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Resumo

Titulo: Hidroxiapatitas modificadas com prata aplicadas como agentes
antimicrobianos.

Autor: Cleibson Oliveira de Lima

Orientadoras: Prof2 Dr2 Maria Gardénnia da Fonseca

Profa Dr2 Iéda Maria Garcia dos Santos

A hidroxiapatita tem sido objeto de pesquisa em virtude de fase cristalina
ser similar a fase cristalina do tecido ésseo e a parte mineral dos dentes,
além disso possui boa biocompatibilidade, por esse motivo tornou-se um
biomaterial bastante utilizado atualmente. Neste estudo, hidroxiapatitas
modificadas com prata foram obtidas pelo método da co-precipitacao e por
impregnacao, visando a aplicacdo dos diversos solidos como agentes
antimicrobianos. A sintese por co-precipitacao partiu do cloreto de calcio e
fosfato de amonio dibasico, utilizando como tampao hidréxido de sodio e do
nitrato de prata em diferentes concentracdes em quantidades de 0,25, 0,5
e 1% em mol com relagdao ao calcio para obtencdo dos sdlidos dopados em
diferentes percentuais. No método por impregnacao a hidroxiapatita pura
reagiu com solugdoes aquosas de nitrato de prata com as concentracdes de
0,125, 0,25 e 0,5 mmol dm-3, a temperatura ambiente. Os sélidos obtidos
foram caracterizados por difratometria de raios X, espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia Raman e microscopia eletronica de
varredura. Os resultados de difratometria de raios X mostraram a presenca
da prata metdlica nos compostos em 26=x38° além dos picos
correspondente a hidroxiapatita estequiométrica. As hidroxiapatitas
modificadas com prata obtidas por co-precipatacao e impregnacao
mostraram-se ser eficazes na inibicao do crescimento bacteriano quando
testado in vitro através do método adesao bacteriana e contato direto para
bactérias Gram positivas e Gram negativas mostrando seu potencial para o
uso como agente antimicrobiano.

Palavras-chave: hidroxiapatita, prata, agentes antimicrobianos.



Abstract

Title: Hydroxyapatites modified with silver applied as antimicrobial agents
Author: Cleibson Oliveira de Lima
Supervisors: Prof2 Dr2 Maria Gardénnia da Fonseca

Profe Dr2 Iéda Maria Garcia dos Santos

Hydroxyapatite has been the subject of research because of being similar
to the crystal phase of the crystalline phase and the bone mineral part of
the teeth, moreover possesses good biocompatibility, therefore it has
become quite a biomaterial used today. In this study, hydroxyapatites have
been modified with silver obtained by the method of coprecipitation and
impregnation with a view to implementing the various solids such as
antimicrobial agents. The synthesis started by coprecipitation of calcium
chloride and dibasic ammonium phosphate using buffer such as sodium
hydroxide and silver nitrate at different concentrations in amounts of 0.25,
0.5 and 1 mol% with respect to the calcium to obtain the solid doped in
different percentages. In the method for impregnating the pure
hydroxyapatite reacted with aqueous solutions of silver nitrate in
concentrations of 0.125, 0.25 and 0.5 mmol dm -3 at room temperature.
The obtained solids were characterized by X-ray diffraction, infrared
spectroscopy, Raman spectroscopy and scanning electron microscopy. The
results of X-ray diffraction showed the presence of metallic silver in 20x38°
compounds besides the peaks corresponding to the stoichiometric
hydroxyapatite. The modified hydroxyapatites with silver obtained by
impregnation and co-precipitation of proved to be effective in inhibiting
bacterial growth when tested in vitro bacterial adhesion through direct
contact and method for Gram positive and Gram negative bacteria showing
its potential for use as an antimicrobial agent.

Keywords: synthesis, characterization, hidroxyapatites, silver.
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Capitulo
1

Introducao




Lima, C. O.

1. Introducao

Os biomateriais desempenham um papel de grande importancia na
area médica e bioldgica em que uma ampla variedade de materiais é
utilizada, dentre esses destaca-se a hidroxiapatita que tém sido bastantes
utilizada na substituicao de tecidos, 6rgaos ou funcao do corpo (HELMUS;
TWEDEN, 1995). A hidroxiapatita (Ca10(POa4)s(OH)2) € o constituinte mineral
do osso natural representando 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes
(Ando J., 1958). A hidroxiapatita sintética possui propriedades de
biocompatibilidade e bioatividade que a torna substituta do osso humano
em implantes e préteses (Eanes; E.D., 1980), dai o grande interesse em
sua producdo. Outra caracteristica interessante e bastante pesquisada é a
estrutura cristalina da hidroxiapatita (HA), que permite substituicoes por
outros ions o que faz com que tenha uma grande capacidade de adsorver
e/ou absorver moléculas (MAVROPOULOS E. et al., 1999).

Neste aspecto particular a presenca em certos materiais metalicos,
como por exemplo prata, permite que o uso como agentes antimicrobianos.
A atividade antibacteriana de prata tem sido desde ha muito conhecido e
encontrou uma variedade de aplicacdes porque a sua toxicidade para as
células de humanos é consideravelmente mais baixa do que para a bactéria
(R. DASTIERDI et al., 2010).

Este campo tem sido continuamente investigado porque os
microrganismos estdo mais resistentes a antibidticos e assim novos
compostos bioativos com elevada biocompatibilidade e propriedades
antibacterianas vem sendo obtidos (JAISWAL et al., 2010; MARTINEZ-
GUTIERREZ et al., 2010).

Durante décadas, a hidroxiapatita (HA) ¢é utilizada como
bioceramica, no entanto os fosfatos de calcio podem adsorver metais e
diversos estudos mostram que a interacdo entre os cations metalicos e
hidroxiapatita ou fosfato de rocha é um mecanismo complexo que combina

troca ionica, a dissolucdo da superficie, adsorcao superficial e precipitacao.
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Estes fosfatos ao interagirem com metais podem ser utilizados como
agentes antimicrobianos para uso na medicina e na odontologia. Neste
sentido, no trabalho hidroxiapatitas (HA) foram sintetizadas nas formas
pura e dopada com prata (Ag) visando a obtencdo de hidroxiapatitas
modificadas (HA-Ag) com diferentes teores de ion dopante. Os materiais
obtidos foram aplicados como agentes antibacterianos (JAISWAL et al.,
2010).

1.1. Objetivos

1.1.1 Geral

e Sintetizar hidroxiapatitas modificadas com prata pelo método de co-

precipitacao e por impregnagao com solucao de nitrato de prata.

1.1.2 - Especificos

e Sintetizar as hidroxiapatitas pura e modificadas com prata partindo
dos precursores cloreto de calcio e hidrogenofosfato de diamoénio em

diferentes percentagens do dopante 0,25, 0,5 e 1%.

e Utilizar hidroxiapatita para processos de impregnagao com prata a
partir de solugdes do dopante em concentracoes de 0,125, 0,25e 0,5

mmol dm-3.

e Caracterizar os materiais obtidos pelas técnicas de difratometria de
raios X, espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
em Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e microscopia eletrénica de

varredura (MEV).
14



e Avaliar a atividade antimicrobiana dos varios pds obtidos pelos

métodos adesao bacteriana e contato direto.

15



Capitulo
2

Revisao da literatura




Lima, C. O.

2. 1 - Biomateriais e bioceramicas

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia do Instituto Nacional
de Desenvolvimento em Saude em novembro de 1982 nos Estados Unidos.
Pode ser definido como quaisquer substdncias ou combinacdao delas,
sintética ou natural, que possam ser usadas por um periodo de tempo, de
forma completa ou parcial, como parte de um sistema que trate, aumentem
ou substitua qualquer tecido, 6rgdao ou funcao do corpo. Um biomaterial
deve ainda ser seguro, econémico e fisiologicamente aceitavel (HELMUS et
al., 1995). Outro conceito, € que um biomaterial pode ser utilizado em
contato com tecido vivo no sentido de reconstruir ou substituir os tecidos
danificados. Deste ponto de vista, um biomaterial deve possuir
compatibilidade bioquimica e biomecéanica, bem como possuir propriedades
fisicas e mecanicas que se assemelham com aquelas encontradas nos
tecidos a serem substituidos. Por exemplo, um implante que é constituida
de biomaterial com alto médulo elastico tendera em absorver quase toda
carga aplicada e funcionara como protecao éssea da regido restaurada. O
revestimento dsseo formado sofre mudancas bioldgicas que facilita a
reabsorgao do osso e assim possibilita a formagao de uma interface entre o
revestimento e o osso. Contudo, o biomaterial implantado podera se
decompor quando a estrutura 6ssea for comprometida por alguma patologia
que lhe cause enfraquecimento (WANPENG et al., 1996).

Os biomateriais se diferem das outras classes de materiais em virtude
de sua eficiéncia em se manter em ambiente bioldgico, ndo prejudicando o
meio e sem serem avariados no processo (HUANG et al., 2014; WILLIAMS,
2009). Assim devemos associar os biomateriais com as devidas
preocupacoes e cuidados com seu uso para areas de saude, onde o material
deve ter uma interface que nao traga qualquer prejuizo na saude, ou seja,
gue nao produza quaisquer interferéncias, seja ela bioldgica, portanto sao
aguelas que nao produza efeito toxicos ou sistémica quando seu uso é feito

em uma série aplicacOes fisioldgicas (KHAN et al., 2014).

17



Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o tipo material

gue o constitui, conforme é apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais constituintes dos biomateriais.

Materiais Biomateriais

Polietileno, PMMA, poliéster, silicone, celulose,

Polimeros quitosana e quintina.

Aco inoxidavel, Liga de titanio, Liga de Cobalto e

Metais e ligas Cromo.

Alumina, Zirconia, Hidroxiapatita, fosfato tricalcio

Ceramicas e vidros |(TCP) e Vidros bioativos.

Compositos Fibra de carbono e Fosfato de Calcio-Colageno.

