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RESUMO

O polietileno de ultra elevado peso molecular (PEUAPM) tem sido um biomaterial
amplamente utilizado como parte de proteses, tais como as endoproteses de joelho, que
requerem uma superficie articular em fungdo de suas excelentes qualidades mecanicas.
Aproximadamente um milhdo de proteses ¢ implantado em todo o mundo anualmente. Dois
dos principais problemas limitantes da durabilidade das proteses ¢ o desgaste e a
delaminagdo, ambos decorrentes principalmente da oxidacdo quimica do polietileno.
Apesar do intenso foco em metodologias de envelhecimento acelerado para o PEUAPM
nos ultimos anos, ainda permanecem muitos debates sobre o caminho mais efetivo de
envelhecimento acelerado deste material para simular o auto-envelhecimento e o
envelhecimento in vivo. O objetivo desta pesquisa foi investigar e caracterizar a extensao da
oxidagdo do PEUAPM através de espectroscopia de infravermelho, utilizando meio
agressivo de peroxido de hidrogénio, por longo periodo de tempo, como agente de
envelhecimento acelerado, assim como determinar a eficacia da acgdo inibidora do acido
ascorbico na oxidacdo deste polimero. Ensaios in vitro foram realizados no biomaterial a
fim de se compreender como alteragdes na superficie quimica do PEUAPM interferem na
interagdo celular e na resposta inflamatoéria. Os resultados obtidos mostraram que o
peroxido de hidrogénio atuou eficientemente no envelhecimento acelerado do PEUAPM,
resultando no aumento da taxa de oxidagdo determinada apos diferentes periodos. Houve
uma reducdo significativa da degradagdo oxidativa do PEUAPM, quando em presenca de
acido ascorbico nas diferentes concentragdes analisadas, mostrando que a vitamina C pode
atuar como um potente agente antioxidante do PEUAPM. Resultados preliminares de
ensaio in vitro para resposta de macrofagos apontaram para uma tendéncia ao aumento da
secrecao de 6xido nitrico quanto maior o tempo de oxidagdo, influenciado pela superficie

quimica do PEUAPM.
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ABSTRACT

Ultra-high molecular weight polyethylene (UHMWPE) is a biomaterial widely used as part
of prosthesis that requires articulating surfaces for its excellent mechanical qualities such as
knee endoprosthesis for its excellent mechanical qualities. Approximately one million
UHMWPE components are implanted worldwide on yearly basis. Two major problems
limit the UHMWPE prosthesis life — wearing and delamination, both phenomena being
mainly due to chemical oxidation of polymer. However, despite the intensive focus on
ageing methodologies for UHMWPE over the last few years there are still remains much
debate over the most effective way of accelerated ageing this material to simulate both shelf
and in-vivo ageing. The aim of this study was to investigate and characterize by infrared
absorption the accelerated degradation of UHMWPE under hydrogen peroxide aggressive
medium for long period of time as well as to determine the antioxidant capacity from
ascorbic acid in UHMWPE’s oxidation. /n vitro tests to evaluate the macrophage response
to test materials were performed in order to investigate as the chemical surface alters the
inflammatory response. Our results showed that the hydrogen peroxide acted efficiently in
the oxidation of UHMWPE. The measure of oxidation index, determined after different
times, resulted in increased rates of oxidation. There was also a decrease of oxidative
degradation of UHMWPE with the addition of ascorbic acid showing that vitamin C can act
as a potent antioxidant agent for UHWMPE. Preliminary results for macrophage response
suggest that there is a trend to increased nitric oxide secretion with the time’s oxidation,

influencing by chemical surface of UHMWPE.
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1 INTRODUCAO

Nas tltimas trés décadas o polietileno de ultra alto peso molecular (PEUAPM) tem sido um
biomaterial amplamente utilizado como parte de proteses que requerem uma superficie
articular, como por exemplo as proteses de joelho, em fungdo de suas excelentes qualidades

mecanicas (RENO et al., 2006).

A degradagdo oxidativa tem sido considerada um fator prevalente na falha de componentes
de PEUAPM, estando ligada a alteragdes na cristalinidade, devido a quebra de cadeias, e
também associada a alteragdes nas suas propriedades, tais como diminui¢do da resisténcia a
fadiga e producao de particulas de desgaste ao redor do sitio do implante (LEE et al., 2000;
BOSETTI et al., 2003; ORAL et al., 2006; JIN et al., 2006; WILLE et al., 2006; BRACCO
etal., 2007).

Aproximadamente um milhdo de componentes de PEUAPM ¢ implantado anualmente em
todo o mundo. O método mais comum de esterilizacdo do PEUAPM ¢ por irradiagdo gama
que resulta em formacdo de radicais livres, tornando o PEUAPM instavel. Dois dos
principais problemas limitantes da durabilidade das proteses € o desgaste e a delaminagao,
ambos decorrentes principalmente da oxida¢do quimica do polietileno. O desgaste causa a
liberacdo de particulas que desencadeiam uma reacdo de macrofagos provocando
inflamagdo cronica e osteolise, enquanto delaminagdo, decorrente de sobrecarga mecanica,
altera macroscopicamente a superficie do PEUAPM. Estes episodios levam ao
afrouxamento asséptico e falha da prétese. Revisdo cirargica ¢ normalmente a Unica opgao

neste estagio, mas ¢ um procedimento inconveniente e de elevado custo (LU ef al., 2002).

Tem sido publicado no campo de biomateriais que a superficie quimica exibe um
importante papel na interacdo celular, especificamente aquelas células envolvidas na
resposta inflamatoria e este aspecto deve ser considerado nas aplicagdes do PEUAPM. O
polietileno oxidado ¢ um estado inerente que existe nos componentes de PEUAPM
utilizados em substituicdo articular total. As alteragdes na superficie potencialmente

influenciam o estado estrutural das particulas, a natureza dos oxidantes, sua taxa de
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liberagdo assim como a cinética da reagdo de degradacdo, e o modo pelo qual elementos

bioldgicos do ambiente do implante atuam no material (LEE ef al., 2000).

Sabe-se que o uso do PEUAPM para fins ortopédicos apresenta grandes problemas: (i)
abrasdo na superficie do componente polimérico em contato com componentes
metalicos/ceramicos, (ii) a fratura do componente do quadril e do platd tibial. A solugdo
para o ultimo problema tem sido a esterilizacdo em ambiente inerte; entretanto a oxidacao
originada durante o complexo processo de fabricagdo do PEUAPM ainda ocorre em muitas
préteses. Logo, para que se prolongue a vida util dos implantes ¢ necessario que eles sejam
estabilizados (RENO et al., 2004). Uma opcio ¢ misturar o PEUAPM com alfa-tocoferol.
Contudo, ndo se sabe o qudo eficiente ¢ este mecanismo para estabilizar o PEUAPM
irradiado a elevadas doses e envelhecido, e se sua estabilidade ¢ mantida apos o

envelhecimento (ORAL et al., 2005).

A despeito do intenso foco nos ultimos anos em metodologias de envelhecimento acelerado
para o PEUAPM, ainda permanece debate sobre o método mais efetivo de envelhecimento
deste material, com o intuito de simular ambos autoenvelhecimento e o envelhecimento in

vivo. (LU et al., 2002).

Diante do exposto, esta pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial oxidativo do
peroxido de hidrogénio no processo de envelhecimento acelerado do PEUAPM, a fim de
compreender o fendmeno de degradagdo oxidativa que ocorre in vivo e analisar o efeito

inibidor de radical livre do 4cido ascOrbico neste mecanismo.
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2 OBJETIVO GERAL

= Este trabalho tem como objetivo compreender o fenomeno de degradagao oxidativa
do PEUAPM através do estudo de sua oxidacao acelerada em perdxidos, obtida em
diferentes tempos, e propor medidas de agdo estabilizadora com inibidor natural de

radicais livres.

2.1 Objetivos Especificos

= Avaliar o indice de oxidagdo do PEUAPM, apds envelhecimento acelerado com
peroxidos, caracterizados por espectroscopia no infravermelho e técnicas

complementares.

* Propor modelo de oxidacdo acelerada do PEUAMP em meio com elevada

concentracao de peroxido de hidrogénio.

= Avaliar a eficacia do acido ascérbico como inibidor da oxidagdo do PEUAPM.

= Realizar a caracterizagdo bioldogica do UHMWPE controle, oxidado em peréxido de
hidrogénio e obtido de protese recuperada, através de testes in vitro para a sua

citotoxicidade.

» Caracterizar o PEUAPM, retirado apos revisao de protese falha, por MO, MEV,
FTIR e relacionar os resultados obtidos com os grupos controle, oxidados e
estabilizados com vitamina C, a fim de compreender o mecanismo de oxidagdo do

PEUAPM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polietileno Convencional e Polietileno Reticulado

O numero de artroplastias articulares tem aumentado rapidamente em todo o mundo nos
ultimos 10 anos. Somente nos Estados Unidos mais de 500.000 artroplastias primarias de
quadril e joelho sdo realizadas anualmente em pacientes com mais de 65 anos. Cerca de
80.000 proteses sdo revisadas a cada ano, representando mais de 10% de todas as cirurgias
realizadas domesticamente. Mundialmente, a taxa de revisdo cirargica apresenta
porcentagem similar. Para os americanos, o custo de substituicdo destas protese falhas ¢
maior que 2 bilhdes de dolares anualmente. Embora estes procedimentos cirirgicos sejam
comuns e geralmente bem sucedidos, o tempo de vida de uma artroplastia de joelho com o
polietileno de ultra-alto peso molecular (PEUAPM) ¢ frequentemente limitada a 10-15
anos. Dados recentes mostram que o numero de revisdes cirurgicas aumenta na mesma taxa
que as cirurgias primarias € que a maioria destas revisoes sdo devidas a falha da protese
principalmente em fungdo de debris ou da falha do polimero de sustentagio. (RENO et al.,
2004; SHORT et al., 2005; AFFATATO et al., 2005 ; CITTERS et al., 2007; GOSWAMI,
et al., 2008).

Uma molécula de polietileno de ultra-alto peso molecular ou polietileno convencional
consiste de numerosas unidades de repeti¢do de monomeros-etileno. A estrutura principal
da molécula ¢ a ligacdo covalente C-C. No estado so6lido, moléculas de PEUAPM sao
arranjadas nas regides ordenadas e desordenadas, ou seja, regido cristalina e amorfa
(WANG et al., 1998; RIMNAC et al., 2005). Na regido cristalina, as cadeias sdo orientadas
com a cadeia central, ou seja, diregcdo C-C orientada perpendicularmente em relagdo a
conformagdo da cadeia da interface. A area dobrada da interface ¢ significativamente maior
que o comprimento da cadeia dobrada, a qual leva a forma lamelar caracteristica para cada
cristalito. Na regido amorfa ndo existe conformagdo regular da cadeia molecular, mas

cadeias adjacentes sdo interconectadas através de ligagdes secundarias e, ocasionalmente,
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ligagdes cruzadas. Conexdes entre regides cristalina e amorfa sdo possiveis através de

ligagdes moleculares (WANG et al., 1998).

A nova geragdo de polietileno reticulado representa uma classe alternativa emergente de
PEUAPM, na qual o denominador comum ¢ uma apreciacdo da importancia do aumento da
reticulagdo e diminuicdo da oxidagdo degradativa com a finalidade de reduzir o desgaste
(AAOS, 2002). Existem diferentes processos de reticulacdo que incluem: 1) aquecimento
acima ou abaixo da temperatura de fusdo do PEUAPM; 2) fonte de radiacdo; 3) nivel da
dose e 4) ponto final da esterilizagdo. Esses processos, entretanto, alteram a estrutura

quimica do polimero afetando propriedades mecénicas estaticas e caracteristicas de fadiga.

The International Standard Organization-1SO define o PEUAPM como tendo uma massa
molar de pelo menos 1 milhdo g/mol, que resulta em um grau minimo de polimerizacao de
n = 36.000 por cadeia. O PEUAPM usado em aplicagdes ortopédicas possui uma massa
molar entre 2 ¢ 6 milhdes g/mol com grau de polimerizagdo entre 71.000 ¢ 214.000. E um
polimero da familia do polietileno, fabricado pela consolidagdao de resina sob elevada
pressdo a temperatura acima da temperatura de fusdo, aproximadamente 135°C, com
porcentagem de cristalinidade de 58% a 75% dependendo da resina. Nessa forma, o
material ndo € reticulado. O PEUAPM pode ser esterilizado por exposicao a 25-40 kGy de
radiagdo gama em atmosfera inerte. Esterilizacdo em atmosfera inerte previne o oxigénio de
interagir com o PEUAPM durante o armazenamento. Isso resulta em baixo nivel de
reticulagdo e minimiza a quantidade de degradacdo oxidativa ocorrida anteriormente a
implantacdo. No PEUAPM virgem, as lamelas orientam-se aleatoriamente na regido amorfa

do polimero (RIMNAC et al., 2005).

O PEUAPM altamente reticulado é produzido por meio de exposi¢do do PEUAPM néo
reticulado a elevadas doses de radiagdo ionizante (> 40 kGy de radiagdo gama) que em
seguida ¢ submetido ao processamento térmico pds-irradiacdo. O processamento térmico €
realizado no PEUAPM irradiado com o escopo reduzir radicais livres e minimizar o
potencial de oxidagdo pos-irradiagdo. A conseqliéncia da combinagdao da reticulagdo ao

tratamento térmico ¢ a interferéncia nas propriedades mecanicas e na microestrutura do
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PEUAPM. O recozimento ¢ o processo térmico pos-irradiagdo que ocorre abaixo da
temperatura de fusdo e a refusdo ocorre acima desta. Vale ressaltar que o processo térmico
pos-irradiacao, independente da temperatura, ocorre em pressao ambiente. Comercialmente,
a resina de polietileno reticulado varia em doses de 40 kGy at¢ 100 kGy, e esses
tratamentos podem ser acompanhados por aquecimento do material acima da sua
temperatura de fusdo (135°C) ou recozimento do polimero abaixo da sua temperatura de

fusdo (RIMNAC et al., 2005; GENCUR et al., 2003).

O PEUAPM utilizado na artroplastia total de joelho (ATJ) resulta da polimerizacdo do gés
etileno em um pd de resina fina de tamanho micrométrico e sub-micrométrico. Ele ¢
consolidado com o uso de conformagao mecanica por extrusdo ou técnicas de compressao
(AAOS, 2002). Irradiagao, com a finalidade de esterilizar o PEUAPM, rompe a cadeia
polimérica e cria radicais livres, que combinam ao O, do ambiente. Esse processo, ilustrado
na Figura 3.1, facilita a continua¢do da degradagdo oxidativa do polimero. Irradiagdo em
atmosfera inerte provoca desidrogenacao consideravel do polietileno devido a quebra da
ligacdo C-H, a difusd@o do H e a formacao de ligagdes quimicas C=C, e produz efeito de
ligagdes cruzadas da cadeia polimérica resultando em uma rede de carbono de alta

densidade (AAOS, 2002).

