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Resumo: A Hidroxiapatita (HAP) ¢ um biomaterial indissociavel no processo da manutencao
da resisténcia 6ssea. Nanoparticulas sdo substancias idnicas que, em contato com a HAP,
ensejam o aparecimento de propriedades fisico-quimicas e caracteristicas bioldgicas
especificas nesse biomaterial, que variam em funcao dos efeitos bioldgicos dos ions. O estudo
de ions que em contato com a HAP resultam numa atividade antimicrobiana devem ser
verificados. Nesse sentido, o foco do trabalho em questdo foi verificar a eficiéncia
antimicrobiana dos dopantes Cloreto de Cobre (CuCl), Sulfato de Cobre (CuSQy,), Sulfato de
Prata (AgSOs) e Nitrato de Zinco (ZnNOs3), os quais sdo frequentemente utilizados na sintese
de HAP, bem como o efeito antimicrobiano de HAP dopada com Magnésio, Titanio, Ferro e
Prata. Os testes de atividade antibacteriana foram realizados para bactérias potencialmente
patégenas em humanos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp.). A HAP
dopada ndo apresentou eficiéncia para controle de nenhum dos patdégenos. No entanto, os
dopantes quando testados de forma pura apresentaram eficiéncia no controle do crescimento
de todos os patogenos testados.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, Efeito bactericida, Biomaterial dopado.

Abstract: Hydroxyapatite (HAP) is an indispensable biomaterial in maintaining bone
resistance. Nano-particles are ionic substances which, on contact with HAP, enable its
physical-chemical properties and specific biological characteristics, which vary depending on
the biological effects of the ions. The ions which, on contact with HAP, result in antimicrobial
activity, should be verified. Thus, the focus of this study was to determine the antimicrobial
efficiency of the dopants Copper Chloride (CuCl), Copper Sulphate (CuSQy), Silver Nitrate
(AgS03), and Zinc Nitrate (ZnNQOj3), which are often used in synthesizing HAP, as well as the
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antimicrobial effect of HAP doped with Magnesium, Titanium, Iron and Silver. Antibacterial
activity tests were performed with bacteria that are potentially pathogenic in humans
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella sp.). The doped HAP was not shown
to be efficient in controlling any of the pathogens. However, when tested in pure form, the
dopants showed effectiveness in controlling the growth of all tested pathogens.

Key-Words: Hydroxyapatite, Antimicrobial effect, Biomaterial

INTRODUCAO

A Hidroxiapatita (HAP) é um biomaterial® constantemente aplicado como bioceramica
densa, porosa ou de revestimento nos campos médico e odontoldgico (VALENTE, 1999).
Devido a sua biocompatibilidade e composi¢do quimica similar a do osso —a HAP é um dos
constituintes basicos naturais da fibra dssea, representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e
dentes — é capaz de formar ligagdes quimicas fortes com o tecido 6sseo e a sua associagcao
com as fibras colagenas (parte organica dos o0ssos) é decisiva para a manutencdo da
resisténcia 6ssea (FONSECA, 2007).

A hidroxiapatita possui ainda a propriedade de osteoconducéo, que € a capacidade de
fazer ligacbes na interface osso/implante, o que a torna uma possivel substituta do 0sso
humano em implantes e préteses e a transforma em uma substancia de grande interesse no
ambito cientifico/medico (HENCH, 1998; TIRRELL et al., 2002).

Sua alta capacidade de adsorver e de absorver moléculas faz da HAP um excelente
suporte para a acdo prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores 0sseos e
propicia a adsorcéo e replicacdo de bactérias, estabelecendo outro campo de aplicacdo desse
biomaterial (ANDRADE, 2013). Ademais, possui eficiéncia no tratamento de remocgéo de
metais pesados em aguas e solos poluidos (SOUZA et al., 2010).

