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RESUMO

A maioria das proteses, como as de quadril, joelho, ombro, parafusos, pinos e
hastes de fixacdo, é confeccionada em ligas de titanio, ligas de cobalto e em agos
inoxidaveis austeniticos. A liberagdo de particulas metdlicas ou ions metélicos a
partir de uma endoprétese pode ocorrer devido a corrosdo e ao desgaste das pecgas
e alguns estudos associam estas particulas a formacao de tumores e a resposta
imunolégica do organismo, o que tem inspirado estudos epidemiolégicos
relacionados aos problemas sistémicos associados com a presenca da endoprotese
em longo prazo. Apesar do grande interesse na identificagdo dos efeitos sistémicos,
poucos sao os trabalhos realizados com o intuito de descobrir os efeitos colaterais
destes metais no organismo humano, o que impede uma conclusédo definitiva. Para
avaliar os danos causados ao organismo, no entanto, € necessaria a identificacao da
afinidade de alguns ions metalicos com determinados 6rgaos. O objetivo deste
trabalho foi identificar les6es nos tecidos de figado, rim, pulmao e coracao de ratos
nos quais foram injetadas solugbées contendo particulas das ligas utilizadas na
fabricacdo de proteses: Ti6Al4V, CoCrMo e Aco Inoxidavel 316L. As particulas
metdlicas foram fabricadas por atrito dos metais em dispositivo especialmente
desenvolvido e foram injetadas nos ratos utilizando-se solugdo de Hank como
veiculo. Foram estudados 40 ratos, divididos em grupos de 10, um grupo para cada
liga e um grupo controle no qual foi injetada a solugcdo de Hank sem particulas. Os
ratos ficaram em observagdo durante 35 dias, quando tiveram os tecidos dos
orgaos, apds a eutanasia, isolados, preparados e analisados em microscopio ético e
em EDS para deteccdo de particulas metélicas. Foram encontradas lesées como
granulomas epitelioides de corpo estranho e células gigantes no tecido do coragéao
de um rato pertencente ao grupo do Ti6Al4V, no tecido do figado e do pulméo do
grupo da liga CoCrMo, nos tecidos do figado, do cora¢do e do pulméo do grupo do
aco inox 316L e no tecido do figado do grupo controle. Por meio da analise em EDS
foi identificado o itrio, um componente do aco inox, no figado de um dos ratos deste
grupo e de aluminio no coracdo de um dos ratos pertencentes ao grupo da liga
Ti6Al4V, indicando a liberacdo de ions destas ligas e seu transporte pela corrente
sanguinea. Pode-se concluir que existem evidéncias de contaminacao de 6rgaos
por elementos quimicos pertencentes as ligas Ti6Al4V e ago inox 316L. Nenhuma
contaminacéao foi identificada com a injecao das particulas da liga CoCrMo. A lesao
identificada no figado de um dos ratos do grupo controle pode ser atribuida a injecao
da solucao de Hank no peritbnio, regido onde se encontra este 6rgao. Os resultados
deste trabalho mostram a importancia de um estudo aprofundado dos efeitos
sistémicos advindos da utilizagdo de préteses metalicas.

Palavras-chaves: Biomateriais, Implantes Metélicos, Ti6Al4V, CrCoMo, Ago Inox
316L.



ABSTRACT

The majority of the prosthesis like those for hip, knee, shoulder, screws, bolts and
stems, is produced with Ti alloys, Co alloys and austenitic stainless steel. The
release of metallic particles or metallic ions from an endoprosthesis can occur due to
corrosion and wear of its components and some studies have been associating these
particles to the formation of tumors and to the body immune response, which have
inspired epidemiologic studies related to the systemic effects associated to the
presence, in long term, of an endoprosthesis. Despite considerable interest in
identifying systemic effects, few works are carried through intended to discover the
collateral effects of these metals in the human body, what not allow a definitive
conclusion. In order to evaluate the damages to the organism, however, it is
necessary the identification of the affinity of the metallic ions with specific organs.
The objective of this work was to identified lesions in tissues of liver, kidney, lung and
heart of rats in which had been injected solutions composed by patrticles of the alloys
used on the prosthesis fabrication: Ti6Al4V, CoCrMo and Stainless steel 316L. The
particles were fabricated by friction of the metals using an especially developed
device and were injected into the rats using Hank’s solution as vehicle. It was studied
40 rats, divided in groups of 10, one group for each alloy and one control group in
which it was injected Hank’s solution without particles. The rats were maintained in
observation during 35 days, when the tissues of the organs, after euthanasia, were
isolated, prepared and analyzed in optical microscope and by EDS for detection of
metallic particles. It were found lesions like strange body epithelioid granuloma and
giant cells in the heart tissue of a rat belonged to the Ti6Al4V alloy, in the liver and
lung tissues of the CoCrMo group and in the liver, heart and lung tissues of the
stainless steel 316L group and in the liver tissue of the control group. Through the
EDS analysis it was identified yttrium, a component of the stainless steel, in the liver
of a rat from this group and aluminum in the heart of a rat belonged to the Ti6AI4V
group, indicating the ion release process of these alloys and its transportation
through the blood stream. It can be concluded that there is evidences of organs
contamination by chemical elements constituents of the Ti6Al4V and stainless steel
alloys. No contamination was identified with the CoCrMo particles. The lesion found
in the liver of a rat from the control group can be attributed to the Hank’s solution
injection in the peritoneum, region where the liver is located. The results of this work
show the importance of a deeper study of the systemic effects occasioned by the use
of metallic prosthesis.

Keywords: Biomaterials, Metallic Implants, TI6AI4V, CrCoMo, stainless steel 316L.
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1. INTRODUCAO

A maioria dos implantes, como proteses de quadril, joelho, ombro, parafusos,
pinos e hastes de fixagdo, € confeccionada em ligas metalicas de Ti, de CoCr e em
acos austeniticos. A liberacao de particulas metalicas a partir de uma endoprétese
pode ocorrer devido a corrosao e ao desgaste das pecas e alguns estudos associam
estas particulas a formacao de tumores e a resposta imunolégica do organismo
(KREIBICH et al.,1996).

Pesquisas vém sendo realizadas sobre as propriedades carcinogénicas dos
metais utilizados em endopréteses articulares. Cobalto e cromo, por exemplo, sao
considerados indutores de carcinoma e alta concentragdo destes metais tem sido
encontrada nos tecidos vizinhos ao implante (THARANI et al., 2001).

Alguns ions metalicos soluveis, como Co, Cr, Ni e Mo, sé&o citotoxicos e
produzem tumores malignos em cobaias e pacientes com implantes totais em
articulacdes apresentam maior susceptibilidade ao cancer quando comparados com
uma populagao genérica (DORAN et al., 1998).

Estes resultados tém inspirado estudos epidemioldgicos relacionados aos
problemas sistémicos associados com a presenca da endoprotese em longo prazo,
pois a tendéncia é o desenvolvimento de implantes com resisténcia suficiente para
suportar 30 anos ou mais sem falhas (THARANI et al., 2001).

Apoés a insergao do implante, o meio biolégico reage quimicamente com a
superficie do metal e o pH da regido se altera, deixando o meio biolégico acido. A
deterioracdo causada pela interacao fisico-quimica entre o material e 0 seu meio
leva a alteragdes do material, como desgaste e modificacées na estrutura, tornando-
o inadequado para o uso (GENTIL, 2003). Portanto, mesmo considerados
resistentes a corrosdo, os metais sofrem, em algum grau, o ataque quimico do
organismo, cujo meio € extremamente agressivo e dinamico.

Apesar do grande interesse na identificagdo dos efeitos sistémicos causados
pela presenca, em longo prazo, de um material metélico no organismo, poucos sao
os trabalhos realizados com o intuito de descobrir os efeitos colaterais destes metais

no organismo humano, o que impede uma conclusdo definitiva. Para avaliar os



danos causados ao organismo, no entanto, é necessaria a identificacao da afinidade

dos ions metalicos com determinados 6rgaos.

1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto é identificar ions metdlicos em tecidos de
orgaos de ratos, provenientes da injegcdo de particulas das ligas Cobalto-Cromo-
Molibdénio (CoCrMo), ago inoxidavel 316L e Titanio-Aluminio-Vanadio (Ti6Al4V),
nestes animais.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

a) ldentificagdo, por meio de andlises histopatolégicas, das alteracoes
(como granulomas, carcinomas, necroses e acumulo de ions
metalicos) nos tecidos de figado, rins, pulmdes e coracao de ratos que
sofreram inje¢@o das particulas metdlicas no peritonio;

b) ldentificacdo dos elementos quimicos presentes nos tecidos extraidos
dos 6rgaos dos ratos, através de EDS (Espectroscopia de Energia
Dispersiva).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BIOMATERIAIS

Wise (2000) definiu biomaterial como toda substancia, exceto alimentos ou
drogas, introduzidas nos sistemas de diagnostico ou terapéuticos, que entram em
contato com os tecidos ou fluidos biolégicos. Constituem um grupo de materiais
naturais ou sintéticos, organicos ou inorganicos. Sao inseridos ou colocados sobre o
corpo com o objetivo de melhorar a fungédo ou substituir o tecido doente, danificado
ou perdido ou ainda todo um 6rgéao.

O grande desafio na utilizagdo dos biomateriais artificiais € a substituicao dos
tecidos vivos de forma a mimetizar as suas propriedades fisicas, assim como a sua
capacidade de crescimento, reparo e regeneragdo. Os biomateriais artificiais podem
ser metalicos, poliméricos, ceramicos, vitreos e compdsitos. Dependendo do tipo de
aplicacao, utiliza-se um unico tipo de material ou uma combinacdo dos materiais
(OREFICE, 2006; KAWACHI et al., 2000).

A Tabela 1 mostra algumas aplicagdes clinicas dos biomateriais.

Tabela 1: Aplicagbes Clinicas de Biomateriais

Biomaterial Aplicacoes
Metais e ligas (ago inoxidavel, ligas de titanio, Fixagbes ortopédicas (parafusos, fios, pinos,
ligas de cobalto-cromo) placas, hastes), implantes dentarios
Compésitos (fibra de carbono-resina termofixa, Valvula cardiaca artificial, implantes de
fibra de carbono-termopléastico), carbono- joelho

carbono, fosfato de célcio-colageno

Polimeros (polietileno), PFTE . ] ] ] ]
] ] . ] Suturas, artérias, veias, maxilofacial (nariz,
(Politetrafluoretileno), poliéster, poliuretano, ) .
o ) . orelha, maxilar, mandibula, dente)
PMMA (polimetilmetacrilato), silicona

Ceramicas e vidros (alumina, zircénia, carbono, Ossos, juntas, dentes, véalvulas, tenddes,
fosfatos de célcio, porcelana, vidros bioativos) vasos sanguineos, traqueias artificiais

FONTE: Kawachi et al., 2000; Oréfice, 2006.

