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“Um coragdo tem razdes que a propria razdo desconhece. E o coracio e nio a razio que
sente a Deus. Ha verdades que sdo sentidas e verdades que sdo provadas, porque
conhecemos a verdade ndo so pela razdo, mas pela conviccao intuitiva a que se pode
chamar coragdo. As verdades primarias nao sdo demonstraveis, € ndo obstante nosso
conhecimento delas ndo ¢ menos correto. A verdade pode estar acima da razdo e ndo ser

contraria a ela.”

Blaise Pascal

Fiquemo-nos por dois lugares comuns: a evolugdo é grande e as possibilidades sdo
muitas. Fazem-se materiais inimaginaveis ha anos. Mas ainda tdo rudimentares, que um

gato, mesmo morto, ¢ incomparavelmente mais perfeito.

Professor Mario Barbosa
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RESUMO

O cimento o6sseo, ortopédico ou acrilico, baseado no poli(metacrilato de metila)
(PMMA), ¢ um biomaterial empregado em cirurgias, principalmente na fixacdo de
proteses. Além do preenchimento e reconstrugdo de segmentos 0sseos, o cimento 0sseo
¢ colocado nos espagos vazios entre o implante e a superficie Ossea endosteal,
endurecendo em pouco tempo e assegurando a firme colocag@o da protese ao preencher
por completo o espago vazio entre o osso € o implante. H4, no entanto, freqiientes
complicacdes quando do uso deste biomaterial devido a ocorréncia de infecgcdes. Assim
sendo, neste trabalho foi realizada a incorporacdo de nanoparticulas de prata ao cimento
ortopédico buscando usar sua acdo bactericida na diminui¢do de infecgdes nas
artroplastias totais de joelho e quadril onde este cimento ¢ utilizado. O objetivo deste
estudo foi avaliar possiveis alteragdes nas propriedades do cimento ortopédico com a
adicdo de nanoparticulas de prata em p6é e em solucdo coloidal. Também foram
avaliadas as modificagdes ocorridas no material em relagdo ao angulo de contato,
interacdo quimica da nanoparticula de prata com o PMMA e biocompatibilidade do
biomaterial por meio do teste de citotoxicidade. Utilizou-se o cimento ortopédico
Biomecanica que ¢ baseado em um composto acrilico, autopolimerizavel, obtido por um
po6 a base de poli(metacrilato de metila) e sulfato de bario com um iniciador de
polimerizacao, peréxido de benzoila; ¢ por um componente liquido constituido por um
monomero metacrilato de metila com ativador N,N-dimetil-p-toluidina. As
nanoparticulas de prata utilizadas foram sintetizadas por meio da reducdo do nitrato de
prata pelo borohidreto de sédio e também nanoparticulas de prata em pd adquiridas
comercialmente. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem o nanocomposito como
um material promissor para aplicagdes biomédicas, ja que ndo foram notadas grandes
alteracdes nas propriedades mecanicas e biocompatibilidade, quando da incorporacao de

nanoparticulas de prata no cimento 6sseo comercial.



Xviii

ABSTRACT

Bone or acrylic cement, also known as poly(methyl methacrylate) (PMMA), is a
biomaterial used mainly in the surgeries of prostheses fixation and also to fill and
reconstruct bone segments. The bone cement is placed in the open spaces between the
implant and endosteal bone surface and hardens in a short time, assuring the prosthesis
to be attached to both bone and implant. However, infections are very often reported
during the application of bone cements. Therefore, in this study, silver nanoparticles
were incorporated into bone cements to provide bactericidal action and hence the
reduction of infections in the knee and hip total arthroplasties. The goal of this study
was to assess possible changes in the properties of bone cement due to the presence of
silver nanoparticles both in powder form and colloidal solution. The Orthopedic
Biomechanics bone cement, an acrylic self curing compound, was used. This compound
is obtained by mixing poly(methyl methacrylate), barium sulfate and benzoyl peroxide
as polymerization initiator with a second liquid component consisting of methyl
methacrylate monomer and N,N-dimethyl-p-toluidine as activator. The silver
nanoparticles were synthesized by reduction of silver ions from silver nitrate with
sodium borohydride and also silver nanoparticles powder purchased commercially. The
results of this work suggested that the developed nanocomposite is a promising material
for biomedical applications since no major changes in mechanical properties as well as
biocompatibility were observed when silver nanoparticles were added to commercial

bone cements.



1 INTRODUCAO

Cimentos Osseos sdo materiais utilizados em cirurgias ortopédicas e dentarias para
fixacdo de proteses nas articulagdes. Eles agem como um distribuidor de carga entre o
implante e o 0sso, bem como material de preenchimento de auto-cura para o osso e
caries dentarias (ESPIGARES et al., 2002). Sua principal fungdo € preencher o espaco
entre a protese e o 0sso hospedeiro, atuando como interface elastica capaz de transmitir

cargas de uma superficie a outra (KUEHN et al., 2005).

Em 1960, Sir. John Charnley, considerado o inventor da recolocagdo moderna de juntas
artificiais, introduziu, pioneiramente, o cimento ortopédico ou acrilico na cirurgia
ortopédica, fixando com sucesso os componentes femural e acetabular na artroplastia
total de quadril e até hoje ¢ utilizado na pratica ortopédica (CHARNLEY et al., 1970),
devido a sua bioestabilidade e boas propriedades mecanicas (CAMERON et al., 1974).

O cimento 0sseo acrilico ¢ um material composto pela mistura de dois componentes: um
baseado no polimero PMMA (pd) e um baseado no monémero MMA (liquido). Unidos
pelo processo de reagdo quimica denominada “polimerizagdo”, esses componentes sao

conhecidos como poli(metacrilato de metila) (PMMA) (MOREJON et al., 2005).

Desde o inicio de sua utilizacdo, o cimento ortopédico continua a ser um componente
essencial na pratica ortopédica moderna. Houve uma evolucdo na compreensao de suas
propriedades o que contribuiu para melhorar o design de implantes e a biomecanica. E
provavel que a utilizagdo do cimento acrilico pelos cirurgides ortopédicos continue de
forma cada vez mais crescente ¢ o conhecimento das propriedades e aplicagdes deste

material se tornam cada vez mais essenciais (WEBB ez al., 2007).



Outras fun¢des foram atribuidas ao longo do tempo ao cimento ortopédico. Uma das
mais interessantes tem sido seu uso como veiculo de liberagdo local de drogas

tradicionalmente utilizadas por outras vias de administragdo (NELSON et al., 2004).

As propriedades mecénicas do cimento ortopédico sdo afetadas pela associagdo com
outras substancias. Alguns estudos foram realizados com o cimento ortopédico
associado a antibidticos e outros medicamentos como, por exemplo, anestésicos locais
relacionando-os com variagdes nas suas propriedades mecanicas (GIORDANO et al.,

2007).

O cimento d6sseo baseado no poli(metacrilato de metila) (PMMA) € o material mais bem
adaptado para a ancoragem das junturas artificiais (BREUSCH et al., 2000). Como
varios biomateriais, 0 PMMA tem um risco elevado de infec¢@o, quando implantado no
corpo humano, em comparagdo com o tecido vital autogeno (GRISTINA et al., 1987).
Foi postulado na literatura a combinacdo do PMMA com antibioticos no sentido de
diminuir a taxa de infec¢@o e hoje em dia estes materiais sdo amplamente utilizados. O
cimento Osseo carregado com antibiotico constitui em grande colaborador para o
tratamento de infecgOes estabelecidas, mas seu papel na prevencdo da infeccdo
permanece controverso devido a questdes relacionadas com a resisténcia a

medicamentos e eficacia (JIRANEK et al., 2006).

O desenvolvimento das proteses articulares representa um grande avango na tecnologia
biomédica. O implante de proteses, principalmente quadril e joelho, vem se tornando
cada vez mais freqiiente. Em 2001, houve 150.000 artroplastias de substituicao de
quadril realizadas nos Estados Unidos. Quando implantadas, propiciam significante
redug¢do no desconforto dos pacientes acometidos de doengas da articulacdo coxo-
femural e incomensuravel melhora de sua mobilidade, especialmente quando ndo

complicadas por processos infecciosos (LIMA et al., 2001).



Em 2006 foram realizados mais de 500.000 procedimentos de substitui¢do total de
joelho somente nos Estados Unidos da América. Prevé-se que até¢ 2030 o volume deste
procedimento ird aumentar para mais de 3,48 milhdes por ano devido a geragdo do baby
boom, ao aumento da obesidade e indicacdes de substituicdo total de joelho que se
estendem tanto para jovens quanto para individuos mais velhos. Estima-se também que
os gastos hospitalares com substituicao total de joelho chegardo a 40 bilhdes de dolares

anualmente até 2015 (Admerican Association of Orthopedic Surgeons , 2006).

Cerca de 1 a 5% das proteses do quadril tornam-se infectadas; embora menos frequente
do que as perdas mecénicas dos implantes, a infec¢do € considerada a mais devastadora
das complicagdes, pois acarreta morbidades por interna¢des prolongadas, intervengdes
cirirgicas repetidas, podendo culminar na perda definitiva do implante com
encurtamento do membro afetado, deformidades graves e perenes, bem como levar ao
obito em infecgdes culminantes. Além disso, todos os procedimentos envolvidos na
tentativa de resolucdo da infeccdo envolvem custo elevado, estimado em 40 a 80

milhoes de dolares por ano nos Estados Unidos (LIMA et al., 2009).

Embora os cimentos Osseos sejam usados intensamente existem varias desvantagens
associadas a eles. Estas desvantagens incluem a necrose térmica do 0sso, necrose
quimica devido ao monomero liberado que ndo reagiu durante a polimerizagdo, a ma
distribuicdo do cimento ao redor do implante, baixa adesdo na interface cimento-osso e
cimento-proétese, infeccdo do biomaterial, entre outras. Apesar dessas dificuldades, esses
materiais sdo utilizados na pratica médica devido as suas Otimas propriedades
mecanicas. A determinacdo das propriedades mecanicas desse material se constitui um

fator de extrema importancia ¢ deve ser levado em conta (GUERRA et al., 2010).

A infeccdo associada ao biomaterial ¢ a segunda causa mais freqiiente de falha dos
implantes ortopédicos. O aumento da utilizacdo de implantes de biomateriais nos

ultimos anos resultou em um aumento concomitante das infec¢des bacterianas. Os



organismos infectantes ou s@o introduzidos durante a implantagdo de uma protese ou
sdo transportados para a superficie do biomaterial por uma bacteremia temporaria, onde
aderem e crescem para formar um biofilme. H4 uma série de condigdes médicas que
envolvem o implante do biomaterial que requerem o uso profilatico de antibidticos
antes da cirurgia. A terapéutica e uso profilatico de antibioticos para curar e prevenir as
infeccdes associadas ao biomaterial tem contribuido para o desenvolvimento da

resisténcia bacteriana (NEUT et al., 2001).

O efeito antimicrobiano amplo da prata ¢ bem conhecido e tem sido utilizado em
diferentes campos da medicina como, por exemplo, na profilaxia da oftalmia neonatal,
na cicatrizagdo de feridas e em biomateriais. A prata (Ag) tem sido amplamente
utilizada em dispositivos poliméricos na area médica por apresentar propriedades
antimicrobianas para um largo espectro de microorganismos, incluindo bactérias gram
positivas, negativas e fungos. Sua aplicagdo em polimeros resulta em inumeras
aplicagdes como cateteres venosos e urindrios, fios de sutura, tenddes artificiais,

adesivos ortodonticos, mascaras cirargicas e tubos endotraqueais (CHEN et al., 2008).

Ha alguns relatos sobre a influéncia da composicdo quimica, morfologia, distribuicao
granulométrica e o peso molecular nas propriedades finais do cimento 6sseo. O estudo
de novas formulagdes € interessante devido ao seu interesse cientifico e pratico.

(BRAUER et al., 1986 PASCUAL et al., 1996).

Este trabalho objetiva estudar o efeito da incorporagdo de nanoparticulas de prata ao
cimento ortopédico (PMMA) nas propriedades deste biomaterial, avaliadas seguindo a
normas ABNT, NBR e ISO. Além disso, serd investigada a interacdo da nanoparticula
de prata ao cimento por meio de FTIR, variacdes no angulo de contato e avaliagdo da
biocompatibilidade por meio de teste de citotoxicidade. Nanoparticulas de prata obtidas
de duas fontes diferentes serdo testadas: aquelas provenientes de solugdes obtidas por

meio da redugdo de ions prata de nitrato de prata utilizando como agente redutor o



Borohidreto de Sodio e também nanoparticulas de prata em po6d adquiridas

comercialmente.



2 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades do cimento o6sseo modificado com a incorporacdo de

nanoparticulas de prata e sua biocompatibilidade por meio de teste de citotoxicidade.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir nanoparticulas de prata por meio da redugdo de ions prata de nitrato de

prata usando como redutor o borohidreto de sodio;

e Investigar as caracteristicas estruturais (tamanho e morfologia) de

nanoparticulas de prata;
e Analisar a morfologia de cimentos contendo nanoparticulas de prata;

e Avaliar a interacdo das nanoparticulas de prata com o PMMA através da

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

e Avaliar alteragdes nas propriedades mecanicas e de superficie do nanocompdsito

com diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata.

e Avaliar a biocompatibilidade do nanocompoésito por meio do teste de

citotoxicidade.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Biomateriais sdo materiais provenientes da natureza ou feitos pelo homem utilizados
para direcionar, acrescentar ou substituir as fungdes dos tecidos vivos do corpo humano.
O uso de biomateriais data da civilizagdo antiga. Olhos, orelhas, dentes e narizes
artificiais foram encontrados nas mumias egipcias (Figura 3.1). Chineses e indianos
usaram ceras, colas e reconstruiram tecidos lesados ou partes do corpo com defeitos.
Biomateriais na forma de implantes e dispositivos médicos sdo amplamente usados para
substitui¢do ¢ restauracdo da funcdo de tecidos traumatizados. Cada vez mais,
consideraveis progressos t€ém ocorrido na compreensdo da interagdo entre o tecido e o

material (RAMAKRISHNA et al., 2001).

FIG 3.1. Pé de uma mumia de 3000 anos mostrando uso de “biomaterial”, neste caso o
material utilizado foi madeira.



Desde épocas passadas, o homem tem se preocupado em restaurar ou substituir partes
danificadas do tecido 6sseo humano. Em meados do século XVII, Fallopius implantou
uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano e, a partir dai, tem-se usado os
implantes para substituicdo de partes danificadas do sistema 6sseo (SANAN et al,
1997). A procura por um material moldavel para promover a reparacdo 0ssea foi a busca
de varios pesquisadores e cirurgides interessados em acelerar a consolidacdo de fraturas

ou restituir defeitos 6sseos (SCHMITZ et al., 1999).

Um dos mais importantes biomateriais ¢ o cimento 6sseo ou acrilico (PMMA) e que
tem sido utilizado como biomaterial desde 1930 (WILTSE et al., 1957). Seu uso em
ortopedia iniciou-se em 1940, como apoio interno da coluna vertebral e preenchimento

de cavidades 0sseas (CHANRLEY et al., 1970).

Biocompatibilidade ¢ um termo descritivo indicador de habilidade do material para
realizar, com uma resposta apropriada do hospedeiro, uma aplicacdo especifica. Esse
termo simples implica em compatibilidade e harmonia do biomaterial com os sistemas

vivos (RAMAKRISHNA et al., 2001).

Os biomateriais sao utilizados em dispositivos médicos para substituicdo temporaria ou
permanentemente implantada no corpo humano. Quanto ao tipo de material os
biomateriais podem ser: polimeros sintéticos, metais, ceramicas e macromoléculas
naturais (ex: biopolimeros) que sdo processados para se adequarem a utilizagdo em
dispositivos médicos que entram em contato com proteinas, células, tecidos, 6rgaos e
sistemas organicos. Os biomateriais devem ser atdxicos, ndo carcinogé€nicos, ndo
antigénicos e ndo mutagénicos. Devem apresentar resisténcia a fadiga, bioestabilidade e

bioatividade (ZIMMER et al., 2006).



Biocompatibilidade se refere a compatibilidade entre um determinado material e o meio
bioldgico no qual ele deve permanecer. Como a biocompatibilidade depende das
interagdes entre o implante e os tecidos adjacentes e de varios fatores que podem variar
de um individuo para outro e mesmo de uma regido para outra do corpo de um mesmo
individuo, ndo se pode afirmar, de uma maneira genérica, que um determinado material
¢ biocompativel. A biocompatibilidade de um material para implante ¢ considerada
otima quando hé formag@o de tecido normal na superficie e quando estabelece com o
meio bioldgico adjacente uma interface continua capaz de suportar as cargas necessarias

ao local do implante (ZIMMER et al., 2006).