Fonte: (HELMUS, M. N. et al., 1995)

Dentre os inUmeros materiais sintetizados grande parte sao utilizados
para reparacgOes dos tecidos 0sseos, Dentre esses materiais estao incluidas
as ceramicas, que podem ser chamadas de bioceramicas, que sao as mais
utilizadas na atualidade. As bioceramicas apresentam-se na forma de pds,
revestimentos ou préteses sdo utilizadas nas bioreparagdes, aumento ou
como enxertos dos tecidos doentes ou danificados, como o0ssos, juntas e
dentes (GROSS, K.A, et al., 2002; HENCH, L.L. et al., 1993). Contudo varias
composicdes de ceramicas tenham sido analisadas e testadas para uso
médico, ainda sao poucas utilizadas clinicamente. Dentre essas, pode-se
citar a alumina e a zircOnia, utilizadas inicialmente na substituicao por
completo das juntas dos quadris e fémur; os fosfatos de calcio utilizados
para o recobrimento de ligas metalicas e que possuem forma de graos ou
pecas pequenas que sdo usadas para reparos 6sseos; os vidros e vitro-
ceramicas bioativos sao utilizados para substituicoes e reparos de ossiculos
do ouvido interno, dentes e vértebras (Hench, L.L. et al., 1993).

Os biomaterias ceramicos podem ser classificadas de acordo com sua
interacao com tecidos vivos, podendo ser:

e Inertes: E aquela em que nado existe interacao quimica entre a

ceramica e o tecido bioldgico (zirconia);
18



e Porosas: Propicia o crescimento de tecido bioldgico dentro da
ceramica (HA e aluminatos);
e Bioativas: Existe a interacdo entre o tecido bioldgico e a
ceramica (hidroxiapatita - HA);
e Reabsorviveis: Sdo aquelas ceramicas que sao degradadas e
absorvidas pelo organismo (fosfato tricalcio - TCP).
Sao essas caracteristicas aliadas com as propriedades mecéanicas, que
tornam as bioceramicas um biomaterial de excelente desempenho no
campo biomédico (SAMAVEDIA et al., 2013).

2.1.1 Fosfatos de calcio

Dentre os fosfatos, o grupo dos fosfatos de calcio sdo bastantes
conhecidos e utilizados, devido a importancia bioldgica desses materiais. O
que torna os fosfatos de calcio uma bioceramica especial e que apresentam
a auséncia de toxicidade local e sistémica, além da auséncia de respostas a
corpo estranho ou inflamacgoes, e aparente habilidade em se ligar ao tecido
hospedeiro (HORNEZ et al., 2007).

Dentre as principais aplicacbes dos fosfatos de calcio estdo
relacionados aos setores médicos e odontolégicos como no reparo de
defeitos 0sseos em aplicacoes odontoldgicas e ortopédicas, aumento de
rebordo alveolar, coadjuvante na colocacdao de implantes metalicos,
regeneracdao guiada de tecidos 6sseos, reconstrucao buco-maxilo-facial,
equipamentos percutaneos, reparo e substituicdo de paredes orbitais,
substituicdo do globo-ocular e revestimento de implantes metalicos
(ELLIOTT, 1994). Outra utilizacdo dos fosfatos de calcio esta relacionada ao
fornecimento de suprimento de fosfatos que sao amplamente usados na
producdo de fertilizantes (ATKINS, 2001), colunas cromatograficas,
industria de alimentos e na industria farmacéutica, em cremes dentais, etc
(LEE, 1996).
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Entre os fosfatos de calcio de maior relevancia bioldgica estdo
principalmente os amorfos, hidroxiapatita e demais apatitas, como a
monetita, brushita, fosfato octacalcio, fosfato tricalcio e pirofosfato de
calcio. Dentre as fases minerais contidas em calcificagdes normais, ou seja,
nao doentias, as apatitas sdao frequentemente citadas (FERNANDES et al.,
2011; WILLIAMS, 2009).

Dentre algumas das propriedades de aplicacdo destes materiais, esta
incluida a sua influéncia sobre os tecidos bioldgicos e particularmente a
sua acao nha biodegradacao e interacao sao determinadas por sua
constituicdo quimica, pela morfologia e topologia da superficie (MOUTHUY
et al., 2013; BOUTINGUIZA et al., 2012).

Na Tabela 2 podemos observar alguns dos tipos de fosfatos de calcio
onde temos a classificagao baseada na razao molar Ca/P. Todos os fosfatos
possuem diferentes metodologias de sinteses, as metodologias realizadas
para os fosfatos hidratados baseiam-se na sintese a temperatura ambiente
enquanto os anidros baseiam-se a temperaturas nao muito elevadas
(JINAWATH e SUJARIDWORAKUN, 2002).

Tabela 2 - Classificacao dos fosfatos de calcio segundo a razao Ca/P.

Fosfato de calcio Formula quimica |[Ca/P
Hidroxiapatita (HA) Cai0(PO4)s(OH)2 | 1,67
Fosfato de tricalcio (TeCP) Cas0(P04)2 2,0
Fosfato de cédlcio amorfo (ACP) Caz(PO4)2 nH20 1,5
Fosfato de tricélcio (a, a', B, y) (TCP) Caz(P04)2 1,5
Fosfato octacalcico (OCP) CagH2(P0O4)s 5H,0 | 1,33
Mono-hidrogeno fosfato de calcio di-
hidratado (DCPD) CaHPO4 2H20 1,0
Mono-hidrogeno fosfato de calcio (DCP) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de célcio (CPP) CazP207 1,0
Pirofosfato de calcio di-hidratado (CPPD) CazP207 2H20 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Caz(PsO16)2 0,7
Di-hodrogeno fosfato tetracalcico (TDHP) CagH2Ps020 0, 67
Fosfato monocalcico mono-hidratado
(MCPM) Ca(H2P04)2 H20 0,5
Metafosfato de calcio (a, B, y) (CMP) Ca(P0O3)2 0,5

Fonte: GUASTALDI A.C et al. 2010.
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Na Tabela 3 podemos relacionar diversos fosfatos de calcio e suas

ocorréncias em sistemas bioldgicos.

Tabela 3 - Ocorréncias de fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos

Fosfato de Calcio Ocorréncia
Esmalte, dentina, osso, calculo
Hidroxiapatita (HA) dentario e urinario.
Fosfato de cédlcio amorfo (ACP) |Calculo dentario e urinario.
Fosfato octacalcico (OCP) Calculo dentario e urinario.
Mono-hidrogénio fosfato de
calcio di-hidratado (DCPD) Calculo dentario, ossos decompostos.

Calculo dentario e urinario, pedras
salivares, caries dentarias. Calcificacdo

Fosfato tricalcico (TCP) de tecido mole.
Pirofosfato de calcio di-
hidratado (CPPD) Depdsitos de pseudo-gotas em fluidos.

Fonte: GUASTALDI A.C et al. 2010.

Dentre os inumeros fosfatos, iremos apontar a hidroxiapatita que foi

alvo de estudo nesta pesquisa.

2.1.1.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) ou monohidroxiortofosfato de pentacalcio
apresenta formula estequiométrica Caio(PO4)s(OH)> € um composto
bastante escasso e esta presente na constituicdo das rochas igneas e
metamorficas e em solos calcareos. A fluorapatita FAp e a cloroapatita CIAp,
isomorfos da hidroxiapatita sao bastantes numerosas (ELLIOTT, 1994).

A hidroxiapatita possui similaridade com fase mineral encontradas nos
0ssos e dentes isso se deve a forma estrutural e composicdo quimica deste
material, desde entdao a hidroxiapatita tem sido alvo de estudos, além
possuir inUmeras utilidades, e uma dessas é aplicacao deste material como
enxertos de tecidos oOsseos (CAMPBELL, 2003). A aplicacdo da

hidroxiapatitas como biomateriais deve-se a auséncia de toxicidade local e
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sistémica do material aliada a falta de respostas inflamatdrias e possuir
excelente compatibilidade para ligar-se ao tecido dsseo hospedeiro
(KAWACHI et al., 2000).

E um material conhecido e com uma excelente biocompatibilidade,
devido sua estutura cristalina possuir semelhancas com fase da estrutura
cristalina dos ossos (IVANOVA et al., 2014; CHAI et al., 2012).

Por possuir um alto valor de reatividade, a nano estrutural, a
bioadesdo e cinética de dissolucao favoravel sdo reportadas fazendo com
que esse material torne-se vantajoso para 0 uso em organismos humanos
(ZHOU e LEE, 2011). Estas propriedades permitem garantias nas
caracteristicas osteocondutoras, cuja a definicdo é dita como sendo a
formacao Ossea sobre estrutura superficial do biomaterial influenciada por
meio de um processo bioativo, além dessas outras caracteristicas
intrinsecas aos biomateriais ja citadas (ABDAL-HAY et al., 2014; BOSE e
TARAFDER, 2012).

A biocompatibilidade das hidroxiapatitas esta acrescida com sua
eficacia de adsorcdo que possibilita a incorporacdes de moléculas bioativas
em sua estrutura cristalina. Portanto, destacando-se com um excelente
veiculo para a distribuicdo de agentes terapéuticos (KLEINER et al., 2014;
GINEBRA et al., 2012).

2.1.1.2 Estruturas da hidroxiapatita

A designacdo apatita é aplicado ao grande grupo de materiais que
apresentam férmula geral M10(Z04)sX2 (ELLIOT, 1973; HEIMANN, 2013),
onde o metal M pode ser Ca, Pb, Cd, Ir, La, Ce, K, Na, e Z inclui os elementos
P,V,As, Cr, S, C,Al,Se X éum anion como OH-, Cl-, F e CO3% e até H;O0.
A nomenclatura especifica de cada uma das apatitas depende quais
elementos ou radicais estdo presentes M, Z e X. De acordo com essa
definicdo, a hidroxiapatita possui a estrutura molecular das apatitas, onde

temos o M representado pelo cation Ca 2*, Z representa o P>* e X é o OH-,
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dando origem a hidroxiapatita estequiométrica com relacdo atébmica Ca/P
de 1,67 (ELLIOT, 1999; BOANINIA et al., 2010).

A estrutura da hidroxiapatita normalmente possui conformacao
hexagonal, com os seguintes parametros de rede a = b = 0,9432 nm, ¢c =
0,6881 nm e Z = 1, estes que pertencem ao grupo espacial P63/m, onde P
indica o sistema hexagonal primitivo. A estrutura da hidroxiapatita pode ser
interpretada como um conjunto de fosfatos atravessado por canais
paralelos preenchidos por ions OH-, paralelo ao eixo ¢ (HEIMANN, 2013;
MAVROPQULUS, 2002). Na estrutura existem dois locais de cations nao
equivalentes na célula unitaria, classificados como sitios Ca (I) e Ca (II),
onde estao presentes e distribuidos os dez atomos de calcio, sendo quatro
calcios localizados no sitios no sitio I, onde os mesmo estdo alinhados em
colunas e os outros seis calcios estdo presentes no sitio II, eles estao
distribuidos e organizados em triangulos equilateros em planos
perpendiculares ao eixo ¢, um no plano % e outro em 34 de forma que a
sua projecdo no plano ab, forme um hexagono (HEIMANN, 2013;
MAVROPOULUS, 2002). Nestes dois sitios existentes na estrutura cristalina
ocasiona implicacbes importantes nas hidroxiapatita que contém cations
impuros, devido a essa impureza podem ocorrer o comprometimento das
propriedades estruturais dependendo do sitio ocupado pelo cation da
impureza (HEIMANN, 2013).