Os biomateriais utilizados em implantes sdo selecionados com base nas suas

propriedades mecanicas, estabilidade quimica e biocompatibilidade. No entanto, a



durabilidade e a eficacia clinica dos dispositivos biomédicos implantaveis
permanecem limitadas, em parte, devido a falta de uma adequada interacao
biol6gica na interface do implante com a falta de integracao nos tecidos adjacentes
(MEYERS et al., 2008).

Biocompatibilidade descreve as interagbes entre o sistema vivo e os
materiais introduzidos neste sistema. Um material é bioinerte quando a interface do
material-tecido é estavel, ou seja, os constituintes dos tecidos e dos materiais nao
reagem quimicamente uns com os outros, nem dissolvem entre si. Quando a
interface ndo esta em equilibrio, isto €, quando a interface € instavel, a relagdo entre
o material e hospedeiro € caracterizada por irritacdo, inflamacao, reacdo imune,
pirogenicidade, toxicidade, carcinogenicidade ou mutagenicidade. Os biomateriais
que nado podem ser eliminados pelo organismo sdo tolerados quando séo
encapsulados com tecido fibroso e sao bioativos quando evocam uma reacgao critica
generalizada (WISE, 2000).

Materiais  metdlicos desempenham um  papel essencial como
biomaterial no reparo ou substituicdo de grandes defeitos em tecido 6sseo. Os
metais sdo mais adequados para aplicagcdes onde existe solicitacdo mecanica,
devido a sua combinacao de elevada resisténcia mecanica, resisténcia a corrosao, a
fadiga e a sua tenacidade a fratura. Os biomateriais metalicos mais utilizados
incluem os acos inoxidaveis, as ligas de titanio e as ligas de cobalto. Um grave
problema associado a esses biomateriais é a liberagao de ions metéalicos quando em
contato com os fluidos biolégicos, por meio do processo de corrosdo ou desgaste, 0
que encadeia processos inflamatérios, reduzindo a biocompatibilidade e causando a
perda tecidual da regido ou ostedlise, quando em contato com tecido dsseo
(OKAZAKI, 2004).

Estudos realizados por Okazaki (2004) mostram a liberagdo de ions cromo,
cobalto e niquel, por meio da detecg¢ao de altas concentragées nos fluidos corpéreos
de pacientes com proteses de quadril metal-metal. fons vanadio também foram
detectados, liberados pela liga Ti6Al4V. Outros estudos realizados por Fleury et al.
(2006) demonstraram que a liga CoCrMo tem um efeito citotdéxico nos osteoblastos,
podendo levar a toxicidade celular, hipersensibilidade ao metal e alteragdes
cromossémicas.

Os materiais metalicos sdo usados, geralmente, como ligas e aplicados,

principalmente, na fabricacdo de préteses artificiais de quadril, joelho, ombro,



cotovelo e pulso, na funcao de reconstrugdo de articulagdes artriticas ou fraturadas.
Os mais comuns sa@o 0s acos inoxidaveis austeniticos, titanio puro e ligado com Al, V
e Nb e ligas de cobalto com a CoCrMoNi (RYAN, 2005; OKAZAKI, 2004).

A resisténcia a corrosdo € um dos aspectos-chave da biocompatibilidade dos
metais e depende da formacao de um filme passivo bastante aderente sobre a sua
superficie (OREFICE, 2006). Alguns tratamentos superficiais podem ser realizados
sobre os biomateriais metalicos com a intencdo de facilitar a integracdo com os

tecidos vivos, no entanto, ndo impedem a corrosdao em longo prazo (WISE, 2000).

2.2. PARTICULAS LIBERADAS DE PROTESES E IMPLANTES METALICOS

A implantacao de materiais metalicos é realizada com a intengao de restaurar
estruturas danificadas no corpo humano em regiées onde uma boa resisténcia
mecanica é importante, como no tecido ésseo. Estas endoproteses ou implantes
podem ser utilizados em longo ou curto prazo (FONSECA et al., 2005).

Apdés o implante de um material no tecido 6sseo, ocorrem as primeiras
reacoes quimicas entre a superficie do implante e os tecidos vizinhos. Essas
reacbes sao reguladas pelos fluidos teciduais. Sobre a superficie do implante é
formada uma camada de macromoléculas glicoproteicas e &agua, que séao
determinantes para a adesao, a proliferacao, a diferenciacao e a sintese protéica de
células osteoblasticas (DINATO, 2001; KALBACOVA et al., 2007).

Paralelamente, tem inicio uma série de reagdes bioquimicas que sao
desencadeadas comec¢ando com a alteracdo do pH na regido do implante seguido
pela liberacdo de proteinas e enzimas reguladoras do processo de diviséo e
diferenciagdo celular. Em uma segunda etapa, ocorre a formagdo de um tecido
granuloso na regido entre 0 0sso e o implante para a reparagdo do tecido e a
deposicao de colageno e, consequentemente, ocorre a formagdo de uma matriz
fibrosa ou matriz éssea priméria. A esta matriz primaria agregam-se magnésio,
célcio, sodio, fosfato e outros compostos que, em conjunto, sdo responsaveis pela
maturacao estrutural do tecido. Na terceira etapa do processo de osseointegracao,
ocorre 0 remodelamento ésseo sobre a superficie do implante (DINATO, 2001;
KALBACOVA et al., 2007).



A maior causa de falhas nos implantes metalicos esta relacionada as
osteodlises. Particulas metélicas liberadas pelo desgaste e corrosdo das préteses na
regido ao redor do implante induzem as reagdes inflamatérias dos tecidos, podendo
causar anormalidades e alteracbes nos tecidos e até mesmo a falha total do
implante. Analises pos mortem de pacientes portadores de préteses de quadril
mostraram particulas metdlicas de desgaste no figado e no baco e em 38% dos
pacientes foram detectadas particulas nos linfonodos (REVELL et al., 1996; URBAN
et al., 2000; CASE et al., 1994).

Em relacdo as proteses fabricadas em ligas CoCr, Jacobs et al. (2004)
encontraram altos niveis de cobalto e de cromo no sangue e cromo na urina de um
paciente que apresentou falha em sua protese articular metélica.

Boardman et al. (2006), apds analises histologicas de tecidos retirados de
pacientes com revisdo de artroplastia de quadril, observaram infiltracao linfocitica
densa com dareas de necrose e presenga de particulas de cobalto e de cromo no
soro. A disseminagao de particulas metalicas para 6rgaos distantes da regidao de
implantacdo da prétese pode afetar o figado, o baco e os linfonodos por meio de
uma resposta macrofagica imediada. Em algumas das analises realizadas, foram
encontradas granulomatoses significantes formadas no figado e no bago, com
necrose, afetando os linfonodos. A massa formada pareceu ter se desenvolvido por
um mecanismo imunolégico, acionado devido as particulas metélicas nanométricas,
o qual produziu agregacoes linfociticas densas.

Além das implicagoes sistémicas devido a migracao das particulas, constatou-
se que a presenca de ions metdlicos provenientes de ligas de CoCr em células
humanas mostra favorecimento do processo de reabsorcao 6ssea (REVELL et al.,
1996).

O estudo de caso clinico de um paciente de 61 anos de idade portador de
protese de titanio, realizado por Urban et al.(1996), concluiu, apds bidpsia do figado,
a presenca de hepatite granulosa contendo particulas negras no centro do
granuloma, identificadas como particulas metalicas.

Heffernan et al. (2007), ap6s revisdao de artroplastia de quadril em um
paciente do sexo masculino, 63 anos de idade, encontraram caracteristicas de
metalose, apdés 16 anos de implantacdo. Notou-se significativa ostedlise ao redor
dos parafusos de fixagdo. O acumulo de particulas metalicas nos tecidos ao redor do

implante causou um processo inflamatério crénico. Essas particulas também foram



transportadas até os linfonodos proximos e distantes do processo inflamatoério,
causando necroses e alteracoes fibroticas.

Estudos realizados em ratos sobre a toxicidade do niquel contido em proteses
articulares mostraram, por meio de analises quimicas e histoldgicas, a presenca de
niquel no figado, no bago e nos rins dos animais (PEREIRA et al 1995).

Tomizawa (2006) realizou estudos em seres humanos com implantes de fios
de acgos inoxidavel 316L removidos ap6s 10 anos de implantagdo. Os fios foram
avaliados por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e com difracao de
raio-X. Foram encontrados, no tecido ao redor do implante, elementos como calcio,
ferro, cromo, niquel e manganés. Os fios de aco inoxidavel apresentaram pontos de
corrosdo com consequente liberacdo de particulas metdlicas nos organismos
estudados.

2.3. CORROSAO METALICA

O processo de corrosdao de uma prétese pode ter inicio logo apdés a
implantagéo. Corrosao € definida como a deterioragdo de um material metalico, por
acao quimica ou eletroquimica do meio ambiente, aliada ou ndo a esforgos
mecanicos, alterando e modificando o material na sua estrutura, tornando-o
inadequado para uso (GENTIL, 2003).

A corrosao metélica esta associada a exposi¢cdo do metal a um meio condutor
onde exista agua, gas oxigénio, ou ions de hidrogénio.

Atualmente, afrouxamento asséptico € a causa mais comum de falha de
implantes ortopédicos. A polarizagédo catédica da liga Ti6Al4V induz um aumento do
nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio e também a alteracdo do
metabolismo das células (KALBACOVA et al. 2007).

O aco inox, embora resistente a varios meios corrosivos, sofre corrosao
localizada em presenga do ion cloreto, existente nos fluidos biolégicos. O cobre e
suas ligas sofrem corrosdo em presenca de solugdes contendo amoniaco e em
presenca de acido nitrico. O titanio sofre corrosdo em acido fluoridrico, embora seja

resistente a outros meios acidos (GENTIL, 2003).



A imersao de um metal em solucao eletrolitica estabelece uma diferenca de
potencial entre a interface metal-solugdo e o sistema (solucdo e metal), evoluindo
espontaneamente para o estado de equilibrio, ou seja, diferenca de potencial nulo.
Se dois metais diferentes estiverem imersos em uma solugéo e ligados por um fio
condutor, havera passagem espontanea de elétrons por meio do condutor formando,
desta forma, uma pilha eletroquimica (GENTIL, 2003).

Pourbaix (1963) desenvolveu um método grafico, relacionando potencial e pH,
que possibilita a previsdo das condi¢gbes nas quais pode ocorrer corrosao, imunidade
ou possibilidade de passivagao de um determinado metal ou liga.