Implantes com biomateriais sdo dependentes da osteogénese, que é o processo de
formacdo Ossea, e sua sobrevivéncia esta relacionada a prevencdo e combate de futuras
infeccOes bacterianas no pds-operatério. A fim de que a adesdo bacteriana ndo compita com a
integracdo do tecido celular na superficie externa dos materiais implantados, faz-se necessaria
a utilizagdo de agentes antimicrobianos. Materiais nanoestruturados tais como o 6xido de
titanio, a prata e o 0xido de zinco tém manifestado um grande potencial antibacteriano: a prata
como agente bactericida, o 6xido de zinco como agente fungicida e bactericida e o dioxido de

SBiomaterial ¢ definido como “qualquer substincia ou combinagio de substancias que ndo sejam drogas ou farmacos, de
origem natural ou sintética, que podem ser usadas durante qualquer periodo de tempo, como parte ou como todo de sistemas
que tratam, aumentam ou substituam quaisquer tecidos, 6rgdos ou fungdes do corpo” (WILLIANS, 1987).
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titinio como agente bactericida a partir de propriedades fotocataliticas (DASTJERDI e
MONTAZER, 2010; SCHEIDT, 2013).

Muitas pesquisas sao desenvolvidas com o intuito de atribuir propriedades
antimicrobianas aos biomateriais a partir de seu tratamento com ions metalicos de natureza
biocida, como os cétions de prata, cobre e zinco (BEILER, 2012). A Environmental Agency
Protection (EPA) comprovou que o cobre é um metal antimicrobiano, pois em seus estudos, o
uso do metal capaz de dissipar aproximadamente 99,9% das bactérias de uma superficie
contaminada em apenas duas horas de exposicdo e reduzir em até 58% as infeccOes

hospitalares em UTI’s.

A utilizacdo da prata como agente bactericida ja é conhecida como uma alternativa
viavel aos antibidticos comuns, tendo uma ampla gama de atuacdo em diversas bactérias
(ZHANG et al., 2010). O uso deste material proporciona relevante atividade bacteriana,
acelerando a eficéacia e eficiéncia do tratamento. As nanoparticulas de prata atuam no mercado
de agentes bactericidas gracas as suas inimeras vantagens sobre os desinfetantes tradicionais,
no que diz respeito a estabilidade quimica, a seguranca, a longa duracdo e a eficiéncia
bactericida (XU et al., 2011). Nesse sentido, diversas propostas de incorporacdo de prata a
biomateriais vém sendo descritas na literatura (DIAMOND-STANIC et al., 2011; ZHANG et
al., 2010).

Alternando o uso da prata, visto a toxicidade da mesma, que é prejudicial em alguns
casos, muito se tem utilizado o zinco, ja& que este apresenta caracteristicas favoraveis. Tais
como, exercer atividade antimicrobiana, apresentar pouca toxicidade quando empregada em
baixas concentracdes, além de ser elemento de imensa importancia no metabolismo humano
(BEILER, 2012).

O aumento da resisténcia de bactérias patdgenas as drogas antimicrobianas (SANTOS,
2004) representa hoje o grande desafio dos estudos em Microbiologia, principalmente devido
ao grande impacto que se pode gerar para a saude publica. Compostos com os ions prata e
zinco, em especial, apresentam-se como uma alternativa aos antibioticos que ja ndo possuem
efeito em determinadas bactérias, uma vez que esses metais apresentam ampla atividade e
baixa incidéncia de resisténcia, incluindo as bactérias envolvidas nas infec¢bes ocasionadas
por implantes biomedicos (ZHANG et al., 2007).

Apesar das diversas aplicagdes biologicas promissoras, o uso da HAP ¢ limitado em

funcdo de sua lenta taxa de degradagdo. Geralmente, a degradagdo dos compostos de fosfato
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de célcio depende da razdo molar entre os ions célcio e fosforo. A incorporagdo de ions
metalicos a sua estrutura tem sido utilizada como alternativa para aumentar a sua
solubilizacdo em processos biologicos (BOANINI et al., 2010). Estas substancias idnicas
possibilitam que a HAP tenha propriedades fisico-quimicas e caracteristicas biologicas
especificas, que variam em funcdo dos efeitos bioldgicos dos ions.

Em meio a este contexto, este trabalho buscou verificar a eficiéncia bactericida de
alguns dopantes utilizados para a sintese da Hidroxiapatita: Sulfato de Cobre (CuSQO,) e
Nitrato de Prata (AgNQO3), além de verificar a atividade antimicrobiana na HAP dopada com

ions de Cobre ¢ Prata.

MATERIAIS E METODOS

Devido a pouca solubilidade da HAP, fez-se necessaria a utilizacdo de métodos
microbioldgicos distintos para a obtencdo de resultados mais confidveis. Em todos os testes in
vitro, as bactérias potencialmente patogénicas para humanos, Eschericha coli, Staphilococcus
aureus e Salmonella sp., foram cultivadas previamente e diluidas em salina 0,9 %,

padronizadas na escala de Mac Farland 1,0 (T = 63% % 1).

