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"Pouco conhecimento, faz que as criaturas se sintam orgulhosas.
Muito conhecimento, que se sintam humildes.
E assim que as espigas sem gréos erguem desdenhosamente a cabeca para o céu ,

enguanto que as cheias as baixam para a terra, sua Mae."

(LEONARDO DA VINCI)
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RESUMO

Odair, PM. Sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade antibacteriana de
vidros bioativos obtidos por sol-gel no sistema Si:Ca:P, dopados com prata e
triclosan. Campo Grande, 2010. [Tese de Doutorado - Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul].

Infecgbes associadas a implantes de biomaterias sdo uma das principais causas de
revisdo do ato cirdrgico. A natureza quimica dos biomateriais e a interagcdo com as
defesas do organismo favorecem a colonizacao bacteriana e a criacado de biofilmes
que dificultam o tratamento antibidtico. A criacdo de biomaterias resilientes as
infeccbes tem se tornado uma meta da engenharia de tecidos, ciéncia
multidisciplinar que visa o reparo de tecidos danificados ou enfermos e das func¢des
organicas. Dentre os novos biomaterias estudados, as bioceramicas se destacam
pelas suas excelentes propriedades fisico-quimicas e biologicas. Em face de
necessidade de criagdo de biomaterias resilientes & infec¢gdo, um novo vidro bioativo
em po foi sintetizado pela rota sol-gel, sistema 60Si:36Ca:4P, estabilizado por
tratamento térmico a 600°C por 4 h e dopado com véarios teores de prata e triclosan.
A caracterizagao fisico-quimica foi realizada com técnicas de Microscopia Eletronica
de Varredura, Espectrometria de Energia Dispersiva, Termogravimetria, Difracdo de
Raios-X e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier. A
incorporacdo de quantidades crescentes de prata resultou em progressiva
compactacdo e organizacdo da matriz vitrea dos compostos. A bioatividade foi
demonstrada pela formacdo de apatitas apOds imersdao por 7 dias em solucédo de
fluido simulado corpoéreo (SBF). A atividade antibacteriana demonstrada por meio de
um procedimento microbiolégico modificado é proporcional a concentracdo de prata
do composto, e a dinamica de liberacdo de antimicrobianos em SBF em funcéo do
tempo, sugere relacdo com as reacdes quimicas de troca ibnica da bioatividade. Foi
demonstrada a adsorcao de triclosan & superficie de vidro bioativo e que quando em
vidros bioativo dopados com prata o composto final € mais potente que seus
componentes isolados, com excelente atividade antibacteriana contra a cepa de
Escherichia coli ATCC25922 e mais 36 cepas de bactérias isoladas de infeccbes em
pacientes hospitalizados. O composto VB-Ag3%-triclosan possui caracteristicas que
o torna um bom candidato para uso em futuras aplicacdes de implantes em Medicina
e Odontologia, necessitando de testes suplementares in vivo para seu uso seguro.

Palavras-chave: vidro bioativo, prata, triclosan

Vil
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ABSTRACT

Odair, PM. Synthesis, characterization and evaluation of antibacterial activity of
bioactive glass obtained by sol-gel in a, silver and triclosan doped, system
Si:Ca:P. Campo Grande, 2010. [Doctoral Thesis — Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

Infections associated with biomaterial implants are one of the principal causes of
surgical revision. The chemical nature of biomaterials and the interaction with the
organism’s defences favour bacterial colonization and the creation of biofilms which
are resistant to antibiotic treatment. The creation of biomaterials resilient to infections
has become a goal of the tissue engineering, a multidisciplinary science that goal the
repair of damaged tissues and organic functions. Among the new biomaterials being
studied, bioceramics stand out due to their excellent physico-chemical and biological
properties. In the face of the necessity of creating biomaterials resilient to infection,
we synthetized a new bioactive glass in powder form by the sol-gel route,
60Si:36Ca:4P system, stabilized by heat treatment at 600°C during four hours, and
doped with various concentrations of silver and triclosan. Physico-chemical
characterization was carried out with Scanning Electron Microscopy, Energy-
dispersive X-ray Spectroscopy, Thermogravimetry, X-Ray Diffraction, and Infrared
spectroscopy with Fourier Transform. The incorporation of increasing quantities of
silver resulted in progressive desinfication and organization of the glass matrix of the
compounds. Bioactivity was demonstrated by the formation of apatite after immersion
for seven days in simulated body fluid (SBF). Antibacterial activity, demonstrated by
means of a modificated microbiological procedure, was found to be proportional to
the concentration of silver in the compound. The temporal dynamics of antimicrobial
agent liberation into the SBF suggest a relationship with the ion exchange chemical
reactions of the bioactivity. Absorption of triclosan to the surface of the bioactive
glass was demonstrated when using bioactive glass silver doped. The antibacterial
activity of final compound was found to be more intense that its isolated components,
with excellent activity against the Escherichia coli ATCC25922 strain and another 36
bacterial strains isolated from infections of hospitalized patients. The compound VB-
Ag3%-triclosan has characteristics that make it an excellent candidate for use in
medical and orthodontic implants, after additional tests in vivo to ensure its safe use.