A biocompatibilidade ¢ uma propriedade relativa a capacidade do material e de seus
produtos de degradagdo serem tolerados pelos tecidos adjacentes sem causar dano ao
organismo a curto ou em longo prazo. Para que um material possa ser considerado
implantavel, ele deve atender aos seguintes requisitos fundamentais (POTTER et al.,
2004).

O material ndo deve causar efeitos deletérios no local do implante ou no sistema

biologico.

e Os tecidos ndo podem causar degradacdo do material gerando produtos ndo

toleraveis ou alteragao funcional do mesmo.

¢ O material deve ter caracteristicas funcionais adequadas para cumprir, com

éxito, a funcdo desejada, pelo tempo desejado.

¢ O material deve ser passivel de esterilizagdo sem que haja alteracdo de sua

composi¢do quimica.

e O material ndo deve ser uma fonte passivel de crescimento bacteriano.

Os biomateriais, de uma forma geral, se caracterizam pela sua biocompatibilidade, ou
seja, ndo causam efeito nocivo no organismo; devem possuir resisténcia mecanica

adequada além de uma resisténcia as condigdes adversas do meio fisiologico onde estdo
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inseridos. Podem ser utilizados durante um periodo determinado de tempo ou ndo,
sendo empregados para tratamento, ampliacdo ou substitui¢do de quaisquer tecidos,
6rgdos ou fungdes corporais como um todo ou parte integrante de um sistema

(FONSECA et al., 2005; PEREIRA et al., 2005).

Além da biocompatibilidade e reacdes inflamatorias a soltura de proteses pode ser
originada, também, por processos de remodelamento 6sseo ou processos infecciosos
(SILVER et al., 1989). O encapsulamento de fibrose que ocorre entre o cimento € a
protese compde um material de baixas resisténcia e rigidez. Com isto, dependendo da
quantidade de fibrose, podem ocorrer micromovimentos excessivos entre o conjunto
cimento-protese € o o0sso, ¢ levar a soltura do implante (DOHMAE et al., 1988;

STROMBERG et al., 2002).

No caso dos cimentos 0sseos, a fibrose ocorre principalmente devido aos seguintes
fatores: reacdo do tecido hospedeiro ao cimento acrilico (reagdo de biocompatibilidade);
a propria natureza agressiva do ato cirirgico para colocacdo de proteses; forma,
dimensdes e movimentagdo do implante; toxicidade do mondmero residual do cimento,
como ¢ o caso do metacrilato de metila; aumento excessivo de temperatura, ocasionado

pela reag@o de polimerizagdo (MARCONCINI et al., 1996).

3.2 Cimento ortopédico ou cimento 0sseo acrilico

Nem todos os materiais foram exaustivamente testados em laboratorio antes de serem
implantados. Alguns materiais foram promovidos de agressores a implantes, por obra do
acaso, do infortiinio ou da necessidade. Por exemplo, o PMMA foi “descoberto” para
aplicacdes biomédicas durante a II Guerra Mundial, quando estilhacos de PMMA,
causados por disparos de artilharia, ficaram alojados nos olhos de aviadores,

provocando uma ligeira reag@o de corpo estranho (BARBOSA et al., 1999).
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O poli(metacrilato de metila), conhecido como cimento 6sseo acrilico, foi patenteado na
Alemanha em 1928, sendo produzido e comercializado por varios fabricantes com o
nome Pexiglas®, Perspex® e Lucite® entre outros. Inicialmente utilizado como

biomaterial para formatar dentes artificiais e dentaduras (WEBB et a!/., 2007).

Os cimentos 6sseos aplicam-se em ortopedia em trés fungdes principais: como massa
para modelamento, sujeita a tensdes baixas; no preenchimento de cavidades Osseas, que,
dependendo da localizagdo, tais como articulagdes, ficam sujeitos a cargas elevadas; na
fixacdo de proteses em que o cimento forma uma interface entre a protese € o 0sso e
atua como homogeneizador ¢ amortecedor de altas tensdes, principalmente de

compressao para a fixacdo nas substitui¢des articulares (BARROS et al., 2001).

A fung¢do do cimento 6sseo ¢ a fixagdo das articulagdes artificiais e a ancoragem do
implante ao osso. Ele atua como um transferidor de carga entre o implante e 0o 0sso
agindo de forma mais uniforme possivel (Figura 3.2). Esta funcdo de distribuicdo de
tensOes ¢ decisiva para a estabilidade do implante em longo prazo. Quando a tensdo
externa ¢ maior que a capacidade do cimento para transferir a carga essa tensao leva ao
surgimento de uma fratura. Por essa razao, um requisito basico para o cimento € ser um

6timo distribuidor das cargas recebidas (KUEHN et al., 2005).
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Figura 3.2: Ilustracdo da posicao da protese, cimento 6sseo € 0 0sso em uma
substitui¢do de quadril (Adaptado de OKTAR et al., 2006).

O cimento 6sseo baseado no poli(metacrilato de metila) (PMMA) ¢ o material mais bem
adaptado para a ancoragem das articulacdes artificiais. Como todos os biomateriais, 0
PMMA tem um risco elevado de infec¢do, quando implantados no corpo humano, em
compara¢do com o tecido vital autégeno. Foi postulado na literatura a combinacdo do
PMMA com antibioticos no sentido de diminuir a taxa de infeccdo e hoje em dia estes
materiais sdo amplamente utilizados. Um aumento da porcentagem no total de infec¢des
por microorganismos multiresistentes leva a necessidade de uma profilaxia adequada
que muitas vezes nao pode ser alcancada com a combinacdo do cimento acrilico com

antibidtico (ZHILONG et al., 2007).

O cimento 6sseo ou acrilico € constituido de duas partes: uma parte liquida e uma parte
solida. A parte liquida contém tipicamente trés componentes basicos: mondmero
acrilico (97% em volume), um inibidor para prevenir a polimerizacdo prematura do
monomero ¢ um acelerador da decomposi¢do do iniciador. A parte solida consiste de

esferas pré-polimerizadas de PMMA (89% em peso), um pd mineral como o sulfato de



13

bario ou didéxido de zirconio (10% em peso) atuando como radiopacificante e um
iniciador de radical livre como o peroxido de benzoila (YEUM et al., 2005). Os
componentes mais usuais das embalagens comerciais de cimento ortopédico e suas

func¢des estdo listados na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Componentes do Cimento Ortopédico.
Adaptado de WEBB et al., 2007.

Componente Funcio

Componente Solido

Polimero Polimetilmetacrilato

Co-polimeros (Ex: Metacrilato — Metilmetacrilato,| Altera as propriedades fisicas do cimento

MA-MMA)

Sulfato de Bdrio ou didxido de Zirconio Radiopacificante

Peroxido de Benzoil EReage com o DMPT para catalisara
polimerizacdo

Antibidtico Profilaxia antibacteriana

Corante Distingue cimento de osso

Componente Liquide

Mondmero Metilmetacrilato
N.N-dimethyl-p-toluidine (DMPT) Promove a cura a frio do cimento
Hidroguinona Previne a polimerizacio prematura

O principal componente da parte liquida do cimento ortopédico ¢ o mondmero MMA
(metacrilato de metila). O MMA ¢ um liquido incolor, inflamavel e de odor intenso. Do
ponto de vista quimico, 0 MMA ¢é um éster do acido metacrilico com uma liga¢ao dupla
polimerizavel. O ponto de ebuligdo do MMA ¢ de 100°C e possui baixa solubilidade em
agua.
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A parte solida do cimento compreende polimeros esféricos em pé6 de PMMA ou
copolimero de MMA contendo peroxido de benzoila como iniciador necessario para
iniciar a cura do cimento. O pd também contém um radiopacificante, como diéxido de
zirconio ou sulfato de bario, necessario para a visualizacdo do cimento em radiografia.
Opcionalmente um antibidtico ou um corante pode estar presente. Radiopacificantes,
corantes e antibidticos ndo estdo envolvidos no processo de cura, que ¢ uma reagao

quimica denominada polimerizagdo via radical livre (KUEHN et al., 2005).

O PMMA ¢ um importante material polimérico incolor, com elevada resisténcia
quimica e resisténcia a corrosdo pelo intemperismo. Devido a estas caracteristicas
superiores, 0 PMMA tem sido extremamente usado em aditivos, revestimentos, agentes
de polimento, ligantes, cimentos, fibras Opticas e aplicacdes em painéis eletronicos

(YEUM et al,. 2005).

A estrutura do mondmero metacrilato de metila permite a polimerizagdo a temperatura
ambiente para produzir o PMMA solido. O peso molecular do PMMA varia entre as
marcas encontradas no mercado e de acordo com o método de esterilizagdo. Sabe-se que
a radiacdo gama encurta as cadeias poliméricas provavelmente afetando muitas
propriedades mecanicas, mas isso ndo ocorre com a esterilizacdo por 6xido de etileno

(WEBB et al., 2007).

Geralmente os cimentos 0sseos sdo divididos em duas categorias: cimentos de alta e
baixa viscosidade. Cimentos dsseos de alta viscosidade possuem um tempo de mistura
curto e possuem uma fase de trabalho maior, oferecendo ao cirurgido um tempo maior
para a aplicacdo. J4 os cimentos de baixa viscosidade possuem um tempo de mistura

maior ¢ curta janela de trabalho (KUEHN et al., 2005).
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3.2.1 Cura do cimento 0sseo

3.2.1a Polimerizacio via radical livre

Dois diferentes processos sao iniciados ao se misturar a parte solida com a parte liquida
dos cimentos ortopédicos comerciais. Primeiro, o pé polimérico absorve o mondmero
liquido, formando um fluido mais ou menos viscoso ou uma massa. As razdes para este
comportamento sdo os processos de tumefacdo e dissolu¢do do mondémero e o polimero
em pod. Os processos de tumefacdo e dissolugcdo sdo processos fisicos importantes para

as caracteristicas de trabalho do cimento ortopédico (KUEHN et al., 2005).

O iniciador, peroxido de benzoila (PBO) e o ativador, N,N- Dimethyl-p-toluidine
(DMPT) interagem para produzir radicais livres na chamada “reacdo de iniciagdo”
(Figura 3.3). Estes radicais sdo capazes de iniciar a polimerizacdo do MMA ligando as
moléculas do mondémero através da quebra das ligacdes duplas polimerizaveis. Isso
resulta em um crescimento da cadeia polimérica formando macromoléculas por adigao
de moléculas de mondmero. Devido ao elevado ntimero de radicais gerados, as cadeias
poliméricas sdo formadas rapidamente, portanto, ha uma rapida conversao de MMA em
PMMA. Se duas cadeias poliméricas se encontram as cadeias sdo terminadas pela
combinagdo de ambas, resultando em uma molécula polimérica inativa sem a presenca

de nenhum radical livre (Figura 3.4) (KUEHN et al., 2005).
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Peroxido de Benzod{(PBO) N, N-Dinethyl-p-tohudine (DMPT)
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Figura 3.3. Esquema da iniciag¢@o da polimerizacdo do MMA. O peroxido de benzoila
do componente solido e o N,N-Dimethyl-p-toluidine do componente liquido do
cimento ortopédico reagem para formar radicais livres, iniciando a cura do cimento.
Adaptado de KUEHN et al., 2005

Radical para o inicio da Polimerizacdo + moléculas de

MMA (monsmero) Crescimento da cadeia polimérica com sitio

reativo

0LLELLE® @CCLLOLS

—_

QCLOGLO® -~ OO2T2S,

|

SO0 LOISIID.

Terminacio por combinacdo de duas cadeias em crescimento = molécula polimérica final
sem o sitio reativo.

Figura 3.4: Esquema de formagdo da cadeia polimérica. Inicio do crescimento da
cadeia polimérica (a esquerda), propagagao da cadeia (a direita) e terminagdo da cadeia
(abaixo). Adaptado de KUEHN et al., 2005.
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A polimerizagdo comeca pelo mecanismo de adi¢do no qual um mondmero torna-se
instavel pela reacdo com um radical livre (moléculas que contém um unico elétron
desemparelhado). Os radicais acoplados a mondmeros podem atacar a dupla ligacdo do

monomero seguinte segundo a figura 3.5:

TN ol

. + CH=C—C—OCH, —> Rad —CH,—C—C— OCH,
L ]
Radical MMA Mondmero
Imiciador
CHy, O CH, ©

| [
Rad — CH, —C —C— OCH, +LIEHH3:C—C—DCH&

OCH; - OCH,
| I
Rad --CH,— ? l.':HE—(i: .
CH, CH,
n

Crescimento da cadeia de PAIMA

Figura 3.5: Polimerizagdo de PMMA por uma reagéo de adi¢cdo. Note que o mondmero
MMA reage com um radical para formar um radical secundario que pode atacar a dupla
ligagdo de outro mondmero MMA. (Adaptado de NUSSBAUM et al., 2007).

Segundo Oréfice (2006), em polimerizagdes realizadas através de reagdes de adicdo, a
polimerizacdo ¢ caracterizada principalmente pela abertura ou quebra de ligagdes
duplas entre dtomos de carbono (C=C). Assim, quando uma liga¢cdo dupla ¢ desfeita, ha
a liberagao de elétrons livres associados aos atomos de carbono que podem ser usados
na formacdo de novas ligagdes com outras moléculas dos reagentes (mondmeros),
levando assim ao crescimento das cadeias poliméricas. Ligacdes duplas entre atomos

de carbono sdo bifuncionais, ja que, quando abertas, permitem a ligacdo com duas
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outras moléculas. Reagdes de poliadi¢do sdo baseadas na inser¢do rapida de

monomeros numa cadeia em crescimento.

As etapas das reagdes de poliadicdo via radical livre incluem: inicia¢do, propagagao,
transferéncia entre cadeias e terminagdo. A etapa de iniciacdo (geragdo de elétron
desemparelhado) pode ser implementada através da decomposicdo térmica do
monomero, decomposicao térmica ou fotolitica de um iniciador, fonte eletrolitica,
agentes redox, entre outros métodos. Os perdxidos sdo tipicos agentes iniciadores de
polimerizacdo por adi¢do. Os radicais livres formados a partir da decomposi¢ao dos
agentes iniciadores da polimeriza¢do sdo capazes de abstrair um elétron confinado a
ligagdo dupla do monomero, rompendo esta ligagdo e dando origem a formagao de um
elétron livre no atomo de carbono nao atacado pelo agente iniciador decomposto

(OREFICE et al., 2006).

A reagdo entre o radical livre no final da cadeia em crescimento com outros
mondmeros permite a propagacdo da polimerizagdo e aumento da massa molar das
cadeias e a repeticdo desse processo com n mondmeros leva a formacdo de cadeias
poliméricas com n unidades de repeticdo. O término da polimerizacdo pode ocorrer
pela combinagdo de radicais livres presentes nas extremidades de duas cadeias em

crescimento (OREFICE et al., 2006).

3.2.1b Liberaciao de calor

A polimerizacdo do MMA ¢é uma reagdo exotérmica. Ha formagao de calor de 57kJ por
mol de MMA (Massa Molar do MMA = 100g) resultando em um aumento da
temperatura durante a cura do cimento. Esta temperatura maxima pode ser influenciada
pela composicdo quimica do cimento, pela propor¢do po-liquido e pelo
radiopacificante. A maxima temperatura in vitro de acordo com as normas ISO 5833 e
ASTM F451 (normas de relevancia para o cimento acrilico) ¢ de aproximadamente (60°

- 80°C). Esta temperatura maxima em um curto espago de tempo muitas vezes ¢
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considerada como a principal causa de afrouxamento asséptico da protese causada pelo
calor que leva a necrose e indugdo da absorcdo ossea. O maximo da temperatura
atingida in vivo, no entanto, ¢ menor. Ensaios clinicos demonstraram uma temperatura
maxima de aproximadamente (40-47°C) determinada na interface do cimento e 0sso

(Figura 3.6) (KUEHN et al., 2005, MOREJON et al., 2005).

Figura 3.6: A temperatura maxima in vivo do cimento ortopédico durante o final do
endurecimento. Adaptado de BIEHL et al., 1974.

As razdes para uma temperatura in vivo mais baixa do cimento ortopédico sdo: a fina
camada de cimento 6sseo (3-5 mm), circulacdo sanguinea, dissipacao de calor para a

protese e para o tecido vital (RECKLING et al., 1977).