O PEUAPM possui cadeias extremamente longas e bastante emaranhadas, propriedade
distintiva de outros polimeros. Dentre as vantagens oferecidas por este polimero, destacam-
se propriedades excelentes de deslizamento, resisténcia ao impacto e a fadiga e

compatibilidade satisfatorias (WANG et al., 1998).
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Figura 3.1: Representagdo da cadeia polimérica rompida ap6s irradiagdo e da combinagao
com O, de modo a facilitar a degradagdo oxidativa do PEUAPM; a) ruptura da cadeia; b) a
liberag¢do de H; ¢) a formagao de alcool ; d) a formagao de carbonila; ¢) a formacao de
époxi. Adaptado de The Journal of Bone and Joint Surgery, 2001.

3.2 Biocompatibilidade e Biofuncionalidade

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 e a longo prazo. Para que um material possa ser considerado implantavel,
ele deve atender aos seguintes requisitos fundamentais (RAVAGLIOLI, 1992):
* O material ndo deve causar efeitos deletérios no local do implante ou no sistema
bioldgico.
= Os tecidos ndo podem causar degradacdo do material gerando produtos nao
toleraveis ou alteracdo funcional do mesmo.
* O material deve ter caracteristicas funcionais adequadas para cumprir, com éxito, a
funcao desejada, pelo tempo desejado.

= O material deve ser esterilizavel.
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Os requisitos fundamentais para o sucesso dos novos materiais devem incluir, além das
propriedades mecanicas e fisico-quimicas, avaliagdo e resposta especifica dos mediadores
bioquimicos. Sdo questionamentos freqiientes: “Estes materiais irdo induzir respostas
rapidas e encapsulamento? O material ird sofrer resposta de corpo estranho? Induzira
resposta imune? As células serdo capazes de aderir, proliferar, diferenciar em contato com
o biomaterial?” Por outro lado, temos o desafio de trabalhar em ciéncia dos materiais
modificando as propriedades dos materiais em relacao as propriedades mecanicas, estrutura
quimica, massa molar, origem dos mondmeros, ligagdes cruzadas, morfologia de superficie,

porosidade, capacidade de degradacao e sua toxicidade (SEAL et al., 2001).

3.3 Propriedades Mecanicas

Propriedades como deformacdo, limite de escoamento, fratura e fadiga do PEUAPM
convencional e reticulado determinam o sucesso a longo prazo dos implantes ortopédicos.
Avaliar a influéncia das propriedades mecanicas do material no desgaste ¢ tarefa rotineira.
Propriedades mecanicas e microestrutura sao parametros chave para projetar polimeros com
melhor resisténcia a fadiga. Oxida¢ao do componente tibial do PEUAPM pode ser causada
pela tensdo imposta durante as atividades diarias ou por alteragdes pos-irradiagdo. Além
disto, isto sugere que em termos de falha por delaminac¢ao, a oxidagdo do PEUAPM reduz o
limite operacional do material. Um método para reduzir a grande deformagdo plastica na
superficie durante o movimento parece ser a reticulagdo (SIMIS et al., 2006; ORAL et al.,
2006; KURTZ et al., 2005). A Tabela 3.1 resume os valores das principais propriedades
mecanicas do PEUAPM.

Tabela 3.1: Propriedades do PEUAPM nao reticulado e reticulado.
Propriedade (20°C) PEUAPM nao reticulado PEUAPM reticulado Referéncias

Cristalinidade 45-60 (%) 46-51(%) a,b,c
Tensao de escoamento 20-23 (MPa) 19-24 (MPa) a,b
Tensao final na ruptura 42-44 (MPa) 47-19 (MPa) a, c
Modulo de elasticidade 0,8-1,6 (GPa) 433-334 (MPa) a,c,d

Alongamento até a ruptura 330-525 (%) 320-540 (%) a,d

a) PRUITT, 2005; b) KURTZ et al., 2005; c) SIMIS et al., 2006; d) RIMNAC et al., 2005.
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Melhorar a resisténcia a deformacao plastica que beneficia o comportamento de desgaste
ocorre em detrimento de outras propriedades mecanicas. Limite de resisténcia a tragao,
ductilidade, médulo de elasticidade, tenacidade e resisténcia a propagagao de trincas sao

degradadas em altas doses de reticulagio (BERGNTROM et al., 2005).

Para RIES (2005) as degradagdes nas propriedades de fratura indicam que o PEUAPM
altamente reticulado ndo deveria ser utilizado em aplicagdes nas quais elevadas tensoes sao
esperadas. Baixo grau de reticulagdo pode vir a ser mais apropriado ao ser projetado para o

desgaste e a fadiga, em se tratando de substituicao total da articulagdo do joelho.

Na proétese de joelho, o principal mecanismo de geracdo de particulas ¢ a delaminagdo do
PEUAPM, sob forcas severas de cisalhamento abaixo da superficie articular. A
delaminag@o ocorre via processo de fratura por fadiga, na qual micro-trincas na superficie e
sub-superficie sdo formadas em decorréncia de uma mistura de for¢as compressivas e
trativas abaixo da superficie. Como as trincas propagam paralelamente a superficie
articular, pequenos flocos de PEUAPM sao dilacerados pelo movimento de deslizamento
ciclico e sdo liberados nos tecidos ao redor. As variagdes na resisténcia a propagacao de
trincas por fadiga tém sido relacionadas com mudancas nas condig¢des de carregamento e no
tamanho da trinca, com o grau de cristalinidade, a massa molar e a esterilizagdo por
radiacdo gama. Embora haja evidéncias clinicas que sustentem o mecanismo de fratura por
fadiga como causador de defeitos na superficie, a iniciagdo do processo de fratura nesse

material resistente ocorre em fungdo da existéncia de trincas (PASCAUD et al., 1997).

A presenga de um aspecto pléstico na superficie da fratura ductil € atribuida a habilidade do
PEUAPM em se submeter a grandes deformagdes e em dissipar energia (ORAL et al.,
2006). As superficies de fratura do PEUAPM podem apresentar estrias perpendiculares a
direcdo de propagagdo da trinca, aspecto de fratura ductil e grande quantidade de dobras
salientes. As dobras e as estrias na superficie sdo caracteristicas associadas a alta
ductilidade, enquanto as particulas fragmentadas podem ser indicativas da natureza fragil
da fratura. As dobras na superficie sdo provavelmente resultantes da superficie instavel

causada pela grande deformagdo pléstica localizada. Elas aparecem em menor quantidade
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ou encontram-se ausentes em elevadas doses de irradiagdo, além de estarem relacionadas a
menor ductilidade do polimero, imposta pelo aumento da densidade de ligagdes cruzadas

(ORAL et al., 2006).

3.4 Desgaste do PEUAPM

O PEUAPM permite o deslizamento contra superficies de aco ou outros materiais com
baixo coeficiente de desgaste e um coeficiente de friccdo moderado (GONGDE et al.,
2004). Infelizmente a natureza ciclica da carga de contato na superficie articular pode
causar vazios, delaminagdo e mudangas na cristalinidade do polimero, com formacao de
bilhdes de sub-micro particulas de polietileno anualmente. Como resposta ao corpo
estranho, pode ocorrer osteolise, reabsor¢ao dssea e degradacdo do componente ao longo do
implante causando seu afrouxamento. Em relacdo a analise dos debris, relatos corroboram
no sentido que o tamanho e a forma diferem entre os dois tipos de polietileno. Debris
produzidos pelo polietileno reticulado sdo menores em relagdo aos produzidos pelo
PEUAPM convencional. Além disto, os debris do PEUAPM convencional apresentam-se

na forma de particulas fibrilares e aglomeradas (AFFATATO et al., 2005).

Segundo CHUN-HSIUNG et al. (2002), a redu¢do do tamanho e do ntimero das particulas
de debris ¢ de fundamental importancia para solucionar o problema da osteolise e da falha
dos implantes nas proteses de joelho. O tamanho das particulas ¢ importante para controlar
a natureza da resposta celular in vivo, embora o mecanismo desta resposta ainda ndo seja
totalmente compreendido. Particulas grandes, entre 10 e 100 pum de didmetro, sdo
“engolfadas” por células gigantes enquanto particulas pequenas, menor que 10 pm de
diametro, sdo fagocitadas por macrofagos. Estes podem provocar uma resposta histologica
e fisioldgica nas quais as células tornam-se aumentadas e liberam fatores potencialmente
osteoliticos e inflamatérios. INGHAM e FISHER (1998) demonstraram ndo ser a
quantidade de desgaste o fator determinante da resposta bioldgica para os debris, mas a
quantidade de desgaste dentro de um tamanho critico variando entre 0,2 e 0,8 pum,
necessario para ativar macrofagos. SCOTT et al. (2004) sugeriram que particulas finas de

desgastes poderiam induzir uma maior resposta de macrofagos frente a particulas maiores.
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Esse fendomeno ¢ particularmente importante para novos materiais de sustentagdo como o

PEUAPM reticulado.

A descrigao classica de estado de desgaste adesivo € que a forga de cisalhamento interfacial
deva exceder a resisténcia de cisalhamento da superficie mais macia até a transferéncia do
material para a face contraria mais dura, ou liberada da superficie mais macia para
tornarem-se particulas de desgaste livres. Se as superficies sdo efetivamente lubrificadas
com fluido articular, desgaste adesivo torna-se pouco provavel. Questiona-se, pois, por que
este tipo de desgaste acontece freqlientemente em articulagdes artificiais. Acredita-se nao
ser a articulacdo artificial do tipo polietileno/metal lubrificada tdo efetivamente quanto

deveria (SHIBATA et al., 2005).

Segundo GISPERT et al. (2006) as superficies com desgaste do PEUAPM observadas por
MEV mostraram que desgaste abrasivo/adesivo e debris do PEUAPM podem ser
detectados na maioria das amostras testadas, independente do tipo de superficie para as
quais o PEUAPM desliza e independente do tipo de lubrificante. Em algumas regides,
evidenciaram uma estrutura tipo finas ondulagdes na superficie do PEUAPM, ja relatadas
por outros autores. Esta estrutura ¢ atribuida ao processo de acumulagdo de deformagao

plastica causado pelo deslizamento continuo do contra-corpo durante o teste de desgaste.

A maneira mais séria de lesdo nos componentes tibiais € a trinca da camada de PEUAPM e
a delaminacdo que ocorre quando trincas na sub-superficie crescem proximas e paralelas a
superficie e entdo, aumentam até promoverem a delaminagdo. A profundidade da
delaminagdo ¢ aproximadamente 0,5-1,5 mm, segundo LANDY AND WALKER (1986).
De modo geral ¢ aceito que esta forma de desgaste ¢ devido ao mecanismo de falha por

fadiga (KELLY et al., 2001).

Os mecanismos de desgastes nas proteses de joelho sdo dependentes da carga entre as
superficies de contato e o contato cinematico interfacial, que consiste de um modelo ciclico
multidirecional de movimento e de uma quantidade relativa de rolamento versus

deslizamento. O PEUAPM tem também uma propriedade interessante de orientacdo de
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esfor¢o principal preferencial e um modelo de desgaste dependente multidirecional

(LAURENT et al., 2003).

Desenhos modernos de proteses de joelho imitam as condigdes naturais da articulagdo do
joelho e, entdo, submetem-se a complexa cinematica e cinética durante o movimento. Uma
vez que a articulagdo deve transmitir for¢as elevadas e permitir a mobilidade para a fungao
normal, desgaste do polietileno e lesdes sdo as principais razdes de falha. Durante a marcha
o fémur rola, desliza e roda sobre o plato tibial. Elevadas velocidades de escorregamento
durante a marcha, mais especificamente na fase de choque do calcanhar, aumentam o
movimento de deslizamento da interface tibio-femoral e podem produzir um maior volume
de particulas de desgaste. Estudos recentes tém apontado que especificamente a
combinacao da forga de contato, a velocidade de deslizamento e a distancia, refletem sobre
o resultado do desgaste. Sugere-se que os resultados ndo possam ser explicados somente
pelo efeito da distancia de deslizamento e que a taxa de desgaste do PEUAPM ¢ sensivel a
outros parametros, tais como a magnitude do movimento de cisalhamento multi-direcional
e a razdo da cinematica de contato rolamento/deslizamento em combina¢cdo com a carga

aplicada (SCHWENKE et al., 2005).

Progressos significativos ocorreram nos ultimos anos na compreensdo da cinematica das
proteses de joelho e no desempenho de testes de desgaste in vitro de tais proteses, em
simuladores. Entretanto, devido a complexa cinematica da articulagdo do joelho, pesquisas
adicionais s30 necessarias para se compreender as interagdes multifatoriais que levam ao
desgaste dos componentes protéticos. O mecanismo de desgaste do PEUAPM ¢ de
particular interesse em virtude do seu grande uso como material de suporte nas proteses de

joelho (LAURENT et al., 2003).

3.4.1 Mecanismos de Desgastes

De acordo com NEVELOS et al. (2004), sdo quatro os mecanismos de desgastes atuando

sobre as superficies articulares do joelho:
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a) Desgaste abrasivo
A esta forma de desgaste ¢ atribuida a remog¢ao do material de uma superficie para a
outra. Pontos locais altos ou asperezas nas superficies do material duro penetrard o

material macio e produzira particulas de desgaste, Figura 3.2.
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Figura 3.2: Mecanismo de desgaste abrasivo (adaptado de NEVELOS et al., 2004).

b) Desgaste Adesivo
Como o nome sugere, no desgaste adesivo ocorre uma ligagdo localizada de duas
superficies. A forca de fixagdo ¢ maior que o limite de resisténcia do material, e um

pequeno pedago deste material ¢ removido de uma superficie e fixado a outra, Figura

— —
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Figura 3.3: Mecanismo de desgaste adesivo (adaptado de NEVELOS et al., 2004).

¢) Desgaste de terceiro corpo

E essencialmente um tipo de desgaste abrasivo onde, ao invés de uma lesdo aspera da
superficie, a lesdo ¢ causada por uma particula presa entre as duas superficies (como
uma particula de cimento 6sseo), Figura 3.4. Este terceiro corpo torna-se embutido no
PEUAPM e provoca arranhaduras na superficie metalica que levaria, entdo, a

aceleragdo do desgaste abrasivo.
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Figura 3.4: Mecanismo de desgaste de terceiro corpo (adaptado de NEVELOS et al.,
2004).

d) Desgaste por fadiga

Solicitagdo na sub-superficie do PEUAPM que pode levar a propagacao de trincas e
pedacgos de particulas vindos da superficie para a sub-superficie, Figura 3.5. Elevada
solicitagdo na sub-superficie também pode levar ao desgaste por terceiro corpo entre as

duas superficies articulares, acelerando o processo de desgaste.

Trincas
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Figura 3.5: Mecanismo de desgaste por fadiga (adaptado de NEVELOS et al., 2004).

