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RESUMO

ROSSATTO, Fabiana Maria. Sintese de hidroxiapatita com a adi¢éo de ions Ag* pelo
método de precipitacdo: caracterizacdo e avaliacdo da capacidade antimicrobiana.
38 f. TCC (Curso de Quimica), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato
Branco, 2018.

A hidroxiapatita, Caio(PO.)s(OH). € definida como um biomaterial formado
basicamente por fosfato de célcio e compde de 30% a 70% a massa de 0Ssos e
dentes. Por esse motivo, tém recebido uma atencdo muito grande por parte da
comunidade cientifica ja que existe uma constante busca por substituintes 0sseos,
principalmente na area médica. Porém, todo e qualquer procedimento pode estar
sujeito a infeccdes e comprometer o material implantado a curto e médio prazo e
assim, buscam-se alternativas para diminuir ou até mesmo evitar essas possiveis
infeccbes. Uma dessas alternativas € associar metais bactericidas ao biomaterial, e
nesse contexto, a prata ganhou destaque como aliado no controle de infec¢des pés
cirdrgicas. Esse trabalho descreve a sintese de hidroxiapatitta dopada com nitrato de
prata por precipitacdo quimica e via Umida e os resultados das técnicas de
caracterizacdo de Difracdo de Raios X (DRX) e Espectroscopia no Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR). Os resultados do DRX indicaram a presenca
de prata metalica caracterizada pelos picos em 26= 38,2° e 44,4° para a amostra

HAAg 0,1 mol L™ e a fase majoritaria de HA caracterizada pelos picos em 26= 25,99,
31,6° 32,9° e 33,9°. Nos espectros de Infravermelho verificou-se a presenca das
bandas que caracterizam a fase da HA referente aos grupamentos PO,*, OH e
COs?. Este Ultimo como sendo uma fase formada devido a sintese ser realizada em
sistema aberto. Para avaliar o efeito antimicrobiano da prata foi realizado o teste de
disco difusdo para as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e
Candida albicans. A Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa, e ndo houve
inibicdo para nenhuma concentracdo de prata. Para Staphylococcus epidermidis,
gue é uma bactéria Gram-positiva, e para a levedura Candida albicans houve

inibicdo apenas na concentragdo de prata de 0,1 mol L™,

Palavras-chave: Biomaterial, Hidroxiapatita, prata, antimicrobiano.



ABSTRACT

ROSSATTO, Fabiana Maria. Synthesis of hydroxyapatite with the addition of Ag™ ions
by the precipitation method: characterization and evaluation of antimicrobial capacity.
38 f. TCC (Course of Chemistry), Federal Technological University of Parana. Pato
Branco, 2018.

Hydroxyapatite, Caio(PO4)s(OH), is defined as a biomaterial made primarily of
calcium phosphate and contains 30% of the mass of bone and teeth. For this reason,
have received great attention from the scientific community since there is a constant
search for bone substitutes, especially in the medical field. However, any procedure
can be subject to infections and compromise the material implanted in the short and
medium term and thus, alternatives are sought to reduce or even prevent these
possible infections. One of these alternatives is to associate bactericidal metals with
the biomaterial and in this context, silver has gained prominence as an ally in the
control of post surgical infections. This work describes the synthesis of silver nitrate
doped hydroxyapatite by chemical and wet precipitation and the results of X-ray
Diffraction (XRD) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) techniques.

The results of XRD indicated the presence of metallic silver characterized by peaks
at 206= 38.2° and 44.4° for the HAAg 0.1 mol L™ sample and the majority phase of HA

characterized by peaks at 26 = 25.99; 31.6 °; 32.9 ° and 33.9 °. In the Infrared spectra
the bands that characterize the phase of the HA related to PO,*, OH and COs*
groups were verified. The latter being a phase formed due to the synthesis being
performed in the open system. To evaluate the antimicrobial effect of silver, the
diffusion disc test was performed for Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis
and Candida albicans strains. Escherichia coli is a gram-negative bacterium, and
there was no inhibition at any concentration of silver. For Staphylococcus
epidermidis, which is a Gram-positive bacterium, and for the yeast Candida Albicans

there was inhibition only at the concentration of silver of 0.1 mol L™.

Keywords: Biomaterial, Hydroxyapatite, silver, antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A reparacao e reconstrucdo de defeitos 0sseos bem como preenchimentos
dérmicos tém uma longa histéria. De inicio, os tratamentos cosméticos consistiam de
pigmentos de fonte animal e vegetal e eram aplicados superficialmente. Ja na
metade do século XIX, com o advento da anestesia e melhora nos procedimentos
cirdrgicos, os métodos estéticos e procedimentos em geral, se tornaram mais
invasivos e a pesquisa nessa area teve uma grande ascensdo devido a crescente
demanda por tais procedimentos.

Um dos grandes desafios na area da ciéncia é criar materiais avancados para
aplicacdes ortopédicas que sejam mais parecidos possiveis com o tecido 0sseo
natural, principalmente para ndo ocorrer rejeicdo por parte do organismo. Dentre 0s
produtos utilizados para a substituicdo e regeneracdo da estrutura Ossea, 0S
biomateriais merecem destaque, especialmente a hidroxiapatita - HA
(Ca1(P0O.)s(OH),), devido a similaridade quimica e estrutural com a fase mineral
presente nos 0ssos e dentes (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas para a obtencdo do p6 de HA, e
a obtencéo via precipitacdo quimica é o procedimento mais utilizado por ser simples
e de baixo custo. A sintese por precipitacdo consiste na adi¢cdo de grupos fosfatos a
suspensfes que contenham ions célcio, e pode-se partir de diferentes reagentes
(RIGO et al., 2007).