No diagrama de Pourbaix séo representadas as possiveis reacgoes, a 25°C e 1
atm, entre os metais e a 4gua, e valores normais de pH e de potencial de eletrodo
(E). Sdo apresentados vérios equilibrios quimicos e eletroquimicos que podem
existir entre o metal e o eletrdlito liquido (GENTIL, 2003).

A Figura 1 mostra o diagrama de equilibrios eletroquimicos E-pH em relacao

ao ferro em presenca de solugbes aquosas diluidas em 25°C e 1 atm.
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Figura 1: Diagrama de Pourbaix para o ferro: equilibrio potencial-pH para
o sistema Fe-H,O a 25°C. Quanto mais 4cido o meio, mais corrosao
ocorrera com o ferro. Em um meio onde a acidez é baixa, como num meio
neutro como agua deionizada, ocorrera passivagao, isto &, o ferro ndo
sofrera corrosdo (GENTIL, 2003).



As linhas horizontais do diagrama correspondem as reagdes que SO
dependem do potencial (EH) e as linhas verticais correspondem as reacoes
dependentes do pH. As linhas inclinadas correspondem as reagdes que dependem
do pH e do potencial.

Na Figura 1, as linhas inclinadas e paralelas a e b representam condi¢des de
equilibrio das reacdes eletroquimicas, entre a e b € o dominio de estabilidade da
agua. Abaixo da linha a (pH2), a agua tende a se decompor por reducéo, gerando
H.. Acima da linha b (pO,), a agua tende a se decompor por oxidacao, gerando O..

As linhas 1°, 2’, 3’ e 4’ representam os limites de predominancia relativa dos
corpos dissolvidos. Abaixo delas, os fons ferrosos Fe?* predominam e acima os ions
férricos Fe** predominam.

As linhas 13 e 17 separam os dominios de estabilidade relativa dos corpos
s6lidos mencionados. As linhas 20, 23, 28 e 26 representam as condicbes de
equilibrio entre corpos sélidos e corpos dissolvidos.

O diagrama potencial-pH, representado na Figura 2, define as regiées onde o
ferro esta dissolvido sob forma de ions e as regides onde o metal é estavel na forma
de fase solida, como um metal puro ou um dos seus 6xidos. Se o pH e o potencial
de eletrodo na interface metal/solucao correspondente aos ions ferro estaveis, o
ferro se dissolvera, até que a solucao fique equilibrada, como indica o diagrama a

sequir.
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Figura 2: Diagrama simplificado de potencial e pH para o sistema Fe-H,0,
mostrando as regides onde ocorre, de acordo com o potencial, E, e o pH:
passividade, corrosao e imunidade do Fe (GENTIL, 2003).
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A dissolucao é a corrosao do metal. Em regides onde o metal é estavel (na
regiao inferior do diagrama), ndao ocorrera corrosdo. Em regido que corresponde a
estabilidade de um 6xido, sendo este aderente a superficie do metal, ocorrera a
formacdo de uma barreira contra a agao corrosiva da solugcao, chamada de filme

passivo.

2.4. CORROSAO EM PROTESES

A presenca de um biomaterial no organismo induz um processo inflamatdrio.
Para reduzir a gravidade deste processo, € necessario o desenvolvimento de
técnicas de implantacdo menos traumaticas e biomateriais mais compativeis com o
sistema biolégico (OREFICE, 2006).

O processo inflamatério consiste de um conjunto de fenbmenos bioquimicos,
morfolégicos e fisiolégicos sucessivos bastante complexo que tem, como obijetivo,
minimizar, neutralizar, destruir e eliminar as causas da agressao, além de induzir a
reparacdo do tecido (regeneragao e cicatrizagdo) (OREFICE, 2006).

As propriedades fisicas e quimicas dos biomateriais e a topografia e forma do
material na interface com o tecido vivo influenciara o tipo, a intensidade e a duracao
da resposta inflamatéria (OREFICE, 2006).

O tecido granuloso (macréfagos, fibroblastos e vasos neoformados), mostrado
na Figura 3a, e células gigantes, mostradas na Figura 3b, compde as reacdes que

ocorrem quando o organismo reconhece, no implante, um corpo estranho.

Figura 3: (a) Micrografia de implante subcutaneo onde se observa a lacuna central de
onde foi retirado o implante, circundada por tecido cicatricial cutaneo, (b) micrografia
de implante (regido mais clara) circundado por tecido reacional composto por
fibroblastos, macréfagos e fagocitose de residuos do implante (OREFICE, 2006).
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Se o material for inerte, a resposta inflamatéria sera minima, geralmente,
formando uma capsula de tecido conjuntivo fibroso ao redor da prétese (OREFICE,
2006).

A liberacdo de ions metalicos ocorre devido a dissolucdo, desgaste ou,
principalmente, a corrosdo da liga. Portanto, a resisténcia a corrosdo é importante na
analise da biocompatibilidade (MORAIS et al., 2007).

Os ions liberados pelo processo de corrosdo tém a capacidade de interagir
com os tecidos por meio de diferentes mecanismos. As reacdes biolégicas
acontecem pela interagéo do ion liberado com moléculas do hospedeiro e depende
da composigcdo da liga. Os efeitos causados no organismo sdo devidos as
influéncias dos ions sobre os mecanismos de adesdo bacteriana, de toxicidade, de
efeitos subtdxicos ou de alergias aos ions metdlicos liberados. A toxicidade das ligas
depende do processo de fabricagdo das proteses, do pré-tratamento do material,
das condi¢gdes da superficie e das fases presentes nas ligas. As reagdes subtoxicas
tém influéncia na sintese dos produtos celulares envolvidos na reacao inflamatéria,
como, por exemplo, as ligas a base de cobre induzem os linfocitos a produzirem
elevados niveis de IL-2 (interleucinas, células T antigenos especificos). As alergias
podem ser efeitos das reacdes adversas a metais, como niquel, ouro, cobalto,
cromo, etc. (MORAIS et al., 2007).

Alguns dos ions liberados pelo desgaste e pela corrosdo permanecem
concentrados nas regides vizinhas a protese e outros sdo levados pelos vasos
sanguineos ou linfaticos, células e fluidos celulares, para tecidos distantes, como
cérebro, pele, trato gastrintestinal, baco, figado e rins (WOODMAN et al., 1984).
Além disso, a corrosédo pode levar a falha mecéanica do implante (DEL RIO et al.,
2007).

Tem-se sugerido que as particulas metalicas concentradas ao redor da
protese sejam a causa da ostedlise, pois estimulam os macréfagos a liberar
mediadores quimicos, tais como as citocinas, as quais induzem a reabsorgcao éssea
(ITO et al., 2004).

jons de titanio liberados por implantes bucais, por exemplo, podem ser
encontrados no figado, linfonodos, tecidos moles sobre o implante, rins e pulmdes.
No cérebro e nos rins podem ser detectados ions titanio, vanadio e aluminio. No
entanto, parece existir uma preferéncia dos ions de titanio pelos pulmdes (FINET et
al., 2000; LUGOWSKI et al., 1991; SCHLIEPHAKE et al., 1993).
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Apesar de as ligas de Ti6Al4V terem excelentes propriedades mecanicas para
uso em protese de quadril, a liberacdo de ions metéalicos provenientes delas pode
causar efeitos carcinogénicos locais e sistémicos. O titdnio e o aluminio podem
afetar a fungao celular, proliferacdo celular e a sintese da matriz extracelular. Os
ions de titanio, aluminio e vanadio podem inibir a formacéo de apatita, dificultando a
mineralizacdo na interface com o tecido 6sseo e deposicdo de aluminio no cérebro
tem sido associada a desordens neurolégicas (BROWNE & GREGSON, 2000).

As cirurgias de revisao sao efetuadas apds 10 a 15 anos da primeira cirurgia
(implantagado). Durante este periodo, a deteccédo dos niveis de metais no organismo
do paciente pode ser feita por exames de sangue e urina. Altos niveis de metais no
sangue e na urina foram encontrados em pacientes submetidos a revisdo de
préteses, indicando corrosao das mesmas (ITO et al., 2004).

As Figuras 4a, 4b e 4c mostram um caso grave de metalose (concentracao de
particulas metdlicas) ao redor da haste de um implante retirado, causada pelo

excessivo processo de corrosao (DEL RIO et al., 2007).

» TR

{!

Figura 4: (a) Radiografia das hastes mostrando uma
regido de corrosao excessiva (setas), (b) metalose no
tecido ao redor das hastes (setas), (c) haste com tecidos
aderidos e pontos de corrosao.

As Figuras 5a e 5b mostram um processo de adeséo de particula metalica em
uma cabeca de fémur ceramica (MULLER et al., 2006).
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Figura 5: (a) Cabecga de fémur de alumina com adeséo de
particula de titanio proveniente do acetabulo (seta), (b)
micrografia eletrOnica de varredura da particula de titanio
depositada (MULLER et al., 2006).

A formacao de granulomas faz parte de um processo inflamatério de defesa
imunologica do organismo. Células gigantes e macrofagos definem o estagio final de
uma reagao a corpo estranho que comega a partir da insercdo de um biomaterial
(ANDERSON et al., 2008)

Granulomas sao compostos fundamentalmente por macréfagos ou pela fusao
destas células, chamadas células gigantes ou multinucleadas. Estas células séo
hiperplasicas, apresentam-se em grande quantidade e sao restritas a um local. Sao
avasculares em seu volume, apresentando vascularizacao somente na sua periferia.
Na sua constituigdo existem muitos Linfécitos e poucos granulécitos (GUIDUGLI-
NETO, 1997). O aspecto das células gigantes provenientes de uma reacao

inflamatoria esta apresentado na Figura 6.

Figura 6: Aspecto de células giganteé
multinucleadas (seta) (ISRAEL et al., 2009).

s

O granuloma epitelioide é identificado por meio da formacéo, do tipo e
tamanho das células. O principal constituinte dos granulomas sdo as células
epitelioides formadas de macréfagos alterados, com seu volume aumentado,

nucleos alongados e cromatina frouxa, lembrando um fibroblasto. As células



14

epitelioides estdo unidas umas as outras no granuloma, lembrando um epitélio,
sendo estas partes obrigatérias dos granulomas (GUIDUGLI-NETO, 1997). A Figura

7 mostra a aparéncia de granuloma epitelidide ao redor de uma célula gigante.

Figura 7: Granuloma epitelioide (células alongadas)
ao redor de uma célula gigante (Atlas de
microscopia, 2009).