O calor liberado pela reagdo de polimerizagdo faz com que elevadas temperaturas
sejam atingidas dentro do organismo, podendo levar as células que estdo em contato
com o cimento, a necrose. No entanto, em casos de retirada de tumores de dentro da
cavidade 6ssea o aquecimento ¢ benéfico, pois leva a destruicao de células neoplasicas

que, por ventura, nao foram retiradas pelo ato cirurgico (MARCONCINI et al., 1996).
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A temperatura de polimeriza¢do do cimento varia com o tempo e a massa obtida com a
mistura do componente em p6é com o liquido do cimento comeca a se solidificar apos

alguns minutos (Figura 3.7) (MENDES et al., 20006).

A T max
'I' .....................................................................................
g
E Tempo de endurecimento
@
=
E sesssssses T ppdur, = ( T max + T amhb.) / 2
-
Formacdo da massa
.............................................................................................. T amhiente
- 3
k] : .
t0 tl tempo trabalhavel t2 tempo

Figura 3.7: Variacdo da temperatura em funcdo do tempo na fase de polimerizacao. (t0
= mistura do p6 com o liquido, t1 = tempo de formacdo de massa, t2 = tempo de
endurecimento, t0-t1= pré-massa, t1-t2 = massa). Fonte: MENDES et al., 2006.

Na fase (t0 - t1) o cirurgido obtém uma massa homogénea, misturando-se o liquido ao
po (nesta ordem). A partir da mistura dos componentes chamada de tempo zero (t0), o
cimento apresenta-se sob uma forma viscosa denominada pré-massa. No intervalo de
tempo entre t0 e t1 hd um aumento da viscosidade com o decorrer da polimerizagdo. Os
cimentos ja diferem bastante durante a fase da mistura. Alguns cimentos podem ser
facilmente misturados, outros podem ser homogeneizados somente com grande

dificuldade e méximo cuidado (MENDES et al., 2006).
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A fase (t1 — t2) ¢ o periodo trabalhavel, durante o qual o cirurgido pode facilmente
realizar a aplica¢do do cimento. Inicia-se no ponto ao qual a massa adquire consisténcia
suficiente para ser manuseada ndo aderindo a luva do cirurgido, considerando que
atingiu o tempo de formagdo da massa (t1). Para a aplicacdo manual, o cimento ndo
deve ser pegajoso, e a viscosidade ndo deve ser muito alta. Deve-se, contudo, garantir
um minimo de viscosidade para que o cimento possa suportar a pressdo do
sangramento no 0sso, pois inclusdes de sangue no cimento devem ser vistas como
pontos fracos com um alto risco de fratura do material (MENDES et al., 2006). Este ¢
o principal problema quando se usam cimentos de baixa viscosidade, pois os mesmos
sdo frequentemente aplicados no corpo em um momento muito adiantado devido a sua

curta fase de trabalho.

O periodo de tempo que se inicia em t2 € denominado fase de endurecimento e indica o
momento no qual o cirurgido pode esperar que o cimento seja completamente
endurecido dentro do organismo. O tempo de endurecimento varia com relagdo ao po-

liquido do cimento, a temperatura do cimento e a temperatura ambiente.

O cimento convencional permanece no estado de pré-massa por 1 a 2 minutos antes de
entrar na fase de massa, que varia de 3 a 7 minutos, até seu endurecimento total, entre 8
e 14 minutos, dependendo da marca comercial do cimento e das condigdes ambientais.
Os cimentos de baixa viscosidade mantém-se no estado de massa por 5 minutos e
endurecem entre 6 e 8 minutos. Contudo, os cimentos do tipo convencional e os de
baixa viscosidade sdo afetados pela temperatura, umidade relativa do ar e pelas
condigdes de armazenamento, de forma similar. Ambientes quentes e umidos
diminuem a fase de massa, antecipando o endurecimento do cimento 6sseo em até 5
minutos. O aumento da temperatura em 1°C pode acelerar o endurecimento do cimento
em até 1 minuto. O armazenamento do cimento em um ambiente umido por um periodo

prolongado softre efeitos similares (CHAN et al., 2002).
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3.2.1¢ Diminuicio do Volume

Devido a conversdo durante a polimerizacdo de um grande nimero de moléculas de
mondmeros em um pequeno numero de moléculas de polimero, ha uma diminuicdo do
volume durante a cura do cimento ortopédico. A razao para o encolhimento do cimento
esta na diminuicado da distdncia molecular entre as moléculas de monomero livre antes
da polimerizacao e a distancia molecular das moléculas ligadas na cadeia polimérica. O
MMA puro possui uma diminui¢do de volume de aproximadamente 21%. Isso significa
que se houver a polimerizacdo de 100 ml de MMA liquido resulta em 79ml de PMMA
solido (KUEHN et al., 2005).

Utilizando o po6 pré-polimerizado, o conteido do MMA em cimentos 0sseos
comercialmente disponiveis ¢ reduzido para cerca de um ter¢o da massa total. A
diminuigao teorica do volume de cimento total é de 6%-7% mas a retragdo real ¢ menor
devido a inclusdo de ar na massa de cimento durante a mistura. Desta forma, o
encolhimento do volume real do cimento 6sseo misturado a mao pode ser menor do que
o encolhimento do cimento misturado a vacuo, uma vez que na mistura a vacuo nao ha
praticamente nenhum ar incluido na massa (BISHOP et al., 1996) - Figura 3.8. Como o
cimento acrilico absorve 4gua durante a cura in vivo, a retragdo do volume ¢é
compensada pela absor¢do da agua. Além disso, o encolhimento na interface cimento-

0sso pode beneficiar a formagao de tecido 6sseo (KUEHN et al., 2005).
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Figura 3.8: A imagem A mostra um cimento implantado apds a mistura manual
evidenciando a existéncia de varios poros neste cimento. A imagem B mostra um
cimento implantado apds a mistura a vacuo ¢ evidencia a formagao de poucos poros.
(Adaptado de BISHOP et al., 1996).

Quanto menor a porosidade do cimento ortopédico maior sera o volume reduzido. As
fontes de porosidade do cimento acrilico s@o: o ar contido no componente pd do

cimento e o aprisionamento do ar durante a mistura (KUEHN et al., 2005).

3.2.2 Monomero residual e liberacao de monomero

O MMA utilizado para a reacdo de polimerizacdo no cimento ortopédico geralmente
ndo ¢ totalmente reagido devido a dificuldade na mobilidade molecular em altas taxas
de conversdao. O teor de mondmero residual imediatamente apds a cura ¢ de
aproximadamente 2%-6% (KUEHN et al., 2000). Em trés semanas seguintes este
contetdo diminui para 0,5%. A maior parte (aproximadamente 80%) do mondmero
residual é pos-polimerizada lentamente. Uma pequena parte do mondmero residual ¢
liberada e metabolizada a dioxido de carbono e agua no ciclo do acido citrico (figura
3.9). Anteriormente, a liberagdo do mondmero residual era considerada o fator para as
alteragdes circulatorias e respiratorias do paciente submetidos ao implante. Estes

efeitos, no entanto, sao causados pelo aumento da pressdo na medula 6ssea e pela
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embolia gordurosa, ndo sendo efeito da liberacdo do mondmero residual (KUEHN et
al., 2000).

MMA MMA e
Pos-polimerizagdo Mondmero Residual Liberada
4,8% 0,9% -
r
80% do mondédmero residual é pés-polimerizado
em até trés semanas.
15% do mondédmero residual permanece no —

cimento 6sseo.
Degradado pelo
5% do Monémero residual é liberado e

metabolizado.

Ciclo de Krebs

Figura 3.9: Mondmero residual no cimento dsseo acrilico pds-polimerizagdo e liberagdo
com posterior degradacgdo. (Adaptado de WENDA et al., 1988).

3.2.3 Radiopacidade

Sem opacidades diferentes, o cirurgido ndo poderia monitorar de forma clara o processo
de cicatrizagdo apds a substituicdo total da articulacdo, o que tornaria dificil perceber
alguma falha ao longo do tempo. Esta ¢ a razdo pela qual os radiopacificantes sdo
adicionados ao cimento 0sseo. O sulfato de bario ou dioxido de zirconio sdo utilizados
como opacificantes em todos os cimentos Osseos disponiveis no mercado. O
radiopacificante nao faz parte da cadeia polimérica. Ele esta disperso uniformemente no
polimero em pd e no cimento 6sseo so6lido resultante. As experiéncias com animais e
estudos in vivo com diferentes culturas celulares mostram mais alteragdes osteoliticas
quando se utiliza sulfato de bario comparado com o diéxido de zirconio. Por outro lado,

as propriedades abrasivas do dioxido de zirconio podem ser uma desvantagem.

(SABOKBAR et al., 2001).
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3.2.4 Peso molecular e processo de esterilizacio

A massa molar ¢ o pardmetro caracteristico para o comprimento das cadeias poliméricas
incorporadas no pd polimérico ou resultante da polimerizagio do PMMA. A massa
molar das particulas do p6 polimérico ¢é afetada fortemente pelo método utilizado para a
esterilizacdo. Esterilizagdo por radiagdo y e por radiagdo f diminuem significantemente
o peso molecular enquanto que a esterilizacdo por 6xido de etileno ndo tem influéncia
na massa molar do polimero. A massa molar influencia a contragdo durante a

polimerizacao e as propriedades mecanicas do cimento 6sseo (LEWIS et al., 1998).

Esterilizagdo por o0xido de etileno ¢ o método preferido para cimentos 6sseos, porque
ndo ha nenhuma alteragdo nas caracteristicas do material durante a esterilizagao.
Esterilizacdo com oxido de etileno ¢ mais complexa ¢ demorada do que a esterilizagao
com a radiag@o y ou a radiagdo P, tornando-se um processo mais caro (KUEHN et al,

2005).

3.2.5 Propriedades Mecéanicas do Cimento Ortopédico

As propriedades mecanicas do cimento devem ser bem controladas, para se evitar falhas
deste material que poderiam ocasionar a soltura de proteses (HOLM et al., 1980;
MARKOLF et al., 1976). A falha de uma protese conduz inevitavelmente a novas
cirurgias, denominadas revisoes, para substitui¢do do implante, acarretando varios e
importantes riscos cirurgicos para o paciente (DOHMAE et al., 1988; VINCE et al.,
1991).

Os fatores que comumente acarretam problemas nas propriedades mecanicas do
cimento sdo: a diminui¢do da resisténcia do cimento com o passar do tempo, ocasionada
por uma degradacdo natural do polimero, adicdo de antibidticos, que fragilizam o
polimero (WEINSTEIN et al., 1976), e os problemas relacionados com a ma

homogeneizagdo durante o preparo, que criam regides de menor resisténcia, tais como:
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mistura ndo adequada do pé com o liquido, excesso de porosidade no cimento, excesso
de mondmeros residuais e inclusdo de sangue ou outros fluidos, que atuam como
agentes expansores do polimero pela sua evaporacdo durante o aquecimento da mistura.
Os problemas de homogeneizacdo podem ser minimizados através de cuidados e a

utilizacdo de misturadores a vacuo e/ou centrifugacdo (BURKE et al., 1990).

As propriedades mecanicas resultantes do conjunto (p6 + liquido) do cimento
ortopédico dependem da coesdo entre 0 PMMA inicial € o0 mondmero polimerizado. A
falta de aderéncia entre a matriz de acrilico e as particulas inorganicas radiopacificantes
¢, as vezes, responsavel por uma ruptura prematura, por que as particulas se comportam
como vazios para nucleacdo da trinca os quais podem crescer por propagacdo de trinca

(YEUM et al., 2005).

3.3 Nanoparticulas de prata

Desde os séculos IV e V a.C os Egipcios e o Chineses utilizavam as nanoparticulas de
metais nobres para colorir vidros e ceramicas. O célice de Lycurgus (Figura 3.10),
produzido em Roma, no século IV a.C, ¢ um dos mais famosos exemplos. Analises
revelaram que o calice de Lycurgus, que ¢ feito de vidro, contém pequenas quantidades
de nanoparticulas de Au/Ag embutidas e que possuem uma excepcional habilidade para
colorir objetos mesmo em quantidades muito baixas. Vista do exterior, o calice
apresenta a figura mitologica de Lycurgus, nela gravada em verde. I[luminada do

interior, a figura muda para o avermelhado (YAKUTIK et al., 2004).
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Figura 3.10: O calice de Lycurgus. Na figura (a) em luz refletida e na figura (b) em luz
refratada (calice iluminado do interior). Fonte: (WALTERS et al., 2009).

A diferenca de cores decorre da diferenca entre reflexao e refragdo. A luz refletida pela
superficie do calice filtra alguns comprimentos de onda devido & sua propria estrutura
optica. A luz que ¢ refratada através do vidro, no entanto, além de ser absorvida como
na superficie, também ¢ absorvida pelas nanoparticulas metalicas em seu interior,

mudando, desta forma, o seu espectro visivel (BOHREN et al., 1983).

Uma classe de grande interesse para a fabricagdo de nanocompositos de matriz
poliméricas sdo as nanoparticulas de metais nobres, sintetizados por via aquosa
(CRESPILHO et al., 2006). Tais nanoparticulas t€ém atraido grande atengdo em areas
como catalise, nanoeletronica e paralelamente no estudo de suas potencialidades na area
médica. A grande maioria dos estudos esta relacionada a nanoparticulas de prata,
também referida como prata coloidal. Poucos microrganismos apresentam resisténcia

contra as mesmas ¢ essa resisténcia € possivelmente oriunda da produgdo de proteinas
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que agiriam como quelatos, complexando a prata, diminuindo assim sua toxicidade

(GUGGENBICHLER et al., 1999).

A prata coloidal apresenta acdo contra uma ampla faixa de microorganismos como
bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos e virus. Seu efeito bactericida foi
quantificado pela primeira vez por Von Naegelis contra algas, na forma de ions prata. O
uso de coloides de prata, ou seja, particulas nanométricas em solugdo cujo tamanho
varia de 10” a 10° m (KEY et al., 2001) ¢ relatado em documentos cientificos do fim

do século XVIII, sendo seu uso intensificado entre 1910 e 1920 (GIBBS et al., 1999).

Além da prata, muitos outros metais foram estudados, resultando na seguinte escala de
toxicidade contra microrganismos: Ag>Hg>Cu>Cd>Pb>Co>Au>Zn>Fe>Mn>Mo>Sn.
Adicionalmente, a prata ¢ o metal que apresenta a menor toxicidade para as células
animais enquanto coldides de mercurio mostraram-se extremamente toxicos aos seres

humanos (NETO et al., 2008).

Com o descobrimento dos antibioticos, ¢ sua introdu¢do no uso medicinal, os coldides
metalicos foram descartados. Todavia, cada vez mais as bactérias se tornam resistentes
aos antibiodticos disponiveis no mercado, forgando assim a sintese constante de novas
drogas, que na maioria das vezes ndo acompanha a velocidade de imunogenicidade dos
virus e bactérias (GIBBS, 1999). Na busca por novos medicamentos antimicrobianos, os
coloides de prata voltam a despertar o interesse na comunidade cientifica e, nesta linha,
inimeros trabalhos sobre os nanocompositos contendo prata t€m sido publicados, sendo
o estudo focado em bactérias como a Escherichia coli e Staphylococcos Aureus, entre

outras (SANPUI et al., 2008).

A nanoparticula de prata também conhecida como prata coloidal apresenta a¢do contra
uma ampla faixa de microorganismos. O efeito antimicrobiano amplo da prata ¢ bem
conhecido e tem sido utilizado em diferentes campos da medicina como, por exemplo,
na profilaxia da oftalmia neonatal, na cicatrizacdo de feridas e em biomateriais. As

atividades antimicrobianas da prata estdo relacionadas com suas dimensdes. A
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superficie ativa da nanoparticula de prata é de 4m*/g, em comparagio com 1-2m*/g de
p6 de prata comercial. As nanoparticulas de prata formam agregados de 2-Sum. A
porosidade das nanoparticulas de prata ¢ de 85-95% em comparagdo com 0% de
porosidade da prata em pd comercial. Enquanto as nanoparticulas de prata possuem
tamanho <100nm, o pd de prata possui cerca de 500-1000pum (Figura 3.11) (VOLKER
et al., 2003).
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Figura 3.11: Comparacdo de estruturas baseadas em prata de diferentes tamanhos.