Key-words: bioactive glass, silver, triclosan
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1. INTRODUCAO

A principal causa de incapacidade funcional de oOrgdos e tecidos é o
envelhecimento, um processo natural de todos os seres vivos, resultado do desgaste
organico em funcéo do tempo e por falha dos processos bioquimicos de reparacéao.
Além desse processo natural, as doencas infecciosas, degenerativas, iatrogénicas e
traumaticas, resultantes do grande potencial de mutilacdo que o ser humano
desenvolveu ao longo de sua histdria, aumentam estas causas. Como consequéncia
importante parte da populacdo em idade ativa para o trabalho é perdida, elevando o
contingente de invalidos que dependem da previdéncia social, o que configura um

grave problema de custo muito elevado.

De acordo com Langer (2000), anualmente s&o gastos em saude nos EUA
mais de 400 bilhdes de dolares, em problemas como perdas de tecidos ou falhas
organicas. Aproximadamente 8 milhdes de procedimentos cirdrgicos sao realizados
anualmente, que necessitam de 40 a 90 milhdes de dias de internacdo hospitalar
para cuidados médicos associados (LANGER & VACANTI, 1993).

Segundo Marinho (2010), o Brasil ocupa o segundo lugar mundial em
namero de transplantes perdendo apenas para os Estados Unidos. Em 2005, os
EUA realizaram 28.108 transplantes, enquanto que no mesmo ano, o Brasil realizou
15.527, sendo 11.095 pagos pelo SUS com um custo da ordem de R$ 521,8
milhdes, o que representou um aumento de quase 30% em relacdo ao ano anterior.
Ja em 2008, o numero de transplantes aumentou para 19 mil. Enquanto nos EUA o
paciente arca diretamente com os custos de forma particular, por meio de planos de
saude, ou ainda no caso dos muito pobres através dos programas governamentais
assistenciais, no Brasil, em média, noventa por cento das cirurgias que envolvem
transplantes ou implantes sdo cobertos financeiramente pelo Governo, o que se

constitui em um gasto consideravel dos recursos publicos destinados com a Saude.

Dentre os procedimentos cirdrgicos que visam restaurar as funcdes

fisiol6gicas e anatdmicas de tecidos danificados ou irremediavelmente perdidos
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destacam-se os implantes, transplantes e enxertos. Implantes sdo dispositivos
medicos feitos para substituir ou atuar como uma estrutura biologica ausente do
corpo. Os mais comuns sao as préteses de articulagbes e as dentarias. Um
transplante é a substituicdo de um orgdo ou parte dele, como o de rins e de coracao.
Em medicina, a denominagao “enxerto” é utilizada para designar um procedimento
cirirgico para transplantar tecidos sem nutricdo sanguinea. O tecido obtem a
vasculariza¢do sanguinea a partir de um novo leito vascular(HENCH, 1998a).

Segundo Thomas (2005), os enxertos cirdrgicos de tecidos podem ser
classificados de acordo com a sua origem em:
- autoenxertos; quando o material é retirado do mesmo paciente.
- aloenxertos; quando o material é retirado de outro doador da mesma espécie.

- Xenoenxertos; quando o material é retirado de outra espécie animal.

Os autoenxertos sdo reconhecidos como o0 procedimento padrao de reparo
para a maioria das indicacbes médicas. Entretanto, possuem limitacées conhecidas
tais como a necessidade de uma primeira cirurgia para a retirada do enxerto,
limitacdes quanto ao seu tamanho e ou volume, muitas vezes inadequados ao local
a ser tratado. Os aloenxertos apresentam maior disponibilidade para uso imediato,
mas também possuem maior risco para a transmissao de infeccdes latentes e de
reacdes de rejeicdo imunoldgica. Os xenoenxertos, ou seja, materiais originarios de
outras espécies animais apresentam grande disponibilidade para uso, mas como no
caso anterior, tém problemas associados com rejeicdo e transmissdo de agentes
infecciosos (BREKKE & TOTH, 1980;THOMAS, 2005).

