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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do nitrato de prata (AgNO3) nas
propriedades mecanicas do cimento ésseo de polimetilmetacrilato (PMMA), por meio de testes
estaticos, bem como a atividade antibacteriana in vitro. Foram constituidos dois grupos: Grupo 1
- controle (n=10), Grupo 2 - cimento acrescido de nitrato de prata (n=10). No Grupo 1 o cimento
foi preparado manualmente usando 20 g de p6 de PMMA. No Grupo 2 o cimento foi preparado
como no Grupo 1, a diferenca foi que 0,25 g de nitrato de prata foi adicionado a 20 g de p6
de PMMA. Dez corpos de prova de cada grupo foram designados para o ensaio de flexdo em
quatro pontos e 10 para o ensaio de compressdo. Nao foram observadas diferencas estatisticas
para a resisténcia a flexdao com (61,80 + 4,96 MPa) ou sem nitrato de prata (60,20 + 5,88 MPa).
Diferencas estatisticas foram verificadas na resisténcia a compressdo, sendo maior para os
corpos de prova controle (78,60 + 3,20 MPa) comparado ao nitrato de prata (74,20 + 1,61 MPa).
Amostras dos produtos foram analisadas pelo teste de sensibilidade antimicrobiana, porém
ndo foi verificado efeito com relacdo ao Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Conclui-se que na concentracdo empregada, o nitrato de prata
ndo alterou as propriedades mecanicas do cimento ésseo de PMMA no teste de flexdo, porém
influenciou negativamente no teste de compressao. Além disso, o produto ndo permitiu a
reducdo da carga bacteriana no teste in vitro.
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Abstract: This study aimed to evaluate the influence of silver nitrate (AgNO3) on the mechanical
properties of polymethyl methacrylate (PMMA) bone cement by static testing and in vitro
antibacterial activity. Two groups were formed: Group 1, control (n=10); and Group 2, cement
with silver nitrate (n=10). In Group 1, the cement was prepared manually by mixing 20 g of
PMMA powder with 10 ml of methyl methacrylate liquid. In Group 2, the cement was prepared
asin Group 1; however, 0.25 g of silver nitrate was added to 20 g of PMMA powder. No statistical
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differences were observed for bending strength with (61.80 + 4.96 MPa) or without silver nitrate
(60.20 + 5.88 MPa). Statistical differences were verified in the higher compressive strength
for the control (78.60 + 3.20 MPa) compared to cement with silver nitrate specimens (74.20
+ 1.61 MPa). Antimicrobial sensitivity testing showed no effect of cement with silver nitrate
on Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli. In
conclusion, the concentration of silver nitrate did not change the mechanical properties of the
PMMA bone cement in the bending test, but it had a negative effect in the compression testing.
In addition, the product did not reduce the bacterial load in the in vitro test.

Key-words: polymethylmethacrylate; mechanical testing; sample; static testing

1. Introducao

O cimento 6sseo ortopédico, baseado no polimetilmetacrilato (PMMA), tem sido
empregado ha anos em diversos procedimentos cirdrgicos, tais como na fixacdo de préteses,
cirurgias oncologicas e vertebroplastias percutaneas, entre outros‘#. Entretanto, em virtude
da ocorréncia de infec¢des, o cimento carregado de antibidtico comecou a ser utilizado como
um meétodo profilatico em cirurgias de préteses, para o tratamento de infec¢es relacionadas
a estes procedimentos e no tratamento de osteomielites cronicas, em especial como pérolas
ou como um espacador®@4., As preocupag¢des associadas a administracao local de antibiéticos
incluem: os efeitos colaterais, tais como citotoxicidade e toxicidade sistémica; a ocorréncia
de organismos resistentes por exposi¢ao as concentracdes subterapéuticas de antibiéticos;
os efeitos anti-biofilme dependentes da capacidade das bactérias de sobreviver em altas
concentracdes locais de antibiodticos; apenas antibidticos estaveis ao calor sao adequados
para incorporacao em PMMA; e o uso de antibiéticos cujos dados farmacocinéticos sao
desconhecidos, entre outros“”

Visto as dificuldades do tratamento de infec¢des relacionadas as proéteses e o potencial
para induzir resisténcia antibiotica, outras abordagens tém sido propostas, com o intuito
de reduzir ou eliminar o carregamento de antibiético no cimento de PMMA®. Entre as
possibilidades encontra-se a prata, material que tem sido empregado em uma variedade
de aplica¢des industriais, domeésticas e na saude, sendo reconhecida por suas propriedades
como agente antibacteriano, antiviral e antifungico®'9. Do ponto de vista clinico, a prata
tem sido usada em formas minerais e compostas, como zeélita de prata e nitrato de prata,
sendo que com o avan¢o da nanotecnologia ha também a produc¢do de nanoprata®. Tem
sido sugerido que o emprego do cimento 6sseo de PMMA com nanoparticulas seria um
mecanismo de diminuir a incidéncia de resisténcia, por meio de um mecanismo de acao
multifacetado™,

