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Resumo
O cimento ósseo de polimetilmetacrilato é considerado um 
material padrão como carreador de antibiótico em cirurgias 
ortopédicas. A energia ultrassônica é um método capaz de 
gerar efeitos biológicos por mecanismos térmicos e não 
térmicos. Este estudo teve como objetivo analisar a dispersão 
de azul de metileno em pérolas de polimetilmetacrilato 
combinada com a exposição em campo acústico gerado por 
ultrassom não térmico. Foram utilizados 49 corpos-de-prova, 
cada um composto por uma pérola de polimetilmetacrilato 
(0,6 mm de diâmetro) dopada com azul de metileno e 
depositada em amostra de gelatina. Quarenta espécimes 
foram divididos em quatro grupos de 10 amostras com base 
nas intensidades de ultrassom (Grupo 1: 1,0 W/cm²; Grupo 2: 
1,5 W/cm²) e profundidade (A - 2 cm; B - 3 cm) dos grânulos 
de polimetilmetacrilato na amostra de gelatina. Os outros 
nove espécimes constituíram o grupo controle. O grupo 
controle diferiu estatisticamente dos outros grupos. Todos os 
grupos irradiados com ultrassom apresentaram diferenças 
significativas, exceto os Grupos 2A e 2B. A dispersão de azul de 
metileno na gelatina entre os grupos foi: 1A> 1B; 2A> 1A; 2B> 
1A; 2A> 1B; 2B> 1B. Ultrassom de baixa intensidade permitiu 
maior dispersão de azul de metileno com polimetilmetacrilato 
posicionado mais superficialmente, e não ocorreu influência 
da profundidade da pérola com ultrassom de alta intensidade.
Palavras chave: fonoforese; ultrassom não termal; 
osteomielite; tratamento.

Abstract
Polymethylmethacrylate bone cement is a standard material 
used as antibiotic carrier in the orthopedic surgery. The 
ultrasonic energy method is capable of triggering biological 
effects based on both thermal and non-thermal mechanisms. 
The aim of the current study is to analyze methylene blue 
dispersion in polymethylmethacrylate beads, in association 
with the acoustic field generated by non-thermal ultrasound. 
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Forty-nine specimens were used, and each specimen comprised 
one polymethylmethacrylate bead (0.6-mm diameter) doped with 
methylene blue and deposited in gelatin sample. Forty test specimens 
were divided into four groups comprising 10 samples, each, based on 
different ultrasound intensities (Group 1: 1.0 W/cm²; Group 2: 1.5 W/
cm²) and polymethylmethacrylate bead depths (A - 2 cm; B - 3 cm) in 
gelatin sample. The control group comprised other nine specimens 
and statistically differed from the other groups. All groups irradiated 
with ultrasound have shown statistically significant differences in 
methylene blue dispersion, except for Groups 2A and 2B. Methylene 
blue dispersion in gelatin among groups was 1A> 1B; 2A> 1A; 2B> 1A; 
2A> 1B; and 2B> 1B. Low-intensity ultrasound enabled the highest 
methylene blue dispersion when polymethylmethacrylate bead was 
positioned superficial; bead depth associated with high-intensity 
ultrasound did not influence methylene blue dispersion.
Keywords: phonophoresis; non-thermal ultrasound; osteomyelitis; 
treatment.