O reparo ou regeneracao 6ssea € um problema clinico comum e complicado
na cirurgia ortopédica. Todo ano milhdes de pessoas sofrem defeitos 6sseos que
variam de traumatismos severos, tumores, infeccfes ou doencas Osseas que
necessitam de intervencdo para prover o paciente de continuidade esquelética
adequada e suporte mecanico. Entretanto muitas morrem por insuficiéncia de um
reparo 6sseo adequado ou por complicacbes advindas das extensas cirurgias
ortopédicas a que foram submetidas (MURUGAN & RAMAKRISHNA, 2004).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Dispositivo_m%C3%A9dico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dispositivo_m%C3%A9dico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Medicina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cir%C3%BArgico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transplante_de_%C3%B3rg%C3%A3os
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Tecido_biol%C3%B3gico&action=edit&redlink=1
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Segundo Colemané& Nicholson, (2006), aproximadamente 90% da populagéo
com idade superior a 40 anos, sofre com algum tipo de degeneracdo O0ssea. Por
outro lado, a expectativa de vida das pessoas em alguns paises tem alcancado mais
de 80 anos, o que faz com que muitas atinjam um excessivo desgaste de suas
articulagdes. Com o aumento da idade comecam a ocorrer falhas nos processos de
reparacdo, infec¢des, injurias porcarga excessiva e em funcdo da diminuicdo da
compleicdo fisica. Em muitos destes casos, o enxerto 0sseo é a indicagdo
terapéutica de escolha.

A revolucdo tecnoldgica das Ultimas décadas associada a tendéncia da
multidisciplinaridade gerou importantes avancos na area da biotecnologia. Um deles
€ a criacdo da engenharia de tecidos, nova area de conhecimento multidisciplinar,
gue integra as ciéncias da vida (biologia celular, bioguimica, imunologia,
microbiologia e fisiologia) com a fisica e as engenharias (bioquimica, ciéncia de
biomateriais, engenharia biomédica e quimica) visando desenvolver materiais e
métodos para reparar o tecido danificado ou enfermo e para criar substitutos
completos desses tecidos e reparar funcdes organicas (PUTNAM & MOONEY,
1996;VATS, et al., 2003).

A escassez de materiais bioldégicos para atender a demanda clinica
crescente de reparos em pacientes necessitados de implantes e enxertos e a
necessidade de estender a vida util destes materiais pelo aumento da expectativa de
vida da populacédo, tem aumentado o uso de aplicagBes artificiais. Entretanto,
somente 10% dos procedimentos de enxertos sdo realizados com materiais
sintéticos, principalmente porque ainda é senso comum dos especialistas que 0s
materiais de enxerto sintético possuem qualidade inferior aos alo ou autoenxertos
(VACANTI & LANGER, 1999).

Biomateriais sdo definidos como compostos sintéticos ou naturais utilizados
na substituicdo de tecidos ou 6rgaos, visando a recuperacéo de sua fungéo, ou para
fins estéticos. Eles entram em contato permanente ou temporariamente com 0S
tecidos do organismo e devem apresentar caracteristicas apropriadas aos fins
propostos (SIVAKUMAR, 1999).
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Alguns materiais ao serem implantados no organismo, estimulam uma
reacdo de rejeicdo do organismo, que na tentativa de livrar-se deste corpo estranho
comeca a formagcdo de um tecido fibroso que freqientemente o encapsula,
impedindo a sua incorporagao aos tecidos adjacentes (HENCH & WILSON, 1984).
Esta condicdo é indesejavel e é a causa de muitos fracassos de implantes
(MURUGAN & RAMAKRISHNA, 2004).

O termo biocompatibilidade foi citado pela primeira vez em 1970 por Hegyeli
(1970), e seu uso e sentido vém sendo adaptado por varios autores. Segundo
Keong, biocompatibilidade é definida como a capacidade de um biomaterial ser
assimilado pelo organismo sem apresentar toxicidade, estimular inflamag¢do ou
rejeicoes (KEONG &HALIM, 2009).

A primeira geracdo de biomateriais foi criada nos anos 60 e 70 e tinha como
meta a “inatividade ou inércia” organica de modo a reduzir ao minimo o
desenvolvimento de rea¢des do sistema imune ao corpo estranho. Isto permaneceu
valido por 21 anos durante os quais dezenas de milhdes de pessoas tiveram sua
gualidade de vida aumentada pelo uso de implantes feitos com materiais inertes
(HENCH & POLAK, 2002). Com a descoberta de que alguns biomateriais tinham a
capacidade de formar “pontes” quimicas com os tecidos adjacentes e com o uso
clinico destes materiais no comeco dos anos 80, teve inicio a segunda geracao de
biomateriais. Nesta fase buscava-se uma resposta especifica do biomaterial que
poderia ser a sua fixacdo aos tecidos do paciente ou mesmo a sua dissolucéo e
substituicdo por tecido saudavel. As “pontes” constituem-se em for¢cas quimicas que
unem o enxerto aos tecidos, garantido a sua fixagdo (HENCH & PASCHALL, 1974).
Entretanto, € importante lembrar que nem sempre a bioatividade é desejada haja
vista que, em muitas oportunidades a condicdo de auséncia completa de reatividade
ou inércia é necessaria, como no caso de implantes oculares de cristalino, lentes

oftdlmicas, etc.