A hidroxiapatita, por apresentar caracteristicas quimicas e estruturais
peculiares, € amplamente utilizada na area médica como material biocompativel em
implantes, proteses e preenchimentos faciais com resultados duradouros, onde o
produto permanece em torno de trés anos no organismo sendo absorvido apds esse
periodo, e estimula a producéo de colageno na regido que foi aplicado. E indicado
principalmente quando ha perda de volume facial, correcdo de sulcos da face,
atenuacao de rugas e preenchimento de olheiras (EANES, 1980).

Na ortopedia existe o interesse em usar a hidroxiapatita como revestimento
de préteses metdlicas para promover uma ligacao interfacial estavel entre o material
implantado e o tecido vivo. No tratamento de tumores, esse biomaterial vem sendo
usado como suporte de acdo prolongada. A introducédo de drogas anticancerigenas
em blocos de hidroxiapatita porosa permite que o tratamento da doenca seja
realizado com a liberacdo gradual da droga no organismo (FULMER; MARTIN;
BROWN, 1992).
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Conforme Bertucci et al., (2010), em qualquer procedimento estético ou
cirdrgico, ha a possibilidade de ocorrer infecgcdes microbianas. Entretanto, entre as
infeccbes associadas a dispositivos médicos implantaveis, a ocorréncia de
contaminacgdes e infec¢cdes em proteses ortopédicas é considerada como de maior
risco, pois acarreta em intervengdes cirargicas repetidas, perda do implante e
dependendo da severidade da infeccdo pode levar o paciente ao 6bito (BERTUCCI
et al., 2010).

Na tentativa de evitar essas infec¢des, pode-se injetar antibidticos controlados
antes e apls o0s procedimentos cirdrgicos, porém, algumas bactérias podem
desenvolver certa resisténcia a esses antibioticos, diminuindo ou eliminando sua
eficiéncia contra as inflamacdes.

Isto tem despertado o desenvolvimento de biomateriais com agentes
antibacterianos, tais como a prata e zinco, que apresentam ampla atividade
antimicrobiana e baixa incidéncia de resisténcia, frente a bactérias envolvidas nas
infeccbes de implantes biomédicos (ANDO et al., 2009; BOSE; TARAFDER, 2012).

A ampla atividade antibacteriana da prata € conhecida ha anos na literatura e
muitos trabalhos tém se dedicado a explicar como isso de fato ocorre. O que se
acredita é que os ions de prata liberados das nanoparticulas durante sua interacao
com a membrana celular das bactérias podem atuar no fosfato das moléculas do
DNA, inativando sua replicagdo. Outra teoria fundamenta-se na ideia da
nanoparticula de prata, quando em contato com a membrana celular da bactéria,
causar danos estruturais e, assim, a morte celular (SONDI, 2004; LOK et al., 2006).

As cepas bacterianas comumente envolvidas em infeccbes em implantes, e
microrganismos frequentemente associados a producéo de biofilmes, estéo incluidos
na lista de patégenos que a prata pode eliminar. Além disso, j& € bem conhecido que
0os ions Ag® possuem alta estabilidade térmica, bem como baixa volatilidade e
toxicidade as células humanas (BERGER et al., 1976; SONDI, 2004; WILLIAMS et
al., 1989).

Devido a importancia de utilizar um biomaterial eficaz para procedimentos
estéticos e de recuperacdo 6ssea e que evite possiveis infecgcdes microbianas, o
presente trabalho prop8e a realizar a sintese de hidroxiapatita pelo método de
precipitagdo quimica, dopada com nitrato de prata, bem como analisar a acao
antibacteriana do material frente & uma bactéria Gram-positiva, uma Gram-negativa

e uma levedura.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar e caracterizar a hidroxiapatita dopada com diferentes

concentracdes de nitrato de prata a fim de avaliar sua atividade antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho tem como objetivo sintetizar a hidroxiapatita por meio da
precipitagcdo quimica, dopar esse material com diferentes concentracdes de nitrato
de prata e caracteriza-lo avaliando as fases cristalinas por meio da técnica de
difracdo de raios X e grupamentos idnicos através do infravermelho. Além disso foi

avaliada a atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em agar.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € constituido por uma fase mineral, formada essencialmente
por cristais de fosfato de calcio, sob a forma de HA, que assenta numa organizada
matriz colagénica (fase organica). A combinacdo da fase mineral e da fase orgéanica
confere ao tecido 0sseo propriedades biomecanicas unicas. As fibras de colageno
conferem certa elasticidade ao tecido, bem como capacidade de resisténcia. Os
cristais de hidroxiapatita proporcionam elevada dureza e resisténcia & compressao
(JUDAS et al., 2012).

O tecido 0sseo funciona como suporte para os 0rgaos vitais, aloja e protege a
medula éssea e proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas
contracdes em movimentos Uteis. Além dessas fun¢des, os ossos funcionam como
depodsitos de caélcio, fosfato e outros ions, armazenando-os ou liberando-os de
maneira controlada, para manter constante a concentracdo desses importantes ions
no organismo humano (KATCHBURIAN, 1999; JUNQUEIRA, 2008; JUDAS et al.,
2012).