2.5. [ONS METALICOS LIBERADOS PELAS LIGAS Ti6AL4V, CoCrMo E ACO INOX
316L

A camada de oxidos formada na superficie dos metais desempenha um papel
importante como inibidor da liberacdo de ions no organismo. Porém quando o
implante é inserido, uma grande area superficial fica em contato com os fluidos
organicos resultando em um processo inflamatério, com uma diminui¢do do pH local,
0 que leva a corrosdo do metal e a liberacdo de ions metédlicos (OLMEDO et al.,
2008).

Além disso, qualquer rompimento do filme éxido, que pode ocorrer durante o
procedimento cirdrgico de insergdo do implante, favorece a corrosdo aumentando,
portanto, a liberagcdo de ions. Alguns elementos metalicos sao preferencialmente
liberados durante o processo de corrosdao e o seu comportamento dentro do
organismo depende de afinidades eletroquimicas. Alguns ions metalicos combinam

com moléculas de agua ou com algum anion proximo a regidao de sua liberacao,
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formando Oxidos, hidréxidos ou sais organicos de forma a ndo apresentarem
toxicidade. Os ions que causam reagbes inflamatorias e, portanto, sdo citotoxicos,
sdo aqueles que combinam com biomoléculas (HANAWA, 2004).

A liga Ti6Al4V forma uma camada superficial de 6xidos, na sua maioria
constituida de TiO, que, apesar de ndao mostrar efeitos téxicos visiveis em modelos
animais, acumulam-se em rins, figado, pulmdes e pancreas. Apesar do seu
comprometimento com o oxigénio, ions Ti podem reagir com biomoléculas e
provocar reagdes adversas nos tecidos (HANAWA, 2004). Os ions aluminio na forma
AI** sdo reconhecidos como neurotéxicos em humanos e em animais. Ocorre uma
retencédo prolongada de Al que entra no cérebro carregado pelo fluxo sanguineo o
que tem sido relacionado com doengas neuroldégicas como Alzheimer e outras
doengas neurodegenerativas, embora ainda ndo devidamente comprovado (YOKEL,
2000). Os fons vanadio nas formas V** e V°* podem formar produtos téxicos no
organismo. Os ions vanadio, quando combinados com outros ions que fazem parte
dos fluidos corpéreos, formam sais, como o0 NaVOs;, que possuem efeitos similares a
insulina no organismo humano, funcionando como antidiabético. No entanto, estudos
em animais tém demonstrado efeitos téxicos dos sais inorganicos e 6xidos formados
pelo vanadio em figado e rins (SRIVASTAVA, 2000).

Na liga CoCrMo existe também a formacdo de uma camada de 6xido que
caracteriza a sua resisténcia a corrosdo. Quando o metal é exposto a um meio
agressivo como o organismo, no entanto, a liberacdo de ions metalicos pode
ocorrer. O molibdénio geralmente ocorre como Mo(VI) que reage com o oxigénio
formando MoO4%, o qual é absorvido no trato intestinal. Quando n&o esta ligado a
vitamina B12, o cobalto existe no sistema bioldgico como ion Co** e seu excesso

estimula o aumento das células vermelhas afetando o funcionamento da glandula
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tire6ide (HELMUT, 1986). O ion cromo, na forma hexavalente, Cr(VIl), mesmo
quando combinado com elementos dos fluidos corporeos formando sais, €
reconhecidamente um agente cancerigeno em pulmdes, considerado o seu 6rgao
alvo (WISE et al., 2002).

Quando imerso em solucdo de Hank em presenca de proteinas como o
fibrina, globulina e albumina, o aco inoxidavel libera maiores quantidades de ions
ferro, niquel e cromo, quando comparado a imersao na solucdo sem as proteinas.
Este comportamento pode ser explicado pela formacao de complexos entre os ions
metdlicos e as proteinas os quais, no organismo, podem ser transportados para
regides distantes do local de inser¢do do implante. A formagdo do complexo causa
um desequilibrio quimico na superficie do metal que libera mais ions metalicos e,
consequentemente, sofre corrosdo ocasionando um processo continuo de liberagéao
de ions e formagao de complexos (VIRTANEN et al., 2008).

No ago inoxidavel 316L, em cuja composigdo quimica encontra-se em maior
quantidade os elementos ferro, cromo e niquel, a superficie do filme é composta de
oxido de ferro e cromo, contendo uma pequena quantidade de molibdénio
(KAMACHI, 2000; MUDALI et al, 2003). Em ambientes acidos com alta
concentracdo de ions cloreto, como o organico, a camada de Oxido € destruida
expondo o metal ao meio com conseqlente liberacdo de ions metalicos (DIAS &
CANDIDO, 2008). O ferro é absorvido na forma de Fe(ll) e é oxidado, no sangue,
para a forma Fe(lll), o qual forma precipitados altamente insolUveis transportados no
sangue pela proteina transferrina. O niquel, no organismo, encontra-se na forma
ibnica Ni?* que ndo é considerado téxico. No entanto, quando combinado com gés
carbdnico forma moléculas Ni(CO)4 que séo facilmente absorvidos pelos pulmdes e

sdo altamente toxicos (HELMUT, 1986).
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3. METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho é divida em seis etapas: producdo das
particulas metdlicas, ensaio in vivo, preparacdo das laminas para as andlises
histolégicas em microscépio 6tico, analise histolégica, preparacao das laminas para

a analise com EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva).

3.1. PRODUCAO DAS PARTICULAS METALICAS

Os materiais metalicos utilizados e suas composigcdes quimicas estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Ligas metalicas e suas composi¢des quimicas.

_Liga metalica Composicao

TiGAI4V (0,05% Nitrogénio), (0,10% Carbono), (0,012% Hidrogénio), (0,30%
Ferro), (0,20% Oxigénio), (6,0% Aluminio), (4,0% Vanadio)
0,35% Carbono), (ba 1 Cobalto), (26-30% Cromo), (0,7-1,5% Ferro),
CoCrMo (1,0% Manganés), (5-7% Molibdénio), ( 0,25% Nitrogénio), (1,0%
Niquel), (1,0% Silicio)
0,08% Carbono), (2,0% Manganés), (0,02% Fésforo), (0,01% Enxofre),
Inox 316L (1,0% Silicio), (17,0-19,0% Cromo), (13,0-15,50% Niquel), ( 2,0-3,0%
Molibdénio), (0,10% Nitrogénio), (0,5% Cobre)
FONTE: ASTM F75-01, ASTM F1108-04, ASTM F138-00.

Para a producgéo das particulas, com base no trabalho de Yang et al. (1998),
foram utilizadas tarugos de Ti6Al4V e de aco inox 316L que foram atritados contra
pecas do mesmo material e pecas de CoCrMo que foram esmerilhadas. As
dimensdes das pecgas estdo especificadas na Tabela 3 e as Figuras 8a, 8b e 8c

mostram as pecas.
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Tabela 3: Dimensdes das pegas metalicas utilizadas para a produgao das particulas.

Liga Peca superior Peca inferior
Diametro menor = 9 mm Diametro menor = 13 mm
Ti6Al4V Diametro maior = 19 mm Diametro maior = 18 mm
Comp. =58 mm Comp. =50 mm
Diametro = 7 mm .
CoCrMo Comp. = 35mm g:)ar:]netr_o;rﬁi)nmm
Nao possui didmetro menor p-=
Diametro menor = 7 mm Diametro menor = 16 mm
Aco 316L Diametro maior = 22 mm Diametro maior = 27 mm

Comp. =42 mm

Comp. =46 mm

1

Figura 8: (a) Peca inferior (esquerda) e superior (direita) em liga Ti6Al4V, (b) pega
superior (esquerda) e inferior (direita) em ago inoxidavel 316L e (c) pega superior
(esquerda) e inferior (direita) em liga CoCrMo. As formas foram usinadas aproveitando

as dimensodes das pegas como fornecidas.

Foi projetado e construido um dispositivo para a producao das particulas em

aco inoxidavel 304, contendo uma cuba interna e uma externa. A cuba interna reteve

as particulas imersas em uma solugdo de agua deionizada suplementada com 5

ug/ml de Dispacilina 400 mg, a fim de evitar contaminagcdo por organismos que

pudessem afetar a saude dos ratos utilizados para o ensaio in vivo. A cuba externa,

contendo agua e gelo, foi construida com a intengdo de manter a solugédo da cuba

interna e as pecas em atrito sob refrigeracao, a temperatura ambiente em média de
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20°C, evitando a proliferacdo de bactérias. A Figura 9 mostra o dispositivo esse

dispositivo.

Figura 9: Dispositivo para a produgao de
particulas metélicas mostrando a furadeira
elétrica adaptada em um suporte que permite o
seu deslizamento, a cuba externa contendo
agua e gelo e a cuba interna contendo a
solugdo onde as superficies em atrito
permaneceram imersas.

Para a produgéo das particulas, as pecas metdlicas superiores foram fixadas
no mandril de uma furadeira e as pegas inferiores foram fixadas em um sistema
especialmente desenvolvido para evitar a sua rotagdo durante a friccdo, como
mostra a Figura 10. A regido das pegas em atrito foi mantida imersa na solugao

durante todo o periodo de funcionamento da furadeira.
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Figura 10: Dispositivo mostrando os encaixes na cuba
interna para fixagao das pecas em atrito. Pega inferior
(cuba) e peca superior (mandril da furadeira elétrica) em
aco inox 316L.

As pecas foram pressionadas entre si utilizando o peso da furadeira e um
peso excedente de 'z kg, e atritadas em velocidade constante de 300 rpm. As pecas
em CoCrMo nao produziram particulas com este procedimento, mesmo apds 8 horas
de atrito. A alternativa encontrada foi a fabricagdo das particulas com o auxilio de
um esmeril. As pegas foram pesadas em uma balanga Marte, modelo AS2000C
(+0,02 g), antes e depois de atritadas.

A fim de preservar o motor da furadeira, esta foi deixada em descanso
durante 15 minutos a cada hora de funcionamento. Depois de produzidas as
particulas, visualizadas no fundo da cuba, a solugao foi filtrada com o auxilio de um
funil de Blckner com papel de filtro de 28 p, como ilustrado nas Figuras 10a e 11b.
O papel de filtro contendo as particulas foi secado em estufa e as particulas foram

pesadas.



(a)
Figura 11: (a) Processo de filtragdo das particulas metélicas utilizando um funil de Blichner e (b)
particulas retidas no papel de filtro.

21

(b)

O tempo necessario para a obtencado de uma quantidade visivel de particulas,

mostrado na Tabela 4, dependeu da dureza de cada liga. O curto tempo para a

fabricacdo das particulas da liga CoCrMo em relacdo as demais foi devido a

utilizacdo de esmeril como descrito anteriormente.