3.3.1 Coloide de prata

A prata coloidal é um tipo de coldide que consiste em particulas sdlidas suspensas em
um liquido. O so6lido ¢ constituido por particulas muito pequenas, medidas em
nandmetros, de prata metdlica e o liquido ¢ a 4gua. A prata coloidal possui, desta forma,
particulas de prata em suspensdo. A prata coloidal também possui prata iOnica. A

diferenga entre solugdo, coldide e suspensdo ¢ definida pelo tamanho das particulas:
Solugdes: <10” m (menor que 1 nm)
Coloides: 10”m a 10°m (1 nm a 1000 nm)

Suspensdes: >10°m (maior que 1000nm)
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A prata coloidal ¢ composta por prata em duas formas distintas (particulas de prata
metalica e ions). A quantidade total de prata que ¢ relatada como a concentracdo de
prata (em partes por milhdo) ¢ a soma total da prata contida nas particulas e a soma da
prata dos ions prata. A medi¢do precisa do contetido total de prata requer uma medida
por absorc¢do atdmica ou emissdo atoOmica dos atomos de prata. A espectrometria de
absorcdo atomica ¢ frequentemente usada para se obterem resultados precisos. Para
medir a concentracdo de ions prata por absor¢do atdmica ¢ necessario que as particulas
sejam removidas por centrifugacdo deixando apenas os ions. Alternativamente, um
eletrodo seletivo para ions de prata em solucdo pode ser utilizado. As medidas
utilizando um eletrodo seletivo para os ions prata sdo menos precisas quando se

comparado a utilizagdo do espectrometro de absor¢ao atdmica.

A concentragdo de particulas de prata ¢ determinada pela subtracdo da concentragdo
ionica da concentragdo de prata total. Normalmente os ions de prata compdem 75-99%
do total de prata enquanto apenas 1-25% do total ¢ de particulas de prata. Uma solugdo
contendo apenas prata idnica ndo ¢ considerada coloidal uma vez que ndo ha particulas
solidas de prata em suspensdo. Por outro lado, se 100% da prata estiver na forma de
particulas e nenhuma na forma ionica, a solugao seria um coloide puro. Uma medida da
qualidade da prata coloidal pode ser dada pela porcentagem de particulas de prata.
Idealmente, toda a prata contida deveria estar na forma de particulas sem a presenca de

ions (KEY et al., 2001).

3.3.2 Atomo de prata

Um unico atomo de prata pode ser considerado uma particula do tamanho de um atomo
de prata. O didmetro de um atomo de prata ¢ de 0,288nm. Embora seja teoricamente
possivel ter uma particula de prata metalica que consiste de um unico atomo, na pratica
as particulas s3o bem maiores ¢ compostas de muitos atomos. Por exemplo, uma

particula de prata de Inm de didmetro pode ser formada de 31 atomos de prata em uma
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particula de Snm de didmetro pode ter cerca de 3900 atomos, enquanto uma particula de

20nm de didmetro pode conter cerca de 250.000 atomos de prata (KEY et al., 2001).

3.3.3 fon prata

Um ion de prata € um unico atomo de prata que perdeu ou ganhou um elétron em sua
camada de valéncia. A prata preferencialmente formara cations, devido a sua facilidade
em perder o elétron do subnivel 5s'. O didmetro de um fon de prata ¢ de 0,230nm, que ¢
ligeiramente menor do que o didmetro do 4tomo porque perdeu um elétron. A prata
(Ag) tem a configuragio eletronica [Kr] 4d'® 5s'. Quando a prata (Ag) perde um elétron
¢ 0 5s' que ela perde, transformando-se em Ag’. A perda do elétron torna o ion
positivamente carregado e ocasiona mudangas nas suas propriedades fisicas. A prata
metalica ndo ¢ soltivel em dgua enquanto a prata idnica possui uma solubilidade finita e
mensuravel. Ao perder um elétron a prata fica com carga positiva. A carga atribuida aos
ions ¢ carga elétrica e ¢ devido a perda ou ganho de elétrons. J& a carga das particulas ¢
devido a adsorcdo de espécies carregadas. As particulas de prata encontradas em prata

coloidal sdo carregadas negativamente, diferente dos ions positivos (KEY et al., 2001) .

3.3.4 Estabilidade Coloidal

Fatores externos ou a gravidade podem fazer com que particulas em dispersao formem
agregados de tamanho maior pela adesdo de umas as outras. Um agregado inicialmente
formado ¢ chamado de floco e a sua formacdo é conhecida como floculacdo. Este
processo ¢ reversivel, cujo inverso ¢ a defloculagdo. Se os agregados mudam para uma
forma mais densa, dizemos que sofreu coagulagdo, que € um processo irreversivel

(Figura 3.12) (ANDRADE, 2008).



32

Floculagao Sedimentagao

Sistema

Estavel

- 4
Coagulagdo ‘5 6 Floculagéo
1
1
Sedimentagio Coagulagio
<}

Fig.3.12: Esquema de processos de floculagdo, coagulagdo e sedimentacdo que podem
ocorrer com sistemas coloidais. Fonte: (ANDRADE, 2008).

Em 1940, Derjaguin, Verway, Landau e Overbeek desenvolveram a teoria que trata da
estabilidade coloidal, que ficou conhecida como teoria DVLO (cujo nome ¢ formado
pelas iniciais dos nomes dos seus criadores). Essa teoria forneceu a ciéncia dos coloides
e de superficie os fundamentos de um modelo quantitativo para as interagdes entre
macro-particulas onde dois tipos de forgas, as forcas eletrostaticas da dupla camada e as
forcas atrativas de Van der Waals, agem entre as particulas em funcdo da distincia entre
elas. A estabilidade de um sistema coloidal ¢ determinada pela soma destas forgas

(ANDRADE, 2008).

A teoria DVLO propde que uma barreira de energia, resultante das forcas repulsivas,
impede que duas particulas se aproximem e que ocorra adesdo entre elas. Porém, se a
particula possui energia suficiente para romper esta barreira, a forca atrativa ird puxa-las

e coloca-las em contato irreversivelmente. Existem dois mecanismos fundamentais que
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afetam a estabilidade coloidal: a repulsdo estérica e a repulsdo eletrostatica (Figura

3.13). Fonte: (ANDRADE, 2008)

Figura 3.13: Os dois mecanismos fundamentais que afetam a estabilidade coloidal:
repulsdo estérica (esquerda) e a repulsao eletrostatica (direita). Fonte: (ANDRADE,
2008).

A repulsdo estérica envolve a adi¢ao de polimeros apropriados, por um processo
simples, no qual o polimero se adsorve na superficie das particulas causando repulsdo.
O inconveniente nesta técnica ¢ a dificuldade em flocular o sistema posteriormente caso
seja necessario, e a presenca do polimero que pode ndo ser desejada. J4 a repulsdo
eletrostatica ¢ um efeito da interagdo de particulas devido a distribuigao de espécies
carregadas no sistema. A estabilizacdo ou a floculacdo do sistema pode ser modificada
simplesmente pela alteracdo da concentracdo de ions no sistema, além de ser um

processo reversivel (BAO et al., 2005).

3.4 Polimeros e Nanoparticulas Metalicas
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Polimeros sdo considerados um bom meio para nanoparticulas inorganicas. A
incorporagdo de nanoparticulas inorganicas que possuem elevada superficie pode afetar
significativamente as propriedades da matriz polimérica (KICKELBICK et al., 2003 e
CASERI et al., 2000). Os nanocompositos obtidos podem apresentar melhorias nas
propriedades Opticas, térmicas, mecénicas, elétricas, magnéticas entre outras (BASAK
et al, 2006, AYMONIER et al., 2003 e MBHELE ef al., 2003). As propriedades dos
compositos poliméricos dependem do tipo de incorporacdo das nanoparticulas, do seu
tamanho e forma, sua concentragdo e interacdo com a matriz polimérica (SINGH et al.,

2007).

3.5 Mecanismos de acdo das nanoparticulas de prata no combate aos

microorganismos

O mecanismo de acdo bactericida da nanoparticula de prata ainda ndo é bem conhecido.
O mecanismo de acdo antimicrobiana das nanoparticulas de prata é bastante complexo e
ainda possui muitas controvérsias (STEVENS et al., 2009). Nanoparticulas de prata
podem atacar a superficie da membrana celular e atrapalhar suas fungdes de
permeabilidade e respiracdo. Pode-se afirmar que a ligacdo das particulas na bactéria
depende da area de superficie disponivel para a interagdo. Particulas menores possuem
uma maior area de superficie disponivel para interagir com a bactéria sendo, por isso,
mais eficazes no combate as bactérias quando comparadas com as particulas maiores

(MORONES et al., 2005).

Nanoparticulas de prata de 1 a 100 nm em contato com bactérias podem ser encontradas
tanto no interior das bactérias como em suas membranas, porém a interacdo com
aglomerados de prata ndo ¢ observada (MORONES et al., 2005). As nanoparticulas de
prata t€m grande afinidade com grupos que possuem os elementos enxofre e fosforo,
que sdo encontrados tanto nas membranas como no interior das bactérias. Sua interagao

ocorre com a membrana celular causando danos no processo de respiragdo celular e, no
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interior das mesmas, interagem com o DNA impedindo a divisdo celular (MORONES e¢

al., 2005).

A agdo das nanoparticulas de prata se difere da acdo de seus ions, que se caracteriza
pelo desenvolvimento de uma regido de baixo peso molecular no centro da bactéria, a
qual se acredita que seja formada por proteinas produzidas pela bactéria a fim de

complexar os ions de prata (GUGGENBICHLER et al., 1999).

Atualmente, o aumento da resisténcia bacteriana aos agentes bactericidas ¢ considerado
um grave problema no tratamento de doengas infecciosas. Cada vez mais novas espécies
de bactérias, tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, se tornam
resistentes a medicamentos exigindo o estudo e producdo de novos componentes que

combatam esses microrganismos (PANACEK et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais as nanoparticulas de prata e os ions eliminam as bactérias
sdo supostamente os seguintes: (A) a prata na escala nanométrica possui um melhor
contato com os microrganismos devido sua elevada area de superficie. Desta forma,
essas nanoparticulas atacam a superficie bacteriana e também penetram no interior
desses organismos. (B) As membranas bacterianas possuem proteinas cujas estruturas
contém enxofre e fosforo e tanto as nanoparticulas de prata quanto os ions prata podem
interagir com essas proteinas. Podem ainda inibir as fungdes do DNA ao interagirem
com esses grupos. (C) As nanoparticulas de prata e/ou os ions prata podem atacar a
cadeia respiratoria na mitocOndria bacteriana e levar a célula a morte. (D)
Nanoparticulas de prata podem ter uma liberagio sustentada de Ag' uma vez dentro das
células bacterianas os quais podem formar radicais livres e induzir o estresse oxidativo,
reforgando sua atividade bactericida (WONG et al., 2010). As Figuras 3.14 ¢ 3.15
mostram os mecanismos das nanoparticulas de prata e ions prata no combate aos

microrganismos.



36

NPs Az
o 0 O
annon o0 ool £ oaso
Prwndombaiia ¥ ¥ Vo ks
O
-— o
Q © © 8]
\_\
Destruigio das proteinas da membrana e e A G i s .
o 2 afivilads buctarisids gl
— Ay
© o
s s S ST s S ,
Inibigho da cadeia resperator /

Figuras 3.14: Esquema dos mecanismos de atua¢do das nanoparticulas de prata e ions
prata no combate aos microrganismos.

A
Fomnacio d= RL P '.'
b .
i Ag” :
L ] &
*aee e
e Destros a parede da
bacténa

Inibigio do transporte de | slétrons
. - Inativagio da proteina
@ —-1:::{. bacteriana

Inibigdo da replicacio do DNA (
bactenano X

-

Figuras 3.15: Continuacdo: Esquema dos mecanismos de atuagdo das nanoparticulas de
prata e ions prata no combate aos microrganismos.
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3.6 Analise e caracterizacido das nanoparticulas de prata e do

nanocomposito

3.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a obten¢do de imagem
ampliada e tridimensional da amostra a partir da interacdo do feixe de elétrons com o
material, desde que este ndo seja transparente aos elétrons. Esta técnica proporciona
imagens com alta resolucdo e profundidade de campo, possibilitando aumentos de
dezenas de milhares de vezes que sdo utilizadas em pesquisas das areas biomédicas e de

materiais (PISCITELLI et al., 2004).

A técnica de MEV requer ambiente de vacuo para que os elétrons desloquem na camara.
As amostras precisam sofrer um processo de desidratacdo quando necessario e fixadas
de modo a suportar um ambiente de vacuo. Amostras ndo condutoras devem ser

recobertas com ouro ou carbono para torna-las condutoras (MANSUR et al., 2001).

A microscopia eletronica de varredura usa de quase todos os sinais gerados pela
interacdo entre o feixe de elétrons e o espécime, promovendo uma grande riqueza de
informacdes adicionais sobre os materiais. No MEV, um feixe de elétrons varre a
superficie do espécime. Sao produzidos raios-x, elétrons retroespalhados e elétrons
secundarios que sdo detectados e analisados. Podem ser obtidos aumentos de até
200.000 vezes, com resolugdes da ordem de alguns nandmetros e em geral possui

efeitos destrutivos para a amostra.

O principio de funcionamento do MEV (Figura 3.16) consiste na emissao de feixes de
elétrons por um filamento capilar de tungsténio mediante a aplicacdo de uma diferenga

de potencial. Dentro da coluna de alto vacuo, os elétrons gerados a partir de um
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filamento de tungsténio sdo acelerados por uma diferenga de potencial. O feixe gerado
passa por lentes condensadoras que reduzem o seu didmetro por uma lente objetiva que
o focaliza sobre a amostra. Logo acima da lente objetiva existem dois estagios de

bobinas eletromagnéticas responsaveis pela varredura do feixe sobre a amostra.
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Figura 3.16: Esquema do principio de funcionamento do MEV.

3.6.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

O espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés, dynamic light scattering) ¢ uma
técnica utilizada para a determinagdo do tamanho de particulas em solugdes coloidais.
Nesta técnica, a amostra ¢ iluminada por um laser e a intensidade da luz espalhada
resultante ¢ dependente do tamanho da particula. Analises dessas flutuagdes de
intensidade ddo o coeficiente de espalhamento e através deste pode-se calcular o
tamanho das particulas. Quando o feixe laser encontra as particulas, a luz ¢ espalhada,
podendo ser medida a intensidade e a frequencia deste espalhamento, sendo estas
medidas convertidas para o tamanho médio das particulas em suspensdo (Instruments

Zetasizer Nano User Manual, 2007).

Particulas suspensas em liquido nunca estdo paradas, estdo se movendo constantemente

devido ao movimento Browniano e devido as colisOes aleatorias com as moléculas do
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liquido que envolvem a particula. A caracteristica importante do movimento Browniano
para o DLS ¢é que particulas pequenas movem-se mais rapidamente que as particulas
maiores. Ou seja, particulas maiores se movem mais lentamente e espalham mais o
laser. Particulas menores se movem mais rapidamente e espalham menos o laser

(Malvern Instruments Zetasizer Nano User Manual, 2007).

A técnica consiste na medida das flutuagdes dependentes do tempo e da intensidade da
luz espalhada pelas particulas que estdo em constante movimento Browniano, e
relaciona este com o tamanho da particula. Isto decorre do fato que uma particula
pequena, iluminada por uma fonte de luz espalhara luz em todas as dire¢des. Os
resultados de um experimento de DLS podem ser apresentados como uma distribuicdo

da porcentagem em fungdo do diametro destas particulas.

Ja o potencial zeta pode ser definido como o potencial de superficie das particulas, o
qual ¢ influenciado por mudancas na interface com o meio externo, decorrente da
dissociacdo com grupos funcionais presentes na superficie ou da adsor¢do de espécies
ionicas do meio de dispersdo. O potencial zeta geralmente ¢ determinado por medidas
de mobilidade eletroforética que correspondem a velocidade das particulas em
suspensdo quando submetidas hd um campo elétrico. Quanto maior a carga superficial,
maior serd a velocidade com que as particulas deslocam em dire¢do aos eletrodos de

carga oposta (ASSIS et al., 2007).

As particulas de prata que estdo suspensas em agua pura para formar um coldide irdo
assumir uma carga negativa (Potencial Zeta). A maioria dos solidos desenvolve um
Potencial Zeta negativo quando dispersos em agua de baixa concentragdo idnica. A
carga adquirida pelas particulas ¢ particularmente devido a adsor¢do de ions na solugao.
A carga da superficie da origem a uma distribui¢do de potencial em torno da superficie.
O valor deste potencial no plano de escorregamento ¢ definido como o Potencial Zeta.

O plano de escorregamento ¢ devido a existéncia de uma dupla camada de ions em
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torno da particula (uma regido interior, onde os ions estdo fortemente ligados e uma
regido externa, onde estes estdo fracamente associados). Na regido interior a camada

externa a particula atua como uma entidade unica (KEY et al., 2010).