Apesar de seu aspecto inerte, o tecido 0sseo participa de um continuo e
dindmico processo de remodelamento, para formar e manter suas propriedades
mecanicas e capacidades metabolicas. Os ossos quando lesados tém capacidade
regenerativa, onde o processo de reparacao 6ssea é efetuado através da formacao
de osso novo. (JUNQUEIRA, 2008).
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Dependendo do tipo e da extensao da lesdo no tecido ésseo, a regeneracao
do mesmo fica comprometida, sendo necessaria a utilizacdo de substitutos,
denominados de biomateriais. Estes biomateriais devem apresentar propriedades
fisicas e biolégicas compativeis com os tecidos vivos, de modo a estimular uma
resposta adequada. (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; KAWACHI et al., 2000).

3.2 BIOMATERIAIS

Biomaterial € todo composto que ao entrar em contato com o sistema
biolégico humano, permite tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido e restituir
uma determinada funcdo do organismo (MARTINS et al., 2010).

Uma propriedade essencial relacionada a biomaterias € a biocompatibilidade,
gue pode ser definida como a habilidade de um material em desempenhar uma
resposta apropriada em determinada aplicacdo com o minimo de reacfes alérgicas,
inflamatorias ou toxicas quando em contato com tecidos vivos ou fluidos. Além disso,
o material deve ser biofuncional, ou seja, deve ser capaz de exercer a funcdo que
Ilhe é incumbida como se fosse proprio do organismo (RATNER et al., 2004; PARK,
2007).

Os biomateriais utilizados atualmente evoluiram muito e, como consequéncia,
as areas meédicas-odontologicas tém a sua disposicdo inUmeros implantes, que
variam na forma, tamanho, tipo de material e custo, tendo as bioceramicas como
principal representacdo (CAPEK, 2004).

Esta maior aceitacdo pelas bioceramicas a base de sais de fosfato de calcio,
deve-se ao seu alto grau de biocompatibilidade, que esta relacionada com a sua
similaridade quimica a dos materiais normalmente encontrados no tecido 0sseo
(DAVIES, 1992).

3.2.1 Bioceramicas

A utilizagdo de ceramicas como biomateriais iniciou quando Dreesman, em
1894, relatou a utilizagdo de gesso (CaSO. .1/2H,0O) como um possivel substituto
para 0ssos. Porém, devido a sua baixa resisténcia mecéanica e capacidade de ser
completamente reabsorvido pelo organismo, seu uso tornou-se inviavel para
implantes 6sseos (KAWACHI et al., 2000).

Bioceramicas sao ceramicas especificas para uso em Medicina e Medicina

Dentéria, onde sao utilizadas na substituicdo de tecidos ou no recobrimento de
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metais, com a finalidade de aumentar sua biocompatibilidade. Na area da saude, as
bioceramicas alumina, zirconia, hidroxiapatita, fosfato de calcio, silicato de célcio e
ceramicas de vidro sdo amplamente empregadas (KOCH et al., 2010).

Dentre as bioceramicas, os fosfatos de calcio apresentam-se como 0s
principais materiais estudados e empregados como biomaterial para a reposicao e
regeneracdo do tecido 0sseo, pois apresentam como principais caracteristicas: a
semelhanca com a fase mineral de ossos, dentes e tecidos calcificados; excelente
biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacao
variaveis; e osteocondutividade (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; VALLETI-REGI,
2010).

3.2.2 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita de estrutura apresentada na figura 1, é o constituinte mineral
natural encontrado no osso representando de 30 a 70% da massa dos 0SSOS e
dentes. A HA sintética possui propriedades de biocompatibilidade e osteointegracéo,
0 que a torna substituta do osso humano em implantes e préteses, por isso, 0
grande interesse em sua producdo (EANES, 1980).

O uso da HA é muito difundido em aplicacdes ortodonticas e ortopédicas. Na
area de biomateriais, a ampla aplicabilidade deste fosfato de calcio esta relacionada
ao fato da sua composi¢do quimica ser semelhante a fase mineral de ossos, dentes
e alguns tecidos calcificados, pois € composta basicamente por célcio e fosforo.
Desta forma, este material tem a capacidade de induzir a formagcdo do 0sso na
regido comprometida. Além do mais, pode favorecer a biocompatibilidade de
proteses e implantes, atuando na interface implante-tecido (CAPANEMA, 2014).

O grupo fosfato, a hidroxila e o célcio presentes na HA distribuem-se
espacialmente segundo um arranjo em forma hexagonal como mostrado na figura 1.
Uma das caracteristicas interessantes dessa estrutura é que ela permite que os
grupos hidroxila (OH") sejam retirados com relativa facilidade, gerando canais vazios
entre os hexagonos, formados pelos ions de célcio, por onde outros ions e
moléculas podem ser conduzidos para dentro da estrutura do material ceramico. A
estrutura dos fosfatos ceramicos permite que seus constituintes sejam substituidos
facilmente por uma grande variedade de ions metalicos, como a prata (Ag™), ferro
(Fe*?) e fluor (F) (MUNDSTOCK, 2004).
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Figura 1: Estrutura da hidroxiapatita. Fonte: Kay et.al., 1964.