Tabela 4: Tempo para obtengao das particulas das ligas metalicas.

Liga metalica

Tempo para obtencao (h)

Ti6Al4V 8
CoCrMo Va
Aco inox 316L 4

Uma amostra das particulas de cada liga foi analisada em Microscopio

Eletrénico de Varredura (MEV), marca Jeol, modelo JSM-6360LV para a verificagao

das formas e tamanhos.

3.2. ENSAIO IN VITRO

O procedimento para o ensaio in vivo foi aprovado pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da PUCPR (protocolo n. 186), o qual se encontra no Anexo A.
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Foram adquiridos 45 ratos machos, da raca Wistar, com tempo de vida acima
de 40 dias e com massa aproximada de 250 g, sendo dez ratos para cada liga
metdlica e para o grupo controle e cinco ratos de reserva, seguindo as diretrizes da
norma técnica ASTM 750-87(2002).

As particulas metalicas produzidas foram esterilizadas em autoclave a 120°C
durante 20 minutos para eliminar quaisquer contaminantes. Em seguida, as
particulas foram misturadas em HBSS (Solug¢do Salina Balanceada de Hank).

A solucao preparada para a injecéo foi baseada no trabalho de Rae, (1975),
Pereira et al. (1995) e na norma técnica ASTM 750-87(2002), os quais determinam a
proporcéo de 0,5 mg de particulas para 2 ml de solugéo. A dose utilizada foi de 50
ml/kg, de uma suspensao na concentragédo de 0,37%, injetada em uma taxa maxima
de 0,1 ml/s. Para o célculo da quantidade de material injetado, considerou-se uma
massa de 300 g para cada rato. Dessa forma, considerando-se 50 ml para cada kg,
tem-se o valor de 15 ml de solugéo injetada em cada rato. Considerando ainda, 0,5
mg de particulas em 2 ml de solugdo, chega-se ao valor de 3,75 mg de particulas
em 15 ml de solucao injetado em cada rato. No entanto, 15 ml é uma quantidade
muito alta para ser injetada em cada rato (risco de 6bito), portanto, optou-se por
concentrar a solucdo com 3,75 mg de particulas em 1 ml de solugao, valor este
aceitavel para os tamanhos das cobaias. As massas dos ratos estdo apresentadas
em tabela no Apéndice A.

O procedimento de injecao das particulas nos ratos esta ilustrado nas Figuras
12a, 12b e 12c. Inicialmente, os ratos foram anestesiados com injecao intramuscular
de Quetamina 1 ml (50 mg) associada a Xilazina 1 ml (20 mg), sendo esta solugao
utilizada de 0,1 a 0,2 ml para cada 100 g do animal. A aplicagéo teve inicio com a
Xilazina e, ap6s sedagdo, aplicou-se a Quetamina. Em seguida, foi registrado o peso
de cada rato que foi devidamente identificado.

As solugbes contendo as particulas metélicas foram agitadas vigorosamente e
injetadas na regido intraperitoneal utilizando-se uma agulha 20/7. Para cada solug¢édo
contendo o metal, foram utilizados dez ratos, formando-se, portanto, trés grupos.
Mais dez ratos formaram o grupo controle, nos quais foram injetadas as mesmas
quantidades de solugédo, na mesma taxa, porém sem as particulas. Dos cinco ratos

que serviram como reserva, dois morreram durante a anestesia.
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()
Figura 12: (a) Pesagem da cobaia anestesiada, (b) solu¢do de Hank contendo as particulas
metalicas, (c) injegao no peritdnio da cobaia.

Os animais foram observados imediatamente apds retornarem da anestesia,
periodo considerado critico e ap6s 4, 24, 48 e 72 horas a fim de se verificar
quaisquer sinais de intoxicagao.

Os animais permaneceram em observacdao por 35 dias no Biotério da
PUCPR, com 5 ratos em cada gaiola, mantidos em ciclo claro/escuro de 12h/12h,
em temperatura de 22°C e com alimentacdo e agua ad libitum (SANTOS et al.,
2003).

No 35° dia foi realizada a eutanasia de acordo com o procedimento aprovado
pelo Comité de Etica, ou seja, com administracdo intracardiaca de Quetamina e
Xilazina. Apds a eutanasia, foi realizada a dissecacao dos ratos para a separagao
dos rins, pulmdes, coracado e figado. A dissecacao foi realizada de acordo com a
sequéncia de incisbes convencionais para exposicdo das visceras: incisdo
longitudinal, afastamento da pele, remogcdo da pele e incisdao da musculatura
abdominal, com consequente afastamento dela para acesso as visceras. As Figuras

13a, 13b, 11c e 13d mostram as visceras separadas de um dos animais.
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Figura 13: Orgaos dissecados de um dos animais. (a) pulméo, (b) flgggtdo, (c) coragao e (d) rins.
Durante a dissecacgao, foram registradas anormalidades de cor e consisténcia
observadas nos tecidos dos 6rgaos que foram fixados com formalina (formol 10%),
respeitando a relagdo 1:10 entre o volume da pega anatdémica e o volume do fixador,
como ilustra a Figura 14, e encaminhados para a reprodugdo em laminas
histol6gicas para andlise.

Figura 14: Orgaos imersos em formalina para
conservagao até a preparagdo das amostras para a
andlise histopatoldgica.
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3.3. PREPARACAO DAS LAMINAS PARA ANALISES HISTOLOGICAS

Para a andlise histoldgica, foram retiradas amostras de cada 6rgao retirado
de cada um dos ratos, tanto dos que receberam as particulas como dos que
serviram como controle. Foram retiradas duas por¢cées de cada amostra, uma
cortical e uma medular. A camada cortical (externa) serviu para observacdo da
superficie do material e a camada mais interna (medular) para observagéo profunda
do tecido.

As amostras foram separadas em frascos plasticos de 80 ml, contendo
formalina para a sua fixagdo, também respeitando a relagcao 1:10 entre o volume da
peca e o volume do fixador para evitar a destruicdo das células e proporcionar o
endurecimento do tecido para favorecer as etapas subsequentes de preparagao.
Cuidados para nao dobrar ou comprimir as pecas foram tomados e elas foram
transferidas para os recipientes ja contendo o fixador a fim de se evitar aderéncia
das pecas nas paredes do recipiente.

As amostras dos tecidos retirados dos 6rgdos de cada rato foram,
inicialmente, posicionadas em cassetes, como ilustra a Figura 15. Em seguida, foram
desidratadas por meio de imersdo subsequente (concentragdes crescentes) em
frascos contendo as seguintes solugdes: alcool absoluto diluido com formalina a 4%
(solucao 80%), alcool absoluto diluido com formalina a 4% (solugcdo 90%), alcool
absoluto (99%); alcool absoluto (99%); alcool absoluto (99%). Este processo permite

a retirada da agua dos tecidos, permitindo a impregnagéo da parafina.

. A

IR
- " J,

Figura 15: Posicionamento do tecido em cassete para
a preparagao para a analise histologica.



26

Para melhorar a penetracdo da parafina, as amostras foram diafanizadas
utilizando trés banhos subsequentes de xilol. Em seguida, foram realizadas as
impregnagdes de parafina em dois banhos consecutivos, com cerca de 30 minutos
cada, para que fosse possivel o corte fino do material e a sua visualizagdo em
microscopio 6tico. Para tanto, as amostras foram imersas em parafina liquida em
60°C, mantidas em estufa para total penetragdo no tecido. A Figura 16 mostra

tecidos ap6s os banhos em parafina.

Figura 16: Aparéncia dos tecidos ap6s a impregnagao
com parafina.

Para a fabricacdo do bloco de parafina, as pecas que estavam na estufa
foram transferidas para formas retangulares refrigeradas com agua amoniacal 10%,
onde foi despejada a parafina fundida. Depois de solidificado, o bloco foi retirado
para os cortes em microtomo. Estes processos estédo ilustrados nas Figuras 17a e
17D.

Figura 17: (a) Posicionamento do tecido para o processo de incluséo e (b) bloco de parafina com o
tecido incluido.
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A obtencdo de fatias finas (4 um) sucessivas das pecas incluidas foi
conseguida em um micrétomo Marca SLEE MAINZ e modelo CUP 5062. As Figuras
18a e 18b mostram o posicionamento do bloco de parafina e o corte,
respectivamente.

Figura 18: (a) Microtomo com o bloco de parafina posicionado e (b) corte do bloco de parafina.

As fitas resultantes do corte no micrétomo foram transferidas com uma pinca
para um banho-maria com agua aquecida em 56°C, abaixo do ponto de fusdo da
parafina para serem distendidas. Apos a distensao, as fitas foram pescadas com as
laminas previamente limpas com detergente, estocadas em alcool 80% e secas.
Antes da pescagem, as laminas receberam uma camada de albumina para facilitar a

adesao da peca. O procedimento de pescagem pode ser observado na Figura 19.

Figura 19: Procedimento de pescagem das fitas
cortadas em micrétomo, colocadas em banho-
maria para distensao.

As laminas com as fitas aderidas foram, entdo, posicionadas em estufa a

70°C durante 25 minutos para secagem e retirada da parafina impregnada.



28

Os tecidos preparados sofreram coloragdo para a visualizagdo de suas
estruturas. Para eliminar a parafina que permaneceu na lamina de vidro e hidratar o
tecido, foram realizados, em todas as laminas: um banho em xilol quente (5 min), um
em xilol frio (2 min), trés banhos durante 1 min de forma sequencial em alcool 100%,
95% e 70% e uma lavagem em agua corrente durante 2 min.

Os corantes utilizados foram os mais comuns nos procedimentos histolégicos
que sdo a Hematoxilina, uma base que cora componentes acidos das células,
tornando o DNA, RNA e o ndcleo das células azulados, e a Eosina, um acido que
torna rosadas as substancias presentes no citoplasma das células (TIMM, 2005).

A sequéncia de coloragao respeitou as seguintes etapas: imersdao em
Hematoxilina durante 1 min e 30 s, lavagem em &gua corrente, imersao em Eosina
durante em 1 min, lavagem em agua corrente, desidratagdo com imersdo em &alcool

absoluto e lavagem com xilol. A sequéncia dos banhos é mostrada na Figura 20.

Figura 20 Sequiéncia utilizada para a coloragao das laminas.

Para a montagem final da lamina, foi depositada, sobre o tecido, uma gota da
resina Balsamo do Canada e coberto com uma laminula de vidro com cuidado para
evitar a formacao de bolhas. Este procedimento garante a durabilidade do tecido
para as analises histoldgicas.