Introdução

Vários materiais biodegradáveis e não biodegradáveis têm sido estudados e usados 
como carreadores de antibióticos(1–5). O carreador local de antibiótico deve alcançar 
uma concentração maior comparado com a administração sistêmica, para maximizar a 
eficácia e minimizar a toxicidade, reduzindo assim o risco de resistência aos antibióticos(3).
O cimento de polimetilmetacrilato (PMMA) é considerado um material padrão como 
carreador de antibiótico em cirurgias ortopédicas(6), e tem sido aplicado em afecções 
ósseas e articulares(3,4,7), podendo ser utilizado na forma de cimento ósseo, espaçador ou 
pérolas(2,8). Esse produto consiste em um pó polimérico e um monômero líquido que se 
misturam para formar uma estrutura sólida(1,8). As pérolas são produzidas misturando 
o pó de PMMA e o antibiótico, e o monômero líquido é adicionado imediatamente após 
a mistura se tornar pastosa e não viscosa, e podem ser colocadas em um fio de aço(9). 
Por sua vez, as pérolas de PMMA são utilizadas para distribuição de altas concentrações 
de antibióticos no local da infecção e para preencher o espaço morto ósseo(2).
Algumas desvantagens associadas ao uso do PMMA como base de administração 
local de antibióticos incluem a formação de biofilme na superfície das pérolas ou do 
PMMA e a diminuição da disponibilidade de antibiótico ao longo do tempo(2,4,8). Desse 
modo, os níveis subterapêuticos prolongados aumentariam o risco de resistência 
bacteriana(6). Além disso, o PMMA não é reabsorvível, sendo necessário um segundo 
procedimento cirúrgico para a sua remoção(1,3). A despeito das controvérsias, as 
pérolas de PMMA com antibióticos têm fornecido bons resultados clínicos em casos de 
osteomielite crônica(1,5,6,9). No entanto, diversos fatores podem influenciar na liberação 
do antibiótico do PMMA, como as características do antibiótico, as propriedades do 
cimento (composição, porosidade e quantidade do monômero), entre outros(1,8).
Por sua vez, a energia do ultrassom é capaz de gerar efeitos biológicos por mecanismos 
térmicos e não térmicos(10,11). Os métodos térmicos incluem a fisioterapia, hipertermia 
e ultrassom de alta intensidade; e o ultrassom pulsado não térmico e de baixa 
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intensidade é utilizado para estimular a consolidação óssea (11). Os mecanismos de 
terapia de ultrassom pulsado não térmico e de baixa intensidade são incertos devido 
a diversas variáveis que inclui a liberação de fármacos por permeabilização da pele(11). 
Um dos efeitos está associado à oscilação de partículas devido ao movimento da 
onda do ultrassom através dos diferentes tecidos(12). Por outro lado, o aumento da 
permeabilização cutânea obtida por meio de terapias de ultrassons não térmicas induz 
a formação de bolhas de gás microscópicas, ou seja, a cavitação que induz a rompimento 
molecular da camada cutânea facilitando assim a penetração dos medicamentos(10-12). 
Para a fonoforese é recomendado o uso do ultrassom de onda contínua devido à 
otimização do tempo de interação entre o ultrassom, fármaco e o tecido, contudo é 
mais frequente o uso do ultrassom pulsado com frequência fixa na rotina clínica(11,12).
Nesse contexto, objetiva-se com o presente estudo analisar a dispersão de azul de 
metileno em pérolas de PMMA combinada com a exposição em campo acústico gerado 
por ultrassom não térmico. A hipótese era que o ultrassom poderia aumentar a dispersão 
do produto incorporado nas pérolas, de acordo com a intensidade e profundidade das 
pérolas.

Materiais e métodos
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais, Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp) (processo nº 
59/2016).
Pérolas de PMMA
Inicialmente, foi desenvolvido um molde de silicone (Siloc®, ITW Polymers, São Paulo, 
Brasil) utilizando uma placa de Petri (23 cm de diâmetro) como base do molde. A sua 
superfície interna foi revestida com vaselina para evitar aderência (2,13-15). O silicone foi 
distribuído proporcionalmente em toda a placa de Petri, e 50 pérolas sintéticas (0,6 mm 
de diâmetro) embebidas em vaselina foram distribuídas em duas placas, totalizando 25 
pérolas em cada placa (Figura 1 e 2).
A segunda camada foi retirada após o período de secagem e as pérolas sintéticas foram 
removidas. Na etapa seguinte, as pérolas de PMMA foram preparadas misturando 
aproximadamente 5 g de pó de polímero para 2,5 mL de monômero líquido (Cimento 
ósseo Baumer Osteo Class®, Baumer, São Paulo, Brasil) (proporção de 2: 1) e 0,02 g de 
azul de metileno. A mistura foi submetida à polimerização e depositada na base do 
molde de silicone. Em seguida, a segunda camada do molde foi colocada e mantida até 
a finalização da polimerização, totalizando 10 minutos. Por fim, as pérolas de PMMA 
(0,6 mm de diâmetro) dopadas com azul de metileno foram removidas do molde de 
silicone (2,15).
Corpos de prova à base de gelatina
Os corpos de prova foram produzidos por meio da mistura de 40 g de pó de gelatina sem 
sabor (Gelatina em pó Fleischmann®, Fleischmann, São Paulo, Brasil) e 400 mL de água 
em um copo limpo. O copo foi colocado num agitador magnético (75° C - 85° C) até se 
obter uma mistura uniforme e transparente. A mistura foi distribuída em cinco frascos 
plásticos de 180 mL e submetida à gelificarão em temperatura ambiente (22º C)(15).
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Amostras