Contudo, ao se incluir qualquer material com o cimento de PMMA, deve-se preservar ou
mesmo aumentar sua resisténcia mecanica, para manter sua funcionalidade, particularmente
quando empregado na fixacao de préteses®'?. Sendo assim, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a influéncia do nitrato de prata nas propriedades mecanicas do cimento 6sseo de
PMMA, por meio de testes estaticos, bem como a atividade antibacteriana in vitro.
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2. Material e métodos

2.1 Preparacao dos corpos de prova

Para a preparacao dos corpos de prova foi empregado um cimento 6sseo comercial,
contendo polimetilmetacrilato (81,0%), sulfato de bario (10%) e perdxido de benzoila (2,25%)
no pd, e monometilmetacrilato (99,24%), nn dimetil-p-toluidina (0,75%) e hidroquinona (0,04%)
no liquido®. A esterilizacdo do produto foi por 6xido de etileno. Foram constituidos dois
grupos: Grupo 1 - controle (n=20), Grupo 2 - cimento acrescido de nitrato de prata (n=20). Dez
corpos de prova de cada grupo foram designados para o ensaio de flexao e 10 para o ensaio
de compressao. No Grupo 1, o cimento foi preparado manualmente misturando 20 g de pé
com 10 ml de liquido em um recipiente PET (polietilenotereftalato), usando uma espatula
de plastico. O cimento na fase pastosa foi colocado em um molde metalico de aluminio, de
acordo com as dimensdes especificadas pela norma ISO 5833, pressionado manualmente e
aguardou-se o tempo de polimeriza¢ao. Apos 24 horas em temperatura ambiente (23°C +
2°C), o cimento endurecido foi removido do molde.

Para o ensaio de flexdo em quatro pontos, os corpos de prova tinham 75 mm de
comprimento, 10 mm de largura e 3 mm de espessura. Para o ensaio de compressao, 0s
corpos de prova tinham 6 mm de diametro e 12 mm de comprimento. No Grupo 2 o cimento
foi preparado como no Grupo 1, a diferenca foi que 0,25 g de Nitrato de Prata (AgnO3)
grau P.A. foi adicionado a 20 g de p6 de polimetilmetacrilato. A mistura foi manualmente
homogeneizada por um periodo de dois minutos, antes de adicionar o componente liquido.
Em ambos os grupos, os procedimentos de preparacao dos corpos de prova foram realizados
sob condi¢des assépticas em sala climatizada (23°C), pelo mesmo pesquisador, com base
na norma ISO 5833:2002 (Implants for Surgery - Acrylic Resin Cements). Antes dos ensaios
mecanicos, os corpos de prova foram mantidos por 24 horas em sala climatizada (23°C).

2.2 Ensaios mecanicos

O ensaio de flexdo em quatro pontos (Figura 1a) foi conduzido seguindo a ISO-5833(2002)
Anexo F (Determination of bending strength of polymerized cement). Foi utilizada para o
teste uma maquina de ensaio universal (EMIC DL-10.000), com capacidade maxima de 10.000
kgf e uma célula de carga de 1000 N. A distancia entre os roletes apoiadores foi de 60 mm.
Por sua vez, a distancia de 20 mm foi determinada entre os roletes aplicadores e também
entre os roletes aplicadores e apoiadores. O diametro externo dos roletes foi de 3 mm. A
velocidade do ensaio foi 5 mm/min. A resisténcia a flexdo foi medida até o deslocamento
completo (quebra dos corpos de prova) usando o software TESC. O teste foi conduzido em
um ambiente controlado com temperatura de 23° + 2°C e umidade relativa de 60%. Cada
amostra foi identificada de 1 a 10 no software, de acordo com o Grupo.

O ensaio de compressao (Figura 1b) foi realizado seguindo a norma ISO-5833(2002)
Anexo E (Determination of compressive strength of polymerized cement). Foi utilizada
maquina universal de ensaios mecanicos (EMIC DL-10.000) com capacidade maxima de
10.000 kgf e uma célula de carga de 2000 N. O corpo de prova foi posicionado entre dois
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pratos e a forca foi aplicada a uma velocidade de teste de 22 mm/min. A forca compressiva
foi determinada pelo pico da deformacdo. O teste foi realizado em um ambiente controlado
com temperatura de 23° + 2°C e umidade relativa de 60%.

Figura 1. (A) Configuracdo do ensaio de flexdo em quatro pontos junto com uma amostra (seta). (B) Configura¢do
do ensaio de compressao junto com uma amostra (seta).