Apés a montagem final, as laminas foram devidamente etiquetadas e deu-se
inicio a analise histoldgica.
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3.4. ANALISE HISTOLOGICA

Para a execucado da analise histolégica, foram separadas as 164 laminas em
4 grupos de 41 laminas, definidos pelos 6rgaos: pulmao, coracdo, rim e figado.
Inicialmente, para evitar uma analise condicionada, todos os cortes histologicos
foram examinados sem o conhecimento do grupo ao qual pertenciam. Foram
considerados 0s seguintes padrdes histologicos: edema, infiltracdo inflamatdria,
hemorragia e necrose parenquimatosa, granuloma e calcificagéo.

Apos a identificagdo das lesbes nos tecidos, as identificacdes das laminas
foram descobertas para a andlise dos resultados.

O microscépio o6tico utilizado foi um Nikon modelo Alphaphot -2 YS 2, com
aumento de 40x para avaliagdo do campo total e de 400 x ou 1000 x para analise do

local de interesse.

3.5. PBEPARAQAO DOS TECIDOS PARA ANALISE EM MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Através da andlise visual dos tecidos dos érgaos isolados, foram separadas
amostras de 12 ratos que mostraram algum aspecto de contaminagcédo por metais,
sendo trés de cada grupo. Estas amostras foram preparadas para analise em MEV
com o intuito de se rastrear a presenca de metais componentes das ligas em tecidos
do figado, rim, pulm&o e coragao.

Foram separados os tecidos de, aproximadamente, 5 mm de espessura de
areas diferentes dos tecidos dos 6rgaos que apresentaram lesdo. Para o rim, foram
coletadas amostras da regido cortical, da regido medular ou de preferéncia metade
de um rim cortado ao meio (aberto), sendo estas pegas fixadas imediatamente apos
a sua retirada. Este procedimento foi o adotado para os outros 6rgaos.

Como o ideal é verificar a deposicao destes metais na parte interna destes
orgdos e ndo somente sobre a superficie dos mesmos, foi utilizada a técnica de
MEYV de quebra.

Os tecidos foram imersos em nitrogénio liquido e em seguida foram

quebrados possibilitando o0 acesso as estruturas internas dos 6rgaos e a detecgao



30

dos diferentes metais no parénquima que constitui os respectivos érgaos. A seguir
foram imersos em solucdo fixadora de Karnovsky por 2 horas. A solucdo de
Karnovsky € utilizada, normalmente para a fixacdo de tecidos para analise em
microscoépio eletrénico e é composta de glutaraldeido com concentracao final de
2,5% acrescido do paraformaldeido a 4%, ambos diluidos em solugdo tampao de
cacodilato (acido cacodilico) e, para este procedimento, foi mantido o pH de 7,4 e a
molaridade de 0,15 M. Para uma boa fixagdo, as pegas coletadas devem ser
pequenas, porém representando toda a arquitetura das areas de interesse e, além
disso, o fixador deve ter um volume de, no minimo, 10 vezes o tamanho da amostra,
sendo o ideal 30 vezes.

Apo6s a fixacdo os tecidos foram transportados para recipientes contendo
glutaraldeido 0,5% em tampé&o Cacodilato 0,15 M e pH 7,4, para sua conservagao,
onde permaneceram imersos e em 4°C até a obtencao dos resultados da analise em
microscopio 6tico, a fim de se selecionar apenas os tecidos que apresentaram
lesdes.

Com os resultados do MO, os tecidos selecionados foram lavados 3 vezes na
solucédo tampao cacodilato 0,1 M, com 10 minutos de intervalo em cada lavagem,
para a retirada dos residuos de glutaraldeido. Foram entdo, pds-fixados com
tetréxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, durante 15 min. no
escuro e na temperatura ambiente. Em seguida, os tecidos foram lavados em
tampao cacodilato de sodio 0,1M, 3 vezes e desidratadas em banhos subsequentes
de alcool 50%, 70%, 90% e 100%, de 10 a 20 minutos cada. Posteriormente, os
materiais foram levados ao aparelho de ponto critico (CO,) para completar a
secagem e cobertos com uma fina camada de ouro para permitir a sua visualizagao
em MEV e para a andlise quimica EDS.

3.6. ANALISE DOS TECIDOS EM MICROSCOPIO ELETRONICO DE
VARREDURA

As amostras dos tecidos foram analisadas em Microscépio Eletrénico de
Varredura (MEV) marca Jeol, modelo JSM-6360LV com EDS para a identificacao
das particulas metalicas.
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Para se ter um pardmetro dos padrdes normais da arquitetura
tecidual (analise morfolégica e ultra-estrutural) e dos parametros da
micro analise em EDS, fez-se a analise dos 6rgaos dos animais do grupo controle
através das imagens do parénquima tecidual e da composi¢cdo quimica padréo de
cada orgao.

Com a observacao do padrdo da arquitetura tecidual e composicao quimica
de cada 6rgao, procedeu-se a analise do mesmo 6rgao dos grupos que sofreram a
injecdo das particulas. Foram realizadas comparagdes destes tecidos com os
tecidos do grupo controle e realizadas as varreduras com EDS para a identificagéo

dos elementos quimicos presentes.
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4. RESULTADOS

Os resultados sao apresentados, neste capitulo, na mesma sequéncia da
metodologia, ou seja, producdo das particulas metdlicas, analise histolégica em
microscépio 6tico e andlise em microscépio eletrénico de varredura.

4.1. PRODUCAO DAS PARTICULAS METALICAS

As Figuras 21a, 22b e 23c mostram as formas e a distribuicdo de tamanhos
das particulas produzidas a partir das ligas Ti6Al4V, aco inox 316L e CoCrMo,
respectivamente.

Figura 21: (a) Particulas de Ti6Al4V, (b) particulas de ago inox 316L e (c) particulas de CoCrMo,
observadas em MEV.
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As particulas de Ti6Al4V e de ago inox 316L produzidas apresentaram formas

semelhantes, porém com variagdo de tamanhos diferentes. Devido a utilizagdo do

esmeril na peca de CoCrMo, foram obtidas particulas maiores, menos uniformes e

em formas alongadas (cavacos).

Os valores das massas das pegas, pesadas em uma balanca Marte modelo

AS2000C, antes e depois de atritadas, estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Massas das pecgas metdlicas.

Pecas Massa arltes do atrito (g) Massa depois do atrito (g)
_ +0,02 g +0,02 g
oAV S 5460 263
CoCrMo e 2 136?938 > 136?838
Aco inox 316L Siz?eiiriaorr 175‘15,1289 17437’?525

A Tabela 6 mostra os valores das massas de particulas obtidas para cada liga

metdlica, utilizando-se uma balanga analitica Mettler—Toledo, modelo AB204.

Tabela 6: Massa de particulas metalicas e tempo para obtencao.

. - Massa de particulas (g)
Liga metalica +0,001g
Ti6Al4V 0,300
CoCrMo 0,100
Aco inox 316L 1,803

4.2. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Da populagéo de 45 ratos, 2 do grupo reserva e 2 do grupo controle morreram
apos a retirada do sangue antes da eutanasia, provavelmente devido a anestesia.
Dois ratos do grupo reserva foram utilizados, portanto, para completar o grupo de 10
ratos do grupo controle.

Das 164 laminas analisadas de todos os grupos de 6érgdos, em apenas 7
foram encontradas lesbes, na maioria, granuloma epitelioide de corpo estranho.

As Figuras 22a e 22b mostram um granuloma epitelioide encontrado na
lamina de tecido isolado do coracdo de um dos ratos que sofreu injecdo de
particulas da liga Ti6AI4V.
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ecido Coragdo-Amostra Titénio

(b)
Figura 22 (a) Amostra de tecido do coragdo de um dos ratos que sofreu inje¢ao de particulas de Ti6Al4V
com a identificagdo do granuloma epitelioide (circulo), 40x, (b) amplificagdo do granuloma tipo corpo
estranho, mostrando o acumulo de macréfagos ao seu redor.

As Figuras de 23 a 25 mostram granuloma epitelioide tipo corpo estranho,
onde os nucleos estdo dispostos de forma aleatéria no citoplasma, no figado, no
coragdo e granuloma tipo corpo estranho e células gigantes no pulmao,
respectivamente, em trés ratos distintos, onde foram injetadas as particulas de inox
316L. No rato com granuloma no pulmdo, foi detectada pneumonia grave em
organizagao.

Tecido Figado-Amostra Ago Indx

(@) CH
Figura 23: (a) e (b) Amostra de tecido do figado de um dos ratos que sofreu inje¢éo de particulas de
Inox 316L com a identificagdo de dois pequenos granulomas epitelioides, 40x.
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Figura 24: Amostra de tecido do cora¢ao de um dos ratos
que sofreu injegao de particulas de Inox 316L com a
identificagao granuloma epitelioide tipo corpo estranho com
agrupamento de fagécitos e com material nao digerido em
seu interior (regido mais clara), 1000x.

Figura 25: Amostra de tecido do pulméo de um dos ratos que sofreu inje¢ao de particulas de Inox 316L
com a identificagdo de (a) pneumonia grave em organizagao, (b) células gigantes e (c) granuloma
epitelioide tipo corpo estranho, 40x, 400x e 40X, respectivamente.

Os granulomas de corpo estranho encontrados nas |aminas foram

identificados devido ao nimero de macréfagos ao seu redor.
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No grupo de ratos injetados com particulas da liga CoCrMo, apenas em um
dos ratos foi detectado granuloma epitelioide no figado e células gigantes e
granuloma tipo corpo estranho no pulméo.

A Figura 26 mostra os resultados obtidos na analise histologicas das laminas
dos tecidos do figado e pulmdo do rato que sofreu injecdo de particulas da liga
CoCrMo.

Y AY! :
ecido Figado-Amostra Cromo/Cobalto

N

ecido Pulméo-A /Cobaltal S0
R i :

.
X Vi 20,
N % ‘,

.

(b)
Figura 26: (a) Amostra de tecido do figado de rato que sofreu injegao de particulas da liga CoCrMo com
a identificagao de granuloma epitelioide e (b) amostra de tecido do pulméao de rato que sofreu injecéo
de particulas da liga CoCrMo com a identificagao de granuloma epitelioide (base) e células gigantes
(topo), 40x e 1000x, respectivamente.

Em relacdo as amostras dos tecidos dos ratos do grupo controle, injetados
apenas com solucdo de Hank, foi encontrado granuloma epitelioide somente em
uma amostra do figado de um dos ratos do grupo. A Figura 27 mostra o resultado da
analise histoldgica.