Na historia da evolucdo dos biomaterias a terceira geracdo esta sendo

caracterizada por aplicacdes que visam estimular respostas especificas a nivel
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molecular (NAVARRO, et al., 2008). Duas rotas alternativas se apresentam para a
consecucdo destes objetivos. Na primeira, moldes de materiais biodegradaveis que
mimetizam a estrutura dos tecidos sdo combinados com células especializadas do
hospedeiro in vitro e implantados in vivo no paciente, para a formagdo de um novo
tecido saudavel. Com o tempo o molde € reabsorvido e substituido por tecidos do
hospedeiro incluindo suprimento sanguineo e inervacgdes. Os tecidos construidos
por engenharia adaptam-se ao ambiente fisiolégico promovendo um reparo
duradouro. As aplicacdes clinicas incluem: reparo de cartilagem auricular, pele e
sistema vascular (HENCH & POLAK, 2002;JONES, 2007). A segunda rota envolve o
uso de biomateriais em forma de p6, solu¢des ou microparticulas para estimular uma
resposta de reparacdo tecidual local. Materiais bioativos liberam drogas sob
condi¢cBes controladas na forma de produtos de sua dissolucao iénica ou fatores de
crescimento como proteinas morfogenéticas que estimulam a osteogénese (HENCH
& POLAK, 2002).

Dentre as classes de biomateriais, tem crescido o interesse pela utilizacao
das ceramicas pelo seu grande potencial de uso clinico, que tem sido motivado
principalmente pelo aumento da taxa de falhas em proteses metalicas ou polimeéricas
(HENCH & WILSON 1996).

Ceramicas sao solidos inorganicos mantidos juntos por ambas, ligacdes
covalentes e ibnicas, compostas por elementos metalicos ou ndo em combinacao
com oxigénio, nitrogénio, silicio ou carbono, obtidas originalmente por fusdo de seus
constituintes. Muitas s&o baseadas em silicatos, alumi-silicatos, boratos e zirconatos
e dependendo da composicdo séo caracteristicamente duras, quimicamente inertes
e termo resistentes (COLEMAN & NICHOLSON, 2006).

As bioceramicas, sdo ceramicas com aplicagcbes em medicina/odontologia e
conseguem agregar propriedades biolégicas como a biocompatilidade, bioatividade,
capacidade de osteoinducdo, osteoconducdo, osteoproducdo, e ainda
degradabilidade controlada, o que coloca este biomaterial entre os de maior
potencial de desenvolvimento em novas aplicacées (BAYAZIT, et al., 2010). Entre as

bioceramicas tem sido bastante explorada a capacidade dos VidrosBioativos (VB)
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adaptarem-se a diversas condi¢des fisiologicas importantes nos processos de

implantes.

Com o desenvolvimento da técnica sol-gel, tornou-se mais facil a obtencéo
de vidros bioativos e o desenvolvimento de novas composigdes. As suas principais
vantagens sobre os procedimentos tradicionais de fusdo séo, a possibilidade do uso
de baixas temperaturas, a maior homogeneidade de composicao, a possibilidade de
controle do tamanho da porosidade e do tamanho de particulas. Estas variaveis tém
grande importancia na taxa de dissolucédo devidros bioativosem fluidos biologicos e
na sua bioatividade o que € uma grande vantagem em relacdo ao procedimento
tradicional (GUPTA & KUMAR, 2008).

Vidros bioativos podem ser dopados (acrescidos de pequenas quantidades
de até 5%) com substancias de interesse na promo¢ao da homeostasia organica. A
liberacdo destas substancias durante os processos de dissolucdo nos fluidos
corporais pode ser controlada mediante a variacdo da formulacdo dos VBs. Estas
drogas incluem agentes para controlar infeccbes, inflamagdes, promocdo do
crescimento 0sseo como peptideos, proteinas morfogenéticas, fatores de

crescimento e outros agentes osteogénicos (GUPTA & KUMAR, 2008).