Os ions de calcio presente no sitio (I) sdao coordenados por seis
atomos de oxigénio dos tetraedros do grupo fosfato e com outros trés
oxigénios a uma distancia média de 0,225 nm, e estao dispostos em colunas
paralelas aos canais de hidroxilas. Enquanto que os ions de Ca (II) sao
rodeados por sete atomos de oxigénios relativamente distanciados,

conforme mostrado na figura 1.

23



Figura 1 - Visao da estrutura de HA ao longo do eixo c. Linhas pretas
conectam Ca (I) em redes hexagonais. Triangulos escalonados de dtomos
de Ca (II) encontram-se no mesmo plano, mas a uma altura diferente em
relacao ao eixo ¢ (BOANINIA et al., 2010).

E importante notar que os fons PO43- encontram-se entre os sitios de
Ca (I) e Ca (II). Os quatro atomos de oxigénio que fazem parte dos grupos
fosfatos, dois estdo localizados nos planos perpendiculares a direcao c e os
outros dois sao paralelos a esta direcao (BOANINIA et a/, 2010).

Devemos destacar que a distribuicdo dos atomos de Ca (II) parece
formar um hexagono, mas na realidade existem dois triangulos equilateros
sobrepostos e no centro deles se encontra os ions OH-, onde na estrutura
hexagonal ocupa 50% das posicOes possiveis estaticamente (BOANINIA et
al., 2010; ELLIOTT,1994). Na Figura 2 podemos visualizar e distribuicao dos

atomos com mais clareza.
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Figura 2 - Estrutura da hidroxiapatita ao longo do eixo c. Adaptado de
(ELLIOTT, 1994).

@o

© Ca

Os atomos de Calcios do sitio I sdao alinhados em colunas e qualquer
interacdao na rede do metal-oxigénio ira afetar toda a estrutura (BOANINIA
et al., 2010). Na estrutura da célula unitaria existem dois canais de calcio,
um ocupado por Ca (I) em z = 0 e em z = > do parametro cristalino e em
z = Ya e z = % encontram-se os ions de calcio do sitio (II) (ELLIOTT, 1994).

A rede cristalina da hidroxiapatita permite as substituicdes dos ions
Ca?*, PO43 e OH- por outros grupos. As substituicdoes isomodrficas pode
acarretar a mudancas nos parametros de rede, a morfologia do cristal, a
cristalinidade, a solubilidade, propriedades espectrais de absorcao no
infravermelho e estabilidade térmica da hidroxiapatita. As trocas cationicas
podem ocorrer com ions bivalentes como Pb2*, Cd2*, Cu?*, Zn2*, Sr2*, Co?*
ou Fe?* e também pode ocorrer com outros ions como Y3+ e K*. As trocas
anidnicas podem ocorrer nas posicoes de fosfato ou hidroxila e as
substituicoes mais importantes ocorrem nas trocas com os ions Cl, F e
CO3? substituem o OH- e quando CO32", AsO43- e VO43" substituem o PO43
(BOANINIA et al., 2010).

Fluoroapatita e clorapatita sao os exemplos mais comuns da

hidroxiapatita que sofre substituicdo anionicamente. As estruturas
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cristalinas possuem semelhancas a estrutura cristalina da hidroxiapatita. A
fluoropatita, possui uma estrutura mais estavel e € um composto menos
soluvel que a hidroxiapatita, além disso possui a presenca do flior em
estrutura que auxilia na prevencdo de caries e tratamento da osteoporose,
por essas qualidades a fluoropatita tem sido objeto de estudo na area
bioldgica (LALA et al., 2013).

A literatura aborda que existem dois tipos de substituicoes de
carbonatos a primeira substituicdo e do CO3?" por OH- (tipo A) e CO3 % por
PO4 3- (tipo B), nos dois casos as substituicdes podem influenciar nos
parametros de rede do material. As carboapatitas sdo estudadas como
promissoras para aplicacdes em enxertos e suportes ésseos (LALA et al.,
2013).

A hidroxiapatita ainda podera apresentar-se na forma monoclinica
quando houve um deslocamento dos grupos hidroxilas acarretando na
deformacao da rede cristalina, passando a ter um grupo espacial P2i/b, e
parametros de rede a = 0,9421 nm, b = 2a e c= 0,6881 nm (ELLIOT, 1994).
Portanto sé a fase hexagonal possuira importancia, isso devido que a forma
monoclinica ndo possui estabilidade (BOANINIA et al., 2010).

2.1.2 Métodos de sintese da hidroxiapatita

A hidroxiapatita possui as caracteristicas criticas além disso possui
outras propriedades tais como: morfologia, area superficial, volume e
diametro de poros, propriedades mecanicas, estabilidade térmica e
permeabilidade da superficie estao relacionadas fundamentalmente com o
tipo de método de sintese (AMER et al, 2013; SADAT-SHOJAI et al., 2013).
Na literatura existe uma vasta variedade de metodologia para a sintese de
obtencao da hidroxiapatita densa e porosa, contudo em diferentes em
termos das condicbes especifica, sdo feitos incremento afim do

aprimoramento das propriedades dos biomateriais (AHMED et al., 2014).
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Dentre as principais metodologias de preparacao da hidroxiapatita
podemos citar cinco grupos: métodos por via Umida, métodos secos,
processos a altas temperaturas, método a partir de fontes biogénicas e
métodos combinados. Dentre essas daremos prioridade na metodologia por
via Umida.

Na metodologia por via Umida estdo incluidas as sinteses
hidrotermais, hidrdlise, sol-gel, emulsdo, sonoquimico e co-precipitacao.

A metodologia de co-precipitacdo é que possui os resultados mais
satisfatdrio para sintese de nanoparticulas de hidroxiapatita, devido ao po
obtido possuir caracteristicas equivalente ao tecido 6sseo e dentario
(AMINZARE et al., 2013), o que difere da sintese da hidroxiapatita
realizadas as altas temperaturas. Na sintese de co-precipitacao é necessario
obedecer os principais parametros para a realizagdao do experimento tais
como: pH alcalino, agitagdo continua, adicdo lenta dos precursores
mantendo a razdao molar Ca/P e tempo de maturacao. As vantagens dessa
metodologia é que podemos variar a temperatura da sintese podendo ser
uma sintese a temperatura ambiente ou proxima a temperatura de ebulicao
da agua (DONGDONG et al., 2013; AMER et al., 2013). Na sintese a
temperatura ambiente teremos um material menos cristalino quando
comparada com uma sintese realiza com uma temperatura proxima da
ebulicdo da agua. Dependendo da aplicacdo do material isso pode ser uma
vantagem ou desvantagem. Algumas das desvantagens da utilizacdao desse
método é o tempo longo de sintese, que inclui a maturacdo e a adicao dos
precursores, dificultando o rendimento da sintese da hidroxiapatita
(DONGDONG et al., 2013). As seguintes equacoes simplificadas mostram
algumas das reagdes quimicas conhecidas adotadas para a sintese de HA

via método de co-precipitacao.

10CaClzaq) + 6(NH4)2HPO4aq) + 8NH4OH@ag) — Caio(POa4)s(OH)2sy +
20NH4Claq) + H20¢)
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10Ca(NO3)2(aq) + 6(NH4)2HPO4aq) + 20NaOHaq) — Cai10(PO4)e(OH)2(s) +
20NaNO3(aq) + 12NHz@q) + 18H20()

A metodologia hidrotermal tem despertado interesses dos
pesquisados devido a obtencdo da hidroxiapatita estequiométrica e com
cristalinidade, esse tipo de método é realizada em altas temperatura,
contudo o controle da morfologia e o custo alto da sintese tornando
desfavoraveis seu processo. (LIN et al., 2011).

No procedimento de hidrolise fundamentar-se na
transformacdo/hidrélise de algumas fases como DCPD e DCPA em HA. Esse
tipo de transformacdo ndo tem sido chamariz para a sintese da
hidroxiapatita, possivelmente devido a hidrdlise lenta dos fosfatos de calcio
(GUO et al., 2013).

O método baseado em sol-gel tem oferecido uma boa homogeneidade
ao produto, que habitualmente é realizada em baixa temperatura e o
material obtido apresenta uma estrutura com alta area superficial e
tamanho que varia de 50 nm a 1 pc, porém podem apresentar o
aparecimento de fases secundarias, frequentemente apresenta a fase de
oxido de calcio, o que prejudica a biocompatibilidade da hidroxiapatita
(KAYGILI et al., 2014).

No método de emulsdao é baseado na dispersdao de dois liquidos
imisciveis tais como agua e 6leo na juntamente com a presenga de agentes
tensoativos, apresentando dependéncia do surfactante para a obtengao de
particulas pequenas e com morfologia controlada (FUJII et al., 2006).

A metodologia mais atual é o sonoquimico, baseado nas reacodes
guimicas que sdo ativadas por irradiacdo de ultrassom, sendo um
procedimento mais rapido, permitindo a obtencao de nanoparticulas (GOPI
et al, 2012; MEHRALIA et al, 2014).
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2.1.3 Fosfatos de calcio como trocadores ionicos

Segundo Legeros et al. 1984, cations com raios i6nicos maiores que
o do calcio podem ser incluidos na estrutura da apatita com mais facilidade
do que aqueles com raios idnicos menores. Como resultado teremos uma
expansado dos parametros de rede a e ¢, e com aumento do volume da célula
unitaria. Ja a substituicdo do cation calcio por um cation menor, como
exemplo podemos citar o cobre (raio idnico igual a 0,68 A), teremos como
resultado dessa troca uma contracdo dos parametros a e ¢, € como
consequéncia a diminuicdo do volume da célula unitaria (Vc).

Dois mecanismos gerais foram propostos (MA et al., 1993). Para
fundamentar a capacidade de alguns fosfatos de calcio, principalmente
agqueles que possuem altas areas superficiais, atuarem como trocadores de
ions metalicos:

(1) adsorgao de ions na superficie do material, seguida por sua difusao no
sdlido, e a liberacao de cations originais;

(2) dissolugao do material numa solugao aquosa contendo os ions doadores,
seguindo-se de precipitacao ou co-precipitacao.