Figura 27: Amostra de tecido do figado de um rato que sofreu
injecdo de solugdo de Hank, sem particulas metalicas,
pertencente ao grupo controle. Observa-se um pequeno
granuloma epitelioide, 1000x.
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A solucdo de Hank pode sofrer alteragcbes em meio fisiolégico, causando
algum processo inflamatério na regiao onde foi aplicada e o figado esta localizado
na regiao de peritbnio, mesma regiao onde foram injetadas as solucées nos animais.

Os resultados das andlises histolégicas estdao resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Resumo dos resultados encontrados, em ratos distintos, com a andlise histolégica.

. . . ~ Numero de Numero total de
L'%f\.:l‘;?:ca Orgdo ng:t:izzo laminas com laminas (todos os
J lesao orgaos)

Ti6Al4V coracdo | granuloma epitelioide 1 41
CoCrMo figado | granuloma epitelioide 1

~ granuloma epitelioide 41
(mesmo rato) | pulméo e células gigantes 1
figado | granuloma epitelioide 1

Inox 316L coracdo | granuloma epl_tel|.0|de 1 41
ulmao granLIJIoma gpltellode 1

P e células gigantes
ng?r%?e figado | granuloma epitelioide 1 41

Nenhuma amostra de tecido dos rins acusou lesao. Na maioria dos casos, 0s
metais sdo filtrados e eliminados pela via urinaria (RUBIO et al., 2007). Seria
necessario um exame de urina para que se chegasse a um resultado mais
conclusivo sobre a incidéncia de metais nos rins. O exame de urina nao foi realizado
neste trabalho devido a impossibilidade de coleta deste material no biotério onde os

animais foram manejados.

4.3. ANALISE EM MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA

Nao foi possivel observar alteragcbes histoldégicas nos tecidos por meio da
microscopia eletrénica. Todos os tecidos analisados mostraram estruturas de tecido
normal. Por isso, ndo foram registradas as imagens. No entanto, o MEV utilizado era
munido de microssonda EDS (espectroscopia de energia dispersiva de raio-X),
possibilitando a analise da composicdao quimica dos tecidos e a procura de
elementos metalicos liberados pelas ligas. Foram analisados, com esta técnica, os

tecidos do figado e do coracdo. Tecido do pulmao que apresentou lesdao nao foi
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analisado, por nao ter sido um dos tecidos anteriormente isolado para a preparagcao
para o MEV, antes da preparacgao para o MO.

As Figuras de 28 a 30 e as Tabelas de 8 a 11 apresentam os resultados do
EDS para os tecidos do figado para cada liga e para o grupo controle.

A Figura 28 mostra o diagrama de analise EDS para o tecido do figado de
rato que sofreu injecdo da solucdo de Hank sem particulas metdlicas, pertencente

ao grupo controle.
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Figura 28: Diagrama da analise quimica por EDS para tecido do figado de rato
(cortical) que sofreu injecéo de solugao de Hank livre de particulas metalicas.

A Tabela 8 mostra as porcentagens em massa e as porcentagens atémicas

de cada elemento presente no tecido, identificado pela microssonda EDS.

Tabela 8: Composigao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do figado de rato
que sofreu injecao de solugédo de Hank livre de particulas metalicas.

% em Erro % a . Erro %

Elementos | Contagem massa em massa % atdmica atémica
C 36582 67,03 +/- 0,72 73,59 +/- 0,79

0] 5713 30,78 +/-1,10 25,36 +/- 0,91

Na 1110 0,85 +/- 0,10 0,49 +/- 0,06

P 1626 0,67 +/- 0,06 0,28 +/- 0,03

S 1362 0,68 +/- 0,07 0,28 +/- 0,03

Total 100,00 100,00
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Os resultados mostraram nao haver presenca de quaisquer elementos
pertencentes as ligas, como era esperado. O Unico metal presente € o sédio (Na),
que faz parte da composicdo da solugdo de Hank na forma de cloreto de sédio
(NaCl) e de bicarbonato de sddio (NaHCO3).

As Figuras 28 e 29 mostram o diagrama de analise EDS para o tecido do
figado medular e cortical, respectivamente, de rato que sofreu injecdo da solucéo de
Hank com particulas de ago inox 316L e as Tabelas 9 e 10 mostram as
porcentagens dos elementos quimicos detectados em cada caso.

Full scale counts: 6371 Base(7)
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Figura 29: Diagrama da analise quimica por EDS para tecido do figado medular de
rato que sofreu injegao de solugéo de Hank com particulas de ago inox 316L.

Tabela 9: Composigao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do figado medular
de rato que sofreu inje¢cdo de solugdo de Hank com particulas de ago inox 316L.

o Erro % O abA i O/ b A
Elementos | Contagem %o €M massa em massa % atdbmica | Erro % atémica
C 33886 67,58 +/- 0,83 74,58 +/- 0,92
0] 4464 29,29 +/- 1,51 24,27 +/- 1,25
Na 901 0,83 +/- 0,14 0,48 +/- 0,08
P 935 0,46 +/- 0,04 0,19 +/- 0,02
S 1276 0,76 +/- 0,05 0,32 +/- 0,02
Y 1392 1,08 +/- 0,10 0,16 +/- 0,02
Total 100,00 100,00

Neste tecido foi encontrado 1,08% de itrio, um elemento geralmente presente

em pequena quantidade na composicao do ago inoxidavel a fim de aumentar a sua



40

resisténcia a corrosao (RIFFARD et al., 2002). Esse elemento nao foi detectado no

grupo controle.

Full scale counts: 6371 Base(3)
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Figura 30: Diagrama da andlise quimica por EDS para tecido do figado cortical de rato
que sofreu injegao de solucdo de Hank com particulas de ago inox 316L.

Tabela 10: Composi¢dao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do figado cortical
de rato que sofreu injecdo de solugdo de Hank com particulas de ago inox 316L.

% em Erro % A Erro %
Elementos Contagem % atbmica o

massa em massa atébmica
C 40087 69,95 +/- 0,72 76,01 +/- 0,79
0 4437 28,50 +/- 1,28 23,25 +/-1,04
Na 688 0,61 +/- 0,11 0,35 +/- 0,06
P 766 0,37 +/- 0,06 0,15 +/- 0,02
S 975 0,57 +/- 0,07 0,23 +/- 0,03

Total 100,00 100,00

Nao foi detectado elemento pertencente a composicdo do ago inox 316L na
porcéo cortical do figado. A porgao cortical € a mais superficial do 6rgao. De acordo
com os resultados, portanto, a contaminacao ocasionada pela presenca do ago inox
316L ocorreu na porgao mais interna do figado (medular).

A Figura 31 e a Tabela 11 mostram os resultados do EDS para o tecido do
coracao de rato que sofreu injecdo de solugdo de Hank contendo particulas da liga
Ti6AI4V.
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Figura 31: Diagrama da andlise quimica por EDS para tecido do coragéo cortical de
rato que sofreu injegao de solugdo de Hank com particulas de Ti6AI4V.

Tabela 11: Composigao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do coragéo cortical

de rato que sofreu inje¢édo de solugdo de Hank com particulas de Ti6AI4V.

% em Erro % o rAn: Erro %

Elementos Contagem massa em massa %o atbmica atémica
C 18083 78,77 +/- 1,30 84,10 +/- 1,39

O 1016 17,90 +/- 2,89 14,34 +/- 2,32

Na 410 0,83 +/- 0,15 0,46 +/- 0,08

Al 932 1,16 +/- 0,13 0,55 +/- 0,06

P 327 0,38 +/- 0,07 0,16 +/- 0,03

S 683 0,97 +/- 0,14 0,39 +/- 0,06

Total 100,00 100,00

Os resultados mostram a presenca de aluminio no tecido do coracgao,
elemento quimico que faz parte da composicdo da liga Ti6Al4V, indicando a
contaminagéo do tecido devido a sua presenga no organismo do animal.

As Figuras 32 e 33 e as Tabelas 12 e 13 mostram os resultados referentes ao
EDS do tecido do figado medular e cortical, respectivamente, de rato que sofreu
injecao de solugao de Hank contendo particulas da liga CoCrMo.
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Figura 32: Diagrama da andlise quimica por EDS para tecido do figado medular de rato
que sofreu injecao de solugao de Hank com particulas da liga CoCrMo.

Tabela 12: Composicao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do figado
medular de rato que sofreu inje¢do de solugdo de Hank com particulas da liga CoCrMo.

% em Erro % o rAn: Erro %

Elementos Contagem massa em massa %o atbmica atémica
C 41721 65,65 +/- 0,66 72,38 +/- 0,73

O 6309 31,99 +/- 1,10 26,48 +/- 0,91

Na 1266 0,96 +/- 0,11 0,55 +/- 0,06

P 1706 0,69 +/- 0,06 0,29 +/- 0,03

S 1450 0,71 +/- 0,07 0,29 +/- 0,03

Total 100,00 100,00
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Figura 33: Diagrama da analise quimica por EDS para tecido do figado cortical de rato
que sofreu injecao de solugdo de Hank com particulas da liga CoCrMo.

Tabela 13:Composicao quimica em porcentagem de elementos presentes no tecido do figado cortical
de rato que sofreu injegdo de solugao de Hank com particulas da liga CoCrMo

% em Erro % o rAn: Erro %

Elementos Contagem massa em massa %o atbmica atémica
C 23508 67,98 +/-1,12 74,63 +/- 1,23

O 3060 29,02 +/- 2,16 23,92 +/-1,78

Na 935 1,25 +/- 0,22 0,72 +/- 0,13

P 906 0,65 +/- 0,11 0,28 +/- 0,05

S 1256 1,10 +/- 0,14 0,45 +/- 0,06

Total 100,00 100,00

Os resultados ndao mostram indicios dos elementos quimicos presentes na

composicao da liga CoCrMo nos tecidos do figado.
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5. DISCUSSAO

Na andlise de todos os grupos, a maior quantidade de lesbes identificadas,
em comparagao com o grupo controle, foi encontrada na amostra referente a injecao
das particulas de Inox 316L.

A produgdo das particulas metdlicas foi realizada por um dispositivo
especialmente desenvolvido para produzir particulas de Ti6Al4V e Inox 316L, com a
producao de quantidade adequada e geometrias similares. A obtencdo do tamanho
de particulas da liga Ti6Al4V esteve entre 50 e 200 um e do Inox 316 L entre 100 e
500 um. Esta variacdo no tamanho das particulas, assim como a diferenca em
quantidade mostrada na Tabela 4, pode ser explicada pelas caracteristicas de
encruamento superiores da liga Ti6Al4V em relagdo ao Inox 316L, apesar da dureza
superior do Inox, 45 HRC contra 36 HRC da liga Ti6Al4V. Quanto maior a dureza do
material, maior a sua resisténcia a abrasdo. No entanto, ocorreu aumento da dureza
da liga Ti6Al4V devido ao processo de deformagéao a frio do material durante o atrito
entre as pecas, dificultando a obtencdo das particulas. A liga CoCrMo é muito
superior em dureza do que as demais, cerca de 90 HRC, o que explica a
impossibilidade de obtencdo das suas particulas pelo mesmo método (ASM
HANDBOOK, 1992).