A despeito de todos os avancos obtidos no desenvolvimento de novos
biomateriais, alguns problemas ainda preocupam os médicos e cirurgides dentistas.
Um dos mais importantes fatores de risco da cirurgia ortopédica € a infeccéo
associada ao implante. Ader & Bernard (2005), em extensa revisdo sobre infeccdes
associadas a biomateriais ortopédicos, relata que os biomateriais usados em
ortopedia possuem caracteristicas superficiais que facilitam a adesdo mediada por
adesinas bacterianas, que se ligam as proteinas da interface do implante. As
colénias bacterianas formam um biofilme recoberto por um limo para a sua protecéo,
podendo entdo entrar em um estado reversivel de crescimento estacionario. Desta
forma perpetuam-se de forma silenciosa no implante, podendo retomar seu

crescimento e expancdo em outra oportunidade favorarel.
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Casos de infeccdes relacionadas a dispositivos médicos tais como
articulagbes artificiais, valvulas cardiacas, e cateteres sdo freqlentes
(SCHIERHOLZ, 2001). Mesmo com o uso de todas as medidas de controle de
infecgdo no pré-operatério e um ambiente cirdrgico submetido a fluxo laminar de ar,
o risco de uma infec¢do € ainda em torno de 1% para implantes de quadril e ombro e
2 % para joelho. Com mais de 200.000 implantes de quadris e joelhos realizados a
cada ano somente nos EUA, os custos hospitalares com o desenvolvimento destas
infec¢des tornam-se consideraveis (SCHIERHOLZ, 2001).

Uma possivel explicagcdo para a dificuldade de controle de infeccbes
associadas a implantes é o fendbmeno da translocacédo bacteriana (GUO, et al.,
1993a). Estes autores demonstraram que a implantacdo intra-abdominal de
biomateriais estimula a migracdo bacteriana a partir dos intestinos e colonizacéo

bacteriana em sua superficie.

Outro problema das infec¢des associadas a implantes, € o fato destas serem
extremamente resistentes a antibidticoterapia (SMITH, 2005). Presume-se que a
deficiéncia ou auséncia de condutividade celular e de circulacdo sanguinea do
implante facilita o isolamento das bactérias da circulacdo e das defesas do sistema
imunologico. Estas infeccdes persistem até que o biomaterial ou corpo estranho seja
removido cirurgicamente, o que é o procedimento padrdao (GRISTINA & SHERK,
2004, SCHIERHOLZ, et al., 2004).

A presenca de infeccdes persistentes e de dificil tratamento tem motivado
alguns autores a adotarem a estratégica do desenvolvimento de biomateriais
resilientes (resistentes) as infeccbes (SCHIERHOLZ, et al., 2004). Isto pode ser
alcancado pela mudanca das caracteristicas fisico-quimicas de suas superficies
(GOTTENBQOS, et al., 2003) visando dificultar a adeséo da bactéria ao biomaterial,
ou ainda pelo recobrimento ou incorporacao de substancias antimicrobianas como
oxido nitrico (NABLO, et al., 2005).A literatura é extensa em citacbes de
incorporacao de antibioticos (NEUT, et al., 2003;MAKINEN, et al., 2005;ANTOCI, et

al., 2008) e outras substancias antimicrobianas (CHOU, et al.,, 2010) aos
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biomateriais. Entretanto, dentre elas, a prata se destaca como um dos mais usados

pelas suas propriedades antimicrobianas e baixa toxicidade.

De acordo com o Web of Science (WS) em pesquisa realizada em julho de
2010, cerca de 70 trabalhos cientificos foram publicados no periodo de 1998 a 2009
gue abordam a presenca de prata em algum tipo de biomaterial. A maior parte deles,
ou seja, quase 48% sdo dos ultimos trés anos 0 que mostra um crescente interesse

na utilizagéo deste metal em biomateriais.

N&o obstante ao potencial de uso, nota-se que bactérias podem desenvolver
mecanismos de resisténcia a prata ap0s exposi¢cao prolongada, assim como ocorre
com os antibidticos. Em um estudo sobre a prevaléncia de genes de resisténcia a
prata em 112 bactérias isoladas de feridas de pele de pacientes internados na
clinica de diabéticos do Hospital Geral de Tameside-UK, foram isoladas duas cepas
de Enterobacter cloacae, ambas portadoras de genes de resisténcia a prata
(PERCIVAL, et al., 2008). Na instituicdo era freqiente o uso de bandagens
impregnadas de prata para tratamento das feridas.

A utilizacdo da prata como agente antimicrobiano oferece muitas vantagens
€ poucos riscos, entretanto € importante ter em consideracao que a pressao seletiva
exercida pelo seu uso intensivo contribui para o susrgimento de cepas resistentes, o
gue deve ser levado em consideracdo na adocdo de medidas de controle de

infeccéao.

O triclosan ou argasan é um produto bem conhecido e largamente utilizado
como antimicrobiano de amplo espectro em sabdes, pastas de dente, tecidos e
polimeros sintéticos e que vem também sendo utilizado para aumentar a resiliéncia
de biomaterias a infec¢cdes. Uma revisdo sobre o periodo de 1997 a 2010 no WS
evidenciou a existéncia de 46 artigos cientificos publicados que abordam a aplicacéo
de triclosam em dispositivos médicos ou odontolégicos, sendo que estes sao 29

patentes, 13 artigos simples e 3 revisdes.