2.3 Analise estatistica

ApOs o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, foi realizado o teste t de Student
para comparac¢ao do cimento acrescido ou ndo de nitrato de prata, de acordo com o ensaio
mecanico. Em todas as analises, os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
Para analise dos dados foi utilizado o programa estatistico SigmaStat 3.5.

2.4 Andlise microbioldgica

As analises microbiolégicas (testes bacterianos e fungicos) foram realizadas nas
amostras de ambos os grupos, as quais nao foram utilizadas para testes mecanicos. Todas as
amostras foram produzidas e manipuladas sob condi¢des assépticas. Apds limpeza externa
dos corpos de prova com alcool 70%, estes foram quebrados, triturados e imersos em caldo
liquido BHI (caldo de infusao de cérebro e coragao bovinos). Este foi incubado por 24 horas
em temperatura de 35°-37°C, seguido da técnica de esgotamento do caldo BHI. Para cultura
bacteriana, realizou-se a passagem para o agar Sangue, agar TSA (Agar Triptona de soja)
e agar MacConkey, com incubacdo entre 35° e 37°C. Para a cultura fungica, efetuou-se a
passagem para o agar Sabouraud Dextrose, com incubac¢do de 20-25°C.

2.5 Teste de sensibilidade antimicrobiana

Bactérias especificas, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, foram usadas para testar a sensibilidade antimicrobiana das
amostras dos Grupos 1 e 2. Cada colénia foi colocada em caldo BHI e incubada a 35°-37°C por
24 h. Efetuou-se a técnica do tapete com swab no agar Mueller Hinton ou agar MacConkey
(bactéria Gram negativa). As amostras dos Grupos 1 e 2 foram entdo colocadas nas placas, e
as placas foram incubadas a 35°-37°C por 48 horas.
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3. Resultados

Nao foram observadas diferencas estatisticas para resisténcia a flexdo entre o controle
e 0 cimento com nitrato de prata (p = 0,519). Diferencas estatisticas foram verificadas na
resisténcia a compressao (p = 0,001), que foi maior para as amostras controle. Os valores
estdo mostrados na Tabela 1. Os graficos de resisténcia a flexao e resisténcia a compressao
das amostras controle e cimento acrescido de nitrato de prata estdao nas Figuras 2 e 3,
respectivamente.

Tabela 1. Comparacdo entre controle (Grupo 1) e cimento 6sseo acrescido de nitrato de prata (Grupo
2), segundo ensaios mecanicos.

Cimento ésseo acrescido de

Ensaios mecanicos Controle (MPa) i Valor de p
nitrato de prata (MPa)

Resisténcia a flexdao 60,20 £ 5,88 61,80 + 4,96 0,519

Resisténcia a compressao 78,60 + 3,20 74,20 £ 1,61 0,001

Tensdo (MPa)
Tensdo (MPa)

A Deslocamento (mm) B Deslocamento (mm)

Figura 2. Graficos de deslocamento e tensdo obtidos nos ensaios de flexdo de quatro pontos de 10 corpos de
prova controle (A) e 10 corpos de prova de cimento ésseo acrescido de nitrato de prata (B).

Tensdo (MPa)
Tensdo (MPa)

[ 5 10 5 £ 4] 50 a 5 0 15 0 Fo 0

A Deslocamento (mm) B Deslocamento (mm)

Figura 3. Grafico de deformacéo e tensdo obtidos nos ensaios de compressdo de 10 corpos de prova controle (A)
e 10 corpos de prova de cimento acrescido de nitrato de prata (B).
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A analise microbiolégica ndo detectou crescimento bacteriano ou fungico nas amostras
do Grupo 1 ou Grupo 2. Os testes de sensibilidade antimicrobiana ndo mostraram efeito
do cimento com nitrato de prata em relacdo ao Staphylococcus aureus, Streptococcus sp.,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

4. Discussao

O presente estudo verificou que as propriedades mecanicas do cimento 6sseo foram
influenciadas pelo acréscimo do nitrato de prata. As propriedades mecanicas do cimento
tém sido determinadas por testes destrutivos com uma carga Unica até a falha, como o
usado no atual estudo, e por testes dinamicos que envolvem a carga ciclica®'3'4. Além disso,
as propriedades mecanicas do cimento 6sseo podem ser divididas em curto prazo e longo
prazo, sendo que as mais importantes de curto prazo sdo a forca de tragao, forca compressiva,
forca a flexdo e moédulo de elasticidade™. No presente estudo foram analisadas duas
propriedades de curto prazo, sendo que tanto os ensaios de flexdo quanto de compressao
foram realizados conforme determinado pela norma ISO 5833:2002.