3.3 COMPLICACOES DOS MATERIAIS IMPLANTAVEIS

Em geral, os materiais implantados sofrem alteracdes fisiolégicas quando
inseridos no organismo, pelo revestimento de fluidos corporais devido aos fluidos
nas superficies externas do corpo estranho, formando uma camada de material
contendo proteinas do plasma e plaguetas. Caso ocorra a infeccdo de um patdgeno,
0 primeiro passo sera a competicdo entre a integracdo do tecido celular e a adesdo
bacteriana sobre a mesma superficie implantada (LARIKKA, 2003).

Segundo PEERSMAN et al., (2001), muitas das infec¢cdes podem ser evitadas
no momento da cirurgia, utilizando técnicas adequadas de assepsia para impedir
contaminacdes com o patdgeno. Além de técnicas assépticas padrdes, existem
outras medidas documentadas disponiveis para reduzir a incidéncia de infecgdes.
Estas incluem o uso de ar ultra limpo no fluxo laminar da sala de operacdes, 0 uso
de trajes cirargicos completos pela equipe médica e profilaxia com uso de
antibiéticos tanto no pré como no pés-operatorio.
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As bactérias mais comumente encontradas em infeccbes associadas a
préteses ortopédicas sao o Staphylococcus aureus e o Staphylococcus epidermidis,
representando a classe das bactérias Gram-positivas. As infec¢cdes causadas por
bacilos Gram-negativos, tais como Escherichia coli e por fungos como Candida sp
vém sendo relatadas com maior frequéncia em todo o mundo (LIMA; OLIVEIRA,
2010).

Os crescentes numeros de casos de perda de implantes ocasionados por
contaminagfes bacterianas tém estimulado pesquisas em busca de materiais
capazes de reduzir 0 numero de casos de intervencdes cirargicas causadas por

alguma infeccdo (SHI et al., 2015).

3.3.1 Propriedades da prata

O efeito antimicrobiano da prata é conhecido h4 muitos anos. Na antiguidade,
a mesma era utilizada no tratamento de queimaduras e como agente quimioterapico
contra patologias provocadas por bactérias, como a Staphylococcus aureus. Apos a
descoberta da penicilina, o uso da prata como agente bactericida diminuiu
consideravelmente. Porém, com a selecdo de cepas resistentes a antibioticos, a
prata voltou a despertar interesse na comunidade cientifica em virtude do
desenvolvimento de novos antimicrobianos (CHOPRA, 2007).

O cation de prata (Ag*) é ativo contra uma grande variedade de patégenos,
pois a prata interfere no metabolismo bacteriano, podendo romper a parede da
célula bacteriana e ligar-se ao seu DNA. Os ions de prata reagem com as proteinas
conduzindo a inativacdo das mesmas. Como resultado, o DNA das bactérias perde
sua capacidade de replicacdo e as proteinas bacterianas tornam-se inativadas,
levando a morte dos microrganismos (BAI et al.,, 2011; MORONES et al., 2005,
FENG et al., 2000).

A maioria dos casos de contaminacdo ocorre durante a colocacdo das
proteses, por contato direto do biomaterial com o meio externo ou com tecidos
colonizados. Os aspectos biofisicos da superficie do biomaterial e a concentracdo
bacteriana sdo fatores determinantes para a adeséo definitiva do microrganismo
(ERCOLE; CHIANCA, 2002).

A administragdo de antibidticos de maneira controlada nos sitios dos
implantes € uma maneira de controlar infeccdes. A crescente preocupagdo com o

aumento de resisténcia pelas bactérias ou ocorréncia de mutacbes causadas por
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antibioticos aumenta a necessidade de procurar substdncias com poder
antibacteriano como a prata, capazes de inserir-se na estrutura da hidroxiapatita
(ZHANG, 2010).

Embora a prata apresente propriedades antimicrobianas, ela pode ser téxica
as células humanas se a concentragdo ultrapassar um limiar (CHEN et al., 2006). O
resultado é uma descoloracdo na pele, unhas e mucosas. A prata € absorvida pelo
COrpo e permanece no sangue até se depositar nas membranas das mucosas
(SYSTAGENIX, 2013).

Andrade (2014), obteve a HA por precipitacdo quimica e utilizou a quitosana
para a producao de nanoparticulas de prata como agente redutor e estabilizante. Os
materiais obtidos foram caracterizados por uma série de técnicas e submetidos a
avaliacdes in vitro da atividade antibacteriana utilizando cepas de S. aureus e E. coli
e da citotoxicidade utilizando cultura de células.

Mazzarolo (2013) obteve a HA com prata utilizando a técnica de precipitacéo
via Umida, para analisar o comportamento quimico (constitucional) e morfol6gico em
relacdo a variacdo da temperatura de calcinagéo e teor de prata adicionado, para
posteriormente testar a efetividade do material como agente bactericida.