Como virtualmente as bactérias desenvolvem resisténcia a todas as drogas

utilizadas no seu controle, o uso indiscriminado de triclosan tem levado também ao
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aparecimento de cepas com tolerancia (COTTELL, et al., 2009) ou com resisténcia a
esta droga (CHEN, et al., 2009).

Reconhecida como uma estratégia eficiente no controle da resisténcia
antimicrobiana, o uso de uma combinacdo de duas ou mais drogas ativas com a
finalidade de reduzir-se a probabilidade da emergéncia de sub-populacbes
microbianas resistentes tem se tornado em uma pratica comum em terapia. Este
principio é aplicado quando do uso clinico da combinag&o de diferentes classes de
antibidticos que atuam separadamente com mecanismos de acdo diferentes no

tratamento das doencas infecciosas (TAVARES, 2001).

Stopek et al.(2009) apresentaram uma patente em 2009, com uma nova
classe de sais resultantes da interacdo de prata e triclosan. Os autores relatam que
estes sais exibem grande eficacia antimicrobiana contra microrganismos por
periodos prolongados de tempo com perdas minimas do agente antimicrobiano da
superficie do material. Entretanto ndo ha descricdo precisa do principio ativo nem

uma caracterizacao da atividade antibacteriana.

Até o presente momento nao foram encontradas na literatura citacées sobre
a utilizacao conjunta de triclosan e prata na composic¢ao de vidros bioativos. Ante ao
exposto, acredita-se que o desenvolvimento de novos compostos resistentess as
infeccBes associadas a biomateriais constitui-se em uma necessidade premente no

atual estagio de desenvolvimento dos biomateriais de uso médico e odontologicos.

Assim, sera apresentada a seguir uma revisdo abordando aspectos
relacionados a (i) vidros bioativos e bioatividade, (ii) infeccbes associadas a
biomateriais, (iii) prata e seu uso em biomaterias (iv) e sobre o triclosan. Em
seguida na metodologia sera descrito os processos de sintese de vidros bioativos
pela rota sol-gel, a dopagem inicial com prata e posteriormente com o triclosan, a
caracterizacao fisico-quimica dos produtos e a avaliacdo da cinética da atividade
antimicrobiana frente a uma cepa padrdo de Escherichia coli.Por fim os resultados
obtidos, discutidos a luz dos conhecimentos contidos na literatura citada, as

conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 InfeccBes associadas a biomateriais

Um dos maiores obstaculos no uso de implantes em ortopedia ou
odontologia é a ocorréncia de infec¢bes associadas a biomateriais (GOTTENBOS, et
al., 2002;SCHIERHOLZ, et al., 2004;GRISTINA & SHERK, 2004).A incidéncia deste
tipo de infeccdo varia de 4% no caso de proteses de quadrii (DANKERT, et al.,
1986) a 100% no caso de cateteres urindrios com mais de 3 semanas de uso
(DENSTEDT, et al.,, 1998) e depende do tipo de material, local e tempo de
implantagdo. Segundo Gottenboset al.(2002), a incidéncia média de infecgbes varia
acentuadamente entre os diferentes sitios de implante, conforme mostrado na
tabela 1.

A instalacdo das infeccbes apos o implante de biomateriais € um processo
complexo e dependente de uma série de fatores intrinsecos interligados a superficie
do material implantado, a resposta imunolégica do hospedeiro e a capacidade de
adaptacdo do microrganismo invasor. O processo de adesdo bacteriana a
superficies de biomateriais € mediado por interacdes especificas entre as estruturas
da superficie celular e grupos especificos na superficie do substrato
(CHRISTENSEN, et al., 1989) ou quando avaliado pelo ponto de vista fisico-quimico,
por forcas de interacdo ndo especificas, incluindo forca Lifshitz-Van der Waals,
forcas eletrostaticas, interacdo acido-base e forcas de movimento Browniano (VAN
0SS, 2003). Interacbes especificas ocorrem em regides superficiais altamente
localizadas com interacdes a distancias menores que 5 nm, enquanto que forcas de
interacdo inespecificas tém um carater de maior espectro e originam-se de um

conjunto de interacdes superficiais que ocorrem entre 10 a 50 nm.
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Tabela 1 - Incidéncia de infec¢cBes associadas a biomateriais segundo o local de

implantacéo, adaptado de Gottenbos,et al.(2002).

Local Implante ou dispositivo Incidéncia
(%)
Trato urinario Cateter urinéario 10-20
Percutaneo Cateter venoso 4-12
Marca passo temporario 4
Cateter de dialise peritonial 3-5
Subcutaneo Marca passo cardiaco 1
Lentes intra-oculares 0,1
Sistema Circulatorio Valvula de protese cardiaca 1,8
Valvula multipla cardiaca 3,6
Coracao artificial * 40
Ossos Prétese de quadril 2,6-4
Prétese total de joelho 3,5-4

(*) de experimentos em bovinos e ovinos.