Lower et al. 1998 Propuseram os mecanismos de dissolucao e
precipitacdo para a imobilizacdo de Pb?* aquoso em hidroxiapatita através
das seguintes reagoes:

(1) Processo de dissolugao:

Ca10(P04)6(OH)2(s) + 14H%(aq) 2 10Ca?%*(aq) + 6H2PO47(aq) + 2H20

(2) Processo de precipitagao:

10 Pb?*(aq) + 6H2PO47(aq) + 2H20 = Pb1o(PO4)6(OH)2(soLipo)y+ 14H (aq)
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Ribeiro et al. 2005, Sugeriram o processo de difusao do sélido, e a
liberacdo de ions Ca?* para solucdo incubadora, na adsorcao de ions Ti** na
hidroxiapatita. Neste caso, a substituicdo de Ca2* por Ti** na rede cristalina

da hidroxiapatita aconteceria através da seguinte reacdo:

Ca10(P0O4)s(OH)z2(s) + (n/2)Ti** > (Caio-nTi(n/2))(PO4)s(OH)2 + nCa?* + (n/2)0

Onde: O representa uma vacancia.

Além do cdation Ca?*, o anion fosfato da mesma forma pode ser
substituido na rede cristalina da hidroxiapatita. Ribeiro et al. 2005,
confeccionaram uma hidroxiapatita substituida com silicone por intermédio
do método simples de precipitacdo aquosa. Estes estudos baseavam-se no
fato de que a troca de um grupo fosfato (PO43") por um grupo silicato (SiO4*
) em uma estrutura cristalina seria possivel, certamente porque existiria um
equilibrio de carga elétrica por considerar o grupo de silicato ser mais
negativo do que o grupo fosfato. Equitativamente, um mecanismo que
representaria essa substituicao do fosfato por titanato, com um conveniente

mecanismo para o equilibrio de carga, é representado pela equacdo:
Ca10(P04)6(0OH)2(s)+XTi04%aq)=>Ca10(P04)6-x(TiO4)x(OH)2 (aq)+XP0O43 (aq)+ OH"(aq)

A rede cristalina da hidroxiapatita permite as substituicdes cationicas
e anidnicas isomorfas com grande simplicidade (AFSHAR et al., 2003). O
cation Ca2* pode ser trocado por metais tais como o chumbo (Pb2+), cadmio
(Cd?%), cobre (Cu?*), zinco (Zn2%), estroncio (Sr2*), cobalto (Co2*), ferro
(Fe?*), manganés (Mn?*), prata (Ag*). Os grupos fosfatos e hidroxilas,
negativos, podem ser trocados por carbonatos (COs32°), silicatos (SiO4%°),
fldor (F°), cloro (CI-), etc. (MAVROPOULQS, 1999). Dentre as propriedades
dos fosfatos de célcio que sao abalados através de substituintes sdo:
parametros de rede (dimensdes dos eixos a e c), tamanhos e forma do

cristal, tensao cristalina, cristalinidade, propriedades espectrais de absorgao
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no infravermelho e estabilidade térmica (AOKI, 1999). Quando as trocas
estdao presentes ao mesmo tempo, elas podem ter aditivos, sinergia ou
efeitos opostos as propriedades cristalinas das apatitas (MAVROPOULQOS et
al., 2005).

O crescimento da hidroxiapatita no meio ambiente acontece na
presenca de diversos ions diferentes dos ions célcio e fosfato (APARECIDA
et al., 2005). Assim como nos minerais, a hidroxiapatita dos ossos é
multiplamente substituida por diversos ions metalicos assim como vistos
nas apatitas minerais. Os niveis de substituicao pode variar com idade e
com a regido do osso, e os niveis de substituicdes podem aparecer em
diferentes concentragdes As substituicoes mais grosseiras ficam por conta
do CO3?% (5,0%), Na* (0,9%) e Mg?* (0,5%-0,7%). Também podemos
encontrar outros substituintes, tais como SiO42-, Sr2*, Mn2*, Zn2* e Fe3*,
sao observados em menores proporgoes (AOKI, 1994).

Os efeitos produzidos pela substituicdo do Ca?* por diversos outros
metais tem estimulado grande interesse em virtude das mudancas que eles
podem provocar nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da
hidroxiapatita. Diversos estudos acerca da biofuncionalidade de cada um
desses metais quando individualmente incorporados a fosfatos de calcio sao
realizados atualmente (AOKI, 1999).

2.1.7 Prata como agente antimicrobiano

Desde os tempos antigos entre os varios agentes antimicrobianos, a
prata tem sido estudada e usada para combater infeccoes e evitar a
deterioracdo (RAI et al., 2009). Atualmente, muitas pesquisas tém
focalizado nas propriedades antibacterianas e multifuncionais de nano-
particulas de prata (NERSISYAN et al., 2003; JEONG et al., 2005; RAI et
al., 2009). Véarios métodos tém sido utilizados para producao de nano-prata
entre eles a reducao foto catalitica (CHANG et al., 2006), processo de

reducdo quimica (Yu, 2007), sono-quimica, matriz quimica (AYYAD et al.,
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2010), foto-reducao (COURROL et al., 2007), métodos baseados em micela
reversa (XIE et al., 2006) e até mesmo sintese bioldgica (SATHISHKUMAR
et al., 2009; KALISHWARALAL et al., 2010; ZEIRI et al., 2002; SHAHVERDI
et al., 2007; DURAN et al., 2007). A prata é um dos mais seguros agentes
antimicrobianos, em comparacdo com alguns agentes organicos
antimicrobianos (DASTIJERDI et al., 2010) que foram evitados devido aos
seus efeitos nocivos sobre o corpo humano (MUCHA et al., 2002). A prata
foi descrita como sendo “oligo-dinamico" devido a sua capacidade de
exercer um efeito bactericida sobre os produtos que a contém,
principalmente devido a suas atividades antimicrobianas e baixa toxicidade
para as células humanas (DASTJERDI et al., 2009).

A sua propriedade terapéutica foi provada contra uma ampla gama
de microrganismos (LOK, 2006; JEONG et al., 2006), com mais de 650
organismos causadores de doengas no corpo, mesmo em baixas
concentragdes (JEONG et al., 2005). A capacidade de prata para evitar a
formacao de biofilme também foi comprovada (STOBIE et al., 2008).
Semelhante mecanismo foi verificado para ions de prata e com suas nano
particulas (LOK, 2006). Nano particulas prata sdo um desinfectante nao-
toxico e ndo-tolerante (WEN et al., 2007; PAKNIKAR et al., JIA et al., 2008).
O uso de nano particulas de prata leva a um aumento no nimero de
particulas por unidade de area e, assim, os efeitos antibacterianos podem
ser maximizados (YEO et al., 2003).

O modo de atuacao da prata ainda é muito discutido na literatura mas
uma das hipoteses é que os ions metalicos podem destruir ou passar
através da membrana celular, e ligar-se ao grupo de SH das enzimas
celulares (WRIGHT, 2002). A diminuicao consequente da atividade critica
enzimatica provoca mudanga no metabolismo do microrganismo e inibe o
seu crescimento, até a morte da célula. Os ions metalicos podem também
catalisar a producao de radicais de oxigénio que oxidam a estrutura
molecular. A formacao de oxigénio ativo ocorre de acordo a reagao quimica
(1):

H.O + 1/202 — H202 — H20 + (O) (1)
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Tal mecanismo nao precisa de qualquer contato direto entre agente
antimicrobiano e bactérias, porque o oxigénio produzido ativo se difunde a
partir de fibra para o ambiente circundante. Portanto, os ions metalicos
inibem a multiplicacdo de microrganismos.

fons de prata podem conduzir & desnaturacdo da proteina e morte
celular por causa da sua reacao com residuos nucledéfilos de aminoacidos
em proteinas, e ataque a grupos sulfidrila, amino, imidazol, fosfato e
carboxilicos de proteinas da membrana ou enzima (KAUR et al., 1985).

O bloqueio da respiracao e morte celular também pode ser causada
por formacao de ligagdes R-S-S-R (KUMAR et al., 2004). Kumar et al.
propuseram que estas ligacdes podem ser formadas através da reacdo entre
a prata na forma oxidada e grupos (-S-H).

A ligacao de ions Ag™ nas bactérias por interacdo eletrostatica com a
carga negativa da parede celular das bactérias € conhecido como um dos
mecanismos de morte celular via Ag*™ pela ruptura da membrana celular
(LOK, 2006). Em geral, baixas concentragbes de Ag* induz a perda de
protons através da membrana bacteriana e morte celular (PERCIVAL et al.,
2005). Além disso, a concentracdao de nano-particulas de prata na faixa
nanomolar pode ser eficiente, enquanto ions Ag* sao necessarios no nivel
micromolecular (LOK, 2006).

Kim et al. 2007, sugeriram que 0 mecanismo antimicrobiano de nano-
particulas de Ag* estd relacionado com a formacao de radicais livres e
subsequente dano a membrana induzida por radicais livres. Eles
confirmaram que a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de Ag* e de
nitrato de prata foi influenciada por NAC (N-acetilcisteina). Eles tém
também sugerido que os radicais livres que podem ter sido derivados a
partir da superficie de nano-particulas de Ag eram responsaveis pela
atividade antimicrobiana através de EPR (ressonancia paramagnética
eletronica) (KIM et al., 2007).

A investigacdo da bio inocuidade de prata revelou que particulas de
tamanhos menores de prata sao menos tdxicos para a pele do que as

maiores ao mesmo nivel de concentracdao. Apesar de uma pequena irritacdo
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ter sido relatada pela aplicacdao da prata coloidal com particulas 30 nm
tamanho, a prata coloidal com tamanho de 2-3 nm particula tem sido
conhecida como sendo inofensiva (LEE e JEONG, 2005).

Pape et al. 2002, desenvolveram uma fibra de carbono ativado apés
tratada com nano-prata (PAPE et al., 2002). Yeo et al. aplicaram nano-
particulas de prata para produzir fios antibacterianos (YEO et al., 2003).

Silva et al. 2006, relataram a influéncia da introducdo de nano-prata
em copolimeros na atividade antibacteriana. Eles acreditam que os grupos
carboxilicos do acido acrilico levam ao aumento da mobilidade idnica no
copolimero responsavel pela melhoria da atividade antibacteriana da
superficie do copolimero (PAULA et al., 2009).