3.4.2 Origem do Desgaste

Particulas de desgaste do PEUAPM de tamanho micro e sub-micro, referidas como debris,
causam reagdes inflamatorias levando a reabsor¢do Ossea, ou osteolise, e a falha da protese.
O actmulo de debris nos tecidos peri-protético desencadeia uma resposta celular com a
liberagdo de substancias bioquimicas, que parece ser a responsavel pelo desenvolvimento
de lesdes cisticas, levando ao afrouxamento da protese. A geragdo de debris tem duas
origens principais: 1) o processo de desgaste adesivo, abrasivo e de desgaste de terceiro
corpo ocorrendo in vivo; 2) liberagdo de particulas que sdo inerentes a microestrutura do
PEUAPM. O primeiro paradigma da geracdo de debris foi estudado do ponto de vista
puramente mecanico. O esfor¢o combinado de simulagdo da articulagdo in vitro, estudos de

modelos de analise de elementos finitos e numéricos, esclareceram as causas de diferentes
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mecanismos de desgaste no PEUAPM numa escala macroscopica definindo a falha deste
material nas proteses totais. Este estudo procurou definir a causa da geracao dos debris pelo
acumulo de grande quantidade de deformacgdo pléstica. Foi sugerido que deformacao em
grande escala, a textura, rupturas na superficie e fraturas dentro dos componentes do
PEUAPM em movimento ciclico repetido, poderiam causar falha macroscopica do
material, eventualmente levando a falha do implante. Estes estudos, contudo, nao explicam
a causa inicial da geracdo de particulas de desgaste do PEUAPM. O segundo paradigma da
geracdo dos debris foi estudado do ponto de vista do material. O exame microscopico da
morfologia nanoestrutural de debris do PEUAPM recuperado foi comparado com a
morfologia nanoestrutral do p6 do PEUAPM virgem, e a morfologia de sec¢cao de amostras
fabricadas de p6 do PEUAPM virgem. Estes estudos nao foram, contudo, suficientes para

esclarecer a causa inicial da origem dos debris do PEUAPM (HO et al., 2002).
3.5 Ocxidacao do PEUAPM

A degradagdo oxidativa tem sido considerada um fator prevalente na falha de componentes
de PEUAPM. Muitos estudos (LEE et al., 2000; BOSETTI et al., 2003; ORAL et al., 2006;
JIN et al., 2006; BRACCO et al., 2007) t€ém mostrado que a oxidacdo do componente
articular de PEUAPM em proéteses articulares provoca a instabilidade do implante. E
consenso que a degradagdo oxidativa deste polimero ocorre em fungao da consolidagdo da
resina a elevadas temperaturas e pressdo, da esterilizacdo por radiacdo gama, devido ao
armazenamento dos componentes de PEUAPM irradiados e ainda em fun¢dao do ambiente
implantado. Embora a exposicdo a elevadas temperaturas (200-250°C) e pressao (200-
400KPa) durante o processamento seja de curta duragcdo, mesmo assim o PEUAPM se torna

mais susceptivel as reacdes de oxidacao.

O processamento do PEUAPM ¢ problematico devido a sua elevada massa molar. O fato
de métodos normais de processamento como inje¢do nao poder ser usado devido a sua
elevada viscosidade, o polietileno ¢ moldado por compressdao ou por extrusdo. Estudos
revelam ainda que a técnica por extrusao favorece mais a oxidagdo do PEUAPM que a
técnica por compressao. A elevada massa molar também ¢ um problema durante a fusdo da

resina do PEUAPM que possui particulas da ordem de 50-250 pum. A fim de se obter uma
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boa fusdo, as particulas devem nao somente estar em contato uma as outras, mas também ¢
necessario que as cadeias poliméricas interdifundam-se através de suas fronteiras. O
contato fisico entre as particulas ¢ controlado principalmente pela pressdao na fusdo e pela
viscosidade do polimero fundido. A difusdo é controlada pelo mecanismo de reptagdo e, o
tempo de reptacdo para cadeias poliméricas aumenta drasticamente com a massa molecular.
A massa molar média do PEUAPM utilizado em componentes protéticos ¢ de 5 000 00
g/mol e serdo necessarios mais de 10 dias para se completar a reptagdo a 180°C. Devido a
impossibilidade de se despender um tempo tdo elevado durante o recozimento, alguma

memoria da resina permanecera no PEUAPM processado. (COSTA et al., 2002).

BRACCO et al. (2007) afirmaram que alguns estudos demonstraram que macroradicais
alquil t€ém muita mobilidade e seriam capazes de reagir com as imperfei¢des presentes no
PEUAPM, em muito pequena quantidade. Estes residuos de catdlise Ziegler-Natta

exibiriam um importante papel no processo radicalar da oxidagao.

Segundo (LEE et al., 2000; RIMNAC ef al., 2005; GENCUR et al., 2003) a radiagdo gama
produz radicais livres no PEUAPM que podem levar a ruptura da cadeia polimérica. Este
fato se deve provavelmente a reagdo destes radicais livres produzidos, com o oxigénio do
ambiente. Alteracdes nas propriedades mecanicas do PEUAPM, tais como diminui¢do na
resisténcia a fadiga e a producdo de particulas de desgaste ao redor do implante tém sido
relacionadas a oxidagdo. O efeito destes debris e sua capacidade de estimular respostas
inflamatdrias que conduzem a osteodlise tem sido foco de muitos estudos envolvendo
macréfagos, mondcitos, e estudos com animais. Também tem sido bem documentado em
estudos sobre a interagdo polimero/célula que a oxidacdo da superficie polimérica tem

efeito significativo na capacidade do material para elucidar diferentes respostas celulares.

O PEUAPM oxidado ¢ um estado inerente que existe nas proteses articulares que utilizam
este polimero como suporte. Assim sendo, estudos que investiguem a interacdo de
particulas de PEUAPM com células e tecidos devem considerar o efeito desta superficie

quimica em seus modelos, uma vez que a interagdo e a fun¢do celular sao influenciadas
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pelo estado de oxidagdo da superficie e pelos produtos de degradagdo liberados destes

materiais (LEE et al., 2000).

De acordo com COSTA et al. (2002) a oxidagdo de amostras de PEUAPM esterilizadas
com radiacdo gama apresenta um perfil de oxidacdo onde o maior valor acontece
imediatamente abaixo da superficie e diminui em direcdo ao centro do volume do material.
J&4 amostras esterilizadas com gés etileno (EtO) t€ém oxidacdo maxima no centro do volume

enquanto suas superficies sio menos oxidadas.

DALBORG et al. (2007) afirmaram em seus estudos sobre o perfil de distribuicdo da
oxidagdo em amostras de PEUAPM, que em estagios iniciais da oxida¢do a carbonila
apresenta baixos niveis de concentragdo, ao contrario do que ocorreria com 0S
hidroperoxidos. Em estagios avangados de oxidagdo, encontraram elevados niveis de

carbonila e niveis baixos de hidroperédxidos.

3.5.1 Oxidacao e Cristalinidade

Segundo DALBORG et al. (2007) a cristalinidade de amostras irradiadas com raios gama ¢
maior na mesma regido onde ocorre a oxidagdo. A oxidagdo ¢ menor na superficie do
PEUAPM e aumenta para um maximo em torno de 2mm de profundidade do volume do
material. A cristalinidade também diminui da superficie para o volume, seguindo a

tendéncia da oxidagdo.

COSTA et al. (2002) estudando a oxidagdo do PEUAPM em proteses revisadas de quadril e
esterilizadas com EtO afirmaram que o calculo da cristalinidade através de dados obtidos
do FTIR evidenciou um aumento da mesma na regido onde ocorreu a oxidag¢do. Os autores
concluiram que as areas de maior cristalinidade e de maior oxidagdo foram as mesmas.
Neste estudo afirmaram ainda que a oxidacao aparece como uma banda branca que € visivel
macroscopicamente, ¢ que uma ma consolidagdo destas amostras seria a sua provavel
causa. O surgimento de uma banda branca seria, entdo, o primeiro estagio de um processo
de degradagdo que envolve algum tipo de rearranjo de moléculas. Em seguida ocorrera uma

mudan¢a mensuravel da cristalinidade e, finalmente, acontecera a oxidacao.
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3.5.2 Fenémeno de surgimento da banda branca

A quebra de particulas de PEUAPM parece ocorrer antes da oxidacdo e pode-se assumir
que este fato seja um pré-requisito para a degradacdo oxidativa. A quebra de particulas
parece depender da forma do material, uma vez que ela ndo ¢ distribuida aleatoriamente
sobre a superficie de suporte do PEUAPM (COSTA et al.,, 2002). O processamento por
compressao produz menos tensdo interna que o por injecdo, mas sabe-se que os blocos
moldados por compressao ainda assim apresentam tensdo interna. Esta € a razao pela qual,
nos ultimos anos, os blocos de PEUAPM tém sido submetidos ao aquecimento antes de
usinados. A etapa de usinagem ¢ considerada uma importante fonte de distribuicdo de
degradacdo. Se a cristalinidade altera com o tempo, entdo, sabe-se que se cria tensao na
parte polimérica. Estes autores mostraram que a cristalinidade do PEUAPM recuperado de
préteses de quadril foi alterada em algumas regides onde nao havia oxidagdo. Isto sugere
que a cristalinidade aumenta nao s6 como resultado da oxidag¢dao, mas também devido a
algum outro fator. As particulas da superficie ndo quebraram em suas bordas e, entdo,
nenhuma oxidagdo pode ser encontrada. O oxigénio ultrapassa esta regido enquanto difunde
para o interior do PEUAPM. Uma explicagdo para a oxidac¢ao na area onde estas particulas
quebram, ¢ que ha uma maior disponibilidade de oxigénio livre. Entretanto, este fato ndo ¢
suficiente para possibilitar que o PEUAPM inicie a oxidacdo por si mesmo. Acredita-se
que algum tipo de iniciagdo aconteca, provavelmente, decorrente dos radicais oriundos da
ruptura de cadeias. Sabe-se, porém, que uma tensdo muito elevada ¢é requerida para romper
uma cadeia polimérica. Um outro fator frequentemente mencionado como iniciador da

oxidagdo ¢ a presenga de elementos catalisadores.

Estudos de BLAKEY ¢ GEORGE (2001) sobre o alcance da oxidagdo em PEUAPM
demonstraram que uma molécula reativa muito pequena seria a responsavel pelo aumento
da oxidagdo nas poliolefinas e propuseram que estas espécies originariam de uma de-
polimerizagdo da cadeia polimérica. A partir das andlises realizadas dos produtos de
oxidagdo do PEUAPM recuperados de proteses de quadril os autores concluiram que a

oxida¢do acontece de acordo com um comportamento termo-oxidativo normal, com
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formacao de hidroperoxidos secundarios, cetonas € em menor extensdo também para os

acidos e ésteres (COSTA et al., 2002).
3.6 Relacao Tipos de Implantes e Desgaste

JOHN INSALL (1973) desenhou o que se tornaria o protdtipo das substitui¢cdes articulares
do joelho, o implante condilar total. Esse foi o primeiro desenho a incluir a substitui¢ao das
trés superficies articulares do joelho: o fémur, a tibia e a patela. O componente condilar e
tibial metalico sdo comuns a todos os modelos usualmente cimentados. Um pedaco do
PEUAPM ¢ fixado ao platd tibial metalico e articula-se ao componente condilar femural

como ilustra a Figura 3.6 (MILLER, 2005).

Nesse tipo de implante, a cartilagem gasta na superficie do fémur, da tibia e da patela ¢
substituida por proteses de ligas metalicas e de polietileno inseridas entre a articulagao
(fémur e tibia). O PEUAPM suporta o peso do corpo e permite ao fémur deslizar sobre a

tibia provocando desgaste a longo prazo (AAQOS, 2001).
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Figura 3.6: Modelo de implante condilar do joelho.
Adaptado da AAOS (2004).

Ha mais de 2 décadas, novos modelos de proteses de joelho tém sido introduzidos. O
componente modular, sistema que permite a conversao do modelo que mantém o ligamento
cruzado posterior (LCP) para o modelo que o substitui e sistemas que incorporam a revisao

do implante e instrumentacdo. Estes sistemas permitem maior flexibilidade ao cirurgido,
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mas também introduzem problemas em potencial tais como desgaste da interface modular e
menor aten¢do para as diferengas no balanceamento entre os modelos que mantém o
ligamento cruzado posterior e os que o sacrifica. Ostedlises tém sido associadas com ambos
os modelos; o que mantém ou substitui o LCP. O desenvolvimento da ostedlise ¢
multifatorial e inclui particulas de desgastes de superficies ndo articulares em desenhos
modulares, desgastes de superficies articulares, pés-impacto com modelos que substituem o
LCP, fixag¢do por cimento e o polietileno. Desenho do implante e as variaveis cirirgicas

acentuam o potencial de geracdo de debris (CALLAGHAN et al., 2004).

A geometria das superficies de suporte influencia o grau de debris do PEUAPM gerado
pela protese. Desgaste do PEUAPM ndo somente estimula indiretamente a reabsor¢ao do
0sso abaixo do plato tibial, mas também pode resultar num aumento da instabilidade da
protese de joelho e no carregamento excéntrico daquele suporte. Uma perda significante de
0sso abaixo do suporte do platd tibial aumenta o risco de fratura desta estrutura. Ostedlise €
acelerada pelo PEUAPM de menor espessura ou com lesdo, e pela presenca de sinais de
solicitagdes na protese. A fratura do suporte tibial pode ser diminuida pelo uso de uma
prétese bem projetada com PEUAPM de alta qualidade com pelo menos 8mm de espessura,
um bom balanceamento dos ligamentos, e remog¢do de debris de terceiro corpo no final da

cirurgia (CHATTERIJI et al., 2005).

Uma superficie de suporte de PEUAPM, lisa, plana e sem constri¢ao, ¢ mais predisposta ao
desgaste rapido. Articulagdes planas permitem contato pontual e carregamento na borda,
que resulta num esfor¢o de contato muito elevado e excede o limite de resisténcia do
PEUAPM levando ao desgaste excessivo da periferia. Nos implantes que preservam o LCP,
o lado medial do PEUAPM parece ser a regido de maior desgaste. Isto se deve ao fato do
condilo lateral ser mais elevado neste modelo de protese e assim, submetendo o lado medial
a um carregamento excéntrico e excessivo, ilustrado na Figura 3.7. Este fenomeno de
elevacdo condilar e a cinematica anormal nas artroplastias do joelho tendem a promover o

desgaste prematuro do PEUAPM (CHATTERIJI et al., 2005).
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Figura 3.7: Modelo de implante condilar do joelho. Note a articulagdo tipo bola e soquete

no lado medial e a articulagdo menos congruente no lado lateral.
Adaptado da AAOS (2004).

3.7 Caracterizacao
3.7.1 Caracterizacio Cristalografica por Difracdo de Raios-X

Ao analisar os padrdes de difracdo do polietileno ¢ necessario conhecimento acerca da
estrutura. O cristal de polietileno ¢ apresentado em detalhes na Figura 3.8, onde os
parametros a, b e ¢ sdo os parametros do reticulado do PEUAPM. Trata-se de uma estrutura
ortorrdmbica com os lados a, b e ¢ diferentes entre si e todos os angulos entre os eixos do
cristal sdo de 90°. O eixo ¢ do cristal ¢ paralelo ao eixo da cadeia de moléculas e o
comprimento do eixo ¢ da célula unitaria ¢ o comprimento associado com o mondmero

C,Hs (MANSUR, 2005; ROCHA et al., 2006).

Figura 3.8: Célula unitéria ortorrdmbica simples representativa do PEUAPM.
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A Figura 3.9 apresenta caracteristicas com padrdes de difracdo compativeis ao material
semicristalino, ndo obstante a porcentagem de cristalinidade relativa ser de 50% (ROCHA
et al., 2006). A porcentagem média de cristalinidade esperada ¢ de 45 a 60% (BAKER et
al., 2000; PRUITT, 2005).
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Figura 3.9: DRX do PEUAPM GUR 1020 (ROCHA et al., 2006).

