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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar as avaliações ultra-estrutural e microbiológica de um biomaterial constituído de 
microesferas de hidroxiapatita associadas à clorexidina visando à aplicação no tratamento das periodontopatias. Fo-
ram desenvolvidos estudos sobre associação hidroxiapatita e clorexidina e feitas caracterizações físicas e morfológi-
cas. Ensaios microbiológicos foram realizados para avaliação da capacidade de microesferas de hidroxiapatita conten-
do clorexidina de inibir o crescimento de E. faecalis. Os resultados demonstraram uma ligação estável entre hidroxia-
patita e clorexidina sem prejudicar a estrutura cristalina da hidroxiapatita após a adsorção de clorexidina. A clorexidi-
na presente na hidroxiapatita manteve atividade antimicrobiana inibindo o crescimento de E. faecalis. Os resultados 
obtidos sinalizam para a realização de testes in vivo e a aplicação do material obtido em estudos pré-clínicos.		   
Palavras-chave: clorexidina, hidroxiapatita, doença periodontal.

ABSTRACT

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

INTRODUÇÃO

Os microrganismos e seus produtos exercem um 
papel fundamental na patogenia e na perpetuação da 
doença periodontal e alterações pulpares e periapicais 
(KAKEHASHI et al., 1965). Estas infecções são de na-
tureza polimicrobiana havendo uma variação do grupo 
bacteriano predominante dependendo do tipo da doença 
(KOBAYASHI et al., 1990). Em função disso as terapias 
odontológicas têm como um dos seus principais objeti-
vos a eliminação dos microrganismos presentes nos te-
cidos dentários e periodontais, o que é alcançando em 
grande parte pelo preparo químico-mecânico. Entretan-
to, resultados de estudos anteriores demonstraram que 
bactérias podem permanecer viáveis após os tratamentos 
clínicos convencionais, perpetuando as infecções (BYS-
TROM et al., 1985) e conseqüentemente acarretando 
insucesso das terapias. Com isto, a utilização de uma 
medicação tópica com ação antimicrobiana adjuvante 
tem sido indicada objetivando a eliminação destes mi-
crorganismos remanescentes, principalmente nos casos 
de necroses pulpares e periodontopatias graves.

Dentre inúmeros medicamentos aparece a clorexi-
dina (CHX – fórmula molecular: C22H30Cl2N10), que é um 
agente antimicrobiano catiônico que vem sendo utilizado 
nos últimos 50 anos na clinica odontológica com suces-
so, principalmente na formulação solúvel digluconato de 
CHX com ação inibitória contra fungos e uma grande va-
riedade de bactérias orais Gram-positive e Gram-negative 
(Gjermo, 1974; Emilson et al., 1977). Ainda que ou-
tros mecanismos tenham sido relatados, o conceito geral 
estabelecido sobre a ação sobre os microrganismos cor-
responde à interação de grupamentos positivos de CHX 
com a camada fosfolipídica da membrana citoplasmática 
dos microrganismos, com carga negativa, o que provoca 
desde a perda do controle osmótico e interferência nos 
processos metabólicos como a respiração e a biossíntese 
(ação bacteriostática), até a solubilização da membrana 
resultando na liberação dos componentes intracelulares 

(ação bactericida) (GILBERT & MOORE, 2005).
CHX também foi utilizada em sistemas de libera-

ção controlada. Addy & Langiroudi (1984) estudaram o 
efeito de um dispositivo de tiras de polimetilmetacrilato 
contendo 40% (m/m) de acetato de CHX em pacientes 
que apresentavam doença periodontal avançada obser-
vando resultados clínicos favoráveis. Anos depois foi 
desenvolvido um dispositivo retangular com área de 20 
mm2 e 0,35 mm de espessura para também ser aplicado 
em bolsas com profundidades maiores que 5 mm como 
adjuvante da terapia periodontal tradicional (Perio-
chip™). Corresponde a uma matriz gelatinosa reabsor-
vível contendo 2,5 mg de CHX que após sua aplicação 
permanece por até 10 dias no sítio patológico (KILLOY, 
1998). Apesar de resultados promissores iniciais, estudos 
subseqüentes foram contraditórios a respeito de sua efi-
cácia (HEASMAN et al., 2001; DANESHMAND et al., 
2002; ZAFIROPOULOSI et al., 2005).

Outro material extensamente estudado é a hidro-
xiapatita (HA - fórmula molecular Ca10(PO4)6(OH)2), 
uma biocerâmica extensivamente utilizada em enxertos 
ósseos e também como carreador de drogas em várias 
aplicações médicas (KRAJEWSKI et al., 2000) devido à 
sua semelhança química e estrutural com a fase mineral 
do tecido ósseo, sendo classificada como material bioati-
vo e osteocondutor, capaz de favorecer a regeneração de 
tecidos ósseos (RIPAMONTI, 1996). Neste trabalho foi 
estudada a associação de CHX-HA projetando um bio-
material para o tratamento de infecções orais.