A figura 1 mostra um esquema que representa as principais forcas fisico-
guimicas de atracéo que contribuem para a adesao bacteriana (GOTTENBOS, et al.,
2002). Quando um microrganismo se aproxima de uma superficie, podera ser
atraido ou repelido dependendo dos diferentes tipos de forcas de interacao
inespecificas. Portanto € grande a importancia da superficie fisico-quimica do
material, com ou sem filme condicionante ou células epiteliais neste processo
(BUSSCHER &WEERKAMP, 1987)

Na tentativa de reparar o trauma do implante o organismo responde
ativamente mediando reacfes inflamatoérias e histolégicas para integrar ou isolar o
corpo estranho encontrado. A integracao tecidual de um biomaterial depende da
habilidade das células teciduais ligarem-se quimicamente as entidades moleculares
de suas membranas a superficie dos biomateriais. Além disso interacdes entre
células bacterianas ou células de tecidos a superficie de um substrato dependem
intensamente da natureza da superficie, sua estrutura atbmica e da composi¢ao do
biomaterial implantado (KASEMO & LAUSMAA, 1986).
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Distancia de
separac¢ao Agua
A . InteragOes a
>50 nm curta distancia

Bactéria
Substrato

Grupos
) hidrofébicos
10-20nn B .
Interagbes
especificas
C Interagbes
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Figura 1 - Esquema representativo das forcas de interacdo entre as superficies de
materiais e corpos bacterianos. Em (A) com > 50nm, forcas de Van der Waals ,
em (B) com 10-20 nm, forcas de Van der Waals e forcas eletrostéticas repulsivas
e em (C) com < 5 nm, interacdes a curta distancia com ligacdo da bactéria &
superficie do material. Adaptado de Gottenbos et al. (2002).

Gristina & Sherk (2004), sugerem que superficies de biomateriais séo
disputadas entre as células de integracao tecidual e as de colonizacdo microbiana
sendo que a perturbacéo das defesas imunolégicas do hospedeiro constitui um fator
vital. Se a disputa for vencida pelos tecidos adjacentes entdo a superficie €
recoberta e defendida, portanto menor sera a probabilidade de colonizacéo

bacteriana.

Em condi¢cbes normais o hospedeiro interage ativamente com o biomaterial,
principalmente quando este é implantado em seu interior. A coagulacao e a ativacao
do sistema complemento conduzem a formacdo de uma rede de fibrina e a
opsonizacdo (REMES & WILLIAMS, 1992). Este processo ira atrair e ativar o
sistema imune, quando macrofagos e células polimorfonucleadas levam a uma
inflamacdo (MOLLNES, 1998). A resposta imune aguda pode desaparecer se 0
material for convenientemente encapsulado. Entretanto em alguns casos a regiao do
implante permanece em um estado de inflamacdo crbnica, o que leva a uma

constante interacdo com o corpo estranho. As superficies dos implantes passam a
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sofrer processos de corroséo que levam a liberacdo de novas substancias irritantes,

realimentando a inflamacé&o local (GRISTINA, 1987).

A principal causa de insucesso dos implantes durante os dois primeiros anos
da intervencéo € a inflamacao persistente que impede o crescimento celular local e
pode causar a dor cronica, (WIDMER, 2001;GIOE, et al., 2004). O meio ao redor dos
implantes de préteses pode constituir-se ainda numa regido de depressdo da
resposta imune ou um “locus minoris resistentiae” frequentemente referido como
zona inflamatéria imuno-incompetente que ndo é efetivamente incorporada a
arquitetura dos tecidos normais. A estimulacdo crbnica da resposta imune celular
resulta na liberacdo de radicais superoxidos com consequente diminuicdo da
atividade de opsonizacdo, compromete a atividade de macréfagos reduzindo a
producéo de interferon gama e interleucina I, reduz a expressao do antigeno maior
de histocompatibilidade 1l pelos neutrofilos, mondcitos e linfocitos causando a
imunossupresséo local (SCHIERHOLZ, et al., 2004).

Foi sugerido que ions metalicos podem aumentar a producdo de fator de
necrose tumoral e ativar a enzima proteina kinase C, bem como induzir a producéo
de stress protéico (STOHS & BAGCHI, 1995). Este mecanismo pode estar envolvido

no desgaste oxidativo de implantes metalicos.

Conforme pode ser verificado até o presente momento a implantacdo de
biomateriais induz respostas inflamatérias em diferentes intensidades, que mais

cedo ou mais tarde podem propiciar condi¢cdes para o surgimento de infeccdes.