3.7.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier tem sido considerada um
instrumento util para o calculo de variagdes da cristalinidade em amostras ndo homogéneas,
onde uma elevada resolugdo espacial ¢ requerida. O PEUAPM contém produtos de
degradacdo tais como cetonas, grupos acidos e ésteres, identificados pela espectroscopia de
absor¢do de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A oxidag¢do torna o
material fragil e com diminuicdo de suas propriedades mecanicas. Sendo assim,
pesquisadores na area ortopédica focalizam na caracterizagao fisico-quimica da degradacao

valendo-se de medidas de densidade, de calorimetria e de FTIR (MEDEL et al., 2005).

SHIBATA e TOMITA (2005) obtiveram o indice de oxidacdo e de cristalinidade do

UHMWPE, servindo-se da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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As Tabelas 3.2 e 3.3 apresentam sintese dos principais modos de vibragdao ao FTIR no

PEUAPM.

Tabela 3.2:Modos de Vibragdo do FTIR para o PEUAPM

-1

Grupo cm Referéncias
Coates (2000)
cH v 3000-2800 Torrisi et al (2004)
Coates (2000)
C-H 9 1500-1300 Torrisi et al (2004)

Vsim C-H 2880-2865

Oassim C-H 1470-1430

-CH, Coates (2000)
8sim C-H 1470-1430
Vassim C-H 2935-2915

CH, & C-H 1485-1445 Coates (2000)

8 —(CH,), rocking 750-720
CH- Coates (2000)
v C-H 2900-2880
& C-H 1350-1330 ou 1370-1360

Chappa et al (2005)
-CH;especiais  Metoxi; metil éter O-CH;; v CH 2850-2815 Coates (2000)
c-.C 1300-700 Coates (2000)
1640 ¢ 965 Torrisi et al (2004)
Cc=C 1680-1320 Chappa et al (2005)
v 1800-1700 Tretinnikov et al (1998)
O-H v O-H polimérico 3400-3200 Coates (2000)
C-0-X 1150-1250 Tretinnikov ef al (1998)
Anéis aromaticos Acima 3000 Tretinnikov et al (1998)

Tabela 3.3: Identificacdo das principais bandas no FTIR

Localizacao da banda

(cm ) Descrigao
910 Grupo vinil terminal, relatado para reticulagao e
ruptura
965 Grupos trans-vinileno, relatado para reticulagao
1303 Associada com regido amorfa
1897 Associada com regido cristalina
1700 Grupos carbonilas, relatado para oxidagao

Fonte: Spiegelberg et al.,1999.
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Verificam-se estudos com o intuito de examinar o aparecimento de grupos radioliticos
encontrado no PEUAPM esterilizado e reticulado. O grupo mais freqiientemente
examinado ¢ o grupo carbonila, associado a oxidag¢do. A relagdo entre a reticulagdo e os
produtos trans-vinilideno é conhecida ha varios anos (TRETINNIKOV et al., 1998;
COATES, 2000; TORRISI et al., 2004; CHAPPA et al., 2005; BRACCO et al., 2006).

SPIEGELBERG et al. (1999) afirmaram que pesquisadores encontraram uma relacao linear
entre o pico a 1897cm™ e a cristalinidade, determinada por analises de Raios-X. Entretanto,
os resultados sdo sensiveis a estrutura quimica do PEUAPM examinado, em particular a
presenca de cadeias ramificadas. As Figuras 3.10 e 3.11 ilustram graficos de FTIR do

PEUAPM irradiado destacando-se picos de maior importancia.

i
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000 3500 3000 it ] 2000 1200 1000 S00

Comprimento de onda (cm™)

Figura 3.10: Grafico de FTIR do PEUAPM irradiado a 15 Mrds e esterilizado por radiagao
gama em ar, com a indicagdo das bandas. Adaptado de SPIEGELBERG et al, 1999.
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Figura 3.11: Bandas de interesse na regido do espectro mostrado na figura 3.10.
Adaptado de SPIEGELBERG et al, 1999.

O indice de oxidagao ¢ definido como a razdo da area sob vibragdes da carbonila - variando
de 1650 para 1850cm™ - e a 4rea de absorbancia do estiramento do metileno a 1370cm™,
Equacao 3.1. O indice de cristalinidade ¢ obtido da Equacéo 3.2, (BRACCO et al., 2006;
ORAL et al., 2006; SHIBATA et al., 2006; KURTZ et al., 2006; CHAPPA et al., 2005;
WILLE et al., 2002).

(1778 -1689)cm !
Ox = (1396 —1330)cm ' (Eq. 3.1)

0,
% Cristalinidade = Asoe [ A1505x100% (Eq.3.2)
(Ajgo6 / Ay395 +0,25)

Onde Aj3s € a banda de absorbancia (obtido utilizando-se a linha base de 1370 para
129OCm'1) na regido amorfa e Ajg97 a banda de absorbancia (obtido utilizando-se a linha

base variando de 1910 para 1870cm™") na regido cristalina, respectivamente.
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Segundo (SPIEGELBERG et al.,1999; BRACCO et al., 2007; DALBORG et al., 2007),
com o escopo de remover a interferéncia do tamanho da amostra nas andlises do FTIR,
pesquisadores normalizam a altura da banda ou a area da banda na vibragdo de interesse,
com a banda de referéncia sendo insensivel aos efeitos da radiagdo. Bandas de referéncias
comumente usadas sio a 1370cm™ relativa ao estiramento do grupo CHj e 2022cm™,

correspondente ao dobramento do grupo CH;.

Segundo KURTZ et al. (2006), o indice de oxidagdo pode ser calculado dividindo-se a area
da banda de oxidacao pela area da banda de normalizagdo e o indice de trans-vinilideno ¢
calculado dividindo-se a banda do trans-vinilideno pela area da banda de normalizacao.
Nos calculos, a area da banda de oxidagdo ¢ a area integrada abaixo da banda da carbonila
entre 1650 e 1850cm™. A 4rea da banda do trans-vinilideno ¢ a 4rea integrada abaixo da

banda vinil entre 950 e 980cm™.

WILLE et al. (2002) calcularam o indice de oxidag¢dao dividindo a area da banda da
carbonila a 1740cm’1, a absorbancia C-O éster-carbonila a 1720cm'1, C=0 absorbancia
ceto-carbonila (limite de integracdo 1680-1780cm™), pela area da banda de vibragio do
metileno a 1370cm™ (limite de integragdo 1330-1390cm™). Neste trabalho o percentual de
cristalinidade foi medido usando FTIR e calculado pela comparagao da area sob a vibragao

de 1897cm™, a fracdo cristalina, e a 4rea sob a vibracdo de 1303cm™, a fragio amorfa.

CHAPPA et al. (2005) selecionaram como referéncia a banda de absorbancia do metileno a
1360-1370cm™, a qual depende da quantidade de material interceptado pelo feixe do
infravermelho e ¢ praticamente inalterada pela radiagdo, para comparagdes entre
UHMWPE submetidos a diferentes modos de radiagdo. A normalizacdo da banda de

absorbancia foi encontrada a 1367cm™.

CHAPPA et al. (2005) referem-se ao trabalho de TRETINNIKOV et al. (1998) o qual
sugere que a vibragdo de estiramento a 1640cm™ origina-se de locais insaturados contendo

hidroperdxidos em posicdo o para grupos trans-vinilideno. A maioria dos produtos de
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alteragcdes quimicas, induzida por radiacdo derivada do polietileno, possui bandas de

absor¢do no espectro do infravermelho.

Os produtos de oxidacdo e ligacdes duplas citados por (TRETINNIKOV et al., 1998) sdo

relacionados:

a) Ligagdes O-H (alcoois a 3420-3450cm™’, hidroperdxidos a 3380-3400cm™, 4cido
carboxilico a 3100-3200cm™) e espécies O-H (livres) com ligagdes ndo
hidrogenadas (alcoois a 3600cm™, hidroperéxido a 3550cm™);

b) Espécies carbonilas (cetonas, acidos, ésteres, etc.) a 1700-1800cm™;

¢) Espécies C-O-X a 1150-1250cm’™;

d) Produtos insaturados (C=C) a 1640 ¢ 850-1000cm .

A compreensdao do processo de ruptura da cadeia polimérica através da radiagdo utilizada
para esterilizar o PEUAPM gera melhor interpretacdo do espectro do infravermelho, como

ilustrado na Figura 3.1.

Um dos eventos radioliticos durante a irradiacdo do PEUAPM ¢ a formacao de insaturagao
trans-vinil cuja presenga pode ser quantificada pela banda de absor¢do a 965cm™ no FTIR

(TORRISI et al., 2004; BRACCO et al., 2006).

BRACCO et al. (2006) descreveram as alteragdes da radiagdo de alta energia com o
UHMWPE. Segundo os autores, a interacdo da radiacdo de alta energia com o PEUAPM
leva a ruptura das ligagdes C-C (reagdao 1) e C-H (reagdo 3) indicado na Figura 3.12(a)

formando radicais H e macromoléculas primdrias e secundarias.

Segundo BRACCO et al. (2006) somente macromoléculas secundarias podem ser
detectadas; ¢ assumido que no estado sélido macromoléculas primarias sofrem
recombinacdo seguindo a reagdo 2. Macromoléculas secundarias levam a eliminagdo do
hidrogénio por mecanismos intra (reagao 5) e intermolecular (reagdo 6) Figura 3.12(b),

formando ligagdes duplas internas, ambas na fase amorfa e na fase cristalina.
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Apesar de ser menos termodinamicamente favoravel, a retirada de hidrogénio
intermolecular € possivel. A probabilidade de retirada de atomos H do PEUAPM diminui
na ordem: alilico > terciario > secundéario > primario, com uma razdo de reatividade
diretamente proporcional para a energia de dissociag@o de ligagdo, mostrada na Tabela 3.4

(BRUNELLA et al., 2007).

Formacao de reticulagdo por desidrogenacdo entre duas macromoléculas secundarias
(reagdo 7) Figura 3.12(c) tém sido sugerido em alguns estudos com a finalidade de explicar
reticulacdo do polimero causada pela radiagdo, embora a reacdo seja bastante improvavel

em se tratando do polietileno no estado sé6lido, devido ao impedimento estérico.

Modelos de fase cristalina do PEUAPM apresentam a distancia minima entre dois atomos
de C como ser de 5,6 A, bem maior que o comprimento médio da ligagdo C-C (1,54A).

Sendo assim, a formagao de H-reticulado ¢ estericamente viavel na fase cristalina.

Ligacdes duplas vinil sdo consumidas durante a irradiacio quando elas reagem com
macromoléculas secundarias, de acordo com a reagcdo 8, a qual leva a formacdo de

ramificagdes em forma de Y (Y-reticulado) Figura 3.12(d).

Desde que o PEUAPM contenha na fase amorfa mais de um grupo vinil final por cadeia, a
reacdo da primeira unidade vinil resulta em ramificagdes, enquanto as seguintes levam a
reticulagcdo. Logo, o grau de reticulagdo ¢ dependente da quantidade de ligacdes duplas

pendentes no polimero e da dose de absorg¢ao.
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Figura 3.12: Mecanismo de interagdo de alta energia de radiagdo y com o PEUAPM e a
quimica da reticulacdo. Adaptado de BRACCO et al., 2006.

Tabela 3.4: Energia de dissociacdo da ligagdo C-H por diferentes tipos de radicais.

Radical Energia de
dissociagdo da
Ligacao
(kJ/mol)
CH;CH» 422
CH;CH CH3 413
(CH3)5-C 397
CH,=CHCHy 359

Fonte: BRUNELLA et al., (2007).
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3.8 Espécies Ativas do Oxigénio

As espécies ativas de oxigénio (EAO) sdo caracterizadas por sua alta instabilidade
eletronica e capacidade de causar danos oxidativos em biomoléculas vitais como proteinas,

DNA e lipidios (Bray et al. 2000; Larcher, 2000; Strohm et al. 2002; Apel & Hirt 2004).

As EAO sdo também produzidas nos seres aerdbios como produto de algumas vias
metabolicas celulares, como por exemplo, respiracdo (Foyer & Noctor 2005). Tais
processos ocorrem proximo a cadeia transportadora de elétrons localizada nas
mitocondrias. E estimado que mais de 2% do oxigénio consumido pela mitocondria esteja

envolvido na geragdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) (Cakmak et al. 1993).

Outra via de formagdo de espécies ativas de oxigénio nas células ¢ a redugdo tetravalente
do oxigénio molecular a dgua, que requer quatro elétrons e pode gerar ao longo deste
processo moléculas oxidativas, tais como o radical superdxido (Oy’), radical hidroxila (OH)
e todas essas variagdes estdo muitas vezes associadas a circunstancias patoldgicas,
incluindo reacdes inflamatorias. Este evento estd mostrado na Figura 3.13 e representado

na Equacao 3.3.

Diversas classes de moléculas sdo susceptiveis ao ataque de O, e acabam formando
hidroperdxidos. Tais hidroperéxidos contribuem para a deteriorizacdo e disfungcdo em

células e membranas celulares.

Ao receber dois ions hidrogénio e um elétron, o radical superoxido se converte em peroxido
de hidrogénio, cuja reagdo ¢ catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD), conforme
a Equacao 3.4. Apesar do H,O, ser uma molécula pouco reativa, ela pode ser considerada
toxica devido a sua capacidade de reagir com O, formando assim o radical hidroxila
(OH), que tem alto poder oxidativo. Essa reagdo é conhecida como Reagdo de Haber-

Weiss- equagdo (Equacao 3.5).
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Figura 3.13: Reducao tetravalente do oxigénio molecular na mitocondria até a formagao de
H,0. Varias espécies reativas de O, sdo formadas no processo.
Fonte: FERREIRA et al. (2007).

0,+e — Oy (Eq. 3.3)
20,+2H" — H,0, (Eq. 3.4)
0, +H,0, — 3 OH +OH + O, (Eq. 3.5)

3.8.1 Radical Superoxido (O,™)

E formado apds a primeira reducdo do O,. O radical superdxido ocorre em quase todas as
células aerdbicas e ¢ produzido durante a ativagdo maxima de neutrofilos, monocitos,

macrofagos e eosinofilos. Apesar de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas,
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tem sido observado lesdo bioldgica secundaria a sistemas geradores de O,” (FERREIRA et

al., 2007).

3.8.2 Radical Hidroperoxila (HO;')

Representa a forma protonada do radical superdxido. Existem evidéncias de que o
hidroperoxila ¢ mais reativo que o superdxido, por sua maior facilidade em iniciar a

destruicao de membranas bioldgicas.

3.8.3 Radical Hidroxila (OH-)

E considerada a EAO mais reativa em sistemas biologicos. A combinagdo extremamente
rapida do OH- com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma
sua alta reatividade. E capaz de inativar varias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-
SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidagdo dos &cidos graxos

poliisaturados das membranas celulares (lipoperoxidacao).