Como apresentado nos resultados, no grupo de ratos injetados com particulas
da liga CoCrMo, apenas em um foi detectado granuloma epitelioide no figado e
células gigantes e granuloma tipo corpo estranho no pulmdo. Neste grupo
especifico, o processo de producao das particulas ndo seguiu 0 mesmo método das
outras amostras de metais injetados nos outros grupos de ratos. As particulas foram
obtidas em formato alongado diferente dos formatos das outras ligas e os tamanhos
um pouco superiores. Este fato pode explicar a existéncia de lesbes em tecidos de
dois 6rgaos do mesmo rato.

Apesar do processo de obtencdo diferenciado das particulas de CoCrMo,
optou-se por injeta-las nos ratos, pois particulas maiores e alongadas poderiam
fornecer dados interessantes em relagdo as reagdes adversas no organismo dos

animais.
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Segundo a literatura, particulas de materiais liberados no organismo com
tamanho variando entre 1,5 um e 5 um sao absorvidas por macrofagos e levadas
para outros érgaos pela corrente sanguinea, podendo ser encontrados no coragao,
pulmao, cérebro e ganglios linfaticos. No entanto, particulas acima de 10 um
permanecem no local onde foram produzidas ou introduzidas e sdo encapsuladas
pelo organismo (CHOI et al., 2005).

Neste trabalho foi encontrado um elemento quimico que, geralmente, faz
parte da composicdo quimica do aco inox 316L, evidenciado pelo EDS, no figado.
De acordo com o resultado do MEV realizado antes da sua aplicacdo, pode-se
verificar uma variagdo de tamanho de particulas entre 100 e 500 um. Portanto, este
tamanho de particulas pode ter sido impeditivo para percorrer a corrente sanguinea
e apenas o elemento quimico itrio, liberado pela liga, atingiu o figado.

O mesmo ocorreu com o elemento quimico aluminio proveniente das
particulas da liga Ti6Al4V que atingiram o coragdo. As particulas fabricadas desta
liga apresentaram uma variacdo de tamanho entre 50 e 200 um, acima dos 10 um
que, segundo a literatura, poderiam percorrer a corrente sanguinea. Para avaliar e
verificar como ocorreu a dissociagdo do metal no tecido é necessaria a identificagao
da afinidade dos ions metalicos com determinados érgaos.

Nenhum indicio dos componentes da liga CoCrMo foi encontrado nos tecidos
analisados. Devido ao tamanho das particulas em torno de 500 um, estas,
provavelmente, permaneceram encapsuladas no local de aplicacdo. Como néo foi
realizada a andlise dos tecidos do peritdnio, onde foram injetadas as particulas, nao
€ possivel confirmar esta suspeita. Alguns estudos identificaram a presenca de ions
cromo na urina e no sangue de pacientes que sofreram revisdo de proteses de
quadril (JACOBS et al., 2004; URBAN et al., 2000). Portanto, é possivel que a urina
e 0 sangue dos ratos que receberam as particulas de CoCrMo, contivessem ions
provenientes da liga. Para a coleta de urina dos ratos, no entanto, sdo necessarias
gaiolas especiais e, devido ao foco deste trabalho estar direcionado para a
identificacao de lesées nos tecidos dos érgaos, ndo foram utilizadas tais gaiolas, o
que impossibilitou a coleta de urina dos animais. Quanto a analise do sangue, nao
foi possivel encontrar um laboratério que fizesse a identificagdo de ions metalicos no
sangue de ratos.

Apenas no grupo que sofreu injecao de particulas da liga CoCrMo, foram

encontradas lesbes em dois 6rgdos no mesmo rato, figado e pulméo. No entanto,
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nenhum componente desta liga foi detectado. Neste caso, os resultados podem ter
sido afetados pela sua contaminacéo, ja que foram fabricadas por esmeril. O esmeril
€ uma pedra dura, formada basicamente de éxido de aluminio, dentre outros
materiais, como ferro e silicio. Nenhum elemento componente da pedra foi
identificado atraves do EDS.

Neste trabalho, apesar de nao-detectada a contaminacao pelo EDS, foram
observadas lesdes em tecidos do figado em ratos onde foram injetadas particulas da
liga CoCrMo, como os achados de Visuri et al. (1996) e Fleury et al. (2006). O
acumulo desses metais téxicos no organismo produz grandes alteragbes celulares,
como o0s granulomas epitelioides por corpo estranho e as células gigantes,
alteracdes estas encontradas neste trabalho (TANAKA et al., 2004).

O granuloma epitelioide de corpo estranho encontrado no grupo controle nao
tem relacao com os metais injetados, pois a solucao de Hank ndo possui 0s mesmos
metais contidos na composicdo das ligas utilizadas. A solugdo de Hank (CaCl,
0,1855¢g/L, MgSO4-7H.0 0,204 g/L, KCI 0,4 g/L, K-PO4 0,06 g/L, NaHCO3 0,35 g/L,
NaCl 8,00 g/L, NaoHPO4 0,0475 g/L, CsH1206 1 g/L) possui composicdo semelhante
aos fluidos bioldgicos e, portanto, ndo se esperavam reacdes adversas no grupo
controle.

Foram observadas poucas amostras com lesdo em relagdo ao total de

laminas analisadas.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, foi possivel chegar
as conclusdes apresentadas a seguir.

Por meio da metodologia desenvolvida para a fabricacdo das particulas
metdlicas, foi possivel obter as particulas de aco inox 316L e da liga Ti6Al4V com
geometrias similares e grande variacdo de tamanho. No entanto, a fabricacao de
particulas da liga CoCrMo foi inviavel com a mesma metodologia devido a sua
elevada dureza. Para esta liga, foi utilizado um esmeril, obtendo-se particulas
bastante diferentes das demais, maiores e alongadas, o que, com a contaminagao
do esmeril, pode ter afetado os resultados.

Na analise da microscopia Optica das laminas preparadas de tecidos de
figado, pulm&o, rim e coragdo dos ratos, foram observadas lesdes, como o0s
granulomas de corpo estranho, sido causados pela presenga de ions metalicos.

Em um dos ratos pertencentes ao grupo que sofreu a injecao de particulas de
aco inox 316L foi verificada a presencga de itrio no tecido do figado, um elemento
que, geralmente, faz parte da composicao quimica do aco inoxidavel.

Foi detectada a presenca de aluminio no coracdo, em um dos ratos
pertencentes ao grupo da liga Ti6Al4V. Nenhum indicio de contaminagéo pela liga
CoCrMo foi encontrado e este resultado pode estar vinculado ao tamanho das
particulas bem superiores aos das demais ligas, o que, provavelmente, ocasionou o

seu encapsulamento na regiao de insercao.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De acordo com os resultados encontrados, trabalhos futuros poderiam
contribuir para o entendimento dos efeitos sistémicos causados pela presenca da
prétese metalica por meio da preparacdo de mais amostras de tecidos dos érgaos,
abrangendo um campo maior de analise.

Microscopia eletrdnica de varredura nas amostras pode identificar o tamanho
das particulas presentes em cada 6rgao, de forma a se relacionar o tamanho com o
6rgao onde houve o acumulo. Também por meio do MEV em um numero maior de
amostras podem-se correlacionar os elementos quimicos e as suas preferéncias
pelos 6rgaos.

Exames de sangue e de urina podem auxiliar nas conclusées sobre tamanhos
de particulas expelidas e carregadas pela corrente sanguinea. Além disso, uma
analise histolégica dos tecidos adjacentes a injecao das particulas pode mostrar as
lesbes ocasionadas nos mesmos e o0 MEV pode mostrar o tamanho de particula que
permanece encapsulado no local de insercao.
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ANEXO A - LIBERAGAO DO COMITE DE ETICA

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reitoria Académica e de Pesquisa
Nucleo de Bioética

S
g

Curitiba, 29 de novembro de 2006.
PARECER N. 81.06/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comité de Etica No Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, em reunido realizada no dia 27 de novembro do corrente
ano avaliou o Projeto Intitulado “Estudo da localizago e acumulo de particulas metalicas em

6rgdos de ratos”, sob o registro no CEUA /PUCPR n° 186

O experimento classificado como de categoria C , sera realizado com o numero de 45 Ratos

Wistar os quais apos o experimento serdo eutanasiados.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas éticas

vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:
APROVADO
Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que & obrigatério encaminhar relatério anual

parcial e relatério final da pesquisa a este CEPA.

Atenciosamente,

ool

&
Profe. DIy Ahtonia Mi Binder Prado
Presidgnte do Comité de Etica No Uso de Animais da PUCPR

lima Sra
Silvia Helena M. S. Gierts

Rua Imaculada Conceigao, 1155 Prado Velho CEP 80215 901 Curitiba Parana Brasil
Caixa Postal 17315 CEP 80242 980 Telefax: (41) 3271 2292 www,pucpr.br
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APENDICE A - QUADRO CONTENDO AS MASSAS DOS RATOS ANTES DO

PROCEDIMENTO DE INJECAO

Grupo Grupo Aco Grupo Grupo Sol. Grupo
CoCrMo Inox 316L Ti6AlI4V Hank Reserva
Rato 1: 3569 Rato 1: 348¢g Rato 1: 3169 Rato 1: 294g Rato 1: morto
Rato 2: 2949 Rato 2: 338¢g Rato 2: 328¢g Rato 2: 258¢g Rato 2: 328¢g
Rato 3: 308¢g Rato 3: 3149 Rato 3: 2769 Rato 3: 3249 Rato 3: 3149
Rato 4: 2849 Rato 4: 342¢g Rato 4: 306g Rato 4: 3369 Rato 4: 312¢g
Rato 5: 3049 Rato 5: 3369 Rato 5: 3149 Rato 5: 2669 Rato 5: 300g
Rato 6: 308g Rato 6: 298¢ Rato 6: 3349 Rato 6: 2849
Rato 7: 2949 Rato 7: 302¢g Rato 7: 262¢g Rato 7: 2869
Rato 8: 296¢g Rato 8: 372¢g Rato 8: 2749 Rato 8: 3149
Rato 9: 2949 Rato 9: 350¢g Rato 9: 2749 Rato 9: 3269

Rato10:3249g

Rato10:3449

Rato10:3649g

Rato10:morto




