho forardosbém experimentas vitro e as
propriedades apresentadas pela associagdo HA-CHver&te obrigatoriamente ser
comprovadas em estudos vivo, para que em algum momento no futuro, este biotahte

possa ser aplicado no tratamento de patologiasciofeas 0sseas.
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9 CONCLUSOES

Experimentos de adsor¢do demonstram que a CHXedstebuma forte ligacdo com a
superficie da HA: uma fragdo consideravel das nutdécde CHX permaneceu ligada a

superficie da HA por até 7 dias;

Isotermas mostram que para baixas concentracoesHde (<0,5%) a adsorgdo €
controlada principalmente pelo mecanismo Langmiiteacdes de superficie entre
absorvente e adsorvido). Para altas concentragd&SHX (> 0,5%) a adsorcdo segue um
mecanismo Langmuir-Freundlich (interagbes coopasatentre as moléculas de CHX devem

ser consideradas);

A ligacdo CHX-HA n&o bloqueia os sitios ativos ddimicrobiano: o biomaterial

inibiu o crescimento microbiano e modificou biofdrda placa subgengival patogénica;

De forma geral, o biomaterial HACHX apresenta baixiveis de citotoxicidade,
porém foi observada uma interferéncia na difere@cacelular de osteoblastos aderidos a
pastilhas HA tratadas com CHX a 2%;

HA-CHX pode resultar em um sistema de liberagadrotada do antimicrobiano para

o tratamento de infec¢Bes Gsseas odontogénicas.
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Abstract. Chlorhexidine (CHX), a cationic antiseptic, is an antimicrobial agent with many
applications. In this work, the antimicrobial action of CHX associated with hydroxyapatite (HA)
was evaluated for treating oral infections. Based on the determination of MIC (6,25 mg/mL
HACHX), the material showed growth mhibition of E. faecalis for up to 08 days.

Introduction

Over the years, numerous investigations have demonstrated that microorganisms and their
products play a fundamental role in the pathogenesis of dental decay, periodontal diseases and
endodontic problems [1]. Moreover, they are also related to postoperative complications of surgical
procedures in the oral cavity [2] and systemic antibiotics measures are part of protocols of several
dental procedures. Drug delivery systems maximize drug access to specific sites and control drug
release, maintaining the desired drug concentration level for long periods of time without reaching
the toxic level or dropping below the minimum effective level. Hydroxyapatite (HA),
Caio(PO4)s(OH)s, is a bioceramic extensively used as bone graft and more recently as drug carrier
in various medical applications [3] due to its chemical and structural similarity with natural bone
mineral. As a drug delivery system, it has been developed to enhance bone ingrowth and
regeneration in the treatment of bone defects. Because of the poor blood circulation in the osseous
defect sites, drugs such as antibiotics and growth factors should be directly supplied to the affected
regions [4]. Chlorhexidine (CHX) is a cationic antiseptic agent belonging to a group of N5
derivatives of 1:6 bis-biguanidohexane. CHX is imnhibitory to fungi and a great variety of Gram-
positive and Gram-negative oral bacteria populations [5] that binds to negatively charged sites on
the bacteria surface wall via electrostatic forces. This interaction affects the membrane structure
causing loss of the osmotic control and interference in metabolic processes as biosynthesis
(bacteriostatic action) until the solubilization of the membrane which subsequently causes leakage
of intracellular components (bactericidal action) [6]. CHX has also been marketed extensively
through various oral hygiene products as an anti-plaque agent, and as topical slow release vehicle
for the treatment of periodontal disease [7]. The objective of this work was to mvestigate the
association of HA and CHX and evaluate the antimicrobial action of the material, projecting the
development of a drug delivery system in the prophylaxis and treatment of oral infections.
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ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL E MICROBIOLOGICA DA
ASSOCIAGAO DE CLOREXIDINA E HIDROXIAPATITA:
POTENCIAL MATERIAL PARA TERAPIA DE DOENGCA

PERIODONTAL.

Ultrastructural and microbiological analysis of the association of chlorhexidine
and hydroxyapatite: potential material for periodontal disease therapy.