3.8.4 Perdxido de Hidrogénio (H,0:)

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons desemparelhados na ultima
camada, o H,O; ¢ um metabolito do oxigénio extremamente deletério, porque participa da
reacdo que produz o OH-. O H,O; tem vida longa, ¢ capaz de atravessar camadas lipidicas,
pode reagir com membrana eritrocitiria e com proteinas ligadas ao Fe*". Assim, é

altamente toxico para a célula.

Cada vez ¢ mais evidente o papel assumido do H,O; no estresse oxidativo celular, quer
como precursor de OH', a espécie radical diretamente responsavel pela degradacdo de
proteinas ¢ do DNA, quer como agente oxidante do GSH (glutatido ou L-g-glutamil-L-
cisteinil-glicina), principal tiol intracelular que participa direta ou indiretamente em
numerosos fendmenos bioldgicos de vital importancia para a célula. O H,O,, ndo sendo um
radical, trata-se de uma molécula estavel e consegue difundir-se através das membranas
biolégicas. E formado por redugdo divalente do oxigénio molecular, por agdo enzimatica. A

sua toxicidade pode ser direta ou indireta. De um modo direto, conduz a deplecao do ATP,
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do glutatifo reduzido (GSH) e do NADPH, induz o aumento citosolico de Ca* livre
(ativando, consequentemente, varios processos metabolicos dependentes do célcio) e ativa
algumas polimerases, conduzindo a morte celular. De um modo indireto, devido a quebra
da ligagdo do peroxido por meio da reagdo de Fenton, conduzindo a formagao do radical
hidroxila. Por esta via induz a degradagdo de macromolecular: dos lipidios devido a
peroxidacao lipidica, dos agucares devido a sua oxidagdo, proteinas devido a oxidagao dos

grupos tiol, e acidos nucléicos devido a quebra da sua cadeia (MATOS et al., 2005).

As EAO podem direcionar a producdo de mais espécies reativas, particularmente através de
processos endogenos, acontecendo em muitas células como conseqiiéncia dos processos
metabolicos. Também podem ser formadas pela exposi¢do de células a radiagdo ionizante,
pelo ciclo-redox quimico presente no ambiente ou pela exposicdo a metais pesados

(FERRONATTO et al., 2006; FERREIRA et al., 1997).

Apesar destes mecanismos, todos 0s organismos aerdbios estdo continuamente expostos a
oxidantes reativos, ocorrendo estresse oxidativo, onde a concentracdo destes oxidantes
aumenta a capacidade de tamponamento antioxidante da célula. Por outro lado, os
organismos aerobios desenvolveram um sistema de defesas composto por uma série de
substancias antioxidativas, capaz de diminuir o poder oxidativo das EAQO, garantindo sua
sobrevivéncia ao longo do processo evolutivo. Entre as principais fungdes desse sistema,
destaca-se a remoc¢ao de radicais livres, minimizagdo na disponibilidde de pro-oxidantes
como ions ferro e cobre e protegdo de biomoléculas contra possiveis danos em suas

estruturas (FERRONATTO et al., 2006; FERREIRA et al., 1997).

As células possuem sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos para proteger seus
constituintes celulares e manter o estado redox celular. Dentre os antioxidantes nio

enzimaticos pode-se citar a vitamina C e a vitamina E.
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3.9 Substincia Estabilizadora da Oxidacio do PEUAPM

De acordo com ASTM F648-98, ¢ proibido o uso de qualquer estabilizador ou antioxidante
durante a fabricagdo do PEUAPM para aplicacao em proteses. Todavia, mudanga na ASTM
648 tornou possivel a adicdo de antioxidantes, desde que sejam produtos apropriados
aprovados pela Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos internacionalmente
conhecida como Food and Drug Administration (FDA) (BRACCO et al., 2004). A
vitamina C ¢ uma das substancias possiveis por ser um produto natural, reconhecidamente
seguro ¢ aprovado mundialmente para o uso em alimentos e também no combate ao

envelhecimento.

3.9.1 Acido Ascérbico

Entre os antioxidantes soliveis em agua, o acido ascorbico (AsC), também conhecido como
vitamina C (3-oxo-L-gulofuranolactona). E um 4cido fraco, monobasico e um forte agente
redutor. O acido ascorbico € uma y-lactona e esta representado na Figura 3.14 (DAVIES et

al., 1991).

AsC (C6H806)
HO
E 0]

HO_ 6/5\/(4&240

HO OH

Figura 3.14: Formula estrutural da vitamina C. Adaptado de DAVIES et al., 1991.

A sua natureza acida em solugdo aquosa deriva da ionizagdo do enol OH em C-3 (pKa

4,25) resultando em deslocamento do anion ascorbato (AsC’) como mostra a Figura 3.15.
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+ Hz0'

HO OH O

Figura 3.15: Primeira ioniza¢do do acido L-ascorbico. Adaptado de DAVIES et al., 1991.

O 4cido ascorbico ¢ um agente redutor e ndo pode diretamente promover oxidacdo.
Entretanto, na célula a vitamina C pode ocorrer em varias diferentes formas, varias das
quais, constituindo par redox, capaz de trazer ambos oxidacao e reducdo de componentes

de outros pares redox, dependendo do seu potencial redox relativo.

As vérias formas fisiologicamente ativas de vitamina C estdo representadas na Figura 3.16,
mas ndo significando que todas as interconversdes acontegam in vivo. Sabe-se que ainda
existe uma grande frustragdo com a incapacidade de se definir o verdadeiro papel

bioquimico da vitamina C (DAVIES et al., 1991).

O 4cido ascorbico merece destaque especial devido a sua eficiente acdo em capturar
espécies ativas de oxigénio (EAO) na parte aquosa de célula, evitando assim o ataque as
membranas lipidicas. E um agente antioxidante natural que, além da funcdo de defesa, atua

em sinergismo ou na regeneracao da vitamina E, conhecida como a-tocoferol.

Segundo FERREIRA ef al. (1997) a vitamina C ¢ um antioxidante hidrossoliivel que pode
neutralizar diretamente as EAO, porém, pode funcionar como pré-oxidante quando em dose

elevada, ou quando exposta a metal levando a lipoperoxidagao.
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Figura 3.16: Interconversdo das varias formas de vitamina C. Adaptado de DAVIES et al.,
1991.

3.9.2 Estabilidade Oxidativa

A atividade antioxidante ¢ um parametro utilizado vastamente, em conjunto com outros,
para caracterizar diferentes materiais. Esta atividade esta relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema contra os efeitos danosos de processos ou reagdes que
causam oxidagdo excessiva, envolvendo espécies reativas de oxigénio (FERRONATTO et

al., 2006).

Durante a medida da atividade antioxidante dois fatores devem ser levados em
consideragdo. O primeiro ¢ a eficiéncia do seqiiestro do radical, que ¢ determinada nao
apenas pela reatividade do antioxidante contra o radical, mas também pela sua

concentracdo. O segundo fator esta relacionado com o espectro de acao do antioxidante, por
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sua vez modulado pela solubilidade: por exemplo, a vitamina C € um potente seqiiestrador

de radicais hidrofilicos, mas ndo de radicais lipofilicos (FERRONATTO et al., 2006).

Yoshida et al. (2003) afirmam que a potencialidade antioxidante de eliminadores de
radicais in vivo é determinada por outros fatores como a localizagdo, a concentragdo e a
mobilidade no microambiente. A relativa atividade dos antioxidantes depende das
condigdes experimentais ¢ pode variar significativamente dependendo das condi¢des de

avaliacdo e dos métodos utilizado.

Segundo FERRONATTO et al. (2006) a atividade antioxidante in vivo ¢ determinada por
varios fatores, tais como sua reatividade frente ao radical, o nimero de radicais que
consegue sequestrar, a destruicdo do radical gerado pelo antioxidante, a concentragdo e a
mobilidade, a interagdo com outros antioxidantes e o sitio de geragdo e reatividade do

radical.

O L-Acido ascorbico é um potente agente redutor em solugio aquosa, sendo que esta
propriedade ¢ muito menos evidente em meio ndo aquoso. O primeiro estagio de sua
oxidagdo ¢ prontamente reversivel e forma o acido dehidroascorbico (DHA). Este primeiro
produto da oxidagdo ainda possui habilidade redutora, especialmente em solugdo alcalina,

sendo degradativamente oxidado por, por exemplo, oxigénio molecular.

O DHA mostrou ser uma lactona, a qual se submeteu a uma lenta hidrélise para o acido
carboxilico estando em solucdo aquosa e, entdo, o processo redox poderia ser representado
como mostra a Figura 3.17. O acido ascorbico pode, de fato, ser oxidado para o seu L-
acido dehidroascérbico (DHA) por uma variedade de agentes oxidantes tais como o

oxigénio molecular na presenca de um catalisador (DAVIES et al., 1991).
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Figura 3.17: Interconversao do L-acido ascorbico / L- dcido dehidroascérbico. Adaptado
de DAVIES et al., 1991.

3.9.3 Resposta Celular ao Implante

Macrofagos sdo componentes do sistema imune, fagocitos por exceléncia, envolvidos na
apresentacdo de antigenos e na resposta imune inata. S3o capazes de produzir diversos
produtos antimicrobianos, como radicais livres de oxigénio (num processo denominado
explosdo respiratoria), 6xido nitrico, citocinas e quimiocinas sendo que estas duas ultimas
sao moléculas de sinalizagdo para células do sistema imune. Determinam intensidade e
duragdo das respostas. Derivados dos mondcitos do sangue, estas células de tamanho

relativamente grande estdo presentes na maioria dos tecidos humanos.

Os neutrofilos, também conhecidos como leucdcitos polimorfonucleados (PMN) devido ao
formato caracteristico de seu nucleo, sdo as células mais abundantes entre os leucocitos.
Possuem meia vida curta (aprox. 6h no sangue e 1-2 dias nos tecidos) e grande capacidade
fagocitica, além de secretarem citocinas, quimiocinas e moléculas antimicrobianas.
Normalmente atuam como a primeira linha de defesa do corpo humano. Estas células estao

representadas na Figura 3.18.
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Figura 3.18: Morfologia de algumas cé¢lulas do sistema imune.

Como parte da resposta ao corpo estranho para implantes, os macréfagos sdo as células
guardids que supervisionam e coordenam a resposta inflamatoria, promovendo a
cicatrizagdo e a estabilidade do implante. A presenga de debris na area perimplante leva a
ativacgdo e fagocitose destes debris pelos macrofagos os quais estimulam a liberagdo de uma
variedade de mediadores como os radicais livres e o 6xido nitrico, citocinas envolvidas no
recrutamento de outras células inflamatorias para o local, tais como a proteina monocito
quimiotatica (MCP)-1, proteina macrofago inflamatéria (MIP)-1 e também potentes
mediadores da reabsor¢do Ossea como a interleucina-1(IL-1), fator-a de necrose tumoral
(TNF-a)), prostaglandina E, (PG E,) IL-6 (SETHI et al., 2003). Apds a implantagdo da
protese ocorre uma resposta inflamatdria leucocito especifica, mediada pela ativagdo de
neutréfilos (85-90% de granuldcitos), e este fendmeno ¢ considerado a etapa chave no
processo de cura. A adesdo de neutrdfilos e leucocitos na superficie artificial do PEUAPM

através da camada protéica ¢ fundamental na regulagao das etapas da resposta inflamatoria.

A Figura 3.19 ilustra o esquema com as conseqiiéncias da ativa¢do de macrofagos pelos

debris do UHMWPE na reagao tecidual periférica (RENO et al., 2006).
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Figura 3.19: Esquema da consequéncia de ativagdo de macrofagos (M®) e produgdo de
fator-o de necrose de tumor (TNF-a). Ativagdo de monocitos (Mn) pelos osteoclastos (OC)
e inicio da reabsor¢do 6ssea ao redor da protese. Adaptado de RENO et al., 2006.

De fato, apds a adesdo a superficie do biomaterial, podem ocorrer fagocitose, explosao
respiratoria e liberagdo de protease como a Gelatinase B ou MMP-9, promovendo assim,
lesdo nos tecidos periféricos. Além disto, muitos aspectos do processo inflamatério agudo e
cronico sao mediados pela liberacdo de oxidantes através da fagocitose, em fungdo da sua
habilidade em estimular a produgdo celular de citocinas. Durante o contato inicial entre o
biomaterial implantado e o sangue, as proteinas adsorvem primeiro ¢ plaquetas aderem a
superficie de proteinas adsorvidas poucos segundos depois. Granulécitos
polimorfonucleados (PMN) sdo encontrados na superficie do material depois de 10 minutos
de exposicdo ao sangue e as cé€lulas sdo ativadas em torno de 30 minutos apds a esta
exposic¢ao. Por isto, a ativagdo celular de granuldcitos humanos ¢ considerada um indicador
para avaliar o risco de inflama¢do mediada por um biopolimero. O PMN pode tornar-se
ativado diretamente através de alguns receptores ou através de mediadores derivados de
plaquetas e produz espécies oxigénio reativas como parte desta ativagdo. Durante a
explosdo respiratoria do PMN, ions superoxidos sdo gerados. Os metabdlitos do oxigénio
desempenham um importante papel na morte de microorganismos e sdo considerados
moduladores de atividades celulares, tais como adesdo celular e fagocitose. Evidéncias
indicam que a superficie quimica do PEUAPM afeta a resposta inflamatdria para o
implante via adsor¢ao seletiva de proteinas e ativagao de receptores. A adsor¢do de proteina
ocorre antes da adesdo celular para a superficie implantada, e a natureza e a composicao

desta primeira camada de proteina adsorvida ¢ de grande importancia para a subseqiiente
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ativacdo de PMN (SETHI et al., 2003; RENO et al., 2003; RENO et al., 2004) usando
fibroblastos, osteoblastos e células sanguineas. Entretanto, poucos relatos existem sobre a

ativagdo do PMN apos contato com o PEUAPM (RENO et al., 2003; SETHI et al., 2003).

Dependendo dos diferentes processos de fabricacdo do polietileno, a reticulacdo do
PEUAPM altera as ligagdes entre as cadeias moleculares, reduz a cristalinidade, altera o
contetdo de radicais livres do polimero e influencia significativamente a sua superficie e o
seu volume. Nao obstante estas mudangas nas caracteristicas fisico-quimicas do polietileno,
a resposta inflamatéria do PEUAPM reticulado ¢ ainda desconhecida. Acredita-se que
pequenas alteragdes quimicas ndo sejam suficientes para elucidar diferengas na
responsividade dos macrofagos. Enquanto particulas ndo fagocitaveis sdo menos comuns
nas proteses de quadril, nas proteses de joelho elas ja sdo constantes em virtude da geracao
de debris de tamanhos maiores. Estes debris maiores sdo observados dentro das células
gigantes do corpo estranho e ¢ uma caracteristica marcante da histopatologia ao redor da

protese de joelho (SETHI ef al., 2003).

3.10 Producio de Oxido Nitrico por Macrofagos

O modo como os macrofagos respondem ao biomaterial ¢ dependente do tamanho do
material. Particulas de material com dimensdes menores que um tnico macr6fago nucleado
(normalmente em torno de 10pum de didmetro) podem ser fagocitadas. Grandes particulas
(entre 10um e centena de micrometros) que sdo além da capacidade de fagocitose do
macréfago, podem ser englobadas por células gigantes multinucleares ou células gigantes
de corpo estranho. Materiais volumosos como aparelhos médicos, tais como, pinos, placas,
suturas ou implantes de membranas formardo células gigantes de corpo estranho que se
unirdo a superficie do material e ficardo na superficie por toda vida util do implante

(JUNIOR, 2008).