1. TESTE DOS DOPANTES

Para o teste com os dopantes pesou-se 0,1g dos pds de Nitrato de Prata (AgNO3) e
Sulfato de Cobre (CuSO,) separadamente. Cada dopante foi diluido em 1 mL de &agua
destilada e acondicionado em tubo de ensaio contendo aproxidamente 20 mL de &gar soja
triptona (TSA) e esterilizado em autoclave por 15 minutos. O meio de cultura foi plagueado e
apos o resfriamento e solidificagdo, uma aliquota de 10 pL de suspensdo de bactérias
potencialmente patogénicas foi semeada por espalhamento, para entdo serem incubadas em
estufa bacterioldgica a + 36,5 °C por 24 horas. Findado o tempo de encubacédo, as placas

foram analisadas quanto ao crescimento ou inibi¢do das bactérias.

2. TESTE DAS HIDROXIAPATITAS DOPADAS

O teste foi dividido em dois métodos distintos. O primeiro metodo, realizado em
triplicata, consistiu em adicionar 100 pL da suspensao bacteriana (escala 1,0 Mac Farland) em
10 mL de caldo Todd Hewitt. Posteriormente, adicionaram-se porgdes de 0,1 g de HAP pura e

suas variedades dopadas. O controle positivo foi uma suspensdo bacteriana em caldo sem
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adicdo de HAP. Ap0s 24 horas em estufa bacterioldgica a + 36,5 °C, uma aliquota de 200 pL
das suspensbes foi semeada em TSA para observacdo do crescimento ou inibicdo das
bacterias.

O segundo meétodo caracterizou-se pelo espalhamento de 200 pL de cada suspensao
das bactérias (escala 1,0 Mac Farland) em placas com TSA. As amostras, em p0d, foram
adicionadas individualmente apds a perfuracdo de pocos no meio de cultura, a fim de verificar
o0 surgimento de halos de inibicdo. As amostras foram encubadas em estufa bacterioldgica +
36,5 °C por 24 horas.

3. TESTE DA HAP DOPADA COM PRATA EM DIFERENTES CONCENTRACOES

Em tubos distintos contendo 1 mL de salina 0,9 %, foram adicionados 0,02g de HAP
pura e 0,1, 0,07 e 0,02 g de HAP-Ag. Foram retirados 300 plL dessas suspensdes e
adicionados em outros tubos, devidamente identificados. Em seguida, foram acrescidos 300
ML das suspensdes bacterianas. Dessa nova suspensdo, 50 pL foram semeados em meio de

cultivo TSA e incubados em estufa bacterioldgica + 36,5 °C por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. DOPANTES

As amostras contendo meio de cultivo TSA e os dopantes AgNO3; e CuSO, nédo
apresentaram crescimento das espécies patdgenas testadas, demonstrando que todos 0s
dopantes propostos possuem efeito significativo no controle de crescimento de Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp. (figura 1).

Fig. 1. Teste in vitro dos dopantes AgNO; e CuSO, respectivamente, com as espécies Escherichia coli,

Salmonella sp. e Staphylococcus aureus.
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2. HAPs DOPADAS

Apos o periodo de incubagdo, verificou-se que a contagem das Unidades Formadoras
de Colénias (UFC) das amostras do primeiro procedimento apresentou mais de 300 UFC,
caracterizando como ndmero incontavel de colonias.

As amostras do segundo procedimento também demostraram um crescimento acima
de 300 UFC, demonstrando que os diferentes tipos de Hidroxiapatita (pura e dopada) nédo
fizeram surgir os halos de inibicéo, ou seja, o biomaterial dopado néo foi eficaz no controle de
crescimento de nenhuma das espécies bacterianas selecionadas.

A eficacia de nanoparticulas de cobre e de prata na atividade antibacteriana em relacéo
a Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella enterica e Staphylococcus aureus ja foi
descrita anteriormente (ARAKAWA et al.,, 2015). Contudo, nossos experimentos ndo
obtiveram este mesmo efeito. Essa diferenca dos resultados pode ser devido ao método de
obtencdo das nanoparticulas apresentado por Arakawa e colaboradores (2015), os quais
utilizam a metodologia de impregnacéo a vacuo, diferentemente da nossa sintese, que utiliza a
precipitagdo por via Umida.