As nanoparticulas de prata podem ser utilizadas para reduzir
infeccOes, prevenir a colonizagao bacteriana em superficies de prétese, em
cateteres e materiais odontoldgicos, bem como na industria de alimentos,
no tratamento de &gua e na fabricacdo de tintas antibactérias (GUZMAN et
al., 2009).A prata possui agdo bactericida sobre iniUmeros tipos de bactérias
Gram-positivas e negativas tais como E. coli, S. aureus, E. flecium,
Tuberculosis, S. pneumoniae, V. cholera e sobre alguns virus (MORONES et
al., 2005). Porém, alguns tipos de microrganismos apresentam resistentes
a acao da prata, como Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Enterobacter
cloacae e Klebsiella pneumoniae (SADOWSKY et al., 2008). A resisténcia
pode ser ocasionada pela producao de proteinas que atuam como quelatos,
complexando a prata ou outros metais pesados no interior das células
fazendo com que haja a diminuicao de sua toxicidade (GUGGENBICHLER,
et al., 1999). Existem outros microrganismos que sao capazes de sintetizar
nanoparticulas de prata por acdao enzimatica (P. fungi) ou por reducdo
extracelular (Fusarium oxysporum), ou ainda podem realizar a degradacgao
das mesmas, como caso da bactéria Chromobacterium violaceum (DURAN
et al., 2007).

Na literatura sao encontrados estudos relacionados sobre a atividade
antimicrobiana da prata incorporada na estrutura cristalina da

hidroxiapatita como podemos ver na Tabela 4.
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Tabela 4 - Estudos relacionados sobre a atividade antimicrobiana da

prata incorporada na estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Sistema Metodologia Aplicacao Referéncia
Hidroxiapatita/ | Hidroxiapatita Atividade CHEN et al.,
prata dopada com | antimicrobiana sobre | (2006)
prata pelo | as bactérias
método de | Staphylococcus
pulverizacao epidermidis e
Staphylococcus aureus
Hidroxiapatita/ | Hidroxiapatita Atividade STANIC et
prata dopada com | antimicrobiana sobre | al., (2011)
prata pelo | as bactérias
método de | C. albicans, E. coli e S.
neutralizacao e | aureus.
posteriormente
co-precipitagao
Hidroxiapatita/ | Hidroxiapatita Teste da eficacia de | CIOBANU et
prata dopada com | resposta imune contra al.,
prata pelo | bactérias.
método de co- (2013)
precipitagao.
Hidroxiapatita/ | Hidroxiapatita Atividade LIU et al.,
prata dopada com | antimicrobiana sobre a
prata pelo | bactéria Escherichia (2013)
método de | coli pelo Método de
redugao. espalhamento em
placa
Filmes finos de | Filmes finos | Atividade ICONARU et
hidroxiapatita/ | revestido @ com | antimicrobiana sobre | al., (2014)
prata hidroxiapatita as bactérias
dopada com | Escherichia coli e
prata pelo | Staphylococcus aureus
método Sol-Gel.

Hidroxiapatita/ | Hidroxiapatita Atividade IQBAL et
prata/zinco dopada com | antimicrobiana sobre | al., (2014)
prata e zinco | as bactérias
pelo método de | Escherichia coli e

micro ondas.

Staphylococcus aureus
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3. Metodologia experimental

3.1 Reagentes quimicos

De acordo com Tabela 5 foram utilizados os seguintes reagentes e

solventes, todos sem purificacdo prévia.

Tabela 5 - Reagentes utilizados nas sinteses das hidroxiapatitas.

Reagentes Formula Massa Pureza Fabricante
quimica (gmol?)
Hidrogenofosfato | (NHa4)2HPO4 132,06 99% Merck
de diamonio
Cloreto de calcio CaClz 110,98 93% Sigma Aldrich
Hidroxido de sddio NaOH 40,0 97% Vetec
Nitrato de prata AgNO3 169,87 99,8% Alphatec

3.2 Sinteses da hidroxiapatita pura pelo método de co-precipitacao

O processo de sintese da hidroxiapatita pura foi realizada partindo de
solugdes precursoras de volumes iguais contendo 0,033 mol de hidrogeno
fosfato de diaménio (NH4)2HPO4 e 0,056 mol de cloreto de calcio (CaCly)
numa razao molar Ca/P = 1,67, a pH 13.

Inicialmente foi preparada solucdo de 250 cm3 de NaOH a 0,2 molar
pH 13, essa solucdo foi adicionada a um baldo trés bocas com capacidade
de 1000 cm3, a mesma foi aquecida a 373 = 10K em refluxo sob agitacao
magnética. Em seguida foram adicionados simultaneamente 250 cm3 das
solucdes precursoras de hidrogeno fosfato de diamoénio (0,033 mol) e
cloreto de calcio (0,056 mol) a vazao de 1,7 cm3 mint.

Apds a completa adicao dessas solucdes, o precipitado formado foi
envelhecido sob agitacao a temperatura 373 £ 10 K por 24 h. Em seguida,
o sélido obtido foi filtrado e lavado com agua deionizada até o teste de

cloreto negativo, verificado com uma solugao de nitrato de prata (AgNO3).
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Finalmente, o produto HA pura foi seco a 373 £ 10 K em estufa por 24 h.
A quantidade final de sélido obtida em cada sintese de cor branca foi de
aproximadamente 3,5 gramas.

A sintese da hidroxiapatitas modificadas com prata foi realizada
utilizando o mesmo procedimento adotado para a sintese da hidroxiapatita
pura, porém com a adicdo do dopante nitrato de prata (AgNO3) em
guantidades de 0,25, 0,5 e 1% em mol com relacdo ao calcio partindo de
solugdes do nitrato de prata em concentragoes de 0,125, 0,25 e 0,5 mmol
dm=3. O sistema reacional foi protegido da luz pela colocacdo de papel
aluminio em volta do baldo de reacdo. Os sdlidos obtidos foram
denominados HAXAg (em que x = 0,25, 0,5 e 1%). A coloragao dos pds
teve leve alteracdo na brancura apds adicao de prata.

Um fluxograma resumido referente ao método de obtencdo das
hidroxiapatitas pura e modificadas com prata pelo método de co-

precipitacao esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma ilustrativo da obtencao da hidroxiapatita pura e
modificadas com prata pelo método de co-precipitacao.

{ Solugdo de 0,2M NaOH (solugdol) ]

Refluxo 373K e
agitacdo maagnética
[ 0,033 mol de (NH,),HPO, ] [ 0,056 mol de CaCl; ]—[ X mols AgNO3 ]

Adicdo a solugao 1 ]

Adicdo lenta
Agitacao (6 horas)

Maturacgao por 24 horas

Filtragem, lavagem e
Secagem a 373 K por 24h

Caracterizagoes

HA pura
HA 0,25% Ag

HA 0,5% Ag
HA 1% Ag

Na figura 4 podemos observar as imagens dos soélidos sintetizados

pelo método de co-precipitacdo.
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Figura 4- Imagens dos sélidos sintetizados pelo método de co-precipitagao.

3.3 Fosfatos de calcio/prata obtidos por impregnacao

O procedimento realizado para se obter as HA modificadas com prata
por impregnacao foi realizado pelo método em batelada. Nestes ensaios
uma amostra de 1 grama do sélido HA pura foi suspensa em 100,0 cm?3 de
solugcao aquosa de nitrato de prata (AgNQO3) nas concentracdes de 0,25, 0,5
e 0,1 mmol dm=3. Em seguida a solucdo com os sdlidos suspensos foram
mecanicamente agitadas em incubadora da Tecnnal modelo TE-420, a
temperatura ambiente a 130 rpm por 24 h. Os sélidos foram separados por
centrifugacdo, lavados com dgua deionizada e finalmente secos a 373 + 10
K em estufa por 24 h. Os sélidos obtidos foram denominados HAIXAg (x =
0,25, 0,5 e 1%), respectivamente.

O fluxograma da obtencao das hidroxiapatitas modificadas com prata

por impregnacao esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Fluxograma da obtencao das hidroxiapatitas modificadas com
prata por impregnac ao.

[ 1 g de HA pura ]::> %é

Adigdo da solugao
de AgNO;

U

Agitacéo a 130 :>
rpm, 310 Ke 24 h

4

Centrifugagdo,
lavagem e secagem a
373 K por 24 horas

4

HA10,25% Ag

HA 10,5% Ag :> [ Caracterizagoes ]

HA 1 1% Ag

)

Na figura 6 podemos observar as imagens dos solidos obtidos por

impregnacao.

41



Figura 6 - Imagens dos sélidos obtidos por impregnacao.
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As amostras foram encaminhadas para analise estrutural pelas de
técnicas de difratometria de raios-X, espectroscopia na regidao do
infravermelho, espectroscopia Raman, analise térmica por
termogravimetria e analise térmica diferencial, andlise de morfologia por
microscopia eletronica de varredura. Todas estas caracterizagdes foram
realizadas no Laboratério de Combustiveis e de Materiais da UFPB.

Para avaliacao da atividade antimicrobiana as amostras foram
analisadas pela técnica do biofilme no Laboratdrio de Biologia Bucal
(LABIAL), no Departamento de Odontologia do CCS, UFPB.
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3.4 Avaliacoes in vitro da atividade antibacteriana

3.4.1 Adesao bacteriana

Os testes de adesdo bacteriana foram realizados no laboratério de
Biologia Bucal (LABIAL), no Departamento de Odontologia/CCS/UFPB, com
a coordenacao do Professor Dr. Fabio Sampaio.

Para a avaliacao da adesao bacteriana nas amostras sintetizadas
foram feitas analises quantitativas dos percentuais de bactérias viaveis.
Essas contagens visa analisar os percentuais de células vivas contidas em
um biofilme bacteriano formado sobre superficie dos corpos de provas. As
cepas bacterianas padronizadas utilizadas no ensaio in vitro foi a de
linhagem Streptococcus mutans (ATCC 25175). Foram cultivadas massa
bacteriana (em estoque e conservado em glicerol) em BHI-caldo por 24
horas a 35 °C em anaerobiose, posteriormente foram preparadas as
solucdes de meio cultura BHI-caldo onde as bactérias foram inoculadas e
em seguida foram utilizadas para os testes microbioldgicos.