Os macrofagos também tém um papel importante na regeneracdo de tecidos. Os
macrofagos secretam um espectro de citocinas e fatores de crescimento para regular o
recrutamento, proliferagdo e a diferenciagdo celular que conduz a efetiva regeneracao do

tecido e a angiogénese. Mais recentemente, foi mostrado que macréfagos ativados por
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citosinas liberadas por células T “helper” 1, produzem o6xido nitrico (nitric oxide — NO)
molécula gasosa que atua inibindo a respiragdo mitocondrial, a sintese de DNA e a
atividade da enzima aconitase do ciclo de Krebs (JUNIOR, 2008). Trata-se de um gis
incolor, de meia vida média entre 3 e 60 segundos, moderadamente soluvel em agua
(semelhante ao oxigénio), que atravessa livremente membranas celulares (Coleman, 2001;
Cerqueira & Yoshida, 2002). Sua molécula possui um elétron ndo pareado que reage
facilmente com oxigénio, radicais superoxido e metais de transicdo (Cerqueira & Yoshida,

2002).

Sua sintese nas células de mamiferos acontece através da acdo de uma enzima denominada
Oxido Nitrico Sintase (NOS), que quebra a L-arginina em NO e L-citrulina, utilizando o
oxigénio ¢ NADPH, flavinas e outros cofatores gerando um produto intermediario, a L-
hidroxiarginina. Esta ltima sofre outra reacao de oxidac¢ao produzindo a molécula de NO e
uma citrulina (JUNIOR, 2008). A NOS pode ser encontrada em 3 isoformas (Cerqueira &
Yoshida, 2002):

» nNOS — Oxido nitrico sintase neuronal. E constitutiva, encontrada em neurdnios, células
epiteliais, musculo esquelético, entre outros. Atua na regulacdo central da pressao
sangiiinea, no relaxamento dos musculos lisos e nos processos de vasodilatacdo.

= iNOS — Oxido nitrico sintase induzida ou indutivel. E a tunica isoforma que nao ¢é
constitutiva. E formada na membrana das células a partir de estimulos de citocinas e
lipopolissacaride (LPS). Pode ser formada em células endoteliais, mtsculo liso vascular e
células inflamatorias. Produz grande quantidade de NO. Atua contra parasitas e células
tumorais e ¢ associada a condic¢des patologicas pelo alto volume de NO que produz.

= eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial. E constitutiva e produz NO em niveis basais,
mas pode ter esta producdo alterada em resposta ao fluxo sangiiineo. Regula pressao
sangiiinea e contratilidade do musculo cardiaco. Expressa apenas em células endoteliais e

em fibroblastos.

O NO possui um alto poder citotoxico, exibindo atividades citostaticas (inibe enzimas
contendo ferro) e citocida (causa fragmentacdo do DNA) contra um amplo espectro de

microrganismos patogénicos, mas também possui um importante papel regulatério e
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protetor no organismo, sendo sua acdo dependente da concentracdo em que ¢ produzido

(Cerqueira & Yoshida, 2002; Coleman, 2001).

Além desses papeis o NO media varios fenomenos, como vasorrelaxamento dependente do
endotélio, citotoxicidade mediada por macrofagos, inibi¢ao da ativagdo, adesdo e agregagao
plaquetaria, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, regulacdo da pressao
sangiliinea basal, depressdo sinaptica em longo prazo, potencializacdo da transmissao
sindptica em longo prazo, microcirculagdo medular e glomerular e prevencdo de
piloroespasmo em estenose pildrica hipertrofica infantil. A atividade do NO foi relatada em
endotélio, cerebelo, nervos nao adrenérgicos ndo colinérgicos, macrofagos, neutréfilos,

rins, células epiteliais pulmonares, mucosa gastrintestinal € miocardio.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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A Figura 4.1 apresenta o fluxograma para o estudo da degradacao oxidativa do PEUAPM

em aplicagdes biomédicas.

4.1

MEV
MEV/EDS
Caracterizagao da PN Avaliacao de
, . . N—1 ’ o MO
DRX Matéria Prima protese recuperada
FTIR
FTIR
Envelhecimento
MEV/EDS | Acelerado do
PEUAPM FTIR
[
Peroxido de Peroxido de
Hidrogénio Benzoila
PEUAPM Controle Oxidacao MEV FTIR
controle Acido Ascoérbico
PEUAPM Resposta Inflamatoria
lixado - Macrofagos
PEUAPM PEUAPM PEUAPM protese PEUAPM controle
virgem oxidado H,0O, recuperada estimulado/ndo estimulado

Materiais e Métodos

Figura 4.1: Fluxograma do procedimento experimental.

O polietileno de peso molecular ultra-elevado (PEUAPM) utilizado neste estudo é um

material comercial, GUR 1020, doado pela Ticona Engineering Polymer (Estados Unidos),
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recebido em forma de tarugo retangular, 22,5cm x 9,5cm x 9,0cm. Suas propriedades sao

apresentadas na Tabela 4.1 conforme dados fornecidos pelo fabricante.

Tabela 4.1: Propriedades do PEUAPM fornecidas pelo fabricante.

PEUAPM
Tipo de Resina GUR 1020
Fabricante Ticona
Meétodo de fabricagao Extrusao
Massa molar média [g/mol*IOG] 5,166 a 5,415
Cristalinidade; DSC, (1*, 20°C-160°C) [%] 66,89 a 70,23
Densidade [Kg/m3 ] 934
Limite de Escoamento [MPa] >23
Tensdo na Ruptura [MPa] >52
Alongamento até a ruptura [%] >460
Modulo de Young [MPa] >575
Temperatura de fusdo DSC, 10K/min [°C] 137.,5
Indice de oxidagdo da superficie e do volume; material 0,00

armazenado | ano em ar (ASTM F2101-01)
Fonte: Ticona Engeneering Polymer.

A amostra controle (PEUAPM), aquela que ndo foi submetida a nenhuma forma de
irradiacdo, de tratamento térmico ou inibida com antioxidantes, foi denominada grupo
controle. As amostras que apresentaram falhas (PEUAPM-Re) e que foram obtidas de
revisdo cirurgica, foram doadas por cirurgides ortopédicos especialistas em artroplastia

total de joelho de diferentes servigos hospitalares de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

A historia clinica dos pacientes nao foi fornecida, porém o principal motivo da falha das
proteses foi por infecgdo e afrouxamento. Estima-se que a vida util das proteses
implantadas foi em torno de 2 anos, sendo revisadas em 2001. Portanto, estima-se a

durabilidade aproximada de 10 anos do PEUAPM_Re em estudo.

A Tabela 4.2 resume como as amostras serao referenciadas ao longo do texto, conforme o

tipo de tratamento recebido.
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Tabela 4.2: Tabela de nomenclatura abreviada das amostras.

PEUAPM Nomenclatura adotada neste estudo
Controle PEUAPM
Recuperado PEUAPM_Re
Oxidado PEUAPM_Ox
Lixado e oxidado PEUAPM_600
PEUAPM- C

Inibido com 4acido ascorbico

PEUAPM 600C
Lixado e Inibido com &cido ascorbico -

4.2 Confeccao dos Corpos de Prova

Para as andlises, foram preparadas ladminas em triplicata do PEUAPM, de espessura
variando de 150pm-250pum, obtidas horizontalmente a partir da superficie do PEUAPM até
uma profundidade de 0,5-2,0mm. A espessura das amostras foi avaliada por um
micrometro Mitotoyo (£10um). Depois de selecionadas, as laminas foram mantidas em
agitacdo na lavadora ultra - sdnica com etanol seguido por agua destilada durante 20

minutos, secas em ar e conduzidas para analises.

4.3 Caracterizacio do PEUAPM controle

O fluxograma da Figura 4.2 refere-se aos procedimentos utilizados para a caracterizagdo

do PEUAPM controle seguindo o caminho 1 (R1).

R1

[
Caracterizagao do
PEUAPM controle
. [
I |
MEV/EDS DRX FTIR

Figura 4.2: Fluxograma do caminho 1 (R1) seguido para a caracterizagdo do PEUAPM.
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Para a caracterizagio do PEUAPM por Difracio de Raios-X (DRX), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR), as amostras foram preparadas de maneiras distintas.

Para a DRX blocos retangulares (n=1) com dimensodes de 1,0cm x 1,0cm x 1,7cm foram
obtidos horizontalmente do centro do tarugo (9,5cm x 9,5c¢cm x 9,0cm) de PEUAPM a
distancias de Ocm, Icm, 2cm, e 3cm a partir de sua superficie externa A e B, ilustrado na

Figura 4.3.

Estas distancias foram selecionadas a fim de que as analises alcangassem diferentes regioes
até o volume do PEUAPM. Para as analises de MEV e FTIR, obtive-se laminas em
triplicata do PEUAPM, de espessura 150um-250pum.

9,5cm B A Ocm
Icm
/ ............... d
IEE IR _%cm
9’5ch ............... iem
N [ 7
| I 4cm
[ 1
22,0cm

Figura 4.3: Desenho ilustrativo das regides do GUR1020 analisadas por DRX.

A estrutura cristalografica das amostras foi investigada por difratometria de raios-X
realizada no Difratometro Philips, modelo PW1710 utilizando radiagdo CuKa e cristal
monocromador de grafita. A varredura foi realizada na faixa de 2 6 compreendida entre 4 a
90° e passo de 0,6°. Depois de feita a leitura, a amostra foi girada a 90° e feito nova leitura a

fim de se analisar a textura do material na difra¢ao de raios-X.

A cristalinidade das amostras foi calculada a partir dos difratogramas obtidos. Inicialmente
foi escolhida a regido que continha a maior parte dos picos (0°-85°). Em seguida, tragou-se
uma linha reta entre os angulos limites escolhidos, definindo o background. As regides
consideradas amorfas e cristalinas foram entdo separadas, através de uma linha que conecta

os minimos entre os picos correspondentes as reflexdes cristalinas e que apresenta a forma
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que seria esperada se o material fosse completamente amorfo. Através da integracdao das
areas entre estas curvas e o background foi possivel estimar a cristalinidade das amostras. O
célculo da cristalinidade foi feito a partir da razdo da éarea da regido cristalina com a area

total do grafico, utilizando o programa Origin®, versao 7.0.

Utilizou-se o seguinte procedimento no calculo da porcentagem de cristalinidade:
0 Calculou-se separadamente a area da linha de base e a area total do grafico;
0 Dividiu-se a area da linha de base pela area total e multiplicou-se por 100
com a finalidade de se encontrar o conteuido amorfo;
O Subtraiu-se de 100 a porcentagem de conteudo amorfo, obteve-se o valor da

cristalinidade em percentuais.

Imagens e analises quimicas semi-quatitativas foram realizadas através de microscopia
eletronica de varredura (MEV) acoplada com espectroscopia de energia dispersiva de

Raios-X (EDX).

A caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho foi feita na regido do infravermelho
médio com numero de onda entre 650cm™ a 4000cm™, pelo método de transmissdo, com
resolugdo de 4cm™ e 64 varreduras por espectro (Spectrum 1000, Perkin Elmer). As bandas
selecionadas para as analises foram em 1305cm™ relatada para a regido amorfa e em

1896cm’™ correspondente a regido cristalina.

O indice de cristalinidade foi obtido da Equac¢ao 4.1, de acordo com BRACCO et al.,
20006):

1)
% Cristalinidade = Asoe [ A1505x100% (Eq.4.1)
(Aygo6 / Ay395 +0,25)

Onde, Aj30s ¢ 0 pico de absorbancia (obtido usando a linha base de 1370 para 129OCm'1) na
regido amorfa e Ajg97 0 pico de absorbancia (obtido usando a linha base variando de 1910

para 1870cm’™) na regido cristalina, respectivamente.
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4.4 Caracterizacio de Protese Recuperada

O fluxograma da Figura 4.4 ilustra o caminho 2 (R2) com os procedimentos utilizados para

a caracterizagdo do PEUAPM-Re.

R2

[
Caracterizagao de Protese
Recuperada

MO MEV/EDS FTIR

Figura 4.4: Fluxograma do caminho 2 (R2) seguido para a caracterizagdo do PEUAPM-Re.

Para as andlises amostras (n=1) do PEUAPM-Re foram obtidas de protese falha recuperada
onde as regides de maior solicitagdo, referentes ao processo oxidativo, foram selecionadas
para analises morfologicas e semiquantitativas com estereomicroscopio (MO), microscopia

eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho (FTIR).

As regides analisadas postero-medial interna (1) e postero-medial externa (2) da superficie
superior do UHMWPE estao ilustradas na Figura 4.5. A regido postero-medial interna da

superficie inferior do polietileno foi analisada, porém nao esta demonstrada.

A observacao visual da pe¢a com o auxilio de um Estereomicroscopio Binocular da marca
Opton modelo TIM-30, em aumentos de 20X e 40X, foi obtida com o intuito de identificar

a presenca de vestigios de usinagem, sinais de degradagdo e altera¢ao de coloragao.

Andlises quimicas semi-quantitatrivas do PEUAPM Re foram obtidas através de
microscopia eletronica de varredura acoplada com espectroscopia de energia de elétrons. A
investigacao foi realizada sobre laminas do PEUAPM-Re sem recobrimento para melhor

identificag¢ao dos elementos quimicos presentes.
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Figura 4.5: Esquema do PEUAPM-Re com destaque para as regides analisadas (1)
superior posterior-medial interna e (2) superior posterior- medial externa.
Para as analises de FTIR, laminas de espessura em torno de 150-250pum obtidas
horizontalmente a partir da superficie do PEUAPM-Re. Foram analisadas a superficie
externa a 0-0,5mm de profundidade, e a sub-superficie a 1-2mm, como esquematizado na

Figura 4.6.

A caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho foi feita na regido do infravermelho
1 , -1 -1 , .
médio com niimero de onda entre 400cm™ a 4000cm™, pelo método de transmissdo, com

resolugdo de 4cm™ e 64 varreduras por espectro (Spectrum 1000, Perkin Elmer).
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Figura 4.6: Esquema de corte da superficie externa (SE), subsuperficie (SS) e superficie
interna (SI) do PEUAPM_ Re.

4.5 Envelhecimento Acelerado do PEUAPM

O fluxograma da Figura 4.7 ilustra os procedimentos para a obten¢do da oxidacao do

PEUAPM. Foram utilizados os seguintes reagentes:

= Perdxido de Hidrogénio (H,0,) — (30% v/v) - Synth.

= Perdxido de Benzoila (C14H;004) — (98%) e (25%) de agua - Vetec.

=  Acetona (CHs), CO - (99,5%) — Synth.
= Etanol (CH3;CH,OH) — (95%) - Synth.

R3
I

Envelhecimento

Acelerado

PEUAPM
Lixado

PEUAPM
Controle

Figura 4.7: Fluxograma do caminho 3 (R3) seguido para a obtencao da oxidagao do

Peroxido de
Hidrogénio

Peroxido de
Benzoila

:

0,7, 14,21, 28,45, 60,
90, 120 e 150 dias

PEUAPM.