A forma de acdo da prata, no que diz respeito a seu efeito bactericida, é muito
discutida. Sabe-se que sua manifestacdo depende da maneira na qual ela se encontra (bulk,
nano, ions), envolvendo também a sua oxidacdo a ions de prata (XIU et al., 2012). Em relacéo
as nanoparticulas, a acdo se relaciona especialmente ao seu tamanho, sendo que as menores —
de 5 a 10 nm — apresentam maior reatividade, e os clusters atdmicos de 0,4 a 2 nm,
apresentam ainda maior atividade bactericida (MORONES et al., 2005).

Segundo VIEIRA (2013), outro fator preponderante para o efeito bacteriano é o
aumento do contato superficial da Ag. Dessa forma, quanto melhor estiverem distribuidos os
ions na superficie do material, maior sera o efeito bacteriano.

O Ministério da Agricultura afirma que compostos clpricos como o Sulfato de Cobre,
Hidroxido de Cobre e Oxicloreto de Cobre podem ser utilizados como agroguimicos no
combate a bactérias e fungos na agricultura. Tal utilizacdo se deve ao fato do cobre, segundo
LEITE JUNIOR (2000), atuar na protecio do tecido vegetal contra infec¢do por bactérias e na
reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar.

MENEGUIM e colaboradores (2007) testaram a sensibilidade ao cobre de 122
isolados bacterianos utilizando diferentes concentragdes de CuSO,4 e perceberam que a maior
concentragdo em que foram encontradas células bacterianas foi de 50 pg/mL e 100 pg/mL.
Além disso, os isolados apresentaram variagdes na sensibilidade ao cobre para as diferentes

concentragdes testadas.
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3. HAP COM PRATA EM DIFERENTES CONCENTRAQ@ES

Ao utilizarmos diferentes concentracfes de HAP dopada com Ag, ndo se encontrou
um resultado satisfatério no controle das patdgenas E. coli, S. aureus e Salmonella sp., visto
que todas as amostras, incluindo a HAP pura, apresentaram crescimento.

DIAMOND-STANIC et al. (2011) avaliaram a atividade bactericida da HAP dopada
com ions Ag em diferentes concentracdes. Neste caso, utilizou-se o teste de halo de inibicdo
para a avaliacdo do material obtido frente aos microrganismos E. coli e S. aureus em amostras
com o Ag* (0,1 % em peso). Os resultados apresentaram uma resposta bactericida satisfatoria
e relevante, em detrimento das amostras que tinham concentragcdes de 0,01 % em peso deste
ion. Além disso, a cultura de bactérias que continha S. aureus apresentou-se mais resistente
guando comparada aculturas de E. coli.

TRUJILLO (2010), estudando a HAP contendo Ag em concentracdes de 0,5 e 1,5 %
em peso, observou que, em geral, as amostras que apresentaram maior quantidade de bactérias
mortas — Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa — continham maior teor de
Ag em sua estrutura. Da mesma forma, RAMESHBABU et al (2005) concluiu que as
amostras de HAP sintetizadas com teores de Ag entre 0,5 e 1,5 % apresentaram eficacia como
agente bactericida para E. coli e S. aureus, sem comprometer a bioatividade e osteointegracéo.

Conforme os dados apresentados, observamos que o teor dos ions prata incorporados
ao nosso biomaterial estavam aquém do teor minimo necessario para um resultado
dos ions com resultados relevantes foram 0,1 % em peso, e, em nossa sintese, o valor

utilizado foi 0,01 % em peso, sem contabilizar o rendimento.

CONCLUSOES

A partir dos experimentos realizados, verificou-se que apenas os dopantes, Sulfato de
Cobre e Nitrato de Prata, foram capazes de controlar de forma efetiva as trés patdgenas
inicialmente escolhidas. Em detrimento dos experimentos com a Hidroxiapatita em sua forma
pura e dopada com Prata, em diferentes concentragdes, e Cobre, as quais ndo apresentaram
resultado bactericida. Contudo, devido ao grande potencial desses dopantes, sd0 necessarios
novos testes com teores mais elevados dos ions a serem dopados para verificar a eficacia

desse biomaterial.
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