O Potencial Zeta das solugdes coloidais de prata que contém ions de prata normalmente
apresenta valores de -35 a -45 milivolts (mV), dependendo do contetido i6nico e ¢
calculado a partir da velocidade obtida pela avaliacdo do efeito Doppler da luz do laser
dispersada. O Potencial Zeta de prata coloidal que ndo contém ions prata poderd
apresentar um potencial negativo maior (cerca de -50mV). Quanto maior o teor idnico
menos negativo sera o potencial Zeta uma vez que a carga positiva dos ions de prata ira
cancelar algumas das cargas negativas das particulas. A redug@o do conteudo de prata
idnica torna o Potencial Zeta mais negativo aumentando a estabilidade do coloide.
Quando o valor do Potencial Zeta apresenta valores mais negativos que -30mV este ¢
considerado estavel pois as particulas apresentam repulsdo mutua assegurando a
estabilidade da suspensdao. Valores mais positivos do que -15mV indicam uma
suspensdo no limiar de aglomeracdo. A coagulacdo ou floculagdo se torna mais rapida

quanto o Potencial Zeta ¢ de OmV = 3mV (KEY et al., 2010).

Os instrumentos utilizados para medir o valor do Potencial Zeta o fazem submetendo a
amostra a um campo elétrico e em seguida observando o movimento das particulas em
direcdo a um eletrodo de uma célula de eletroforese. O sinal da carga das particulas no
campo elétrico determina a dire¢do do movimento. A carga negativa sobre a particula
faz com que ela se mova em dire¢do ao eletrodo positivo. A carga positiva sobre a
particula a fard movimentar-se em dire¢do ao eletrodo negativo. A velocidade do
movimento das particulas ¢ determinada pela quantidade de carga estando diretamente

relacionada (KEY et al., 2010).

A maioria das particulas em uma dispersdo coloidal aquosa carrega uma carga elétrica.

Esta carga da superficie pode ter muitas origens, dependendo da natureza da particula e
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do meio ao redor. Uma das origens é devido a dissociacio de alguns grupos acidos (H")
ou basicos (OH'), que deixa a superficie da particula carregada negativamente ou
positivamente, respectivamente. Além disso, a magnitude da carga na superficie
dependera da forca que os acidos e bases exercem na superficie, e do pH da solucdo

(GUINGARB et al., 2007).

Uma distribuicdo de cargas na superficie da particula afeta a distribui¢do de ions em
volta da regido de interface, resultando num aumento de contagem de ions (ions de
carga oposta aquela particula) perto da superficie. Desta forma, uma dupla camada de

ions existira em volta de cada particula como representado na figura 3.17.

Famcull CamBpeon NRpEs TV me

Cesidnoia da superficia

Figura 3.17: Representag@o de dupla camada elétrica e variacao de Potencial Zeta.

(Fonte: GUINGAB et al., 2007)

Como o Potencial Zeta ¢ um bom indice da magnitude da interagdo entre particulas
coloidais suas medidas podem ser utilizadas para avaliar a estabilidade dos sistemas
coloidais. O fator mais importante que afeta o Potencial Zeta ¢ o pH. Um valor de
Potencial Zeta sozinho sem um pH associado ¢ sem a descrigdo do ambiente ¢ um
nimero sem sentido. Por exemplo, se temos uma particula com Potencial Zeta negativo
em solugdo, ¢ adicionamos a essa solugdo uma base (OH") entdo a particula tendera

. . . . y . o o . + r
adquirir mais carga negativas. Se, do contrario, acido for adicionado (H") chegara um
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ponto em que a carga negativa se neutralizara. Aumentando-se a concentra¢ao do acido,

a particula tera carga positiva (GUINGAB et al., 2007).

3.6.3 Espectroscopia de Infra Vermelho (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho ¢ um poderoso método para analises de materiais e
estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. A regido do espectro
infravermelho possui elevada importancia para os diversos campos da ciéncia devido a
sua abrangente utilizagdo no estudo das moléculas orginicas e compostos inorganicos,
sendo usado geralmente na faixa de numero de onda de 4000 a 400 cm™. A absorgdo de
radiagdes eletromagnéticas por atomos e moléculas exige que elas tenham energia
apropriada e que haja um mecanismo de interacdo que permita a transferéncia de

energia (MANSUR, 2005).

O infravermelho ¢ classicamente dividido em trés regides: proximo (proximo do

visivel), médio e distante.
10 2 400 cm™ infravermelho distante.
400 a 4000 cm™! infravermelho médio.

4000 a 12820 cm™ infravermelho proximo.

A maior parte dos estudos em infravermelho (IV) refere-se a regido média, onde se
localizam as frequéncias vibracionais fundamentais (Figura 3.18). As frequéncias
vibracionais de uma molécula dependem da natureza do movimento, massa dos atomos,
geometria da molécula, natureza das ligagdes quimicas e ambiente quimico/fisico.

(CANEVAROLO et al., 2004).



43

. B
Mumern de onda (cm™ )

4000 2000 2500 2000 1500 1300 1200 1100
L | _a B a 2 a » B 1 B
i i i — i i
BR—0—H! ! : 0 ! !
S G T i . ] o s
Lol | | ! P\
= S [ 1 [T ]
T | = W
—] : : == !
""‘1 Hj 1 1 -’f 1I"""tl I
p—c | = | : :
== - C=N | A i
AR e R o :
—_——e= T ] o : :
I ! 1 = 1 ! | K I " I ! I
-1 L] =3 [} T 1] 2

Comprimento de onda (pm)

Figura 3.18: Faixa de energia de grupos funcionais organicos ativos no infravermelho

(Fonte: MANSUR, 2005).

A espectroscopia por reflexdo difusa permite analisar as amostras como recebidas ou na
forma de dispersdes em matrizes que ndo as absorvem, tais como o KBr para andlises
qualitativas. A Espectroscopia de Refletancia Difusa por Transformada de Fourier

oferece as seguintes vantagens:
e Analise de amostras sem preparagdo ou com minima preparagao prévia.
e Elevada sensibilidade.

e Habilidade de analisar a maioria dos materiais que ndo refletem, incluindo

materiais de elevada opacidade ou materiais fracamente absorventes.
e Habilidade de analisar superficies irregulares ou recobrimentos.

e Respeitavel aplicabilidade para amostras muito grandes.

Quando a radiacdo na regido do infravermelho ¢ direcionada a superficie de uma
amostra solida, pode ocorrer a refletancia especular (radiacdo que reflete diretamente da

superficie da amostra) e a refletdncia difusa (radiacdo que penetra dentro da amostra e
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depois emerge). A amostra ¢ normalmente granulada ou misturada a um material (KBr),
que atua a maneira de uma matriz ndo absorvente. Por intermédio da diluicdo da
amostra em uma matriz ndo absorvente, incrementa-se a propor¢do do feixe de

infravermelho refletido de forma difusa pela amostra (MANSUR, 2005).

A Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier tem sido considerada
um instrumento util para o calculo de variacdes da cristalinidade em amostras ndo
homogéneas, onde uma elevada resolugdo espacial é requerida e € aplicada para analises
qualitativas e quantitativas de compostos organicos e inorganicos (MANSUR et al.,
2005). Aspectos qualitativos da espectroscopia por infravermelho s3o atributos
significativos dessa técnica analitica que, publicada em termos de absor¢ao fundamental
de freqiiéncia, conhecido também como grupos de freqii€ncias, sdo necessarios a
identificacdo da relagdo estrutura-espectro das vibragdes moleculares associadas

(COATES et al., 2000).

3.6.4 Ultra Violeta Visivel (UV-vis)

A medida de espectroscopia de UV-Vis se baseia no fendmeno de ressonancia da banda
plasmoénica, observado em nanoparticulas metalicas. Neste caso, uma onda
eletromagnética incide sobre uma nanoparticula metalica (1-100nm e onda
eletromagnética na regido do visivel) ocasionando oscilacdo em ressonancia da nuvem

eletronica da nanoparticula (NOGUEZ et al., 2007).

As diferentes estruturas existentes propiciam diferentes modos de vibragao, resultando
assim em diferentes espectros de absor¢ao (emissao de diferentes cores pelas
nanoparticulas). Quando os espectros de UV-Vis mostram picos centrados por volta de

400nm isso evidencia nanoparticulas de formato esférico (NOGUEZ et al., 2007).
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A espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis) ou espectrofotometria utiliza fotons
na faixa do ultravioleta proximo (UV: 200 < A < 380—400 nm), do visivel (Vis: 380-
400nm < A < 700 — 800 nm), e do infravermelho proéximo (NIR, do inglés, near
infrared: 800 nm < A <3300nm). Esses fotons (nesta faixa de energia) interagem com as
moléculas provocando transigdes eletronicas moleculares (SKOOG, et a/ 2009). A
espectroscopia de UV-Vis é uma das mais importantes técnicas utilizadas para

caracterizar a estrutura das nanoparticulas de prata (PAL et al., 2007).

O instrumento usado na espectroscopia UV-Vis ¢ o espectrofotometro (Figura 3.19) que
basicamente é composto pelos seguintes instrumentos: uma fonte de radiagdo
eletromagnética (luz), um conjunto de componentes Opticos que levam esta radiagdo até
a amostra, um compartimento de amostra (cela ou cubeta) e um ou mais detectores que

medem a intensidade de radiagdo (SKOOG et al., 2009).
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Figura 3.19: Ilustragdo de funcionamento basico de espectrofotdmetro. Mostrando duas
fontes de radiagdo eletromagnética, que geralmente sao lampadas de deutério (que
emitem na regido do ultravioleta) e de tungsténio-halogénio (que emitem na regidao do
visivel e infravermelho préximo).

A luz emitida pelas ldmpadas de deutério e tungsténio-halogénio ¢ focalizada por meio
de uma lente. O feixe focalizado passa pelo obturador e atinge a amostra. Desta forma
incidem sobre a amostra todos os comprimentos de onda emitidos pelas lampadas. A

amostra fica numa cela, que ndo absorve no comprimento de onda utilizado e com
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largura de geralmente 10mm. Essa largura, que serd a distancia pela qual o feixe

atravessa a amostra ¢ chamada de caminho 6ptico (SKOOG et al., 2002).

Atravessando o caminho Optico, parte da radiacdo incidente é absorvida pela amostra. O
restante atinge uma lente que novamente focaliza a radiag@o transmitida para uma fenda
e atinge uma grade de difracdo. A grade de difracdo tem por objetivo difratar a radiacao,
espalhando-a em seus diferentes comprimentos de onde. A radiacdo atinge o sistema
detector que converte o sinal de intensidade de cada comprimento de onda em sinal

elétrico que ¢ interpretado como absorbancia (SKOOG et al, 2002).

Um dos termos amplamente utilizados em espectrometria UV-Vis ¢ a absorbancia 4. A
figura 3.20 mostra uma solucdo absorvente de concentragdo c dentro de uma cubeta de
caminho optico b. Através dela passa um feixe de radiacdo de intensidade Po (feixe

incidente) e ap0Os passar pela amostra (feixe emergente) a intensidade passa a ser P.

<« b->

P )

Solucao absorvente de
concentragao c

Figura 3.20: Atenuacdo do feixe de radiagdo por uma solugao.
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A absorbancia 4 de um meio ¢ definida pela equagédo:

Po

A=Iogf

A absorbancia cresce quando a atenuagdo do feixe torna-se maior. Segundo a Lei de
Beer, a absorbancia 4 ¢é proporcional ao caminho Optico b através do meio, a
concentracdo das espécies absorventes e € ¢ uma constante de proporcionalidade
conhecida como absortividade molar ou coeficiente de extingdo e que varia de acordo

com a substancia (SKOOG et al., 2002).

A =¢.b.c=log P—;

Quando a radiagdo atravessa um material, algumas freqiiéncias sdo removidas ou
atenuadas pela absor¢do. A energia € transferida para atomos, ions ou moléculas que
compdem a amostra. Se forem comparados, os comprimentos de onda da radiagdo
absorvida com as correspondentes cores do espectro, verifica-se que a cor da solugdo

corresponde as cores complementares do espectro absorvido (SKOOG et al, 2002).

A partir do espectro de absor¢cao no UV-Vis de uma solug@o coloidal de nanoparticulas
de prata pode-se retirar parametros importantes como a banda de absor¢do Optica que ¢
caracteristica dos plasmons superficiais das nanoparticulas de prata, o valor maximo de
absorcdo optica (4 max), o comprimento de onda no maximo de absor¢do (A max). A
partir desses parametros pode-se obter informagdes dos coldides estudados como

tamanho, geometria etc. (GUINGAB et al., 2007).
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Coloides de nanoparticulas de prata possuem tipicamente uma colora¢do amarelada, que
corresponde ao espectro resultante da absorcao de fotons com comprimento de onda em
torno de 400nm que pode variar dependendo da rota de sintese usada e do tamanho das
nanoparticulas presentes. Os espectros em torno de 400nm de comprimento de onda
indicam nanoparticulas de prata de formato esféricos com tamanho em torno de 20nm

(PAL et al., 2007).

3.6.5 Resisténcia a compressio

As propriedades mecanicas dos materiais poliméricos sdo de grande importancia e
interesse cientifico e tecnologico, devido aos requisitos e/ou exigéncias que os diversos
polimeros existentes devem atender na maior parte de suas aplicagdes. Valores de
propriedades mecanicas, tais como resisténcia a tensdo, modulo de elasticidade entre
outros, podem servir como base de comparagdo para avaliacdo dos efeitos decorrentes
da modificagdo do polimero base (reforcos, cargas, aditivos etc.). Os valores de
propriedades mecénicas sdo obtidos através de ensaios mecanicos padronizados, dentre

os quais esta o ensaio de resisténcia a compressao (CANTO et al., 2004).

O ensaio de compressdao ¢ o mais apropriado para indicar se um material possui boa
resisténcia a compressao, se ndo deforma facilmente e se possui boa precisdo
dimensional quando solicitado por esforcos de compressdo. Por meio de um
equipamento apropriado, maquina universal para ensaio de compressdao, graficos

forga/tensao versus deformagao sdo gerados (Figura 3.21) (GAETI et al., 2010).
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Forga (M)

Deslocamento (mm)

Figura 3.21: Curva teorica para um ensaio de compressao: Curva hipotética de Forca
versus deformagdo para ensaios de compressao. Método grafico para a determinagéo do
limite superior de escoamento (1) e limite convencional de elasticidade (2) para o
deslocamento de 2% (3) do comprimento inicial.

Em ensaios mecanicos de compressdo, os corpos de prova sdo dispostos entre duas
bases com superficies paralelas. Estas bases sdo acopladas as travessas fixa e movel da
maquina de ensaios. Estes ensaios sdo usados quando se deseja saber o comportamento
de um material submetido a deformagdes grandes e permanentes. (CALLISTER et al.,
2009). Nos ensaios de compressdo ndo existe uma tensdo final como ocorre nos ensaios
de tragdo pois 0 material se comprime até¢ a maquina ndo suportar mais (BERTONI, et

al., 2008).

A compressdo ¢ um esfor¢o axial que tende a provocar um encurtamento do corpo
submetido a este esforgo. Nos ensaios de compressao, os corpos de prova sio
submetidos a uma forca axial para dentro, distribuida de modo uniforme em toda a
secao transversal do corpo de prova. Esses corpos sofrem uma deformacao elastica e em

seguida uma deformacgao plastica (GAETI et al., 2010).

3.6.6 Angulo de contato
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Na maioria das situagdes, a adesdo de microrganismos a superficie solida é indesejavel,
pois, de uma maneira geral, estd associada a deterioragdo da superficie e/ou ambiente
circundante. Nas ciéncias médicas, os biofilmes apresentam-se geralmente com um
carater nocivo uma vez que estdo associados a um grande numero de problemas de
saude, tais como infeccdes em tecidos, infeccdes no trato urinario, infecgdes e
consequente rejeicdo de proteses e implantes. Entre os processos que mais contribuem
para o aumento da quantidade do biofilme, tem-se a adesdo de células microbianas a
superficie solida, o seu crescimento e reproducdo e a adesdo de células suspensas ao

biofilme (WILCOX et al., 1993; NEOH et al., 2010).

\

Alguns fatores inerentes a morfologia da superficie do material podem ser
determinantes na adesdo de bactérias, tais como sua porosidade, composi¢do e
rugosidade, hidrofobia e carga superficial. O aumento da rugosidade da superficie tem
sido associado com o aumento da retengdo microbiana em polimeros como o PMMA
uma vez que a o aumento da rugosidade aumenta a area de contato para a adesdo

bacteriana (PEREIRA et al., 2000).

Para a quantificagdo das energias envolvidas na adesdo de microrganismos a superficies
¢ necessario determinar as propriedades superficiais das entidades interatuantes. As
principais propriedades superficiais que quimica e fisicamente influenciam a adesao sdo
a carga superficial e a hidrofobia. Uma das técnicas utilizadas para medir a hidrofobia ¢é
a medicao de angulo de contato. Para a realizacdo desta técnica, os s6lidos devem ser

planos, lisos e homogéneos.

As caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas da superficie de um material podem influir
na aderéncia bacteriana, essas caracteristicas podem ser rapidamente alteradas por
adsorcao de proteinas e formagdo de biofilme. Na maioria dos casos a ades@o bacteriana
diminui sobre a superficie de um biomaterial com o aumento do angulo de contato

(ZHAO et al., 2007).
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O angulo de contato (ou angulo de molhabilidade) representa uma medida quantitativa
da molhabilidade de um material, sendo definido pela interse¢do de dois planos
tangentes ao liquido, a superficie solida de contato e uma terceira fase, geralmente, o ar
ou vapor d’agua, como representado na figura 3.22. Considera-se que, quando 6 < 30° a
superficie se molha totalmente pelo liquido. Por outro lado, se 30° < 6 < 90°, a
superficie pode ser tratada como parcialmente molhavel. Por ultimo, quando 6 ¢ > 90°,
a superficie ¢ hidrofobica e ndo se molha pelo liquido (Figura 3.23). Formalmente, o 6
entre uma gota de um liquido com uma tensdo superficial conhecida e uma superficie
solida depende da relacdo entre as forgas adesivas (da superficie) e as forcas coesivas

(do liquido) (KARBOWIAK et al., 2010).

TLw

WL
/Liquidu 0
- » Y

TS

Figura 3.22: Figura representativa do angulo de contato entre uma gota e dada

superficie (Adaptado de HANSEN et al., 2005).

6= 30° T =6=90 6 = 90°

DK |
Superficie Superficie Superficie
Totalmente parcialmente Nio
Molhavel Molhavel Molhivel

Figura 3.23: Representagdo da geometria de uma gota sobre uma superficie solida.
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A primeira etapa do processo de bioadesdo, caracterizada pelo estagio de contato entre a
superficie e o microrganismo, tende a ser maior quanto maior a molhabilidade do
material (SRIAMORNSAK et al., 2010). Eventos de molhabilidade na interface
solido/liquido podem ser estudados por medidas do angulo 6 que, por sua vez, pode ser
correlacionado a capacidade de adesdo de microrganismos ao polimero, ja que, quanto
mais hidrofilico o material, maior serd a possibilidade deste ultimo se molhar e da

ocorréncia de adesdo in vivo (KARBOWIAK et al., 2006).

A gota do liquido nem sempre apresenta os mesmos valores de angulo de contato para o
lado direito e esquerdo e, numa situagdo real, o que se tem ¢ uma faixa de variagdo de
angulo de contato, ou seja, a falta de simetria nos dois lados da gota proporciona uma
alteracdo no angulo de contato. Essa variagdo ocorre entre outros fatores pela
rugosidade da superficie, pela ndo neutralidade elétrica da superficie sobre a qual se

depositou a gota do liquido entre outros (VIANA et al., 2002).

O angulo de contato formado entre a gota de um liquido com uma tensdo superficial
conhecida e a superficie solida depende da relagdo entre as forcas adesivas que
espalham a gota sobre a superficie e as for¢as coesivas do liquido que contraem a gota a
uma esfera com uma superficie minima. Se o liquido € polar e a superficie tem grupos
polares, a gota tende a se espalhar pelas interacdes eletrostaticas. Dessa forma, o angulo
de contato formado apresenta um valor pequeno. Porém, se o liquido ¢ polar e a
superficie apolar, a tensdo superficial do liquido define que a gota ndo se espalha pela
superficie, o que resulta em um valor grande de angulo de contato. Quanto maior o
angulo de contato formado entre a gota de um liquido e o substrato sélido, menor sera
sua molhabilidade, diminuindo assim a area de contato entre o liquido e o so6lido, ou
seja, quando a gota se restringe na superficie por falta de afinidade com esta (superficie
hidrofobica) tem-se um angulo de contato maior do que a gota espalhada (superficie

hidrofilica) (VIANA et al., 2002).
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3.7 Teste de Citotoxicidade

Os materiais a serem usados em contato com tecidos humanos devem ser testados com
0 objetivo de simular rea¢des biologicas e ajudar no entendimento de respostas obtidas.
O protocolo MTT ¢é dos mais utilizados para se determinar a citotoxicidade de materiais
de diversas naturezas sobre células em cultura. Os testes de citotoxicidade sdo
recomendados para todos os materiais utilizados na area de satde. Este teste permite
uma rapida avaliagdo e também, devido a sua sensibilidade, permite que materiais

toxicos sejam descartados previamente aos experimentos com animais.

A citotoxicidade ¢ um fendmeno complexo in vivo, o qual resulta em um amplo
espectro de efeitos, desde a morte celular até aberragdes metabdlicas, onde ocorrem
alteracdes funcionais ou em alguma via especifica. O efeito citotoxico € causado por um
irritante primario e as reagdes podem variar de um eritema a necroses, dependendo da
toxicidade do irritante primario, de sua concentracdo e do tempo de exposi¢do. Testar a
citotoxicidade ¢ a primeira etapa para assegurar a biocompatibilidade de um dispositivo
médico e pode ser feita através de trés tipos de testes: in vitro, utilizando-se culturas de
células, in vivo, utilizando-se experimentos em animais ¢ através de estudos clinicos.
Um resultado negativo indicara que o material estara livre de produtos prejudiciais ou
que sua quantidade ¢ insuficiente para causar efeitos agudos em células isoladas do
corpo. Entretanto, apesar do mérito do teste, ndo se pode afirmar que o material pode
ser considerado biocompativel, uma vez que o teste de citotoxicidade in vitro é o

primeiro passo para a analise do material em estudo (COSTA ef al., 2005).

O ensaio de MTT (avaliagdo do metabolismo celular) ¢ um dos mais utilizados para se
determinar a citotoxicidade de materiais de diversas naturezas sobre células em cultura.
Ao se testar a citotoxicidade, os pardmetros a serem analisados sdo os tipos de células
empregados, a duracdo da exposicdo e os métodos de avaliagdo. Destes, o tipo de célula
€ o que pode ser o fator mais importante, porque cada funcdo ¢ mecanismo celular sdo

basicamente diferentes (PARK et al., 2002).
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A avaliacdo de citotoxicidade pode ser avaliada através do teste de MTT (3- (4,5 —
dimethylthiazol-2-yl) — diphenyl tetrazolium bromide) que ¢ um sal de tetrazolim,
soltivel em agua e que pode ser utilizado em ensaios quantitativos colorimétricos para
avaliar a sobrevivéncia e a proliferacdo de células de mamiferos. O ensaio detecta as
células vivas e o sinal ¢ dependente do grau de ativacdo dessas células. Esse método
pode, portanto, ser utilizado para medir a citotoxicidade, a proliferacdo ou a ativacdo

celular (MOSMANN et al., 1983).

O MTT, que possui sua estrutura molecular em forma de anel, ¢ clivado por uma
enzima mitocondrial, a desidrogenase succinica, dando origem aos cristais de formazan
de coloracdo violeta e insoluveis. Para que seja possivel a leitura do resultado, o produto
violeta insolivel em agua deve ser dissolvido em um solvente especifico (isopropanol
acidificado — HCL 0,04N em isopropanol) e a leitura da intensidade de cor da solugdo
pode ser feita em um leitor de microplacas com um filtro de 570nm. A clivagem do
MTT tem varias propriedades desejaveis para a amostragem de sobrevivéncia e
proliferacio celular. E clivado por todas as células vivas, metabolicamente ativas, que
foram testadas, mas ndo pelas células mortas ou por eritrécitos. A quantidade de
formazan gerado ¢ diretamente proporcional ao nimero de células. Células ativadas

produzem mais Formazan que as células adormecidas (MOSMANN et al., 1983).
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4 METODOLOGIA

A partir do objetivo deste trabalho, foi proposto o seguinte fluxograma para a avaliacao
do cimento ortopédico modificado (Figura 4.1).

| Aquisicdo do cimento ortépédico ‘ ‘ Sintese de nanoparticulas de prata Aquisicdo de nanoparticulas de
l prata em po

Anilise e caracterizacdo das
nanoparticulas de prata
sintetizadas (UVris, Potencial
Zeta, DLS, MEY)

~_ | _

Mistura: (cimento + nanoparticulas de prata) ‘

Producdo de corpos de prova
(Norma ABNT NER IS0 5833)

P N

Testes mecinicos de MEYV e FTIR do cimento Testes de
compressio (ABNT NBR associado as citotoxicidade
IS0 5833) nanoparticulas de prata

Figura 4.1: Fluxograma para a avaliagdo do cimento.

4.1 PREPARACAO DO CIMENTO ORTOPEDICO

A preparacao do cimento ortopédico foi realizada segundo as orientagdes do fabricante
(método de mistura manual). O cimento ortopédico foi armazenado a temperatura de
23°C por 24 horas, ja que os cimentos sdo muito sensiveis a temperatura e qualquer
temperatura diferente desta pode levar a alteragdes nos tempos de pré-massa, massa ¢ de

trabalho do cimento.
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No método de mistura manual, o conteido em p6é da embalagem de cimento foi
transferido para um recipiente de vidro e logo em seguida adicionou-se o componente
liquido da embalagem sobre o po. Foi utilizada a propria espatula que acompanha a
embalagem comercial do cimento ortopédico para a realizacdo da mistura. A
homogeneizagdo foi feita com movimentos lentos, a fim de evitar a incorporacao de
bolhas de ar ao produto, que pode prejudicar seu desempenho mecanico. O cimento
ortopédico foi misturado durante um intervalo de tempo de 2 a 5 minutos. Mesmo a
homogeneizagdo sendo feita de forma lenta, ainda ocorre a incorporagdo de ar no
material e sua viscosidade natural permite que apenas as grandes bolhas migrem para a

superficie, deixando um niimero consideravel de bolhas menores que 1mm.

Aproximadamente ap6s 1 minuto do inicio, a mistura foi verificada cuidadosamente
com os dedos com luva cirtrgica isenta de p6 e foi observada a formacdo de fibras entre
o cimento e a luva cirtirgica. Repetiu-se o procedimento em intervalos de 15s, expondo
uma superficie fresca para cada exame e uma regido dos dedos ndo ensaiada
anteriormente. O momento no qual, pela primeira vez, o dedo se separava de forma
limpa, ndo havendo aderéncia entre a luva e o cimento, era entdo registrado como o
tempo de formagao de massa da mistura e a mistura estava pronta para a préxima etapa

(confeccdo dos corpos de prova).

4.2 Confecc¢ao dos corpos de prova

Os corpos de prova foram produzidos seguindo a norma ABNT NBR ISO 5833. Tais
amostras foram confeccionadas utilizando molde de Nylon com 48 furos no formado
cilindrico para produ¢do de corpos de prova com 12mm de altura ¢ 6mm de didmetro.
Trés discos de Nylon foram utilizados ¢ em um deles foram feitos os furos com as
dimensdes citadas para posterior aplicagdo do cimento e produg@o dos corpos de prova.
Os outros dois discos eram colocados recobrindo as superficies do primeiro ¢ entdo
fixados por um sistema composto por parafusos para que o cimento pudesse curar no

interior dos orificios.
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A TUnica alteragdo feita em relagdo a norma ABNT NBR ISO 5833 foi em relagdo ao
namero de orificios para a producao dos corpos de prova. Enquanto a norma ISO 5833
cita apenas 5 orificios, foram usados 48 orificios (NORMA ASTM F451). Desta
maneira conseguiu-se uma margem de seguranca ja que os cilindricos devem apresentar

altura de 12mm e didmetro de 6mm, com tolerancia de £+ 0,Imm para ambas as medidas

(Figura 4.2).

Figura 4.2: Molde de Nylon utilizado para a produg@o dos corpos de prova para teste
mecanico de compressdo com 48 furos em formato cilindrico possuindo 12 mm de
altura e 6 mm de diametro.

Apods a mistura dos componentes do cimento (p6 + liquido) e producdo da massa os
orificios do molde foram preenchidos com ligeiro excesso de cimento e entdo as duas
placas foram ajustadas sobre as faces superior e inferior do molde e fixadas pelos
parafusos. Apos aproximadamente 1 hora, foram retiradas as placas das superficies e
ambas as superficies do molde foram lixadas (lixa de papel grana 400), realizando assim

o faceamento das extremidades dos corpos de prova. Terminado este procedimento, os
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cilindros de cimento foram sacados do molde por meio de um pino de remocao,
identificados e armazenados em frascos plasticos. Decorridas 24 horas apos a mistura
do cimento, foram medidas a altura e o didmetro (duas medidas para cada) utilizando
um paquimetro digital e calculando em seguida a média aritmética das medidas da

altura e do diametro.

Foram feitos corpos de prova do cimento ortopédico puro, cimento ortopédico com 5%
de solucdo de nanoparticulas de prata (2000 pl) baseada na massa de polimero (40g),
cimento ortopédico com 0,1% de nanoparticulas de prata em p6 (baseada na massa do
polimero), cimento ortopédico com 0,5% de nanoparticulas de prata em pd e cimento
ortopédico com 2% de nanoparticulas de prata em p6 (em relagdo a massa do polimero).
As nanoparticulas de prata em pd foram adquiridas comercialmente (<100 nm, Sigma

Aldrich).

O conteudo de nanoparticulas de prata (sintetizadas em meio aquoso) adicionadas ao
total do cimento, assumindo-se 0 maximo de conversdo da prata do nitrato de prata ¢ de
aproximadamente 54pg. A concentracdo de nanoparticulas de prata da solugdo ¢ de
27.000pg.L” referente a um valor de concentragdo 270 mil vezes maior do que a

necessaria para combater microrganismos que ¢ de 0,1ug.L".

Para a producdo dos corpos de prova com as nanoparticulas de prata em solugdo
adicionou-se a quantidade desejada da solugdo de nanoparticulas sintetizada (com o
auxilio de uma pipeta automatica) ao componente liquido do cimento ortopédico
(metacrilato de metila). Depois disso, seguiram-se todas as recomendagdes feitas pelo

fabricante para a mistura dos componentes, como ja citado anteriormente neste trabalho.

Para a produg@o dos corpos de prova com as nanoparticulas de prata em po, primeiro

pesou-se a quantidade desejada de nanoparticulas em uma balanga eletronica de
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precisdo (Bioprecisa). Logo depois as nanoparticulas foram colocadas em um gral e
maceradas com o auxilio de um pistilo durante 20 minutos com movimentos circulares

até que todo o conteudo ficasse com um aspecto de um pd extremamente fino.

Apos estes procedimentos as nanoparticulas foram adicionadas ao componente em péd
do cimento ortopédico (Figura 4.3) para posterior mistura com o componente liquido

seguindo as recomendagdes do fabricante.

Figura 4.3: Foto mostrando as nanoparticulas de prata em p6 sendo adicionadas ao
componente em pd do cimento 6sseo.

4.3 Teste de Resisténcia 8 Compressao
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De acordo com a norma ABNT NBR ISO 5833, em seu Anexo E, a resisténcia a
compressdo ¢ determinada através da aplicacdo de uma forca axial sobre cilindros de
cimento polimerizado. Foram ensaiados 05 cilindros de cada amostra de cimento (puro
e com as diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata). Os corpos de prova
foram colocados em um equipamento para ensaio mecanico de compressao da marca
EMIC (Modelo DL3000) mostrado na figura 4.4 e dotado de uma célula de carga de
5000N (Figura 4.5).

Figura 4.4: Maquina para o ensaio de compressao (EMIC — Modelo DL 3000) do
Laboratério de Engenharia de Polimeros e Compositos — LEPCOM (Departamento de
Engenharia Metaltrgica e de Materiais da UFMG)

A velocidade de compressdo utilizada no ensaio foi de 20mm/min (entre 19,8 e 25,6
segundo a norma ABNT NBR ISO 5833). Os dados de forga, deformagdo e modulo de
elasticidade foram armazenados em um computador e graficos do tipo tensdo versus
deformagao foram gerados. A norma ABNT NBR ISO 5833 determina que a resisténcia

a compressao média dos 5 cilindros deve ser igual ou superior a 70MPa. O ensaio era
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interrompido na ocorréncia da ruptura do cilindro ou quando o limite superior de

escoamento era ultrapassado.

Figura 4.5: Fotografia do aparelho para teste de compressao mostrando em detalhe a

célula de carga utilizada.

4.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA.

Foram sintetizadas solugdes coloidais de nanoparticulas de prata por meio da reducdo
quimica de nitrato de prata (AgNO;) por borohidreto de sdédio (NaBH4) (KIM et al.,
2007), segundo a reagdo (equagao 4.1).

Ag" +BH; +3 H,0 — Ag + H3;BOs + 7/2Hx(g)  Equagdo 4.1

Nesta rota de sintese ha a redugdo de ions de prata (Ag") para prata metalica (Ag)
seguida de uma agregagdo controlada resultando na formagdo das nanoparticulas de

prata metalica, segundo a reagdo (equagdo 4.2).