A resisténcia a flexao em quatro pontos foi de 60,20 MPa para o controle e 61,80 MPa
para o cimento 0sseo acrescido de nitrato de prata, ao passo que a resisténcia a compressao
foi de 78,60 MPa para o controle e 74,2 MPa para o cimento acrescido de nitrato de prata.
Os valores mostraram diferencas com o citado pela ISO 5833 e ASTM F 451, nas quais os
cimentos comerciais devem variar dentro de um intervalo limitado, incluindo for¢a de flexdo
de 67-72 Mpa e forca compressiva de 80-94 MPa®. Em geral, a for¢ca compressiva do cimento
0sseo é superior a forca de flexdo, a qual € mais alta que a for¢a de tensao¥, como verificado
no controle e no cimento acrescido de nitrato de prata. O cimento cirurgico de PMMA é um
material quebradico similar a concreto, caracterizado por ser fraco em tra¢do e forca de
cisalhamento, mas forte em compressao‘?.

A proporc¢ao do nitrato de prata foide 0,25 g para 20 g de p6 de polimetilmetacrilato, o que
influenciou negativamente na resisténcia mecanica a compressao, porém sem interferéncia
na flexdo. Outro estudo que também empregou 0,25 g de microparticulas acrescidas em
20 gramas de PMMA foi notado que, tanto na compressao axial como na flexdo em quatro
pontos, o grupo prata foi mais fraco que o controle™. Por outro lado, um estudo que
incorporou nanoparticulas de prata em trés propor¢des (0,25, 0,5 e 1,0% p/p) ao cimento
0sseo verificou que as propriedades mecanicas pelos testes estaticos (flexdo em quatro
pontos, compressao e tenacidade) e dinamicos nao foram substancialmente diferentes do
cimento padrao®®. Além disso, o acréscimo de nanoparticulas de prata nas concentracdes
de 0,5% e 2% na resina acrilica odontolégica (PMMA) promoveram aumento significante na
forca de flexao (teste de flexdo em trés pontos), resisténcia a fratura, resisténcia ao impacto
e dureza a medida que foi aumentada a porcentagem de nanoparticulas de prata, porém
sem melhora da forca compressiva‘"”. Deve-se considerar que as diferencas entre produtos
e a forma de incorporacdo no nitrato de prata pode ter interferido nos resultados entre os
estudos.
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O nitrato de prata usado no presente estudo nao estava na forma de nanoparticulas,
as quais sao as mais empregadas junto ao cimento 6sseo ou cimento odontolégico*16.18-23),
As nanoparticulas de prata (de 1 a 100 nm em diametro) sdo aglomerados de atomos de
prata®'”, as quais podem ser produzidas por meio de varias preparacdes, incluindo as vias
fisica, quimica e biologica®. A despeito dos efeitos benéficos, estudos ja demonstraram
gue as nanoparticulas de prata tém o potencial de induzir danos genotdxicos e citotdxicos
aos fibroblastos pulmonares humanos, supressdao do sistema imunoldgico, induzir
anormalidades de desenvolvimento em embrides de peixe-zebra, e romper a membrana
celular, entre outros®. Foi também observado que a prata complexada por certos ligantes é
mais citotoxica do que o nitrato de prata, mas com ligantes relacionados é consideravelmente
menos téxica®.

A analise microbioldgica comprovou a esterilizagdo dos produtos, tanto para bactérias
como fungos. No entanto, o teste de sensibilidade antimicrobiana mostrou que o cimento
0sseo com nitrato de prata ndo reduziu o crescimento das bactérias testadas. Um estudo
observou que as nanoparticulas de prata foram eficazes na reducdo da formacdo de biofilme
de Aeromonas spp., mas incapazes de inativar o crescimento dos isolados em testes de
concentracao bactericida, enquanto o nitrato de prata mostrou eficiéncia em diferentes
concentrac8es. Além disso, os autores verificaram que, na presenca de um inibidor da bomba
de efluxo, umisolado que era inicialmente resistente as nanoparticulas tornou-se sensivel),
Por outro lado, estudos in vitro com diferentes metodologias verificaram que as particulas
de prata tinham atividades antibacteriana e antibiofilme('8212226 A porcentagem de nitrato de
prata adicionada ao cimento ésseo e ndo na forma de nanoparticulas pode ter influenciado
os resultados. Estudos futuros alterando essas variaveis sdo necessarios para comparagao.

5. Conclusao

Na concentracdo empregada, o nitrato de prata ndo alterou as propriedades mecanicas
do cimento ésseo de polimetilmetacrilato (PMMA) no ensaio de flexao, porém influenciou
negativamente os resultados no teste de compressao. Além disso, o produto ndo reduziu
efetivamente a carga bacteriana no teste in vitro.
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