O processo de colonizacdo bacteriana em um biomaterial come¢a com uma
modificacdo da sua superficie pela criagdo de um filme condicionante, a partir de
fluidos corporais encontrado ao redor do implante. Estes fluidos podem ser a saliva,
urina, lagrima, soro ou sangue dependendo da regido. Este filme condicionante sera
composto de proteinas, que no caso do soro sanguineo predomina a albumina o
fibrinogénio e a fibronectina (GOTTENBOS, et al., 2002).
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Segundo Spijkeret al.(1999), a composicdo dos filmes condicionantes
depende das caracteristicas fisico-quimicas da superficie dos biomateriais como
composicao, hidrofobicidade e carga. Quando em contato com o sangue inicialmente
se ligam a superficie do biomaterial proteinas de baixo peso como, por exemplo, as
albuminas, sendo posteriormente substituidas por proteinas de alto peso molecular

como fibrinogénio e fibronectina.

A adsorcdo de proteinas a superficie de biomaterias parece estar
relacionada a natureza quimica de sua superficie. A adsorcdo de albumina,
fibronectina e imunoglobulina G na superficie de polimeros de polietileno atinge o
maximo nas terminac¢des hidrofilicas, onde predomina a albumina e diminui nas
extremidades hidrofobicas onde predomina a fibronectina (SPIJKER, et al., 1999).A
maioria das proteinas € capaz de diminuir a adesao de microrganismos. A albumina
€ a mais forte inibidora de adeséao, por razdes desconhecidas, embora a mudanga
na hidrofobicidade do material pareca estar implicada. Além de proteinas, as
mucinas,oligossacarideos de grande peso molecular encontradas primariamente nas
mucosas, Sao componentes primarios da estratégia anti-adesiva do organismo
animal (PEREZ-VILAR & HILL, 1999).Em um ensaio de avaliacdo da adesividade de
bactérias sobre proteinas, fibrobronectina e fibrinogénio permitiram a adeséao de
Staphylococcus aureus e de algumas cepas de Staphylococcus epidermidis,o que foi
atribuido a estruturas especificas da parede celular bacteriana dirigidas contra estas
proteinas (AN & FRIEDMAN, 1998).

As infeccbes associadas a corpos estranhos ou biomateriais estédo
relacionadas ainda a alta capacidade adaptativa das bactérias colonizarem
superficies “inertes”, tecidos adjacentes sadios ou danificados (AN & FRIEDMAN,
1998). Bactérias possuem numerosos mecanismos especificos e estruturas para
esta finalidade. Lecitinas sdo citadas por mediarem a ligacdo de bactérias a matriz
epitelial extracelular através do reconhecimento especifico de estruturas moleculares
de carboidratos (PATTI & HOOK, 1994). Flagelos, pilis, fimbrias, e membranas
protéicas externas também sdo requeridas para a adesao bacteriana (AZGHANI, et
al.,, 2002; CARNOQY, et al., 1994; DOIG, et al., 1988; LEE, et al., 1997; MERINO, et

al., 1997; YILMAZ, et al., 2002). Muitas destas estruturas sao proteinas filamentosas
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atuando como adesinas, que mediam ligacdbes de amplo espectro durante a
colonizacdo (SMYTH, et al.,, 1996)por meio de intera¢cdes quimicas especificas.A
expressdo destas proteinas pode ser regulada pelas condicdes ambientais, o que

tém importantes implicacdes em estudos experimentais in vitro e in vivo.

Segundo Dolan, (2001) as bactérias sdo seres complexos capazes de se
comunicar e agir coordenadamente. Diversas espécies de bactérias produzem
moléculas chamadas autoindutores, com as quais se comunicam entre si e com
outras células. Esse sistema de comunicacdo é denominado de quorum sensing
(FUQUA, et al., 1994) e é utilizado para regular algumas caracteristicas bacterianas
desde aquelas ligadas a sobrevivéncia, até aquelas relacionadas a patogenicidade
(SKINDERSOE, et al., 2008; SWEM, et al., 2009;). A adesividade de bactérias a
substratos tem sido também associada a mecanismos controlados por quorum
sensing (LABBATE, et al., 2007; KOUTSOUDIS, et al.,, 2006).Outra funcdo
regulatéria mediada por quorum sensing € a expressdo fenotipica do seu
crescimento. Microrganismos na natureza podem crescer de duas formas: uma
forma séssil de vida livre também conhecida como forma plancténica e outra como
um biofilme aderida a superficie de substratos (DASGUPTA, et al., 1987).

O termo “biofilme” surgiu para designar a forma de vida séssil que se
caracteriza pela adesdo de bactérias a suportes solidos, formando uma rede
gelatinosa de polimeros extracelulares que protegem e imobilizam os
microrganismos. Com o tempo, pequenos agregados se desprendem do biofilme
maduro e migram em meio liquido, podem passar a coloniz