66

Laminas em triplicata do PEUAPM foram submetidas ao ataque quimico com diferentes
oxidantes, sendo divididas em 2 grupos: o grupo 1 imersas em 30mL de perdxido de
hidrogénio (H,0O, 30% v/v) e o grupo 2 imersas em 30 mL de solugdo acética de perdxido

de benzoila (PB 5% m/v).

As amostras controle foram imersas em 30mL de dgua destilada. Todas as amostras ficaram
incubadas em banho a 37°C por tempos de 7, 14, 21, 28 e 60 dias. A reposi¢ao da solucao
foi feita a cada 5 dias a fim de garantir o poder oxidante dos reagentes. Completado o
tempo de oxidacdo, as amostras foram lavadas em alcool e dgua destilada por 20 minutos,

secas em ar ambiente e conduzidas para analises em FTIR.
Ap6s célculos do indice de oxidagdo do PEUAPM, a solugdo de perdxido de hidrogénio foi
selecionada como o oxidante padrdo da nossa pesquisa pelo seu maior poder oxidante nas

condigdes experimentais.

O estudo da oxidacdo foi entdo conduzido até 150 dias com as ldminas do PEUAPM

imersas em solu¢ao de HO, 30% v/v.

Para o preparo das solu¢des foram adotados os seguintes procedimentos:

» Solugdo de Peroxido de Hidrogénio.

Mediu-se 100 mL de peroxido de hidrogénio como recebido em uma proveta e em

seguida acrescentou-o a um béquer contendo as amostras de PEUAPM. O recipiente foi

tampado com papel filme e armazenado em banho a 37°C.

= Preparo de 100mL de Solugdo Acética de Peroxido de Benzoila a 5%

A solugdo de 5% em peso de peroxido de benzoila (PB) em acetona foi preparada em frasco

volumétrico. Assim, 6,8 g de PB foram dissolvidos em 100mL de acetona. Para preparar a

solucdo de PB, usou-se um baldo volumétrico que foi preenchido até a metade com acetona
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e adicionou-se 6,8 g de PB vagarosamente e sob agitacdo lenta. Depois de garantido que
todo PB estivesse dissolvido, completou-se o baldo volumétrico com acetona e agitou-se
para garantir a homogeneidade da solug¢do. Para garantir o poder oxidante, a solugao foi
preparada e utilizada em seguida. Acrescentou-se 30 mL da solugdo em frascos erlenmeyer

juntamente com as amostras de PEUAPM e foram armazenados em banho a 37°C.

4.5.1 Envelhecimento Acelerado do PEUAPM com superficie modificada

O aumento da rugosidade da superficie do PEUAPM foi obtido com o intuito de se avaliar
o comportamento da degradacdo oxidativa do PEUAPM frente a maior densidade de
defeitos. Blocos Icm x 1lem do PEUAPM foram submetidos a modificagdo mecanica de
suas superficies através de lixamento com lixa d’agua 600. Na seqiiéncia, obteve-se laminas
em triplicata da superficie (0,5-2mm) do PEUAPM 600 com espessuras variando de 150-
250um.

As laminas foram submetidas ao envelhecimento acelerado em peroxido de hidrogénio por
periodo de 21, 28, 45, 60 ¢ 90 dias. Os procedimentos de preparo da modificagdo da
superficie do PEUAPM estdao mostrados no fluxograma do caminho 4 (R4) da Figura 4.8.

R4
Modif:lc'f“Pﬁo »/ Lixamento y »| Laminas 150-250pm
mecanica
= Lixa d’agua 600 cortada em \
di‘mensﬁo del0cmx 1 O cm Oxidagio H,O,
= [ixamento em movimentos

circulares sendo que a cada 50
rotacdes a amostra PEUAPM A 4
rotacionada 90° no sentido FTIR
contrario aos dos movimentos
circulares em todas as faces.

= Descarte da lixa ao final do
lixamento de cada amostra.

Figura 4.8: Fluxograma do caminho 4 referente a modificacgao fisica do PEUAPM.
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4.6 Inibicao da Oxidacao

O fluxograma da Figura 4.9 ilustra os procedimentos utilizados na inibicdo do

PEUAPM_Ox. O reagente utilizado foi L-acido ascorbico (CcHgOg)-(99%) Sigma-Aldrich.

R5
Inibicao da v | Acido Ascorbico
Oxidacao
0,3% 1%

7,14,21,28,45 ¢
60 dias

Figura 4.9: Fluxograma do caminho 5 (R5) referente a inibi¢ao da oxidacao do
PEUAPM_Ox com acido ascorbico.

Solug@o com concentra¢des de 0,3%, e 1% de acido ascorbico em solugdo de peroxido de
hidrogénio 30% foi preparada e utilizada para avaliar o efeito estabilizador da vitamina C
no processo oxidativo do PEUAPM com H,0O,. Os seguintes procedimentos foram

adotados para o preparo das solugdes:

= Preparo de 100mL de 0,3% de acido ascorbico em solucao H,O, 30%

A solucdo de 0,3% em peso de acido ascorbico (AsC) em peroxido de hidrogénio foi
preparada em frasco volumétrico. Assim, 0,303g de AsC foram dissolvidos em 100ml de
H,0,. Para preparar a solugao de AsC usou-se um baldao volumétrico que foi preenchido até
a metade com a H,O, e adicionou-se 0,303g de AsC sob agitacdo lenta. Depois de
garantido que todo AsC estivesse dissolvido, completou-se o baldo volumétrico com H,0,

e agitou-se para garantir a homogeneidade da solugdo. A solugdo foi em seguida transferida
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para um béquer contendo as amostras de UHMWPE e armazenadas em banho a 37°C. O
procedimento se repetiu para o preparo da solugdo a 1%, sendo que a massa de soluto

utilizada foi 1,01g.

Laminas em triplicata do PEUAPM controle foram imersas em solugdes 0,3%, ¢ 1% de

acido ascorbico em solugdo de peroxido de hidrogénio 30%.

Todas as amostras ficaram incubadas em banho a 37°C por tempos de 7, 14, 21, 28, 45 e 60
dias e a troca da solugdo foi efetuada a cada 5 dias para garantir o efeito inibidor do acido
ascorbico. Completado o tempo de experimento, as amostras foram lavadas em etanol e

agua destilada por 20 minutos, secas em ar ambiente e conduzidas para analises.

4.7 Resposta Inflamatéria de Macrofagos

O fluxograma da Figura 4.10 ilustra os procedimentos seguidos para a avaliagdo da

resposta inflamatoria com macrofagos.

R6

[
Ensaio Biologico

Resposta Inflamatoria

Macroéfagos
I
I
PEUAPM PEUAPM_Ox PEUAPM
virgem 45, 60,90 e 120 Protese
I
MEV ELISA

540nm

Figura 4.10: Fluxograma do caminho 6 (R6) referente a resposta inflamatoria com
macréofagos.
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4.7.1 Citotoxicidade e Viabilidade Celular por Producéo de Oxido Nitrico

O estudo da resposta inflamatoria de macrofagos foi realizado no departamento de
microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Amostras (n=3) do PEUAPM virgem, oxidadas com perdxido de hidrogénio nos
tempos de 45, 60, 90, e 120 dias e amostras da regido superior medial e lateral da protese
recuperada foram avalizadas quanto a resposta inflamatéria de macrofagos através da

secre¢ao de 6xido nitrico (NO).

Foram utilizados dois grupos controle: 1) controle positivo com células estimuladas com
interferon-y (ITF) + lipopolissacaride (LPS); 2) controle negativo com células ndo
estimuladas, somente com o meio. Para os ensaios, laminas de espessura variando entre
150-250pum com area média de 34mm?2 foram esterilizadas com gés etileno (EtO) por 48h e

conduzidas para o ensaio bioldgico.

A citotoxicidade foi avaliada através de macrdéfagos retirados de camundongos linhagem
C57BL/6 cinco dias apos sacrificados. As células (1x105) foram colocadas em todos os
“pocinhos” e acrescentados os meios com e sem interferon-y (ITF) + lipopolissacaride

(LPS) nos “pocinhos” correspondentes. As células foram incubadas a 37°C em atmosfera

umida contendo 5% de CO2 por 48h.

Apos a incubagao, extraiu-se 100ul do sobrenadante de cada “pocinho” para outra placa. Na
placa de leitura de NO fez-se a curva padrao de NaNO?2 (a partir de 100uM) com 100ul e
adicionou-se o branco da leitura. Em seguida, acrescentou-se o reagente Griess em todos os
“pocinhos” e procedeu-se a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 540

nm.

Antes de realizar as analises microscopicas, as amostras foram fixadas com soluc¢do aquosa
de glutaraldeido 2% por 16 horas, desidratadas em solucdo etanol-dgua em concentragdes
(30%, 50%, 70% e 100%) e levadas para analise de microscopia eletronica de varredura. As

amostras foram recobertas com fina camada de ouro, a fim de torna-las condutoras ao feixe
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elétrico usando baixa taxa de deposi¢dao e mantidas a uma distdncia maxima para prevenir

danificagdes. As imagens foram obtidas usando voltagem de aceleragdo de 8kV.
4.8 Caracterizacio

4.8.1 Caracterizacio por Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

A caracterizacdo espectroscopica foi feita na regido do infravermelho médio com ntimero
de onda entre 400cm™ a 4000cm™, pelo método de transmissdo, com resolucdo de 4cm™ e
64 varreduras por espectro (Spectrum 1000, Perkin Elmer). As bandas selecionadas para as
analises foram em 1650-1850cm™, onde a intensidade da absor¢do da carbonila (C=0)
localizada proxima a banda 1720cm™ ¢ relatada para a oxidagdo, ¢ em 1330-1396cm™
relatada para a normaliza¢io. A banda a 2020cm™ (tCH,) foi usada como padrio interno
haja vista ser praticamente insensivel a pequenas alteracdes na estrutura do UHMWPE.
Ainda na banda a 2020cm™ todo o espectro foi normalizado para uma absorcio de 0,05,
baseado em pressupostos de que a absor¢do referéncia (2020cm™) foi aproximadamente
proporcional a espessura das amostras que corresponde a um filme de espessura de 100um

e independe do nivel de oxidagao.

Definido os pardmetros acima citados, a razdo da absorbancia 4ox/41300 (calculada como a
area da banda) entre regides do espectro a 1650-1850cm™ e 1330-1396¢m' (dobramento
CH,) foram utilizadas para estimar o grau de oxidacdo como uma composi¢do total do
grupamento carbonila. Logo, o célculo do indice de oxidacao foi calculado pela Equacao
4.2, como recomendado pela International Standardization For Organization (ISO) 5834-4
“Implants for surgery — Ultra-high molecular weight polyethylene — Part 4: Oxidation index
measurement method™:

A
Iy, = o (Eq. 4.2)

Onde, I, € o indice de oxidagdo; A,, ¢ a arca oxidada e A4,,,, € a area normalizada.

norm

Alguns indices foram utilizados para caracterizar a degradagdo oxidativa como o contetido
de espécies multiplas oxidadas, enquanto a altura da banda foi utilizada para estimar a

oxidagdo como o contetido de uma tnica espécie oxidada.
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O grau de oxidagdo da carbonila foi calculado como a razao da absorc¢do do estiramento do
grupamento cetonico (vC=0) a 1714cm™ (calculada como a altura da banda) ¢ a banda a

2020cm™ (rotagdo do CH,), conforme Equacio 4.3.

I _ L1 (Eq. 4.3)

reme I 2020
Onde /;7,4= altura da banda relata para grupamento cetdnico e o0 = altura da banda

referéncia tCH,.

A razdo da absorbancia da A3400/41300 entre as regides do espectro a 3505-3290cm™ e 1330-
1396cm™ foi utilizada para avaliar o conteado de hidroperdxidos ligados ao hidrogénio e
alcoois, representada pela Equacio 4.4.

[ = Aseoo (Eq. 4.4)

VROH A1300

Onde /3379= altura da banda relata para hidroperoxidos e alcoois.

A razdo da absorbancia I337¢/I2020 foi usada para quantificar a contribui¢do dos grupamentos
hidroperdxidos e alcoois, representada pela Equacao 4.5.

_ 15390 (Eq. 4.5)
fvon = 15020

Onde /3379= altura da banda relata para hidroperoxidos e alcoois.

As razodes de absorbancia Ise0s/l2020 € loss/lr020 foram usadas para avaliar o contetido de
alcool nao ligado ao hidrogénio e o contetido do trans-vinileno respectivamente, e estao

representados nas Equacées 4.6 ¢ 4.7.

_ L3605 (Eq. 4.6)
fron = 15020

Onde /3495 = altura da banda relata para o grupamento alcool ndo ligado ao H.

1
Iepy _cn = 12906250 (Eq. 4.7)

Onde /ys5 = altura da banda relata para o grupo trans-vinileno.
A razdo de absorbancia /17¢/I2020 foi usada para avaliar o conteido da gama-lactona

conforme Equagao 4.8.

I _ 196 (Eq. 4.8)

ve-o 12020

Onde /;;76 = altura da banda relata para grupamentos ésteres e lactona.
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A porcentagem de cristalinidade foi calculada comparando-se a vibragdo da area sob a
vibragao 1896cm™, a fracdo cristalina, ¢ a area sob a vibragao 1305cm™ relativa a fracao
amorfa de acordo a Equacio 4.9 (DALBORG et al., 2007; BRACCO et al., 2007; COSTA
et al.,2002):

% Cristalinidade = Aig96 / Ai305X100 (Eq. 4.9)
(Ai596 / 41395 +0,25)

4.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva

Imagens e analises quimicas semi-quatitativas foram realizadas através de microscopia
eletronica de varredura acoplada com espectroscopia de energia de elétrons. Foi utilizado o
equipamento JSM-6360LV, da JEOL, acoplado ao Espectrometro Quest, da Thermo Noran.
As imagens foram obtidas utilizando tensdo de aceleracdo de 8kV para as laminas do ensaio
biologico e 10kV para as amostras oxidadas. Antes do exame as amostras foram cobertas
com fina camada de ouro por aspersdo, usando baixa taxa de deposicdo, refrigeradas e

colocadas a maxima distancia do alvo a fim de evitar danos as mesmas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio do PEUAPM Controle
= Difracdo de Raios-X

A Figura 5.1 ilustra o difratograma do PEUAPM controle evidenciando o pico cristalino
com alargamento em sua base, confirmando o carater semicristalino do PEUAPM. Em

detalhe sua estrutura ortorrdmbica, segundo (MANSUR, 2005; ROCHA et al., 2006).

Intensidade (u.a)

26

Figura 5.1: Difratograma do PEUAPM controle a distancia de 0 cm (a), 1cm (b), 2cm (c),
3cm (d). Em detalhe sua estrutura ortorrdmbica.

Os resultados de cristalinidade obtidos por DRX, mostrados na Tabela 5.1, apontam para
diminuic¢ao da cristalinidade em dire¢ao ao volume do PEUAPM GUR 1020. Entretanto, a

cristalinidade média obtida foi de 52% com variagao de amplitude de 37%.
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Tabela 5.1: Valores da Cristalinidade do UHMWPE obtidos por DRX.