Cada amostra foi composta por uma pérola de PMMA (0,6 mm de diâmetro) dopada 
com azul de metileno e colocadas no corpo de prova a base de gelatina. Para tal, foi 
realizado um orifício no centro de cada amostra de gelatina com profundidade de 2 ou 
3 cm, utilizando uma espátula aquecida (5 mm de largura). A pérola de PMMA dopada 
com azul de metileno foi depositada no orifício e, em seguida, foi realizada a cobertura 
do orifício com a gelatina preparada conforme mencionado acima. Os corpos de prova 
(n = 48) foram mantidos em geladeira por 12 horas para posterior realização do teste 
de dispersão.

Teste de dispersão

Quarenta amostras foram divididas em quatro grupos com mesmo número de 
amostras, de acordo com as intensidades do ultrassom (Grupo 1: 1,0 W/cm²; Grupo 
2: 1,5 W/cm²) e profundidade (A - 2 cm; B - 3 cm) das pérolas de PMMA embebidas em 
azul de metileno na gelatina (Tabela I). As restantes amostras (n = 8) compuseram o 
grupo controle e não foram irradiadas com ultrassom. O uso do grupo controle teve 
como objetivo verificar a existência ou não da dispersão passiva do azul de metileno 
das pérolas de PMMA dopados no agente gelificante(15).

Tabela I. Grupos das amostras (pérolas de PMMA dopadas com azul de metileno em 
agente gelificante) para os testes de dispersão

Grupo 1 (1.0 W/cm²) Grupo 2 (1.5 W/cm²)

Grupo 1A (n=10) - 2 cm profundidade Grupo 2A (n=10) - 2 cm profundidade

Grupo 1B (n=10) - 3 cm  profundidade Grupo 2B (n=10) - 3 cm  profundidade

A irradiação pelo ultrassom foi realizada em modo contínuo e aplicação estacionária 
por cinco minutos utilizando o equipamento de ultrassom de baixa potência (1 MHz) 
(Sonacel Expert®, Bioset, São Paulo, Brasil). Após a aplicação do ultrassom, os corpos 
de prova foram mantidos por uma hora na geladeira (5º C). Em seguida, as amostras 
foram retiradas dos frascos e seccionadas ao meio para serem fotografadas com uma 
máquina digital (Sony Digital Camera®, Osaka, Japão). As fotografias digitais foram 
ajustadas ao tamanho real e a dispersão do azul de metileno foi medida por meio de 
ferramenta gráfica computacional (Adobe Illustrator®, Adobe, Texas, EUA).

Análise estatística 

Após o teste de Kolmogorov-Smirnov avaliar a normalidade dos dados, a comparação 
entre os grupos foi avaliada por meio da análise de variância (ANOVA One way) para 
amostras independentes. As diferenças foram consideradas significativas com p < 0,05. 
As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad InStat (7Prism - 
GraphPad Software®, Texas, EUA).
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Resultados

Não foi identificada nenhuma complicação durante o estudo. A tabela II descreveu os 
valores de dispersão do azul de metileno de acordo com os grupos. O grupo controle 
diferiu estatisticamente dos demais grupos (p < 0,0001).

Todos os grupos irradiados com ultrassom apresentaram diferenças significativas, 
exceto os Grupos 2A e 2B (Tabela III). A dispersão do azul de metileno entre os grupos 
irradiados foi a seguinte: 1A > 1B; 2A > 1A; 2B > 1A; 2A > 1B; 2B > 1B.

Tabela II. Média, desvio padrão (DP), mediana e intervalo de confiança (IC) da dispersão 
do azul de metileno nas amostras gelificantes após irradiação pelo ultrassom baseado 
na intensidade do ultrassom (G1 - 1.0 W/cm²; G2 – 1.5 W/cm2) e profundidade das 
pérolas de PMMA (A - 2 cm; B - 3 cm), e Grupo controle

Grupos Média ± DP Mediana 95% IC

Grupo 1A 4,712 ± 0,18 4,712 4,581 – 4,844

Grupo 1B 4,268 ± 0,21 4,275 4,117 – 4,419

Grupo 2A 5,227 ± 0.25 5,236 5,048 – 5,406

Grupo 2B 5,127 ± 0.33 5,138 4,891 – 5,363

Grupo Controle 3,915 ± 0.06 3,914 3,872 - 3,958

Tabela III. Comparação da dispersão do azul de metileno nas amostras gelificantes 
entre os grupos após irradiação baseado na intensidade do ultrassom (G1 - 1.0 W/
cm²; G2 – 1.5 W/cm2) e profundidade das pérolas de PMMA (A - 2 cm; B - 3 cm), e Grupo 
controle