Para a realizacao dos testes microbioldgicos foram confeccionadas
pastilhas dos soélidos sintetizados onde foram utilizada cerca de 200 mg de
amostra previamente seca em estufa e comprimidas com um pistao a 30
kN/mm?2.

Os testes microbioldgicos por adesao bacteriana foram realizados
com utilizacdo de placas de 24 pocgos de funda chato, onde foram
adicionados 1,6 mL da solucao de BHI caldo e seguida foi adicionado 0,4mL
do inoculo bacteriano; nesses pocos foram depositados os corpos de prova
das hidroxiapatitas pura e modificadas com prata e seguida permaneceu
em estufa a uma temperatura 37°C por 24 horas para viabilizar o
crescimento bacteriano e a formacao do biofilme.

Apds 24 horas de incubacdo, os corpos de provas foram colocados
dentro de pocos da placas de fundo chato contendo um volume de 2 mL de
solugao salina a 0,85%, onde a placa foi levada para o sonicador onde

passou dois minutos, para que os biofilmes formados se dispensem em
43



seguida o conteldo liqguido colocados em tubos falcons e homogeneizado
em vortex por dois minutos logo apds os tubos foram centrifugados por dez
minutos, e os sobrenadantes descartados e 1 mL de solucao salina e foram
adicionados aos tubos. Os conteldos foram transferidos para tubos
eppendorfs onde os mesmos foram centrifugados (em micro centrifuga) por
dez minutos. As solugbOes bacterianas foram homogeneizadas para serem
feitas as leituras em espectrofotometro de fluorescéncia usando placas de
fundo chato, para determinar a viabilidade bacteriana e espectroscopia de
UV-vis para determinar a quantidade exopolissacarideos.

A determinacdao e padronizacdao das concentracdes das massas
bacterianas, foi realizada uma curva de calibracao que foi utilizada como
referéncia para as leituras dos pocos analisados, fazendo-se uma
combinacdo entre bactérias vivas e mortas, em volumes diferentes.
Tomando-se a bactéria viva como referéncia, a curva Confeccionada com
as seguintes concentracdes: 0%, 20%, 50%, 80% e 100% de bactérias
vivas.

Para cada poco de leitura, seja da curva de calibragcao ou dos pogos
contendo o material a ser analisado, Foram acrescentados 30 pL do
reagente com a mistura de SYTO® 9 (componente A) e Iodeto de Propideo
(componente B). Para preparacao do reagente, foi utilizado o Kit para
Viabilidade Bacteriana LIVE/DEAD® BaclLightTM da Invitrogen. Cada
componente foi diluido em um tubo tipo falcon contendo 2,5 mL de agua
deionizada estéril (ultra pura). Em seguida, os dois componentes foram
misturados na proporcao de 1:1 antes de serem usados. Apds cada pogo
contendo as amostras a serem analisadas tiverem sido expostas a mistura
de reagentes na proporcdo de 1:1, foi necessario cobrir a placa com
aluminio para evitar ao maximo qualquer exposicao a luz por 10 minutos
antes de se fazer a leitura de fluorescéncia. Todo o experimento de
fluorescéncia foi realizado com o minimo de luz e em triplicatas. O

fluxograma dos testes microbioldgicos estda demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma das avaliacdes in vitro da atividade antibacteriana.

Preparacao do meio de cultura
BHI caldo e cultivo da bactéria
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inoculado.

Preparar a bactéria para
analise de fluorescéncia,
quantificar as células por
espectroscopia de
fluorescéncia e de UV-vis
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3.4.2 Contato direto

Outro teste antimicrobiano utilizado foi o contato direto, tendo como
resultado a contagem de unidade formadora de colonias (UFC). O meio de
crescimento utilizado foi o Agar Mueller Hinton. A preparagao do meio de
crescimento deu-se pela proporcao de hidratacdao de 36g do meio por 1000
mL de dgua destilada. Apds hidratar o meio, a solucdo de Agar Mueller
Hinton foi aquecida até ocorrer toda a dissolucao do agar, em seguida foi
levada a autoclave, onde permaneceu na temperatura de 121°C por 15
minutos. Em seguida ocorreu o plagueamento, partindo-se para o teste de
esterilidade, na estufa microbioldgica por um intervalo de tempo de 24h.

O teste do contato direto partiu da mistura de 2000uL do inoculo de
concentracao de 104 UFC/mL de Staphylococcus aureus (ATTC 25923) e
Escherichia coli (ATTC 25922) e aproximadamente 2000ug dos materiais
analisados (Hidroxiapatita pura e modificadas com prata). Da mistura foi
recolhido 200uL que foram espalhados verticalmente, horizontalmente e
diagonalmente sobre o meio de crescimento com auxilio da alca de
Drigalski. Levou-se a placa para a estufa microbioldgica, deixando-a em
repouso por 24h, onde em seguida se fez a contagem das unidades
formadoras de colonia (UFC). O teste foi feito em triplicata para cada um
dos diferentes materiais. O Controle positivo de crescimento bacteriano
(solugao salina) foi preparado para fazer as comparagdes com os testes e
verificar a viabilidade das cepas. Os testes foram realizados segundo
metodologia de Zheng e Zhu (2003).

Os testes microbiolégicos por contato direto foram realizados no
Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV)-UFPI com a

coordenacao do professor Edson Cavalcanti da Silva Filho.
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3.5 Técnicas de caracterizacao

3.5.1 Difratometria de raios X (DRX)

A técnica de difratometria de Raios-X foi utilizada com o objetivo de
avaliar a cristalinidade e organizacao a longo alcance das amostras. As
medidas foram realizadas em um difratrometro de raios X modelo XRD-
6000, da SHIMADZU operando a poténcia de 2 kVA, voltagem de 30 kV e
corrente de 30 mA. Foram feitas varreduras no intervalo de 26 entre 5 e
60°, com um passo de 0,02° e velocidade de 2° min-!, utilizando como fonte
de radiacdo CuKq A=1,5406 A.

Para os calculos dos parametros de rede da célula unitaria das
amostras sintetizadas foi utilizado o programa rede 93 onde os planos de
difragao foram indexados de acordo com a ficha cristalografica JCPDS 09-
0432 e calculados para os planos: (002), (102), (210), (211), (300), (202).
Os valores de largura a meia altura (FWHM) foram obtidos utilizando
gaussianas das reflexdes dos difratogramas de raios X em que a reflexao
utilizada foi a referente ao plano (002). Os tamanhos dos cristalitos foram
calculados empregando a equacdo 1, de Scherrer e o volume da célula

unitaria hexagonal foi determinado a partir equacao 2.

0,9 A _
D= ﬁz'Bz'hz (Eq. 1)
g cos B

Onde:

D = tamanho de cristalitos

A = comprimento de onda da radiacao eletromagnética aplicada
® = angulo de difracao de Bragg

B = valor da FWHM do pico mais intenso

B = FWHM da amostra
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b = FWHM do quartzo (padrao- SiO>)

Férmula do volume da célula unitaria hexagonal:

_J3a’c
2

Em que:
V = volume da célula (A3)

a e c sd0 os pardmetros de rede em (A3)

3.5.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

A técnica de espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho foi
utilizada com o objetivo de observar a organizacao a curto alcance dos
materiais sintetizados, de acordo com ligacdes quimicas presentes e
estruturas ou fases cristalinas formadas. Os sdlidos foram analisados em
um equipamento IR PRESTIGE - 21, da marca SHIMADZU. A técnica
utilizada foi o de pastilha de KBr, mantendo a proporcao de 1:100 mg de
KBr. Os espectros foram obtidos no modo transmitancia entre 4000-400

cm, com resolucdo de 4 cm e 30 acumulagdes.

3.5.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia de Raman foi utilizada de forma complementar a
espectroscopia de infravermelho visando avaliar a ordem a curto alcance.
As medidas foram realizadas com um microscopio Renishaw Raman
equipado com inVia um diodo de laser de estado sdlido operando a 5
minutos tempos de exposicao detector. Os sinais de Backscattered Raman
foram coletados com um detector CCD refrigerado Peltier- usando um laser

de poténcia a 10% para evitar a transformacdo de fase.
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3.5.4 Espectroscopia de fluorescéncia

A técnica da fluorescéncia foi utilizada visando determinar a presenca
de bactérias vivas e mortas, de modo a fornecer mais um parametro para
a confirmacdao da atividade antimicrobiana dos materiais testados. O
equipamento utilizado foi o FLUO STAR DA OPTIMA da marca BMG
LABTECH.

A técnica funciona por meio da exposicao das amostras testadas em
meio liquido, a uma combinacdao de dois corantes (SYTO 9 e iodeto de
propidio) que permitem identificar células com membrana celular
danificada. Os corantes diferem tanto em suas caracteristicas espectrais
guanto em sua capacidade para penetrar as células saudaveis bacterianas.

Quando usados isoladamente, o SYTO 9 (verde) cora geralmente
todas as bactérias numa populacao, tanto aquelas com membranas intactas
quanto aquelas com membranas danificadas. No entanto, o iodeto de
propidio (vermelho) penetra apenas nas bactérias com membranas
danificadas, causando uma redugao na fluorescéncia do corante SYTO 9
quando os dois corantes estao presentes na amostra. A excitacao/emissao
maximas para estes corantes ocorrem em cerca de 480/500 nm para SYTO

9 e 490/635 nm para o iodeto de propidio.

3.5.5 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada visando
acompanhar a morfologia das particulas formadas antes e apds a introdugao
de ions de prata. As imagens foram obtidas por microscopia eletronica de
varredura por deteccao de elétrons secundarios em um microscépio LEO-
300, onde os soélidos foram recobertos com uma fina camada de ouro e
carbono por metalizacgago em um instrumento da Plasma Science, a
espessura da metalizacao foi 24 nanOmetros. As anadlises foram realizadas

no modo de elétrons retroespalhados (Backscattering Electrons — BSE).
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4. Resultados e discussao

No presente trabalho foram sintetizadas pelos métodos de co-
precipitacao e por impregnacao, as hidroxiapatitas modificadas com prata,
empregando-se como dopante o nitrato de prata (AgNO3) em quantidades
de 0,25, 0,5 e 1% em mol com relagdo ao calcio, partindo de solucdes do
nitrato de prata em concentracdes de 0,125, 0,25 e 0,5 mmol dm-3. Neste
capitulo serdo apresentados os resultados e discussdes desta pesquisa, a
qual foi dividida em duas partes: caracterizagoes dos soélidos sintetizados e

as avaliagoes in vitro da atividade antibacteriana das amostras.