Com o objetivo de encontrar um material que além de possuir as
propriedades de um biomaterial (bioatividade, biocompatibilidade, osteoinducéo e
osteocondutividade), possa diminuir ou prevenir as infeccdes de implantes e

preenchimentos, foi dado énfase ao estudo da hidroxiapatita com adic&o de prata.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SINTESE DAAMOSTRA CONTROLE

A hidroxiapatita foi obtida por meio de precipitacdo quimica por via Umida
tomando como referéncia a metodologia proposta por (ANGELO, 2008). Esse
método ocorre pela reacdo entre o acido fosférico (HsPOs) e uma suspensao
contendo hidréxido de calcio (Ca(OH);) ambos com alto grau de pureza, conforme a
reacao:

10Ca(OH); + 6H3PO. — Ca10(PO4)s(OH)2s) + 18H20 g (1)

Esse método foi selecionado devido a simplicidade da reacdo e por haver

somente formagdo de agua como subproduto, ndo interferindo no material final e
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ndo gerando riscos ao meio ambiente devido a ndo formacgdo de residuos. Os
reagentes foram utilizados na concentragdo 1,2 mol L™ para o acido fosférico e 2,0
mol L* para o hidréoxido de célcio, para seguir a razdo Ca/P igual a 1,67 a fim de
garantir a formacdo da hidroxiapatita, ter um material termicamente estavel e com
boa cristalinidade.

A solucdo de hidroxido de célcio foi mantida em um béquer a 50 °C, sob
agitacdo constante e em seguida, o gotejamento do HsPO, foi realizado lentamente,
adicionando-se em torno de 2 a 5 mL/min. Durante o processo, foi verificado o pH da
solugdo com fita de papel universal para que 0 mesmo permanecesse em torno de
10-12.

Durante a adicdo de Hi;PO, a temperatura e agitacdo permaneceram em
torno de 50 °C. Apds o gotejamento, a agitacdo e 0 aguecimento permaneceram
constantes por cerca de 60 minutos para completar a sintese e verificar as
alteracdes no pH.

O conteudo do béquer foi mantido a temperatura ambiente por um periodo de
envelhecimento de 24 horas. Durante o processo de sintese, o pH foi monitorado e
mantido entre 10 e 12 até a completa reacédo dos reagentes da hidroxiapatita. E de
fundamental importancia a manutencdo dos valores de pH até que a reagcdo se

complete, garantindo assim, a formacgédo de uma Unica fase de hidroxiapatita.

4.1.1 Secagem

Ao término do periodo de envelhecimento o pH foi monitorado e apos a
decantacdo, foi retirado o excesso de agua. O residuo no béquer foi seco
completamente em estufa a temperatura de 110 °C por 24 horas, para a retirada de
agua. ApGs a secagem, o residuo foi desaglomerado em almofariz de agata e a
amostra foi peneirada em malha de 200 mesh.

Por fim, a amostra foi acondicionada em cadinhos de alumina e calcinada
com passo de aquecimento igual a 5 °C/min até 700 °C em atmosfera de ar, para
estabilizacdo da fase de hidroxiapatita. O periodo de residéncia a 700°C em forno foi
de 1 hora. Apos a calcinacdo, a amostra foi caracterizada e submetida a analise da

atividade antimicrobiana.
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4.2 SINTESE DA HIDROXIAPATITA COM ADIQAO DE {ONS PRATA

A hidroxiapatita com prata foi obtida por precipitacdo quimica mediante a
reacao entre acido fosférico e uma solucédo aquosa de nitrato de prata e hidréxido de
calcio em temperatura ambiente. Foi adicionado Ca(OH), em solu¢des de AgNO; 0,1
mol L*; 0,01 mol L* e 0,001 mol L* e apdés completa homogeneizacéo, iniciou-se o
gotejamento de H3;PO. sob agitacéo constante.

Apds o gotejamento, a suspensdo foi mantida sob agitacdo constante por 1
hora. Em seguida o material foi filtrado e seco em estufa a 110 °C por 24 horas. O
sélido foi desaglomerado em almofariz de 4gata e o po6 foi calcinado a 700 °C por 1
hora com taxa de aquecimento de 5 °C/min e por fim, as amostras foram peneiradas

em malha de 200 mesh e caracterizadas.

4.3 CARACTERIZACAO
As amostras de hidroxiapatita e hidroxiapatita com prata foram caracterizadas
por Difracdo de raios X (DRX) e Espectrofotometria no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

4.3.1 Difracao de raios X (DRX)

As amostras sintetizadas foram caracterizadas por difratometria de Raios X
em equipamento Rigaku, modelo MiniFlex 600, com intervalo de angulo de Bragg de
5% a 110° usando passos de 0,03° com velocidade de varredura de 2 °/min, radiacao
CuKa (A = 1,5406 A), tens&o de 40 kV e corrente de 15 mA. Todas as analises foram
realizadas na Central de Analises da UTFPR - Pato Branco.

A técnica foi utilizada para determinacdo do tamanho médio dos cristalitos
através da equacdo de Scherrer, de fases cristalinas e caracteristicas do cristal

obtido, bem como a presenca da prata apos a dopagem. O pico utilizado para os

calculos foi em 26= 25,9, por ndo apresentar sobreposic¢des.

4.3.2 Espectroscopia de absorcédo na regido do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)
As medidas de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier foram realizadas na Central de Anéalises da UTFPR — Pato Branco, em

equipamento PerkinElmer configurado como padrdo para trabalho na regido de IR
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médio 4000-400 cm™, com acumulagdo de 32 varreduras e resolugdo de 2 cm™
mediante o uso de pastilhas de KBr (Aldrich).
A técnica foi utilizada para identificar os grupamentos i6nicos e possiveis

substituicbes ou alteracdes importantes na composi¢ao da hidroxiapatita.