Grupos Valor de p
1A versus 1B < 0,01
1A versus 2A < 0,001
1A versus 2B < 0,01
1B versus 2A < 0,001
1B versus 2B < 0,001
2A versus 2B > 0,05

Discussão

Este estudo pesquisou o potencial do ultrassom na dispersão do azul de metileno em 
pérolas de PMMA, com o intuito de utilizá-lo para aumentar o transporte de fármacos, 
principalmente antibióticos, incorporados à resina. Além disso, o ultrassom não 
térmico tem sido usado como uma ferramenta para a administração transdérmica 
de medicamentos, embora o mecanismo de ação não seja totalmente esclarecido(15). 
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A hipótese do estudo foi parcialmente alcançada visto que foi identificada maior 
dispersão do azul de metileno nas pérolas de PMMA posicionado mais superficial 
quando utilizado o ultrassom de baixa intensidade (1,0 W/cm²). Este estudo destaca 
o fato de que a comparação entre o Grupo 2A e o Grupo 2B não mostrou diferença 
significativa na dispersão do azul de metileno, sugerindo que a posição da pérola de 
PMMA não é influenciada pelo ultrassom com maior intensidade (1,5 W/cm²).

O PMMA é o padrão ouro na manutenção de níveis elevados de administração de 
antibióticos em infecções ortopédicas e com alta biocompatibilidade, porém é um 
material não absorvível, sendo necessário removê-lo por meio de um segundo 
procedimento cirúrgico(1,2). Por outro lado, materiais biodegradáveis como as proteínas 
(ex. colágeno, gelatina, trombina e coágulo de sangue autólogo), materiais de enxerto 
ósseo (ex. sulfato de cálcio e enxerto ósseo esponjoso) e polímeros sintéticos (ex. 
ácido polilático, polilactídeo-co-glicolídeos, polihidroxialcanoatos, policaprolactona, 
polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato e polidimetilsiloxano reticulado) podem 
ser considerados uma alternativa na manutenção de antibiótico(1,3). A principal 
vantagem do uso de materiais biodegradáveis inclui a diminuição da necessidade de 
reconstrução de defeitos ósseos, permite a modificação das variáveis na liberação 
precisa das quantidades de medicamentos ao longo de um tempo específico, não 
espalha os antibióticos nos tecidos circunvizinhos e evita a fixação de bactérias nesses 
materiais absorvíveis(1-5). A desvantagem está associada ao seu alto custo e ausência da 
aprovação pelo Food and Drug Administration (FDA) para seu uso como veículos de de 
antibióticos(1).

O azul de metileno foi usado como um identificador indireto da dispersão de drogas 
por meio das pérolas de PMMA usando o ultrassom, contudo mais estudos são 
necessários para determinar a viabilidade desse método usando antibióticos como 
a gentamicina. Este antibiótico é comumente incluído nas pérolas de PMMA devido 
ao amplo espectro de atividade antimicrobiana, biocompatibilidade, solubilidade em 
água e alta termoestabilidade(2,8). O método de imunoensaio foi utilizado para avaliar 
espécimes (480 mg de sulfato de gentamicina em pó misturado com 40 g de cimento 
ósseo) imersos em solução salina tamponada por 28 dias(17). Os autores identificaram 
que a alta quantidade de antibióticos estava presente por pelo menos 14 dias. Nessa 
perspectiva, o ultrassom poderia ser usado para manter a liberação do antibiótico; 
entretanto, essa hipótese deve ser melhor avaliada. Outros antibióticos como a 
tobramicina e vancomicina foram utilizados em pérolas de PMMA(2).