MATERIAL E MÉTODOS

Preparação de Hidroxiapatita
A HA foi sintetizada a partir de uma solução de 

fosfato de amônio dibásico, (NH4)2HPO4, gotejada sobre 
uma solução de nitrato de cálcio, Ca(NO3)2.4H2O 0,2 M 
(fluxo de 4,5 mL/min), mantendo-se o pH 10-11 com 
hidróxido de amônio (NH4OH) concentrado, à tempera-
tura de 90ºC.
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Após gotejamento a mistura permaneceu em di-
gestão por 2 horas nas mesmas condições, sendo então 
filtrada em funil de Buckner e ressuspendida em água 
Milli-Q® (Millipore Corporate) por três vezes. O sólido 
obtido foi seco em estufa a 80ºC por 24 horas.

Produção de Microesferas de Hidroxiapatita e Adsor-
ção de Clorexidina

Uma mistura de HA e alginato de sódio (Fluka 
Biochemika) foi suspensa em água MilliQ® e homoge-
neizada vigorosamente numa razão de 15:1. Em seguida 
foi realizada a extrusão da mistura através de agulhas BD 
Precision Glide® e gotejada numa solução de cloreto de 
cálcio 0,15 molar. As microesferas se formam instanta-
neamente ao entrar em contato com a solução de cloreto 
de cálcio. Após 24 horas na solução de CaCl2, as micro-
esferas foram lavadas em água MilliQ e tratadas termi-
camente numa rampa de aquecimento lento até atingir 
1100°C. As microesferas obtidas foram encubadas com 
digluconato de CHX 2% (Sigma-Aldrich) e mantidas em 
agitação moderada por 24 horas. Os ensaios foram re-
alizados em triplicata de testes e triplicata de amostras 
com temperatura controlada a 37°C e pH 7. Os valores 
de clorexidina adsorvida na HA foram determinados pela 
espectrofotometria de UV-Vis (UV-Vis Espectrofotóme-
tro 2550 com o acessório da esfera integradora ISR-2200 
Shimadzu Corp) operando no modo de refletância difusa.

Caracterizações Físicas e Morfológicas
Os biomateriais obtidos foram submetidos à aná-

lise de difração de raios-X - DRX (X’Pert Pro X-Ray di-
ffractometer) operando com radiação CuKα (1.5418 Å) 
a 40 kV de tensão e corrente de 40 mA. Os padrões de 
DRX foram obtidos no ângulo 2θ em intervalos de 10 a 
100° e passos de 0,05º e comparados com os padrões da 
ficha 9-432 do ICDD (International Centre for Diffrac-
tion Data) utilizando-se o programa PCPDF Win 2.1. As 
imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
foram obtidas através do equipamento JSM-6460 LV 
(JEOL) operado a 15 kV.

Ensaios Microbiologicos: Inibição de Crescimento de 
E. faecalis

Foram realizados ensaios de inibição do crescimen-
to microbiano em placas. Para tal foram semeados inó-
culos padronizadas pela turbidez a 10-2 da escala 0,5 de 
McFarland (≈1,5×106 células/mL) em placas de Petri com 

meio de cultura agar BHI - brain heart infusion, e então 
microesferas de HA e HA-CHX autoclavadas foram posi-
cionadas. Os plaqueamentos foram realizados para obten-
ção de crescimento confluente e observada a inibição de 
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Foram utilizados 
discos de papel impregnados com digluconato de CHX 
2% como controle positivo. As placas foram encubadas a 
37°C por 24 horas.

RESULTADOS

Em função da técnica aplicada, foi possível o 
aperfeiçoamento da obtenção de microesferas de HA 
controlando as dimensões das partículas. Através da téc-
nica de extrusão aplicada foram obtidas microesferas de 
diâmetros na faixa de 0,425 a 1,20 mm (Figura 1). Após 
tratadas termicamente foram selecionadas microesferas 
com diâmetros na faixa de 600 a 700 µm para os ensaios 
microbiológicos (Figura 2).

Figura 1. Microesferas de HA produzidas com diâmetro de 
0,425 a 1,20 mm.

Figura 2. MEV de microesferas de HA selecionadas para os 
ensaios microbiológicos com diâmetro na faixa de 600 a 700 
µm. (A) aumento de 100x e corte transversal em (B), 200x.

Foi realizada a caracterização da HA após a adsor-
ção de CHX pela difração do pó por raios-X (DRX). É 
possível observar a estrutura cristalina da HA-CHX no 
difratograma da Figura 3. Os principais picos referentes 
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aos planos cristalinos típicos da HA foram observados 
conforme ficha nº 09-0432 do JCPDS (Joint Committee 
on Powder Diffraction Standards).

Figura 3. DRX HACHX e controle (canto superior direito) 
após ensaio de adsorção com uma solução de DGCHX 2% 
destacando os principais picos.

Os valores de adsorção foram de 54±3.1 µg  de 
CHX por mg de HA para as microesferas. Nos ensaios 
microbiológicos com as microesferas de HA adsorvidas 
com CHX foram observados halos de inibição do cresci-
mento para todos os microrganismos testados. As médias 
do diâmetro dos halos de inibição de crescimento foram 
6,40±0,84 mm para o E. faecalis. Não houve formação 
de halos de inibição nas microesferas de HA puras, con-
trole negativo (Figura 4).