Carlos Alberto Soriano de Souza‘, Renata Martins do Souto”, Ana Paula Vieira
Colombo", Jose Mauro Granjeiro, Alexandre Malta Rossi’, Maria Helena
Miguez Rocha Ledo.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar as avaliagdes ultra-estrutural e
microbiolégica de um biomaterial constituido de microesferas de hidroxiapatita
associadas a clorexidina visando a aplicacdo no tratamento das
periodontopatias. Foram  desenvolvidos estudos sobre associacéo
hidroxiapatita e clorexidina e feitas caracterizagfes fisicas e morfoldgicas.
Ensaios microbiolégicos foram realizados para avaliacdo da capacidade de
microesferas de hidroxiapatita contendo clorexidina de inibir o crescimento de
E. faecalis. Os resultados demonstraram uma ligagdo estavel entre
hidroxiapatita e clorexidina sem prejudicar a estrutura cristalina da
hidroxiapatita apds a adsorgdo de clorexidina. A clorexidina presente na
hidroxiapatita manteve atividade antimicrobiana inibindo o crescimento de E.
faecalis. Os resultados obtidos sinhalizam para a realiza¢édo de testes in vivo e a
aplicacdo do material obtido em estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: clorexidina, hidroxiapatita, doencga periodontal.

ABSTRACT

The aim of this study was the uftrastructural and microbiological evaluations of a
biomatetial composed of hydroxyapatite microspheres associated with
chlorhexidine designing their application in the treatment of periodontal
diseases. Studies wete conducted on hydroxyapatite and chiothexidine
association and made physical and morphological characterizations.
Microbiological tests were conducted fo evaluate the ability of hydroxyapatite
microspheres containing chlorhexidine fo inhibit the proliferation of E. faecalfs.
The results demonstrated a stable bound between hydroxyapatite and
chlorhexidine, with maintenance of the crystalline structure of hydroxyapatite
after adsorption of chlorhexidine. Chiorhexidine present in hydroxyapatite
maintained antimicrobial activity inhibiting the growth of E. faecalis. The results
point out the in vivo testing and application of the material obtained in preclinical
studies.

Keywords: chiorhexidine, hydroxyapatite, periodonial disease.
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ANEXO 1

Protocolo de pedido de depdésito de patente.

< Uso exclusivo do INP| >

h IS ACHIL A FRCPILEOAX TR I
v

13/07/2010 u 35 rrR.l

T

e e o ,..\.W.o Espago para etiqueta

DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADIGAO

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
0 requerente solicita a concessao de um privilégio na nalureza e nas condu;ﬁes abaixo indicadas

1. Depositante (71);'

14 Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

12 Qualificagio; ORGAO PUBLICO FEDERAL

1.3 CNPJ/CPF: 33.663.683/0001-16

14 Enderego Completo: AV. PEDRO CALMON, NO 550 - REITORIA, 29- CIDADE UNIVERSITARIA

1.5 CEP:  21941-901 1.6 Telefone: 21 2598-1748 17 Fax: 21 2598-1838

1.8 E-mail. agenciadeinovacao@pr2.ufij.br "
2k osna Borum [x] continua em folha anexa

2, Natureza: @ Invencdo O Modelo de Utllidade O Certificado de Adigao

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada; INVENGAO

3. Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigao(54):

Biocompasito, usos relacionados, processo para a producdo do mesmo, e método de liberagiio controlada de substancia
antimicrobiana.

[] continua em folha anexa
4. Pedido de Divisdo: do pedido N° Data de Depésito:
5. Prioridade: O interna O unionisla
0 depositante reivindica a(s) seguinte(s):
Pais ou organizacao de origem Numero de depbsito Data do depésito
6. Inventor (72):
[0 Asinale aqui se ofs) mesma(s) requer(em) a ndo divulgagao de seu(s) nome(s)
6.1 Nome; Maria Helena Miguez da Rocha Ledo
6.2  Qualificagao; Professora Universitaria - 6.3 CPF. 026.080.737-00
6.4 Enderego mn'_lpleto: Rua Timéteo da Costa na2033 bi. 3 apto 202, Leblon-Rio de Janeiro
65 CEP: 22450-130 6.6 Telefone: 21 2259-9390 6.7 Fax
.