4.4 AVALIACAO IN VITRO DAATIVIDADE MICROBIANA

Uma grande variedade de métodos pode ser empregada para medir a
atividade antimicrobiana in vitro de agentes antimicrobianos frente a
microrganismos. Como tais métodos ndo sdo todos baseados no mesmo principio,
os resultados obtidos serdo também influenciados também pelos microrganismos
utilizados e pelo grau de solubilidade de cada agente antimicrobiano (VANDEN;
BERGHE et al., 1991).

O método de disco-difusao foi idealizado por Bauer et al. (1966), e desde
entdo é um dos métodos mais utilizados nos laboratérios de microbiologia clinica no

Brasil para testar a suscetibilidade aos antimicrobianos (SEJAS et al., 2003).

4.4.1 Teste de disco difusdo em agar

Para o teste de disco difusdo foi utilizado meio de cultura Agar Mieller-
Hintone e os microrganismos foram repicados e incubados por aproximadamente 17
horas a 37 °C para Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis e 28 °C para
Candida albicans. Apos, foram padronizados em escala de McFarland 0,5 que
contém aproximadamente 102 UFC/mL.

Em seguida, pocos de 8,0 mm de diametro foram perfurados na superficie
das placas de Petri que continham o Agar Mieller-Hintone e os microrganismos

foram inoculados com swabs esterelizados na superficie do meio de cultivo. Em

seguida, 50 mg das amostras foram adicionadas nos pog¢os junto com 20 pL de agua
peptonada e as placas foram incubadas em estufa bacteroldgica por 17 a 24 horas
a 37 °C para Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis e 28 °C para Candida
albicans. Apos esse periodo foram realizadas as medidas dos halos de inibicdo do
desenvolvimento microbiano. Os resultados foram expressos em mm.

Como controle positivo para 0S microrganismos Escherichia coli e
Staphylococcus epidermidis foi utilizado o antibiético tetraciclina na concentracdo de

5 mg/L, que inibe o desenvolvimento microbiano e como controle negativo foi
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utilizado agua peptonada que ir& permitir o crescimento. Para Candida albicans foi
utilizado o antifungico fluconazol na concentracdo de 5 mg/L para o controle positivo

e para o controle negativo foi utilizado dgua peptonada.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Os difratogramas (Figura 2) apresentaram perfis constituidos de picos
relativamente estreitos e intensos, caracteristicas associadas a cristalinidade da
amostra. (ANGELO, 2008).

A fase da HA foi identificada pela verificacdo de seus picos caracteristicos em
26= 25,99 31,6°; 32,9° e 33,9° e ao comparar com a ficha padréo ICDD 01-089-6437
(International Centre for Diffraction Data) podemos confirmar a formagao de HA

como fase majoritaria.
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Figura 2: Difratograma de raios X das apatitas sintetizadas.

Nas amostras contendo prata também podemos observar a formacdo da

hidroxiapatita e o pico caracteristico da prata metalica em 26= 38,1° e 44,3° para a
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amostra de concentracdo 0,1 mol L*, que apresenta maior intensidade comparada
as concentracdes de 0,01 mol L* e 0,001 mol L*. Na figura 3 é possivel ter uma
melhor visualizacdo dos sinais correspondentes a prata. Verifica-se que quanto

maior a concentracéo de prata, maior a intensidade dos picos.
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Figura 3: Difratograma de raios X das amostras sintetizadas ampliado.

Katakam et al. (2003) utilizaram hidroxiapatitas comercial e 6xido de prata
(Ag20). Concentragbes de 5 e 10% em mol de oxido de prata foram espalhados
homogeneamente sobre a HA e as misturas compactadas a pressdo. As amostras
foram aquecidas em forno micro-ondas doméstico e irradiadas durante 3 horas.
Observaram a formacdo de prata metdlica em 26= 38,1° e 44,3° nas amostras,
através do ensaio de difratometria de raios X.

Miranda et al. (2010) estudaram e caracterizaram nanoparticulas de prata
incorporadas a uma matriz de HA, a qual foi obtida pelo método sol gel e
posteriormente adicionada a uma solucéo contendo AgNO; a fim de se obter HA/nAg
com 1% em peso de prata metalica. O padrdo DRX para as amostras resultou na

presenca de Ag metélica caracterizada pelos picos 26 =38,1° e 44,3°.
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Ohtsuki e colaboradores (2010) realizaram a caracterizacdo das amostras de
HA obtidas pelo método hidrotermal e imersas em solucdo de nanoparticulas de
prata através da difratometria de raios X e observaram também a presenca de prata
metélica caracterizada pelo pico 206 = 38,1°.

Ainda, observa-se que no difratograma com maior dopagem com ions de
prata ocorre um sutil alargamento das reflexdes, indicando que existe modificacbes
na estrutura da rede cristalina da hidroxiapatita a tornando menos cristalina (BAI et
al.,, 2010). Isso acontece devido que 0s ions calcios possuem raios i6Gnicos
hexacoordenados de 100 pm enquanto os ions de prata (Ag') com mesma
coordenacao, possuem raios de 115 pm, essa substituicio é mais facilitada em
virtude que as apatitas aceitam melhor a inclusdo de ions com raios maiores no sitio
do calcio (LEGEROS, 1984).