Figura 4. Fotografia dos testes de inibição de crescimento em 
placa de agar para E. faecalis. Seta preta indica microesfera 
HA-CHX enquanto a seta branca mostra HA controle. Dis-
cos de CHX controle positivo aparecem nos canto superior 
direito da placa.

DISCUSSÃO

Na literatura, muitos estudos foram desenvolvidos 
para o entendimento da associação da HA do esmalte 
dentário e CHX em função de manchas nos dentes decor-
rentes do uso prolongado de anti-sépticos bucais conten-
do CHX (PRAYITNO & ADDY, 1979), porém poucas 
investigações foram conduzidas no desenvolvimento de 
um biomaterial que associasse as importantes caracterís-
ticas biológicas da HA e CHX para o de tratamentos de 
infecções relacionadas ao tecido ósseo.

Na ocorrência de lesões ósseas um dos maiores 
obstáculos na regeneração tecidual é a presença de mi-
crorganismos em tais sítios ou a contaminação bacteriana 
das áreas afetadas durante os procedimentos terapêuticos 
provenientes da atmosfera ambiente da sala de cirurgia, 
de materiais cirúrgicos, dos profissionais de saúde e bac-
térias residentes próprias do paciente (ZILBERMAN & 
ELSNER, 2008). Uma vez que a infecção se instala, um 
processo inflamatório é deflagrado em resposta, não pos-
sibilitando assim, a proliferação de células ósseas. Um 
biomaterial HA-CHX poderia associar as propriedades 
de regeneração óssea da biocerâmica com a atividade an-
timicrobiana do agente catiônico.

O desenvolvimento de um material formado pela 
associação HA-CHX foi baseado nas boas proprieda-
des biológicas da HA e uma das primeiras avaliações 
realizadas foi a confirmação da manutenção da estrutu-
ra cristalina da HA nos ensaios de adsorção com CHX. 
Caso a interação com o antimicrobiano acarretasse uma 
decomposição ou a formação de outros tipos de fosfatos 
de cálcio implicaria num material com outras caracterís-
ticas biológicas daquelas atribuídas a HA, o que poderia 
gerar resultados desfavoráveis. Um dos parâmetros que 
pode ter favorecido a estabilidade da HA foi a manuten-
ção do pH na faixa próxima do neutro durante os ensaios 
de adsorção.

Nos testes microbiológicos foram utilizadas mi-
croesferas de HA como carreadoras de CHX em fun-
ção de perspectivas futuras de aplicações in vivo, pois 
estudos anteriores indicaram que o uso de HA nesta 
geometria poderia favorecer as propriedades biológi-
cas do material (FERRAZ et al., 2007). Por outro lado 
era fundamental avaliação da atividade antimicrobiana 
da CHX ligada a HA, pois uma ligação muito estável, 
onde a liberação da medicação fosse inexeqüível, ou 
interações químicas específicas com grupamentos res-
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ponsáveis pela atividade biológica poderiam tornar in-
viável uma aplicação in vivo.

A formação de halos de inibição de crescimen-
to em placas tanto para E. faecalis sinalizaram que a 
CHX, associada a HA manteve sua atividade antimi-
crobiana. Embora não se tenha comparado os halos de 
inibição do disco de filtro com digluconato de CHX 
2% (controle) com aqueles proporcionados pelas mi-
croesferas, fica evidente o maior potencial inibitório 
das esferas uma vez que os halos são muito semelhante 
entre si, mas a microesfera é muito menor que o disco 
(Figura 4). A seleção de E. faecalis para os testes foi 
definida em função das características do microrganis-
mo. São cocos anaeróbios facultativos Gram-positivos 
de fácil obtenção e crescimento. Também são micror-
ganismos comensais que em condições de laboratório 
não são patogênicos. Por outro lado, estão relacionados 
a infecções hospitalares de difícil tratamento e infec-
ções orais persistentes por serem resistentes a antibió-
ticos (MUNDY et al., 2005) e, ainda, por sobreviverem 
em condições adversas, incluindo pH alcalino e altas 
pressões osmóticas. Por estes motivos freqüentemente 
são utilizados para avaliações microbiológicas. Estes 
resultados foram coerentes com testes anteriores onde 
a HA em pó associada à CHX inibiu o crescimento de 
E. faecalis em caldo de cultura por até 8 dias (SOUZA 
et al., 2009).

CONCLUSÕES

Em conclusão este trabalho revelou que a intera-
ção HA-CHX não modificou a estrutura cristalina da HA 
e que não bloqueou os sítios ativos do agente antimicro-
biano, inibido o crescimento E. faecalis. Estes resulta-
dos indicaram que microesferas de HA-CHX pode ser 
um sistema promissor para o tratamento e profilaxia de 
infecções orais. No entanto, estudos in vivo devem ser 
desenvolvidos para proporcionar uma melhor compreen-
são da atividade desse agente catiônico no tratamento de 
infecções orais.
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