4.1 Caracterizacoes dos sdlidos sintetizados

4.1.1 Difratometria de raios X (DRX)

O difratograma de raios X da hidroxiapatita pura sintetizada pelo
método de co-precipitacao esta apresentado na Figura 8, onde os planos
foram indexados de acordo com carta cristalografica JCPDS 09-0432. De
acordo com dados obtidos podemos observar a formacao de hidroxiapatita
de estrutura bem definida e com boa cristalinidade. Foram realizadas
buscas no programa Crystallographica Search-Match, no intuito de
identificar outras fases interferentes, mas nenhuma outra fase foi
encontrada. Isto sugere que a metodologia de sintese se mostrou

adequada.
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Figura 8 - Difratograma de raios X da hidroxiapatita pura.
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Na Figura 9 esta representando os difratogramas das hidroxiapatitas
modificadas com o dopante nitrato de prata pelo método de co-precipitacao.

Pelo difratogramas de Raios X na Figura 9 foram observados que
todos os sélidos sintetizados e analisados pela técnica de DRX apresentaram
a fase referente hidroxiapatita, com base na literatura (ELLIOTT, 1994) e
com comparagao da carta cristalografica JCPDS 09-0432. Além do auxilio
das cartas cristalograficas foram realizadas buscas com o auxilio do
programa Crystallographica Search-Match que comprovaram a presenca de
apenas uma fase nas amostras modificadas com o dopante prata.

Além disso podemos observar nos difratogramas com aumento da
dopagem com ions de prata acontece os alargamentos das reflexdes
indicando que existe modificagdbes na estrutura da rede cristalina da
hidroxiapatita a tornando mais amorfa (BAI et al., 2010). Isso acontece
devido que os ions cdlcios possuem raios ibnicos hexacoordenados de 100
pm enquanto os ions de prata (Ag*) com mesma coordenagao possuem

raios de 115 pm, essa substituicdo é mais facilitada em virtude que as
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apatitas aceitam melhor a inclusdo de ions com raios maiores no sitio do
calcio (LEGEROS et al., 1984).

Figura 9 - Difratogramas de raios X das amostras sintetizadas pelo
método de co-precipitacao para HA puro (a), HA 0,25% Ag (b), HA 0,5%
Ag (c) e HA 1% Ag (d).
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Para as hidroxiapatitas modificadas com o dopante nitrato de prata
por impregnacgao, os difratogramas sao apresentados na Figura 10. Os
dados mostram que além das reflexdes referentes a hidroxiapatita de
acordo com a carta cristalografica, também foram identificadas reflexdes de
duas outras fases; uma referente a prata metalica com reflexao em 26
aproximadamente 38,1° que corresponde a reflexao do plano indexado
(111) quando comparada a carta cristalografica JCPDS 04-0783 e a outra
referente ao fosfato de prata (AgszPOa4), tendo como reflexdes os valores de
20 aproximadamente de 20,9°, 29,7°, 33,3° e 36,6° as quais correspondem
a reflexdes nos planos (110), (200), (210) e (211) respectivamente e
conformidade com a carta cristalografica JCPDS 01-070-0702. Para o caso

da hidroxiapatita modificada com prata por impregnacao percebemos que
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os alargamentos das reflexdes nao foram tdo acentuados como a sintese

realizada pelo método de co-precipitacao.

Figura 10 - Difratogramas de raios X das amostras sintetizadas por
impregnacao em que HA puro (a), HA1 0,25% Ag (b), HA1 0,5% Ag (c) e
HA I 1% Ag (d).
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Os valores obtidos dos parametros de rede e dos volumes da célula
unitarias (Tabela 6) indicaram pequenas variacdes nos valores, em que tais
variagdes nao alteraram as reflexdes referente a fase da hidroxiapatita

sintetizadas em comparacao com hidroxiapatita padrao (JCPDS 09-0432).
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Tabela 6 - Valores dos parametros de redes e de volumes das amostras
de hidroxiapatitas pura e dopadas com prata.

Parametros de rede Vol. de célula
Sistemas .
(Hexagonal) unitaria
. . V (A3)
a(A) c(A)

Hidroxiapatita-padrao 9,41 6,88 528
HA pura 9,45 6,87 533
HA 0, 25% Ag 9,47 7,07 549
HA 0,5% Ag 9,50 6,83 533
HA 1% Ag 9,40 6,87 526
HA I 0,25% Ag 9,40 6,87 526
HAI 0,5% Ag 9,40 6,87 526
HA I 1% Ag 9,40 6,87 526

Na Tabela 7 estdo os dados referentes ao tamanho de cristalito em
relacdo ao a largura a meia altura (FWHM) dos sélidos sintetizados.

De acordo os resultados, as cristalinidades dos materiais sintetizados
mostraram que as dopagens das hidroxiapatitas com prata, sejam elas pelo
método de co-precipitacdo ou por impregnacdo influenciam nas
propriedades dos fosfatos de céalcio. No caso da sintese pelo método de co-
precipitacdo podemos observar que o tamanho do cristalito tem uma
relacao inversamente proporcional com a dopagem da hidroxiapatita de
prata, enquanto que por impregnacao a relacao foi diretamente
proporcional. Algumas dessas propriedades que podemos citar seriam os
parametros de rede, tamanhos e forma do cristalito, tensdo cristalina e
cristalinidade do material. (AOKI, 1999).
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FWHM ()

Tabela 7 - Relacdo entre area largura a meia altura e o tamanho de
cristalito das amostras sintetizadas.

sélido il c:izgfi:: ?:ni)
HA pura 0,1850 44
HA 0,25% Ag 0,1689 48
HA 0,5% Ag 0,2280 36
HA 1% Ag 0,4960 18
HA I 0,25% Ag 0,4184 19
HA I 0,5% Ag 0,1874 42
HA I 1% Ag 0,1838 45

Figura 11 - Valores de FWHM (a) e tamanho médio de cristalitos (b) das
amostras sintetizadas.
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4.1.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho
Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho dos sélidos

sintetizados pelo método de co-precipitacdo e sintetizadas por impregnacao

sao mostrados na Figura 12.
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Transmitincia (%)

Figura 12 - Espectros na regido do infravermelho dos soélidos sintetizados
pelos métodos de co-precipitacdo e por impregnagao em que HA pura (a),
0,25% de Ag (b), 0,5% de Ag (c) e 1% de Ag (d) a 298 K.
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Nos espectros se observam a presenca das bandas absorgao de
deformacado assimétrica do grupo PO43- entre 1099 e 960 cm!, e que ainda
contém uma associagao ao estiramento P-OH em HPO42-. As bandas em 601
cmt e 563 cm! foram atribuidas a deformacao assimétrica do P-O do grupo
PO43- e a deformacdao assimétrica da ligagdo P-O(H) do grupo HPO4%,
respectivamente. A absorcdao em torno de 3573 cm! é referente as
vibragdes de grupos OH contida na estrutura da hidroxiapatitas, a banda de
deformagao esta presente na faixa de 632 cm!, banda deformacgao da
ligagdao O-H de H>O adsorvidacom 1642 cm™ (ELLIOTT, 1994).

As bandas 1461 e 1424 cm™! corresponderam a incorporacdo do grupo
CO32 na estrutura da hidroxiapatita devido a sintese por co-precipitacao
ocorre sem controle de atmosfera (BOANINIA et al., 2010).

Os valores das bandas vibracionais dos solidos obtidos por
impregnacao nao sofreram mudancgas significativas em ralacdo a sintese
realizada pelo método de co-precipitacao.

Na Tabela 8 esta um resumo das principais absorcdes observadas nos
espectros de infravermelho para as hidroxiapatitas sintetizadas e as suas
atribuicoes.
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Tabela 8 - Principais absorcdes na regiao do infravermelho para as
amostras sintetizados.

Regidao de Absorcao (cm)

Atribuicoes

v O-H de H,0 adsorvida e O-H de

3464-3223
grupo OH
3573 Banda V|braC|onaI_O-H referente a
apatita

1642 8 O-H de H>O adsorvida
1655-1424 Bandas vibracionais do grupo CO3?
1099-960 vP-O do grupo PO43-

632 30-H de grupo OH

601 5 P-O do grupo PO43"

563 5 P-O(H) do grupo HPO42

4.1.3 Espectroscopia Raman

Os espectros de Raman dos sélidos sintetizados pelo método de

co-precipitacao (I) e sintetizadas por impregnacdo (II), sao mostrados

na Figura 13.

Figura 13 - Espectroscopia Raman dos sélidos sintetizados.
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As informacdes complementares obtidas a partir da técnica de Raman
mostram modos de estiramentos simétrico da ligacao P-O na ligacdo no
grupo tetraédrico do PO43- com frequéncia vi de 961 cm™. As bandas
vibracionais referentes a 432 cm™ (v2) e 445 cm (v2) sao atribuidas aos
modos de flexdao da ligacdao O-P-O. As bandas atribuidas a frequéncia (v3)
de valores 1049 e 1073 cm™! sdo referentes ao estiramento assimétrico da
ligagao P-0. Ja a frequéncia (v4) que sao referentes a 591 e 617 cm™! refere-
se a caracteristica da flexao da ligacdao O-P-O (CIOBANU et al., 2013).

4.1.4 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias dos sdlidos sintetizados (Figuras 14 e 15) mostraram
gue os pos analisados possuem diferentes formas e com variados tamanhos
de cristais. Nas imagens observa-se a presenca da prata metdlica para as
hidroxiapatitas modificadas com prata pelo método de co-precipitagao, que
aparecem em tom esbranquicado. ]Ja nas amostras impregnadas com
solugdo de nitrato de prata encontramos particulas esbranquicadas
referentes ao fosfato de prata e o nimero de particulas aumentam naquelas
que possuem maiores percentuais de dopagem.

Para as amostras sintetizadas pelo método de co-precipitacao as
particulas encontradas nas imagens foram em menor quantidades,
possuindo tamanhos de particulas variadas, quando comparadas as
sintetizadas por impregnacao, em alguns casos as imagens apresentam
aglomeracoes das particulas de prata para as amostras sintetizadas pelo
método de co-precipitacdo e também foram observadas essas
aglomeragoes de fosfato de prata nas amostras impregnadas por nitrato de

prata.
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Figura 14 - Micrografias dos solidos HA pura (a), HA 0,25% Ag (b), HA
0,5% Ag e HA 1% Ag (d). Com diferentes ampliacdes.