Ag + ¢ —> Ag®  Equagio 4.2
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A rota seguida constitui-se em uma rota muito simples, uma vez que ndo exige a
utilizacdo de instrumentacdo cara, mas exige bastante cuidado durante a sintese,
principalmente no que se refere ao controle das varidveis envolvidas nesta rota o que

pode levar a uma dificil reprodutibilidade.

Inicialmente foram utilizadas concentragdes de AgNO; e NaBH, (agente redutor)
ambos nas concentragoes de 0,001 mol.L", pois em concentragdes maiores foram
encontradas maiores dificuldade em se manter o coldide estavel. Nestas concentracoes,
pequenas adicdes de AgNOs; gerava o escurecimento da solucdo coloidal, seguido pela
precipitagdo. Esse fendmeno pdde ser observado imediatamente ou em poucas horas

apos a sintese.

A concentracdo inicial dos reagentes tem um papel de extrema importincia na
estabilidade e concentragdo final do coloide. Varidveis tais como a temperatura,
velocidade de gotejamento, velocidade de agitacdo, aliados a concentragdo inicial,
determinam a possibilidade de colisdo e agregagdo dos atomos de prata metdlica
formados. Estas colisdes levam a nucleacdo de particulas cujo tamanho ¢ limitado, a
priori, por estas mesmas varidveis. A presenca de impurezas e a exposi¢ao a radiacdo
eletromagnética (luz) induzem um aumento descontrolado das nanoparticulas o que

desestabiliza totalmente o coloide. (GUINGAB et al., 2007).

Para a sintese da solugdo coloidal de nanoparticulas de prata foram mantidas sob o
controle, para maior reprodutibilidade, varidveis importantes como temperatura de
sintese, concentragdo final e inicial de reagentes, velocidade de agitacdo e velocidade de

gotejamento de AgNO; (Figura 4.6).
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Variaveis Controladas

Temperatura de Sintese

Velocidade de agitacéo

Concentracgéo Inicial e Final dos
reagentes (AgNO: e NaBH.)

Velocidade de gotejamento
de AgNO:

Figura 4.6: Variaveis envolvidas na sintese de nanoparticulas de prata por redugéo
quimica de AgNO; por NaBH4 mantidas sob controle.

Reagentes:

Os reagentes utilizados foram: nitrato de prata - AgNOs (Synth), borohidreto de sodio -
NaBH,y (Synth), 4gua deionizada.

O nitrato de prata e o borohidreto de sddio foram armazenados em dessecador para
evitar a absor¢do de agua. Também foram utilizados sem novos processos de
purificagdo, ou seja, utilizados da maneira que foram adquiridos. Eles foram envoltos
em papel aluminio para minimizar efeitos da exposi¢do a luz e também lacrados com

filme de parafina para minimizar ainda mais os efeitos da umidade.

Foram utilizados recipientes de vidro nesta sintese, os quais foram lavados previamente
com detergente neutro e depois enxaguados diversas vezes com agua deionizada. Foram

utilizados, para as medidas de volumes maiores, baldes volumétricos e para volumes
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menores, pipetadores automaticos com ponteiras descartaveis de polipropileno. Para a

pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanga eletronica de precisdo (Bioprecisa).

Toda a agua utilizada nos experimentos foi deionizada com resistividade maior que 18

MQ.cm.

Sintese:

Foram colocados 85ml da solucdo aquosa de NaBH, a 10° mol/L em um béquer em
banho gelado e levada ao agitador magnético deixando-a em agitagdo até atingir a
temperatura de 5°C. Apos atingir esta temperatura iniciou-se o gotejamento de 15ml da
solugio de AgNOs; a 10~ mol/L e a temperatura de 5°C, sempre sob agitagdo. A
temperatura do sistema foi mantida constante utilizando-se banho de gelo. Para o
monitoramento da temperatura utilizou-se um termdémetro de mercurio graduado de -

10°C a 100°C. (Figura 4.7).

O gotejamento da solugdo de nitrato de prata foi feito por meio de uma seringa plastica
descartavel de Sml com a agulha de ago inoxidavel acoplada, sem o émbolo, presa sobre
o sistema de agitacdo permitindo uma velocidade de gotejamento de cerca de 1ml/min.
Este sistema, bastante simples, foi muito eficiente para manter a velocidade de
gotejamento praticamente constante. A pequena quantidade de solugdo de AgNOs
adicionada a cada gota (volume médio: 12 £ 0,4ul) facilitou o processo de reducdo
quimica. Ja nas primeiras gotas da solucdo de nitrato de prata verificou-se uma mudanca
de cor na solugdo de borohidreto de sodio de transparente para amarelada. Essa

mudanga na cor ¢ um indicio da formagdo das nanoparticulas de prata (Figura 4.8).

Apbs o gotejamento dos 15ml da solugdo de nitrato de prata o sistema foi deixado sob
agitacdo por mais 15 minutos e apds esse tempo a agitacdo foi desligada. Em seguida, o

coldide foi retirado do banho gelado e esperou-se atingir a temperatura ambiente.
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Figura 4.7: Sistema para a sintese das nanoparticulas de prata. (1) termometro, (2)
seringa de Sml sem o émbolo, (3) béquer com a solucdo de Borohidreto de sodio e (4)
gelo e agua.

Figura 4.8: Solugdo de nanoparticulas de prata produzida pela redugdo do nitrato de
prata usando como agente redutor o Borohidreto de sodio.
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4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Foram feitas imagens com o microscopio eletronico de varredura (JEOL, modelo JSM —
6360LV, Thermo Noran) e com microscopio eletronico de varredura (Quanta 200 —
FEG) no Centro de Microscopia da UFMG. A preparacdo das amostras também foi feita

no Centro de Microscopia da UFMG em laboratério para este fim.

Preparo das amostras:

Para as amostras liquidas: amostras das solugdes de nanoparticulas de prata foram
gotejadas em uma placa de silicio e deixadas secar a temperatura ambiente. Depois de
secas foram levadas ao microscopio eletronico de varredura por meio do qual foram
formadas imagens das nanoparticulas (para as solugdes sintetizadas e para as solugdes

produzidas com nanoparticulas de prata adquiridas comercialmente).

Para os corpos de prova: os corpos de prova do cimento ortopédico com formatos
cilindricos e com diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata foram imersos em
nitrogénio liquido (-196°C) por trés minutos e depois fraturados com a ajuda de dois
alicates. Este procedimento foi realizado para que a superficie interna do material fosse

observada.

Apos a fratura criogénica, as amostras foram fixadas em stabes com fita adesiva de
carbono e recobertas com uma fina camada de ouro (5Snm) com auxilio de um aparelho
de metalizacdo de superficie (Marca BAL-TEC, modelo MCS 010) e colocadas em
placas de silicio (Figuras 4.9 ¢ 4.10).
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Figura 4.9: Aparelho para metalizacdo de superficie (BAL-TEC MCS 010)

Amostras nas placas de
silicio e recobertas com

camada de ouro

Figura 4.10: Amostras do cimento ortopédico recobertas com fina camada de ouro e
colocadas em placas de silicio para posterior observa¢do no Microscopio Eletronico de
Varredura.
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4.6 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta

Foram feitas analises de tamanho e distribui¢do de particulas com o aparelho de

espalhamento Dindmico de Luz (DLS) do Departamento de Quimica da UFMG.

Para as medidas de DLS nao foi realizado nenhum processo apos a producao da solucao
de nanoparticulas de prata, como por exemplo, a centrifugacdo para a separagdo das
nanoparticulas maiores das menores, ou a utilizagdo de ultra-som para provocar a

desaglomeracao de possiveis aglomerados de nanoparticulas.

Para a medida de tamanho das particulas, utilizou-se cubetas de poliestireno que

acompanham o equipamento.

As amostras foram analisadas trés vezes e os dados obtidos foram integrados por meio

de um software gerando um grafico porcentagem versus diametro.

Para as medidas de Potencial Zeta foi utilizado o aparelho de Potencial Zeta do
Departamento de Engenharia de Minas da UFMG. A cela do aparelho foi devidamente
limpa com agua e sabdo e a solugdo de nanoparticulas foi colocada no interior da

mesma. Foram utilizados os pardmetros da tabela 4.1, a seguir:

Tabela 4.1: Parametros utilizados no aparelho para medi¢ao do Potencial Zeta.

Parametros Utilizados

Voltagem S0V
Intensidade da Luz Alta
Escala 1/4

Mumero de particulas 10
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Para cada amostra foram realizadas 10 medidas e o proprio aparelho calculou a média e

o desvio padrdo nos diferentes pH do valor do Potencial Zeta.

4.7 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho aconteceu na regido do

1

infravermelho médio com nimero de onda entre 400 cm™ a 4000 cm™ utilizando-se o

aparelho Spectrometer Spectrum 1000 da marca Perkin Elmer.

Para a realizagdo da Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) os corpos de prova de cimento ortopédico puro e com diferentes concentragcdes
de nanoparticulas de prata foram fracionados com a utilizagdo de um ralador de aco

inoxidavel e posteriormente foram feitas pastilhas utilizando KBr.
Etapas da preparagao das pastilhas.
1) 0,2 g de KBr foram pesados em uma balanca eletronica de precisdo (Bioprecisa).

2) 0,002 g de p6 de cimento ortopédico foram pesados, correspondendo a 1% da

quantidade de KBR utilizada.

3) O po do cimento ortopédico foi misturado com o KBr e a mistura colocada num
molde que posteriormente foi levado para uma prensa hidraulica, o molde foi
pressionado durante 1-5 minutos para a producdo da pastilha. Aplicou-se uma

pressao em torno de 8 toneladas.

4) O molde foi desmontado e retirada a pastilha de KBr, evitando sua quebra e

colocando-a imediatamente no suporte de pastilha.

4.8 Ultra Violeta Visivel (UV-vis)
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Foi utilizada a técnica de espectroscopia na regido do ultra-violeta visivel com o
Espectrofotometro UV-Vis Lambda, fabricado pela Perkin Elmer, no Departamento de

Engenharia Metalurgica e de Materiais da UFMG.

Este aparelho pode realizar medidas de absor¢do Optica na faixa de 190 e 1100nm. O
equipamento utiliza duas cubetas, uma de referéncia (contendo dgua deionizada) e outra
para andlise das amostras (solucdo coloidal). Neste trabalho foram utilizadas duas

cubetas de quartzo de caminho 6ptico de 10mm.

Em todos os experimentos de absor¢ao Optica, a linha base foi realizada utilizando adgua
deionizada, por tratar-se do solvente utilizado. Desta forma, nos espectros obtidos ja

estdo desconsiderados os efeitos da absorcdo da agua.

Para a realizagdo das medidas de UV-Vis fez-se a diluicdo de 1:2 (nanoparticulas:agua

deionizada), a temperatura ambiente.

4.9 Angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram feitas no Laboratorio de Engenharia de
Polimeros e Compositos (LEPCOM) do Departamento de Engenharia Metalurgica e de
Materiais da Universidade Federal de Minas Gerais, utilizando-se o Gonidometro
Digidrop. As medidas foram realizadas pela adicdo de uma gota de dgua na superficie
das diferentes amostras constituidas de cimento ortopédico puro, cimento ortopédico
com solucdo de nanoparticulas de prata, cimento ortopédico com 0,1% de
nanoparticulas de prata em pd e cimento ortopédico com 2% de nanoparticulas de prata

em po.

As superficies utilizadas para a realizacdo da aferi¢do do angulo de contato foram

produzidas em moldes de Nylon que possuiam uma superficie plana e tomou-se o



71

cuidado de utilizar luvas para seu preparo evitando a contamina¢do com gordura e

outros contaminantes.

Ap6s a mistura dos componentes solido e liquido do cimento ortopédico e as devidas
concentragdes de nanoparticulas de prata, os moldes que possuiam dimensdes
aproximadas de 120mm X 100mm X 30mm, foram preenchidos e apos 2 horas as

amostras foram retiradas e levadas para o goniometro.

As amostras foram colocadas separadamente no suporte do aparelho adaptado para este
fim e foi gotejada uma gota de agua deionizada por meio de um dispositivo do aparelho.
A queda da gota foi realizada com cuidado, sem mover a agulha em torno da mesma,
para evitar distor¢des que falseiam os resultados. A determinacdo do dngulo formado
sobre a superficie foi feita imediatamente ap6s a colocagdo da gota e as medigdes foram
realizadas pelo proprio aparelho por meio de um sistema de andlise de imagem que
permite captar as imagens utilizando-se de uma cdmera e digitalizando-as em um

computador acoplado ao aparelho (Figura 4.11)

L
g =e

Figura 4.11: Esquema representativo do aparelho utilizado para a aferi¢do do angulo de
contato entre a gota ¢ a superficies das amostras (A: Computador, B: Dispositivo para
liberar a gota de agua, C: Suporte onde sdo colocadas as amostras, D: Amostra).

=
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Todas as medi¢des foram feitas a temperatura ambiente utilizando a agua deionizada
como liquido e as medidas de angulo de contato foram feitas em ambos os lados da gota
(lado direito e lado esquerdo) e calculado o seu valor médio. Foram feitas trés medicdes

para cada amostra (n=3) calculando-se a média e o desvio padrao das mesmas.

4.10 Teste de citotoxicidade

Animais. Ratos Wistar (6-8 semanas de idade, 220 a 250 g) obtidos a partir do Centro
de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO) foram utilizados para
todos os estudos. Os animais foram mantidos em dieta padrao e alojados em um ciclo de
12 horas claro-escuro. O estudo estd em conformidade com o Manual sobre Cuidados e
Uso de Animais de Laboratdrio publicado pelo ‘National Institute of Health’ dos EUA
(NIH publicagdo n °© 85-23, revista em 1996). Este procedimento foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa com animais da UFMG.

Isolamento e cultura de osteoblastos. Foram extraidos osteoblastos de calvaria de
ratos neonatos Wistar. Os animais foram sacrificados em camara de CO, e suas
calvarias foram retiradas e cortadas em pedacos de 2mm/2 mm. Depois foram imersos
em 4mL de solugdo digestiva contendo: 2mg/mL de colagenase tipo II (Gibco-
Invitrogen Corporation, NY, USA), 0,25% de tripsina (DIFCO Laboratories, MI, USA)
em 20mL de Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) (Gibco BRL, NY, USA)
por 30 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida foram feitas mais trés
digestdes de 20 minutos cada, em estufa nas mesmas condi¢des citadas anteriormente.
A primeira digestdo foi descartada e foram criadas assim trés populagdes celulares. As
células foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultura celular
utilizado foi o DMEM com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL, NY, USA)
complementado com 1% de PSA (Penicilina, Estreptolisina e Antimicdtico) (Gibco
BRL, NY, USA). A partir desse ponto quando atingiram confluéncias de 90% foram
tripsinizados ¢ repicados criando assim varias passagens. Os experimentos foram feitos

em células da terceira passagem.
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Ensaio de citotoxicidade por MTT. Os osteoblastos da terceira passagem foram
tripsinizados e plaqueados (1X10° células/mm’ por pogo) em placas de 96 pogos. As
populacdes celulares foram normalizadas com meio sem soro durante 24 horas. Apods
esse periodo, o meio foi aspirado e trocado por meio contendo soro fetal bovino (SFB).
Foi utilizado 10mg/mL de cada amostra de biomaterial. Foram utilizados controles com
células e meio DMEM com 10% de SFB e controles com células e meio DMEM sem
SFB. Como controle positivo foi usado PBS (2x) e como controle negativo lascas de
eppendorf (polipropileno) (10mg/mL). O método de esterilizagdo foi radiagdo
ultravioleta. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (n=3). Apos 24 horas todo
o meio foi aspirado sendo colocado 70pL de meio de cultura com soro em cada pogo.
Foram acrescentados 50uL de MTT (5mg/mL; SIGMA-ALDRICH, USA) em cada
pogo e incubadas por 4 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida foram
colocados 50uL de solugdo de isopropanol/ 4% HCL. Apo6s 10 minutos foram retirados
100pL de cada poco e transferidos para outra placa de 96 pocos plana e a quantificagdo
foi feita em espectrofotometro (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com filtro de

595nm (analise estatistica- t test/ GraphPad Prism).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao por Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens feitas pela Microscopia Eletronica de Varredura (Figuras 5.1 e 5.2)
evidenciaram a existéncia de nanoparticulas em formato esférico para a solugdo
sintetizada utilizando o borohidreto de sddio como agente redutor. As imagens obtidas
permitem notar uma variacdo no tamanho das nanoparticulas entre 20 e 40nm de

diametro.