6.8 E-Mail: mhri@eq.ufr.br <
’ continua em folha anexa

’ "H Formulario 1.01 - Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigao (folha 1/2)



7 Declaragao na forma do item 3.2 do Ato Normativo n°® 127/97:

(| 7.1 Declaro que os dados fornecidos no presente ft io sdo idénticos ao da certiddo de depdsito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo relvindicada.
[ em anexo
8. Declarago de divulgagao anterior ndo prejudicial: (Periodo de Graga):
(art 12 da LPl e item 2 do AN n° 127/97) O em anexo

9, Procurador (74)
91 Nome: A Prdpria .
92  CNPJICPF: 93 API/OAB:
94 Enderego completo:
85 CEP: 96 Telefone: 97 Fax
98 E-Mail:
10. Listagem de sequéncias Biolégi (documentos anexados) (se houver):

[0 Listagem de em arquivo ico: n°de CDs ou DVDs (original e cépia).

[J Codigo de controle alfanumérico na formato de cédigo de barras: fl

[0  Listagem de sequéncias em formato impresso; fis.

[ Declaragao de acordo com o artigo da Resolugéa INPI n° 228/09: fis.
1. Documentos anexados  (assinale e indique também o nimero de folhas):

(Devera ser indicado o n° total de somente uma das vias de cada documento)
X - . & L i
11.1_Guia de Recolhimento e 11.5 Relatério descritivo 1o, fis
o 11.2 P : fis. ® 116 Reivindicagdes 3 fis.
=) 11.3 D de Prioridade fls. 11.7_Desenhos 2 fls.
B 114 Doc. de contrato de trabalho ts | B 1118 Resumo 1 fs
11.9 Outros que ndo aqueles definidos no campo 11 (especificar) CHEL
Ato de nomeagso do reitor + FRoc URA CAo CBFF

12 Total de folhas anexadas (referentes aos campos 10 e 11): o fls.
13, Declaro, sob penas da Lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo pletas e verdadei

g Ao
Lo De Taneigodalotfinle /4" > -
Local e Data 3 Assinatura e W

' ;' H Formuldrio 1.01 - Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigao (folha 2/2)
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ANEXO DE TITULARES Pagina 1

Titulo: Biocompédsito, usos relacionados, processo para a produgdo do
mesmo, e método de liberagdo controlada de substancia antimicrobiana.

Nome: Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas- CBPF

Qualificagdo: Unidade de Pesquisa integrante da estrutura do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia MCT

CNPJICPF:04.044.443/0001-35

Enderego: Rua Dr. Xavier Sigaud, 150 - Urca - Rio de Janeiro - RJ

CEP: 22290-180 Telefone: (21) 2141-7100 Fax:(21) 2141-7400
E-mail: fri@cbpf.br

ANEXO DE INVENTORES Pégina 2

Titulo: Biocompésito, usos relacionados, processo para a produgido do
mesmo, e método de liberagédo controlada de substéncia antimicrobiana.

Nome: Carlos Alberto Soriano de Souza ¥

Qualificagd@o: Cirurgido-dentista

Endereco: Rua Dias Ferreira 541 apto 504, Lebion- Rio de Janeiro
CEP: 22431-050 Telefone: (21) 2294 2906 Fax:
Nac: Brasileiro Dt. Nasc.: 29/03/1968

CPF: 016.763.317-19

E-mail: soriano@cbpf.br

Nome: Alexandre Malta Rossi

Qualificagdo: Pesquisador titular do Centro Brasileiro de Pasqunsas

Fisicas, doutor em fisica

Enderego: Paulo Cesar de Andrade 296!601 Laranjeiras, Rio de Janeiro, RJ
Tel: 21-22051446

Nac.: Brasileira Dt. Nasc.: 10/12/1948

CPF: 26220644700

E-mail: ROSSI@CBPF.BR