30pm EHT=2000kV Mag= 100KX |Probe= 620pA  PhotoNo.=8159
SignalA=SE1 WD= 6mm  Aperture Size = 30.00 pm Date :24 Nov 2014

1pm EHT=2500kv Mag= 1000KX |Probe= 50pA  PhotoNo.=8157
H Signl A=SE1 WD= 5mm  Aperture Size =30.00 um Date :24 Nov 2014
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EHT =20.00kV Mag= 1.00KX

Signal A=BSD WD= Aperture Size = 20.00 um Date :24 Nov 2014

EHT =20.00kV Mag= 3.00KX

Signal A=BSD WD= Aperture Size = 20.00 ym Date :24 Nov 2014

EHT=15.00kV Mag= 1.00KX

Signal A= BSD WD= Aperture Size = 30.00 ym  Date :24 Nov 2014

61



10 um EHT=1500kv Mag= 300KX |Probe= 50pA Photo No. = 8166
SignalA=BSD WD= 6mm  Aperture Size = 30.00 um Date :24 Nov 2014

10 pm EHT=1500kV Mag= 300KX |Probe= 50pA Photo No. = 8170
Signal A=BSD WD= 6mm Aperure Size = 20.00 ym Date :24 Nov 2014

10 um EHT=1926kv Mag= 3.00KX |Probe= 20pA Photo No. = 8179
Signal A=BSD WD= 6mm Aperture Size = 10.00 um Date :24 Nov 2014




Figura 15 - Micrografias dos sélidos HA I 0,25% Ag (a), HA 1 0,5% Ag (b)
e HA'I 1% Ag (c). Com diferentes ampliagdes.

10 um EHT=2000kV Mag= 300KX |Probe= 50pA Photo No. = 8196
Signal A=BSD WD= 8mm Aperiure Size = 10.00 ym Date :24 Nov 2014

10 pm EHT =20.00kv Mag= 1.00KX |Probe= 50pA Photo No. = 8197
Signal A=BSD WD= 8mm Aperture Size = 10.00 pm Date :24 Nov 2014

10 pm EHT =20.00kvV Mag= 1.00KX |Probe= 50pA Photo No. = 8199
Signal A=BSD WD= 7mm  Aperture Size = 10.00 pm Date :24 Nov 2014
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10 pm EHT =2000kV Mag= 3.00KX |Probe= 50pA Photo No. = 8198
Signal A=BSD WD= 7mm Aperture Size = 10.00 pm Date :24 Nov 2014

10 um EHT=2000kV Mag= 100KX |Probe= 89pA Photo No. = 8218
Signal A=BSD WD= 6mm Aperiure Size = 20.00 um Date :24 Nov 2014

s
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10 pm EHT=2000kV Mag= 300KX |Probe= 89pA Photo No, = 8222
Signal A=BSD WD= 6mm  Aperture Size = 20.00 ym [Date :24 Nov 2014
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4.1.5 Avaliacoes in vitro da atividade antibacteriana

4.1.5.1 Adesao bacteriana

Na Tabela 9 estdao apresentados os resultados dos testes da adesao
bacteriana. Estes testes mostraram que o biofilme formado sobre o corpo
de prova da hidroxiapatita pura (HA pura) obteve o percentual médio de
83% de células viaveis (vivas), o que era esperado por se tratar de uma

amostra em que nao foi incorporado nenhum agente antimicrobiano.

Tabela 9 - Percentuais de células viaveis nos testes de adesao bacteriana.

Experimentos Percentual de massa
bacteriana (%)

HA pura 83
HA 0,5% Ag 0
HA 1% Ag 45
HA T 0,25% Ag 3
HA I 0,5% Ag 0
HAT 1% Ag 0

Para as amostras de hidroxiapatitas modificadas por impregnacao a
inibicdo da atividade antimicrobiana foram muito altas chegando a 100%
(ou seja 0% de células viaveis). Observa-se que os resultados foram
praticamente independentes do teor de prata impregnado. Outro aspecto
a ser considerado nas amostras obtidas por impregnacao refere-se ao
tamanho de particulas, tendo em vista que a literatura aponta que um dos
fatores fundamentais que alteram na atividade bactericida é o tamanho das
particulas e sua forma (DIZAJ, et al., 2014). Conforme as imagens de
microscopia eletrénica de varredura discutidas anteriormente, as amostras
obtidas por impregnacdo possuem particulas menores e em maior
quantidade.

As amostras obtidas pelo método de co-precipitacao (sintese in situ)

mostraram bons resultados de atividade antimicrobiana, porém quando
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comparada a hidroxiapatita impregnadas seus valores de inibicao foram
bastantes inferiores. Este fato foi associado a ocorréncia de aglomeracdes
das particulas de prata verificadas nas micrografias dos sélidos, que
interferem na atividade antimicrobiana da prata nas cepas bacterianas.

Os corpos de prova das amostras HA 0,25% Ag, foram submetidas a
mesma metodologia, mas nao puderam ser realizadas as leituras no
espectrometro de fluorescéncia, devido que a formacdo do biofilme nos
corpos de prova foi comprometida, sendo assim foi invidvel a técnica de
adesao bacteriana. Logo faz-se necessario submeter-se essas amostras
para novos testes antimicrobianos in vitro com a metodologia de contato

direto para determinar sua agao antimicrobiana.

4.1.5.2 Contato direto

As figuras 16 e 17 mostram os ensaios de cultura de bactérias pelo
método de contato direto utilizando as bactérias Gram positivas S. aureus

e Gram negativas E. coli respectivamente.

Figura 16 - Imagens das placas de Petri mostrando as colbnias de S.
aureus formadas apds contato direto bacteriana com o controle (a) e as
amostras HA pura (b), HA 0,25% Ag (c), HA 0,5% Ag (d), HA 1% Ag (e),
HA10,25% Ag (f), HAI10,5% Ag (g) e HAI 1% Ag (h).
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Figura 17 - Imagens das placas de Petri mostrando as colOnias de E. coli
formadas apds contato direto bacteriana com o controle (a) e as amostras
HA pura (b), HA 0,25% Ag (c¢), HA 0,5% Ag (d), HA 1% Ag (e), HA10,25%
Ag (f), HAI10,5% Ag (g) e HAI 1% Ag (h).
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Pelas imagens das placas Petri, observa-se a formacao de col6nias
bacterianas onde foram constatadas maiores formacgdo dessas col6nias no
controle de solucdo fisioldgica, cuja a funcao é confirmar a viabilidade das
cepas bacterianas e na hidroxiapatita pura que tem a fungao de servir como
parametro para as demais amostras modificadas com prata. A partir destes
testes, foram realizadas as contagens das unidades formadoras de col6nias
(UFC) para essas duas amostras em que constatou que ndo ha inibicdo
bacteriana tanto para S. aureus como a E. coli, confirmando as expectativas
para as amostras controles. Na Tabela 10 podemos observar os valores das
unidades formadas de coldnias obtidas através dos testes de contato direto
para as bactérias S. aureus e E. coli frente aos sélidos sintetizados e os

respectivos controles.

Tabela 10 - Percentuais de células viadveis nos testes de contato direto.

Material S. aureus E. coli
(% de inibicao) | (% de inibicao)

Controle (solucao fisiolégica 104) 0 0
HA pura 0 0

HA 0,25% Ag 10 13
HA 0,5% Ag 10 0

HA 1% Ag 40 10
HAT0,25% Ag 96 95

HAT 0,5% Ag 93 100

HAT 1% Ag 70 67
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Para as amostras contendo prata, as maiores taxas de inibicdes
ocorreram com as hidroxiapatitas impregnadas. Novamente este
comportamento pode estar associado a aglomeracdo das particulas, que foi
evidente para a amostra HA I 1% Ag, uma vez que pelas micrografias foram
observados alguns poucos pontos de aglomeracdes de particulas; mesmo
assim a inibicdes bacterianas tiveram resultados excelentes para essas
amostras.

Ja& nas amostras sintetizadas pelo método de co-precipitacdo a
atividade antibacteriana foi menos acentuada em frente das bactérias S.
aureus e E. coli, do que as amostras impregnadas. Este comportamento
pode ser justificado ainda considerando que a ocorréncia de aglomerados.
Outra caracteristica importante de se mencionar é o fato de que os sélidos
sintetizados co-precipitacao quando aplicado nos testes de contato direto
frente a bactéria E. coli, obteve resultado de inibicdo abaixo das atividades
encontradas para as amostras em frente da bactéria S. aureus com excecao
da amostra HA 0,25% Ag que mostrou uma atividade um pouco maior para
a bactéria E. coli. Enquanto que a amostra HA 0,5% Ag ndao ocorreu
nenhuma inibicdo do material frente a bactéria Gram negativa. Estes
resultados possivelmente estejam relacionados com a espessura da parede
celular das bactérias Gram negativas pois essas possuem natureza mais
complexa da parede celular. Sendo assim as bactérias Gram negativa sao
mais resistentes a acao de antibidticos, que ndao sao capazes de cruzar
efetivamente esta barreira lipidica. (GUIMARAES et al, 2010).
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5. Conclusoes

As hidroxiapatitas modificadas com prata pelo método de co-
precipitacao e por impregnacao mostraram possuir estrutura cristalina
definida e identificada através do difratograma de raios X.

A dopagem da hidroxiapatita com nitrato de prata em diferentes
concentracdes pelo método de co-precipitacdo ndo apresentou mudancas
relevantes nas reflexdes referentes hidroxiapatita apds anadlise do
difratograma de raios X. Enquanto que as amostras impregnadas sofreram
mudancas com aparecimento de novas fases referentes ao fosfato de prata
e a prata metalica.

Os difratogramas de raios X mostraram a presenca da reflexao
referente a prata metdlica em 26 em aproximadamente 38,1° para as
amostras impregnadas.

As analises no espectrometro de infravermelho e Raman mostram as
presencas das principais bandas vibracionais para as amostras sintetizadas.

As micrografias dos sélidos sintetizados por co-precipitagao e por
impregnacao mostraram a presenca de agregados de prata em todos os
sOlidos modificados com o dopante nitrato de prata.

As avaliagoes in vitro da atividade antibacteriana mostraram que as
hidroxiapatitas modificadas com prata tanto pela sintese in situ como por
impregnacao possuem uma acao antimicrobiana para bactérias Gram
positivas e Gram negativas podendo ser aplicada possivelmente nas areas
médicas e odontoldgicas. No entanto as amostras obtidas por impregnacao

foram mais eficientes independentemente do teor de prata.
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