A Figura 5.3 mostra imagem de nanoparticulas de prata obtidas comercialmente na
forma de po6. Pode-se perceber uma grande aglomeragdo destas nanoparticulas
possivelmente ocorrida durante a preparagdo das amostras para a microscopia
eletronica. As nanoparticulas de prata da Figura 5.3 se mostram irregulares e com

dimensdes que variam entre 30nm e 120nm de diametro.

Figura 5.1: Imagem das nanoparticulas de prata sintetizadas (solug@o gotejada na placa
de silicio e seca).
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Figura 5.2: Imagem das nanoparticulas de prata sintetizadas (Solugdo gotejada na placa
de silicio e seca).

CENTRO O

Figura 5.3: Imagem das nanoparticulas de prata adquiridas comercialmente ¢ em
solucdo aquosa. A solugdo foi gotejada na placa de silicio, seca em temperatura
ambiente e levada ao MEV.
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As imagens da superficie da fratura dos cimentos contendo ou ndo nanoparticulas de
prata sdo mostradas na Figura 5.4 e evidenciam a existéncia de poros no material
oriundos da incorporagdo de ar neste. A Figura 5.5, que reporta a imagem da superficie
de cimentos produzidos, também denota a presenca de bolhas de ar. A figura 5.6 mostra
a superficie do cimento ortopédico puro. As figuras 5.7 e 5.8 mostram superficies
internas e externas do corpo de prova feito com cimento ortopédico associado a 0,5% de
nanoparticulas de prata em po. Na figura 5.9 ¢ mostrada a superficie externa do corpo

de prova de cimento ortopédico com nanoparticulas de prata sintetizadas.

Figura 5.4: (A) Imagem da superficie interna apos fratura criogénica do corpo de prova
de cimento puro. (B) Imagem da superficie interna apds a fratura criogénica de cimento
com 2% de nanoparticulas de prata em po. (C) imagem da fratura interna do corpo de
prova de cimento ortopédico com solucado sintetizada de nanoparticulas de prata. A, B e
C mostram os poros existentes no cimento ortopédico formados devido ao
aprisionamento de ar durante o processo de mistura dos componentes solido e liquido.
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Figura 5.5: Imagem da superficie externa do corpo de prova de cimento ortopédico
puro. Pode-se perceber a existéncia de uma rugosidade na superficie devido a presenca
de bolhas de ar que foram formadas durante a mistura do componente em po e do
componente liquido para a produc¢do do corpo de prova.

Mag Spot HV WD Det HFW
1000x 3.0 5.0kV 9.1 mm ETD 0.14 mm

Figura 5.6: Imagens por MEV da superficie externa do cimento ortopédico puro.



78

Figura 5.7: (A) Superficie interna da fratura do corpo de prova feito com cimento
ortopédico com 0,5% de nanoparticulas de prata em po, em (B) a superficie externa do
mesmo corpo de prova.

Figura 5.8: Superficie externa do cimento associado as nanoparticulas de prata
sintetizadas.

5.2 Caracterizacio por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e
Potencial Zeta.

Com a realiza¢do da técnica de espalhamento dindmico de Luz (DLS) foi gerado o
grafico porcentagem versus tamanho das nanoparticulas de prata produzidas pela

reducdo do nitrato de prata na solucdo aquosa. O grafico evidencia a presenca de um
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grande numero de nanoparticulas de prata entre 20nm e 30nm de didmetro, perfazendo

57,43% do total de nanoparticulas presentes conforme a Figura 5.9 e a Tabela 5.1.

Nimero | %)

20 100 1000
Tamanho (d. nm)

Figura 5.9: Gréfico da porcentagem versus tamanho (em nm) das nanoparticulas de
prata presentes na solugao.

TABELA DLS
Tamanho (d.nm)| Porcentagem(%)
17,19 2,90
18,33 12,70
19,64 23,22
2117 2423
2294 17.70
2499 10,30
27,36 5,20
30,10 240
33,28 0,95
36,96 0,40

Tabela 5.1: Porcentagem dos diferentes tamanhos de nanoparticulas de prata presentes
na solucgao.
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J& na andlise de potencial Zeta foram obtidos os valores reportados na Tabela 5.2 para a

solucdo de nanoparticulas de prata (preparadas via redu¢do de nitrato de prata) avaliada

em diferentes pH.

Tabela 5.2: Tabela relacionando os valores de pH, Média de Potencial Zeta (mV),
numero de particulas avaliadas (n) e o valor de desvio padrao (DP).

pH | Meédia do Potencial Zeta n DP

2 386 10 2,11
4 -39.3 10 2,00
6 41,0 10 2,32
8 -37.8 10 2,20
10 -38.3 10 2,50
12 -39.6 10 2,27

Todas as particulas em suspensdo possuem um valor de Potencial Zeta, ¢ com o

conhecimento deste, ¢ possivel caracterizar se um coloide € estdvel ou ndo. A

estabilidade total de um coldide vai depender de seu potencial total, que é a soma do

potencial devido ao solvente, do potencial atrativo e do potencial repulsivo. Para ndo

ocorrer 0 fendmeno de aglomeracdo o potencial repulsivo deve ser maior que o

potencial atrativo.

A partir dos dados obtidos gerou-se um grafico (Figura 5.10) de Potencial Zeta versus

pH. Por meio do grafico pode-se observar que o valor do Potencial Zeta das solugdes de

nanoparticulas de prata esta entre -37,8mV e -41,0mV. Pode-se afirmar, a partir desses

resultados, a estabilidade das nanoparticulas de prata mesmo com a variagao de pH. Ou

seja, o Potencial Zeta das nanoparticulas encontra-se fora da faixa de +30mV a -30mV,

em que os coloides sdo considerados instaveis.
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Figura 5.10: Grafico gerado a partir dos dados obtidos pela técnica de Potencial Zeta.

5.3 Caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A Figura 5.11 mostra espectros de FTIR obtidos de cimentos contendo nanoparticulas
de prata. Nestes espectros pode-se notar as principais bandas de absorcdo relativas ao
poli(metacrilato de metila) que é a base do cimento 6sseo: banda em 2948cm-' (C—H),
banda em 1725cm! (C=0), banda em 1440cm-"! (CH,), banda em 1148cm-! (C-0-C).
A auséncia da banda em 1630cm™ evidencia que ocorreu conversio das ligagdes duplas

C=C durante a polimerizagao.

Como os espectros de FTIR obtidos dos nanocompositos sdo muito parecidos com o
espectro do cimento puro, pode-se afirmar que ndo ha evidéncias de interagdes quimicas
entre as nanoparticulas de prata e o cimento 6sseo (como formagdo de ligagdes de

hidrogénio entre a carbonila do metacrilato e as nanoparticulas de prata).
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Figura 5.11: Espectros de FTIR do cimento 6sseo puro e associado as nanoparticulas de
prata: banda em 2948cm-' (C-H), banda em 1725cm-' (C=0), banda em 1440cm-'
(CH,), banda em 1148cm-' (C—O—C) (TORRES et al., 2010).

5.4 Caracterizacdo por Espectroscopia na regiao do Ultravioleta
Visivel (UV-Vis)

Os resultados de espectroscopia UV-vis da solucdo de nanoparticulas de prata
sintetizada via reducao por borohidreto de sd6dio mostram que ha apenas um Unico pico
de absor¢do optica em torno de 390 nm, devido as oscilagdes coletivas dos plasmons
superficiais, isto ¢, oscilagdes coletivas dos elétrons da banda de condugdo dos atomos
constituintes das nanoparticulas, induzidas pela luz incidente. O pico tnico (Figura
5.12) indica que as nanoparticulas produzidas possuem geometria proéxima da esférica,
fazendo com que haja apenas um modo de oscilagio dos plasmons superficiais

(GUINGAB et al., 2007). A analise por UV-Vis evidencia a formag¢ao de nanoparticulas
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de prata em formato esférico condizente com os resultados encontrados na técnica de

MEV.

2,54
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Figura 5.12: Espectro de absor¢do do UV-Vis da solucdo de nanoparticulas de prata
sintetizada via reducdo de AgNO;3 por NaBH,. A figura mostra o comprimento de onda
da banda de absor¢ao do plasmon por volta de 390nm.

5.5 Resisténcia a Compressao

As curvas Tensdo versus Deformacdo dos diversos cimentos 6sseos modificados com
nanoparticulas de prata sdo mostradas nas figuras 5.13, 5.14, 5.15, 5.16 e 5.17. A partir
da andlise dos resultados, pode-se afirmar que os cimentos ortopédicos modificados
com as diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata apresentam valores médios
de resisténcia a compressdo (tensdo maxima suportada pelas amostras) superiores a
70MPa. Tais valores sao considerados pela norma ABNT NBR ISO 5833 satisfatorios e
viabilizam o uso dos cimentos 6sseos modificados por nanoparticulas de prata em

aplicagdes ortopédicas no que diz respeito a propriedades mecanicas.
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Figura 5.13: Grafico Tensao versus Deformacdo do cimento 6sseo puro (média de cinco
corpos de prova testados conforme relata a Norma ABNT NBR ISO 5833). O grafico
evidencia a Tensdo maxima em torno de 89,8MPa. (Desvio Padrdo = 2,11).
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Figura 5.14: Grafico Tensao versus Deformacao do cimento dsseo com a solugdo de
nanoparticulas de prata produzida (5% de solu¢ao baseada na massa de polimero =
2000uL). A tensdo maxima de compressao esta em torno de 81,3MPa. (DP=2,30)
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Figura 5.15: Gréfico da Tensao versus Deformacdo do cimento 6sseo com 0,1% de
nanoparticulas de prata em p6 (média dos resultados de cinco corpos de prova testados).
A tensdo maxima de resisténcia & compressao estd em torno de 91,3MPa. (DP= 2,42)
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Figura 5.16: Grafico da Tensao versus Deformacao do cimento 6sseo com 0,5% de
nanoparticulas de prata em p6é (média dos valores de cinco corpos de prova testados
DP=2,37). A Tensdao méxima de resisténcia ¢ 88,4MPa.
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Figura 5.17: Gréfico da Tensao versus Deformacdo do cimento 6sseo associado a 2% de
nanoparticulas de prata em p6 (média de cinco corpos de prova testados). A Tensdo
maxima de resisténcia a compressao neste caso esta em torno de 86,2MPa. (DP=2,83)

5.6 Angulo de contato

A Tabela 5.3 e Figura 5.18 mostram os resultados da avaliacdo do angulo de contato das
amostras de cimento 6sseo contendo nanoparticulas de prata. O angulo esquerdo ¢

representado por E e o angulo direito € representado por D.

Tabela 5.3: Valores obtidos para a média dos dngulos de contato (n=3).

AMOSTRA ANGULO DE CONTATO (%) (ks

Angulo E |Angulo D [Média| Padrao

Cimento Puro 55,6 55,2 554 20
Cimento com solucdo de NPAg 7.4 76,8 [l | 1.55
Cimento com 0,1% de NPAg em pd| 60,0 61,4 |60,7 1,41

Cimento com 2% de NPAg em po 67,0 67.2 |671 1,60
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Figura 5.18: Comportamento da gota de agua sobre superficies produzidas a partir do

Cimento Osseo.

Pelos resultados obtidos pode-se perceber que os valores dos angulos de contato
aumentaram com a adi¢do das nanoparticulas de prata tanto em solucdo aquosa quanto
em pod. Tal resultado se deve ao fato das nanoparticulas serem intrinsecamente
hidrofobicas e agregar este cardter no cimento. A hidrofobicidade ¢ uma das
propriedades mais importantes envolvidas no fendomeno de adesdo bacteriana e, na
maioria dos casos, a adesdo bacteriana diminui sobre a superficie com o aumento do
angulo de contato. Desta forma, os valores de angulo de contato encontrados sugerem
que o material possui uma tendéncia menor para a adesdo bacteriana e posterior
formacdo de biofilme. O aumento da hidrofobicidade do material podera ainda
contribuir para uma menor absor¢cdo de dgua na cura do cimento in vivo favorecendo

suas propriedades mecanicas.
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5.7 Teste de Citotoxicidade

O ensaio de MTT analisa quantitativamente a reducdo do sal de tetrazolium (MTT) pelo
complexo enzimatico piruvato desidrogenase presente nas mitocondrias com a formagao de
um produto final de cristais de formazan que s@o mensurados em espectrofotometro a
595nm. Esse ensaio ¢ usado especificamente para a funcionalidade mitocondrial e avalia a
toxicidade do material através da viabilidade celular. Os osteoblastos quando em contato
com as amostras 1, 2, 3, 4 ou 5 ndo apresentaram diferenca estatistica da viabilidade
celular quando comparadas com o grupo controle (células em meio DMEM com SFB)

apos 24 horas (Figura 5.19).
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Figura 5.19: Viabilidade celular via método MTT das populacdes celulares em contato
direto com cimentos 6sseos modificados com nanoparticulas de prata em relagdo ao
grupo controle utilizando a técnica do MTT. Controle: Célula em meio DMEM com

SFB; Controle (+) : PBS; Controle (-): Lascas de Eppendorf; Amostra 1: Cimento puro;

Amostra 2: Cimento com solu¢do de nanoparticulas; Amostra 3: Cimento com 0,1% de
nanoparticulas de prata em p6; Amostra 4: Cimento com 0,5% de nanoparticulas de

prata em po; Amostra 5: Cimento com 2% de nanoparticulas de prata em po.
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6 CONCLUSAO

A producao de solugdes coloidais de nanoparticulas de prata utilizando o borohidreto de
sodio como agente redutor da prata constitui-se numa rota relativamente simples e
barata. Foi detectada a formagdo de nanoparticulas esféricas, cujo tamanho variou em

torno de 20nm a 30nm de didmetro de acordo com as técnicas de UV-Vis, MEV e DLS.

Os resultados obtidos pela técnica de angulo de contato permitiram observar que a
incorporagdo de nanoparticulas de prata no cimento dsseo geram biomateriais mais
hidrofobicos, sugerindo uma menor tendéncia de adesdo de bactérias e posterior
formagdo de biofilme. Todos os valores de angulo de contato (8) obtidos ficaram na
faixa de 30° < 6 < 90°, classificando as superficies em questdo como parcialmente

molhaveis.

Espectros de FTIR mostraram uma similaridade entre os nanocompdsitos com
diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata e o material puro sugerindo a nao

interacdo quimica da nanoparticula de prata com o cimento.

Os resultados obtidos pelos testes de compressao mecanica permitiram definir o
cimento 0sseo com nanoparticulas de prata como apropriado para a utilizagdo em
artroplastias quando se leva em consideracdo a norma ABNT NBR ISO 5833 e apenas
este requisito. Segundo esta norma, o material deve apresentar resisténcia & compressao
maior que 70MPa. Houve uma redugo da resisténcia a compressdo do cimento 6sseo
combinado com a solugo de nanoparticulas de prata, mas, mesmo com esta alteragdo, o
cimento ainda possui uma resisténcia acima do que a norma estipula como adequada

para a aplica¢@o in vivo.
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Segundo o teste de citotoxicidade, o cimento modificado com nanoparticulas de prata

exibe viabilidade celular semelhante ao controle negativo e ao cimento 6sseo puro.

A partir do exposto acima, pode-se aferir que a associagdo de nanoparticulas de prata ao
cimento 6sseo ndo altera significativamente suas propriedades e ndo impossibilita sua
utilizacdo como agente de fixacdo de proteses. Mas ¢ necessario ressaltar que outros
testes ainda sdo necessarios para afirmar o efeito do nanocompdsito em questdo no
combate aos principais microrganismos causadores de infec¢des em artroplastias totais

de joelho e quadril.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizacdo de testes biologicos para evidenciar a eficacia do nanocompdsito
(nanoparticulas de prata associadas ao cimento ortopédico) como agente bactericida em
relacdo aos microorganismos mais prevalentes nas infecgdes das artroplastias totais de

joelho e quadril.

Avaliacdo in vivo da atividade do cimento ortopédico combinado com nanoparticulas de
prata por meio da inoculagdo de determinadas espécies de bactérias no canal
intramedular da tibia de coelhos submetidos a cirurgias nas quais serdo utilizadas o

nanocompasito.

Incorporagdo de nanoparticulas de prata ao PMMA concomitantemente a anestésicos

locais e o estudo de suas propriedades mecanicas.

Avaliagao do potencial bactericida do cimento ortopédico associado a nanoparticulas de

prata com diferentes formatos e tamanhos.

Avaliacdo da condutividade elétrica do cimento combinado com diferentes

concentracdes da nanoparticulas de prata e sua interacdo com as proteses metalicas.

Avaliagdo das propriedades mecanicas dos cimentos ortopédicos associados as

nanoparticulas de prata submetidos a diferentes métodos de esterilizagao.
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