Os corpos de prova a base de gelatina foram escolhidos devido à velocidade de 
propagação da onda do ultrassom nesse meio ser similar a velocidade de propagação 
em tecidos moles, sem significativa atenuação da onda do ultrassom, corroborando 
com a literatura(13,14,18–20). O uso desses tipos de espécimes que simulam tecidos 
biológicos foram utilizados em pesquisas de terapias de ultrassom devido à sua 
homogeneidade acústica, alto poder de gelificação em baixas concentrações, baixa 
viscosidade e velocidade de propagação da onda de ultrassom semelhante aos tecidos 
biológicos(13,14). Por outro lado, a fonoforese pode ser influenciada por promotores 
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de permeabilidade física como gel, cremes ou compostos com hidrocortisona (15), e a 
aparência do silicone oferece baixa atenuação e baixo poder de transmissão das ondas 
do ultrassom(21). Estudo realizado por Benson e McElnay(22) avaliou diversos produtos 
tópicos com efeitos anti-inflamatórios e concluiu que a capacidade de transmissão das 
ondas do ultrassom é uma característica particular da formulação de cada produto, 
podendo aumentar com alta frequência do ultrassom, porém pode causar alterações 
na composição desses produtos.

As pérolas de PMMA utilizados no estudo foram padronizados quanto à composição, 
homogeneização e tamanho e exigindo a produção de um molde de silicone. Porém, 
quando elas são preparadas pelos cirurgiões podem apresentar algumas desvantagens 
que incluem a mistura inadequada de antibióticos no material e pérolas com tamanhos 
diferentes, o que pode induzir menor disponibilidade do antibiótico(2). As intensidades 
utilizadas no presente estudo foram baseadas em pesquisas relacionadas com os 
parâmetros físicos do campo ultrassônico na fonoforese(15). O tempo de aplicação do 
ultrassom foi o mesmo para todos os grupos, contudo com variação da intensidade do 
ultrassom e da profundidade. Grupos submetidos ao ultrassom de baixa intensidade 
(1,0 W/cm²) apresentaram maior dispersão de azul de metileno nas pérolas de PMMA 
colocadas mais superficial (Grupo 1A) em comparação com as pérolas em região mais 
profunda (Grupo 1B). No contexto clínico, esse fato representa um viés, uma vez que 
a liberação de baixo nível do antibiótico pode ocorrer nas pérolas de PMMA colocados 
mais profundamente.

A irradiação pelo ultrassom foi realizada de forma contínua e estacionária por cinco 
minutos para minimizar um possível sobreaquecimento da cabeça do ultrassom, 
conforme a literatura(15). Por outro lado, a variação quanto à intensidade e frequência 
do ultrassom não permite uma padronização efetiva da técnica(2,15). De acordo com 
os autores, nenhum estudo usou o ultrassom para determinar a profundidade de 
penetração do fármaco, entretanto, os postulados teóricos a despeito da irradiação 
do ultrassom adotam que quanto maior a intensidade do ultrassom maior sua ação(20).

A comparação entre o Grupo 1A e o Grupo 2A demonstrou que a maior dispersão do 
azul de metileno nas pérolas de PMMA ocorreu com o ultrassom de maior intensidade 
(Grupo 2A), estando ambos os grupos com as pérolas colocadas mais superficial nos 
corpos de prova. Comparando o Grupo 1A e o Grupo 2B, o ultrassom utilizado em 
maior intensidade (1,5 W/cm²) também permitiu maior dispersão do azul de metileno 
independente da profundidade das pérolas, uma vez que o Grupo 1A estava localizado a 
2 cm de profundidade e o Grupo B a 3 cm de profundidade. A comparação entre o Grupo 
1B e o Grupo 2A demonstrou que a maior dispersão também ocorreu com o ultrassom 
de maior intensidade mesmo com as pérolas do Grupo 1B na profundidade de 3 cm, 
e as pérolas do Grupo 2A na profundidade de 2 cm. A importância da intensidade do 
ultrassom ficou mais evidente na comparação entre o Grupo 1B e o Grupo 2B, ambos 
com as pérolas colocadas a 3 cm de profundidade, sendo que a maior dispersão foi no 
Grupo 2B (1,5 W/cm²). Diferenças estatísticas foram identificadas no Grupo Controle 
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com os demais grupos, demonstrando a influência do ultrassom na dispersão do azul 
de metileno nas pérolas de PMMA, corroborando com a literatura(15,16). Esses autores 
relataram que a intensidade e o tempo de aplicação do ultrassom desempenharam um 
papel importante na aplicação transdérmica. Por outro lado, a intensidade do ultrassom 
deve ser limitada para evitar danos à pele e pode ser utilizada em geral entre 0,008 e 
50 W/cm2(15).

Conclusão

O ultrassom de baixa intensidade permite maior dispersão do azul de metileno em 
perolas de polimetilmetacrilato (PMMA) posicionadas mais superficialmente, e não há 
influência da profundidade da pérola com o ultrassom de alta intensidade.
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