Capanema (2014), associou a menor cristalinidade a carbonatacdo da HA. O
estudo reporta que HA carbonatadas apresentam satisfatoria concordancia com o0s
picos da fase cristalina identificada na HA, e com picos na fase menos cristalina
devido a falta de periodicidade a longo alcance em decorréncia das deformacgdes
introduzidas pela substituicdo de grupos fosfato (PO.*), e/ou hidroxilas, (OH") pelos
grupos carbonato (CO3*). O fato de a sintese ser realizada em sistema aberto pode
justificar a carbonatacdo da HA. As reflexdes caracteristicas para HA e HA
carbonatada séo respectivamente em 26: 25,90; 31,80 e 32,93 e 25,75; 32,19 e
33,43. Portanto, os picos possivelmente apresentam sobreposicdo, dificultando o
processo de identificagéo das fases. (ANGELO, 2008).

A fim de se confirmar possiveis substituicdes ou interacdes na estrutura da
HA calculou-se o tamanho médio dos cristalitos empregando-se a equacdo de

Scherrer:

(Equacéo 1)

Onde:
K = constante de proporcionalidade que depende da forma das particulas, assumida
como sendo esférica (0,9).

A = comprimento de onda da radiacdo CuKa (0,15406 nm).

B = largura do pico a meia altura.
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6 = angulo de difracdo de Bragg.
Na tabela abaixo podemos verificar o tamanho médio dos cristalitos das

amostras sintetizadas:

Tabela 1: Tamanho médio de cristalito das amostras sintetizadas.

Amostra Tamanho do cristalito (nm)
HA 30,44
HAAg 0,001 mol L™ 30,47
HAAg 0,01 mol L™ 32,04
HAAg 0,1 mol L™ 33,14

Analisando os valores obtidos € possivel observar um crescente aumento no
tamanho do cristalito nas amostras que contém prata quando comparadas a HA
pura, indicando que o metal pode ter incorporado na estrutura da hidroxiapatita.

A amostra com maior concentracdo de prata, HAAg 0,1 mol L™ apresentou o
maior tamanho de cristalito, o que sugere a incorporacdo do ion metalico
possivelmente nas posi¢cdes do grupo hidroxila (OH?) como verificado nos espectros
de FTIR, dado o decréscimo da intensidade da banda atribuida a este grupamento.

Mundstock, (2004) destaca que o arranjo em forma hexagonal da HA permite
gue os grupos hidroxila (OH") sejam retirados com relativa facilidade, gerando canais
vazios entre os hexagonos, formados pelos ions de calcio, por onde outros ions e
moléculas podem ser conduzidos para dentro da estrutura do material ceramico.

Mavropolous et. al., (2002) sugere a substituicdo dos ions Ca? por cations
metalicos tais como o Pb#, Cd?*, Cu*, Zn%*, Sr*, Co?*, Fe*" e Ag" devido a estrutura
da HA permitir substituicdes isomorfas catiénicas e aniénicas com facilidade. Costa

et al., (2009) também sugere a substituicdo dos ions Ca?* pelos ions Ag".

5.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O espectro de FTIR da figura 4 apresenta para a amostra sem adi¢do de ions
prata (HA) banda correspondente a deformacéo axial de O-H préximas a 3670 cm™
As bandas presentes em torno de 1650 cm™ e 1460 cm™, sugerem a deformacéo
axial do C=0 do ion COs* e de C-O respectivamente. E possivel também visualizar

banda de baixa intensidade préximo a 870 cm™ atribuida a deformacédo fora do
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plano. Também é observavel bandas caracteristicas do ion PO,* onde é evidenciado
bandas de deformacéo axial de P=O em 1420 cm™ e sinais de deformacéo axial de
P-O de 900 cm™ a 1200 cm™. Abaixo de 500 cm™, observa-se a banda atribuida a
deformacédo angular de O-P-O (ANGELO, 2008; CAPANEMA, 2014 e SANTOS,
2013).
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Figura 4: Espectro de FTIR das amostras sintetizadas.

Na amostra com menor concentracdo de prata (HAAg 0,001 mol L™),
observou-se as mesmas bandas caracteristicas da amostra sem dopagem de prata
(HA). Todavia, houve diminuicdo da intensidade das bandas préoximas a 3670 cm™
referentes ao grupo O-H e entre 1460 cm™ relacionado ao estiramento C=0. Apesar
de a diferenca de intensidade das bandas entre as amostras seja sutil pequena, &
possivel sugerir a incorporacdo de ions prata principalmente referente aos sitios da
hidroxila.

Para a amostra (HAAg 0,01 mol L?) é verificada a presenca das mesmas
regides de absorcao caracteristicas da hidroxiapatita sem adicéo de prata (HA), com
a diferenca em que o sinal associado ao C=0, préximo a 1460 cm™ demonstra

diminuicdo de intensidade que também pode se relacionar com uma possivel
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insercdo de prata ao grupo ou apenas a menor absorcdo de CO;g atmosférico no
processo de sintese ou realizacao da analise.

A amostra com maior concentragdo de prata (HAAg 0,1 mol L") em analogia
aos demais espectros, contém as mesmas bandas atribuidas a HA. Mas com duas
diminuicbes consideraveis de intensidade que ocorrem em paralelo. Nas bandas
atribuidas aos estiramentos C=0 e OH. De acordo com Mundstock, (2004) essas
diminuicdes estdo relacionadas com a incorporacao da prata aos sitios referidos ja
gue o arranjo em forma hexagonal da HA permite que os grupos hidroxila (OH")
sejam retirados com relativa facilidade, gerando canais vazios entre 0s hexagonos,
formados pelos ions de calcio, por onde outros ions e moléculas podem ser

conduzidos para dentro da estrutura do material ceramico.

5.3 TESTE DE DISCO DIFUSAO EM AGAR
Os resultados do teste de disco difusdo em agar para 0S microrganismos
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis e Candida Albicans s&o mostrados nas

figuras 5, 6 e 7 respectivamente.

Figura 5: Figura 5: Teste de disco difusdo para Escherichia coli.



Figura 7: Teste de disco difusdo para Candida albicans.
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A bactéria Gram-negativa, Escherichia coli, foi resistente a todas as amostras
de HA e HAAg testadas. Por outro lado, a bactéria Gram positiva Staphylococcus
epidermidis foi sensivel a presenca de HA em concentracdo de prata de 0,1 mol L™
apresentando halo de inibicdo de 6,0 mm. Nas demais concentracbes de Ag
avaliadas ndo houve efeito antibacteriano. O controle positivo, realizado com o
antibiotico tetraciclina, exerceu o efeito antimicrobiano esperado, com halo de
inibicdo de 29 mm (E. coli) e 36 mm para S. epidermidis e para o controle negativo,
realizado com agua peptonada, houve auséncia de inibicio para ambos o0s
microrganismos testados. Tais resultados verificados nos controles, demonstram a
eficiéncia da realizacdo do método e confiabilidade dos resultados.

Estes resultados possivelmente estejam relacionados com a espessura da
parede celular das bactérias Gram-negativas, pois essas possuem uma membrana
externa a mais, constituida de lipossacarideos. Sendo assim as bactérias Gram-
negativas sdo mais resistentes a acdo de antibidticos, que ndo sdo capazes de
cruzar efetivamente esta barreira lipidica (ROCHA, 2011).

Conforme demonstrado na figura 7, dentre as amostras de HA testadas,
apenas a HAAg a 0,1 mol L* exerceu efeito antifingico contra a Candida albicans,
com halo de 7,0 mm. As demais amostras ndo exerceram efeito inibitorio frente a
levedura estudada. Para o controle positivo (fluconazol, 5 mg/mL) houve formacéo
de halo de inibicdo de 23 mm e para a agua peptonada (controle negativo) nao
houve inibicéo.

O mecanismo de acdo antimicrobiana da prata ocorre por meio de interacdes
com membranas biolégicas resulta em producdo de espécies reativas de oxigénio,
gue danificam a membrana da célula (DIBROV et al., 2002; DRAGIEVA et al., 1999;
RUSSELL et al., 1996).

Félix (2015) obteve resultados similares para a bacteria Gram-negativa (E.
coli), onde ndo houve formacdo de halos de inibicdo para as amostras de HA e
HAAg. Também obteve resultados similares com a bactéria Staphylococcus aureus,
que é do mesmo género que Staphylococcus epidermidis. Apenas a amostra
contendo prata na concentracdo de 0,1 mol L* apresentou halo de inibicéo,
apresentando melhor efeito antibacteriano para a bactéria Gram-positiva quando
comparada a Gram-negativa.

Estes resultados podem se dever ao fato da mobilidade limitada dos ions

prata sobre o meio sélido do agar, que sendo baixa, indica ser um dos fatores
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limitantes para a formacdo de halos maiores. A atividade antibacteriana de
compostos HAAg, semelhantes ao obtido no presente estudo, tem sido atribuida a
liberacdo de Ag* no meio (CHEN et al., 2007; SIMON; ALBON; SIMON, 2008).

6 CONCLUSOES

Pela analise dos difratogramas de raios X (DRX) podemos confirmar a
formacao da hidroxiapatita como fase majoritaria e a presenca consideravel de prata
nas amostras com concentra¢des de AgNO; de 0,1 mol L* e 0,01 mol L™

Os resultados dos calculos utilizando a equacao de Scherrer mostraram que
houve um aumento crescente no tamanho dos cristalitos, conforme aumentava-se a
concentracédo de prata na amostra, sugerindo a incorporagao de prata na estrutura
da hidroxiapatita.

Os espectros de FTIR mostraram bandas caracteristicas dos grupamentos
funcionais alusivos a estrutura da hidroxiapatita. Ainda, observou-se o decréscimo
da intensidade das bandasatribuidas aos estiramentos C=0 e O-H a medida que
aumentava-se a concentracdo de ions prata na amostra, sugerindo a incorporacao
do ion metélico a estrutura da hidroxiapatita.

O teste de disco difusdo em agar teve melhor resultado para a bactéria Gram-
positiva S. epidermidis e para a levedura nas concentracdes de prata de 0,1 mol L™.
Para as demais concentracdes e para a bactéria Gram-negativa E. coli nao
houveram resultados satisfatorios. Isso pode ser atribuido a complexidade da parede
celular das bactérias Gram-negativas e da mobilidade limitada dos ions de prata
sobre 0 meio solido do &gar, impedindo a formacéo de halos maiores.

Os resultados obtidos poderéo servir de referéncia para futuras avaliacdes
com modelos experimentais mais complexos. S80 necessarios mais ensaios
microbiolégicos, como a concentracdo minima inibitéria (MIC) para confirmar a
atividade antimicrobiana e determinar a concentragdo minima inibitéria para

espécies associadas a infec¢bes importantes.
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