AMOSTRAS CRISTALINIDADE %
0 cm 77
0 cm com giro 90° 56
1 cm 54
1 cm com giro 90° 51
2 cm 49
2 cm com giro 90° 49
3 cm 40
3 cm com giro 90° 40
Variagdo de amplitude 37

Este valor médio de 52% de cristalinidade encontrada para o PEUAPM controle esta de
acordo com a literatura, onde a porcentagem esperada para a cristalinidade do PEUAPM
virgem ¢ de 45% a 70%. Portanto, o valor obtido estd dentro da faixa aceitdvel para
cristalinidade do PEUAPM controle (BAKER et al., 2000; PRUITT et al., 2005;
DALBORG et al., 2007).

A cristalinidade ¢ um parametro importante a ser avaliado no processo de modificagdo
quimica da superficie do PEUAPM, onde ¢ esperado que o seu valor aumente a medida que
evolui o processo oxidativo do PEUAPM submetido a irradiagdo gama (COSTA et al.,
2006; REGGIANI et al., 2007, DALBORG et al., 2007). Neste estudo acredita-se que nao
sO os valores obtidos para a cristalinidade quanto a sua redugdo em dire¢do ao volume estao
de acordo com a literatura, j4 que o seu valor tende a ser maior em regides com elevada
densidade de defeitos, como parece ser a superficie externa (Ocm) da amostra controle do
PEUAPM, onde o valor da cristalinidade foi de 77%. Além disto, a amostra ndo submeteu-

se a irradiagdo, ndo havendo portanto, ruptura da cadeia e aumento da cristalinidade.

No volume do material (1-2cm) a quantidade de imperfeigdes entre as particulas do
PEUAPM tende a ser menor do que na superficie devido ao processamento por extrusao e,

entdo, a cristalinidade reduz.

E sabido que a cristalinidade do PEUAPM virgem é muito elevada, em torno de 80%. E

muito provavel que quando estas particulas sdo fundidas juntas durante o processamento
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por compressdo, existam imperfeicdes entre as particulas da regido amorfa que serdo as
responsaveis pela baixa cristalinidade do PEUAPM, em torno de 50% (COSTA et al.,
2002).

O processamento de amostras consolida as particulas da resina do PEUAPM e as alinha
num arranjo ordenado e fechado, reduzindo algumas regides amorfas e a natureza porosa
das particulas virgens, limitando a propagacdo de oxigénio através do volume do
PEUAPM. Isto mostra que amostras de PEUAPM mais consolidadas apresentam menor
oxidagdo, mesmo apoOs serem gama-irradiadas ou envelhecidas a elevadas temperaturas
(>135°C). Desde que particulas ndao tenham sido processadas, as regides amorfas
permanecem intactas e permitem facilmente a difusdo de oxigénio para reagir com radicais

livres localizados na regido amorfa do material (LEE et al. 2000).

= Microscopia Eletronica de Varredura

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura mostradas nas Figuras 5.2 a-c pode-se

visualizar imagens do PEUAPM obtidas de laminas do GUR1020.

500um

15kv X550
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b N R it i g — g

15kv X 2.500

10um

15kv X 15.000

Figura 5.2: Imagens de MEV do PEUAPM referéncia em ampliagdo de (a) 50X; (b)
10000X e (c) 15000X.
Um aspecto rugoso ¢ homogéneo ¢ apresentado na Figura 5.2 a, com presenga de orificios,
delaminagdes e rasgaduras provavelmente provenientes do processo de preparagdo do
material. Na Figura 5.2 b observa-se a presenca de ondulagdes caracteristicas de um

material mais ductil com grande capacidade de dissipar energia. Estas ondulagdes em maior
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aumento Figura 5.2 ¢ apresentam um aspecto de maior profundidade, com caracteristica

homogénea e regular tipo “escama de peixe”.

Estes resultados estdo de acordo com a literatura (WILLE ez al., 2006; PRUITT et al.,
2005; BAKER et al., 2000; VALENZA et al., 2004; TADDEI et al., 2002) onde
obtiveram-se uma superficie morfoldgica similar, de carater uniforme, com microestrutura
predominantemente revelando uma forma tipo “onda” e altamente sensiveis ao tipo de
carregamento. O aspecto em “escama de peixe” citado por (ROCHA e MANSUR, 2006)
foi também identificado referindo-se ao PEUAPM GUR 1020 utilizado para aplicacao

biomédica.

= Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O espectro tipico de infravermelho do PEUAPM pode ser observado na Figura 5.3 com

destaque para as principais bandas de interesse.

T
-1 R 720-750 cm  CH,, rocking
2815-2850cm  vCH 1465-1470cm 5CH 2
~~ -
< 1350-1330cm
>
N
© (3550-3600)cm’™
< OH livres
£ ]
o 1700-1800cm v
3
-1
<
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 5.3: Espectro tipico de FTIR do PEUAPM controle.
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A Tabela 5.2 indica os principais grupos quimicos com os numeros de onda

correspondentes as vibragdes observadas ao infravermelho e relatadas para a degradacao

oxidativa do PEUAPM de acordo com (TADDEI et al., 2006; BRACCO et al., 2007).

Tabela 5.2: Identificagdo das Bandas no FTIR.

Localizacao
(cmh)

Grupo caracteristico

Grupo funcional

Referéncias

1785 — 1680

1714-1720

1080-1050

3605

3435-3370

3560-3530

3550-3230

3430

1778 e 1176

1250-1150

2020

965

1896

1305

Estiramento da
carbonila

Estiramento de
hidroperoxidos
Alcoois nio ligados ao
hidrogénio
Hidroperoxidos
ligados ao H e alccois

Hidroperoxidos livres
Ligacao hidrogénio

Estiramento do
grupamento alcool

Gama-lactona e ésteres
lineares longos

Esteres de cadeias
longas

Torgao do grupo etil

Transvinileno
Banda cristalina

Banda amorfa

; vC-O0

C=0

C-O

10-H

vO-H e R-OH

10-H

v(O-H) OH...OH

vO-H

O

b

de lactonas

COX

TC-HZ

CH=CH

TADDEI et al., 2006;
WILLE et al., 2006

TADDEI et al., 2006
TADDEI et al., 2006
TADDEI et al., 2006
KUPPER et al., 2004
KUPPER et al., 2004

REGGIANI et al.; 2007

TADDEI et al., 2006

KUPPER et al., 2004

DALBORG et al., 2007 ;
COSTA et al., 2002 ;
BRACCO et al., 2007

WILLE et al., 2006
BRACCO et al., 2007

DALBORG et al., 2007 ;
COSTA et al., 2002

DALBORG et al., 2007 ;
COSTA et al., 2002
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A Figura 5.4 ilustra o espectro de FTIR do PEUAPM controle na faixa de 1200-2000 cm™
com destaque para a regido (I) correspondente & 4rea de normalizacio (1330-1396cm™) ¢ a
regido (II) 4rea de oxidacdo (1650-1850cm™). Nesta faixa de absor¢io ndo se observa
aumento de intensidade de bandas relatadas para a oxidag¢do. De fato, a oxidagdo € um
mecanismo complexo e depende de varios fatores, tais como, as condi¢des de esterilizacao,
tempo de armazenamento do PEUAPM antes de ser implantado e ainda o tempo de
implantacdo (REGGIANI et al., 2007). Baixos indices de oxidacdo e baixa intensidade das
bandas relatadas para a oxidacdo eram esperados ja que o PEUAPM nao foi submetido a

nenhuma forma de tratamento além das condi¢des ambiente a que esta submetido.

|
1330-1396cm™

1
1650-1850cm™

Absorbancia (u.a)

T T T T T T T
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Numero de onda (cm™)

Figura 5.4: Espectro de FTIR do PEUAPM destacando as faixas de interesse a 1330-1396
cm™ e 1650-1850 cm™.

Foi levantada a hipotese de haver alguma oxidagdo na superficie das amostras do PEUAPM

em virtude das condi¢des de processamento ou de mecanismos fisico-quimicos. E sabido
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que mecano-oxidagdo leva ao aumento da formagdo de 4cidos (1713cm™) e grupos ésteres
(1741cm™) enquanto grupos cetonas ndo sdo formados. Além disto, correlagio entre nivel
de oxidacdo e condigdes de processamento ndo € facil por causa da perda de informagdo no
que se refere as ferramentas e métodos de usinagem utilizados nestas amostras (COSTA et
al., 1996). No espectro da Figura 5.4 nao foi identificado aumento das bandas de interesse.
O indice de oxidagao calculado para o PEUAPM através de FTIR, segundo a ISO 5834-4
(2005) foi de 0,03 (D.P. = 0,001) sendo considerado desprezivel e ausente de oxidacao
baseado numa variagdo de 0,000-0,007 previamente relatada (WILLE et al., 2006;
MEDHEKAR, 2001).

Os resultados de cristalinidade obtidos por FTIR sdo mostrados na Tabela 5.3. Ao
contrario dos resultados obtidos por DRX, os valores obtidos para a cristalinidade foram
mais elevados com cristalinidade média de 74% e mantiveram-se praticamente constantes
ao longo do volume do PEUAPM. Este fato pode ser explicado pelo fato das andlises
espectroscopicas no infravermelho do PEUAPM pelo modo transmissdo, se darem mais ao
nivel da superficie do que do volume das amostras, uma vez que para a DRX a espessura

das amostras foi de 1cm e para as andlises de FTIR eram laminas variando de 100 a 150p.

Tabela 5.3: Grau de Cristalinidade do PEUAPM obtido por FTIR.

AMOSTRAS CRISTALINIDADE %
0 cm 74
1 cm 73
2 cm 72
3cm 75
Variacao de amplitude 3

Entretanto, de modo a verificar os dados obtidos para cristalinidade, uma correlacdo dos
resultados obtidos através de DRX (grau de cristalinidade) e FTIR (razdo de intensidades
Iigoe/l1305) foi realizada, conforme mostrado na Figura 5.5, indicando que uma boa

correlagdo foi obtida, validando os dados de cristalinidade obtidos em ambas as avaliagdes.
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Figura 5.5: Correlagdo entre o grau de cristalinidade por DRX versus FTIR do PEUAPM
controle.

5.2 Envelhecimento Acelerado do PEUAPM
5.2.1 Envelhecimento Acelerado com Per6xido de Hidrogénio (H>O,)

O foco desta etapa da pesquisa foi nas alteragcdes quimicas ocorridas no PEUAPM durante
o envelhecimento acelerado em peroxido de hidrogénio, onde a espectroscopia de
infravermelho foi usada para calcular o indice de oxidagao, identificar os grupos quimicos
funcionais presentes bem como a contribui¢do de cada espécie no processo de degradacao
oxidativa do PEUAPM. Este método ¢ muito util uma vez que o PEUAPM oxidado exibe

importante absor¢ao de bandas através destas medidas espectroscopicas.

Neste estudo assumiu-se que o oxigénio oriundo da catalise do perdxido de hidrogénio
participa da etapa de iniciagdo do processo de degradagdo do PEUAPM, que ao reagir com
o O, oxida-se formando o polietileno oxidado (PEox), conforme representado pelas

Equacgdes 5.1 e 5.2:



&3

0
H0, 1S H,04 1120,

/\ (Eq. 5.1)

>
HOSS HO
UHMWPE 4 O, —» PEox + OOH (Eq. 5.2)

A molécula de oxigénio € uma espécie quimica altamente reativa. Segundo o modelo de
Orbitais Moleculares, ela possui dois elétrons desemparelhados em um orbital de uma
camada mais externa, chamado de orbital antiligante. Desta maneira, do ponto de vista da
sua reatividade quimica o oxigénio se comporta como um diradical. Tendo dois elétrons
nao compartilhados, podemos esperar que o oxigénio reaja espontaneamente € muito
rapidamente com qualquer radical livre que houver no meio, formando um radical peroxila

(DE PAOLI, 2008).

A Figura 5.6 mostra o espectro de FTIR tipico para o PEUAPM oxidado com peréxido de

hidrogénio por 21 dias, escolhido aleatoriamente, destacando as regides de interesse.

)
2
oo
Q -1
S 3550-3600cm
Q
o OH livres
%) -1
é:: 1150-1250c
1 COX
1700-1800cm
T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

Figura 5.6: Espectro tipico de FTIR do PEUAPM oxidado 21 dias em H,0O..
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A Figura 5.7 mostra o espectro de FTIR na faixa de 1200-2000 cm™ destacando a regido
(I) correspondente 4 4rea de normalizagdo (1330-1396cm™) e a regido (II) 4rea de oxidagdo

(1650-1850cm™) do PEUAPM oxidado em peréxido de hidrogénio por 14 dias.

1330-1396 cm™ Il
1650-1850cm™

Absorbancia (u.a)

1200 ' 1400 ' 1600 ' 1800 ' 2000
Numero de onda (cm™)

Figura 5.7: Espectro de FTIR do PEUAPM oxidado por 14 dias, destacando as regides de
interesse (I) area de normalizacao e (II) a area de oxidagao.

No espectro da Figura 5.8 observa-se o aumento de intensidade da banda localizada a
1714cm™ referente ao grupamento cetdnico e relatada para a oxidagio (BRACCO et al.,

2007; REGGIANI et al., 2007; LEE et al., 2000; COSTA et al., 1998).

E evidente o aumento da absorcdo da banda a 1714cm™ em funcdo do tempo de incubagdo

em H,O, até 120 dias.
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Figura 5.8: Espectro de FTIR do PEUAPM controle e oxidado com perdxido de
hidrogénio no periodo de 0 a 120 dias.

A Figura 5.9 mostra um esquema do mecanismo de formacdo da carbonila (TADDEI
et.al., 20006).

|
NMNVTANWW
OOH i COOH
acido carboxilico
hidroperéxido A
Y
ANWMWVC;NMNMNV
OOH

Figura 5.9: Mecanismo de formagao da carbonila. Adaptado de TADDEI et al., 2006.

A absorc¢io a 1713 cm™ tem sido atribuida na literatura aos 4cidos formados durante a

degradacao térmica. Como o grupo carbonila aparece normalmente na maioria dos produtos
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de degradagdo termo-oxidativa do PEUAPM e sua concentragdo, como determinado pelo
indice da carbonila, pode ser referenciada para monitorar o progresso da oxidacao
(BRACCO et.al.,, 2007). A Figura 5.8 pode ser suportada pela Equacido 5.3 com a
formacgdo do grupamento cetdnico, em destaque (KRISTON et al., 2008). A cadeia do
PEUAPM esté representada por PE e sua forma oxidada PEox.

PE - PEox > R-[CO]ICH, (Eq. 5.3)

O espectro de FTIR apresentado na Figura 5.10 mostra a vibragdo do grupamento
hidroperéxido (vOH) ligado ao hidrogénio cuja absor¢io é a 3450-3350 cm’™. Nota-se o
alargamento desta regido do espectro no periodo até 120 dias, provavelmente em funcao da

catalise do H,O; sendo convertido em radical hidroxila (*OH).

(3450-3350cm™) vO-H

- 120dias

60dias

Absorbancia (u.a)

45dias
28dias
21dias
l4dias
7dias
controle

I T T T T T T 1
3550 3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200

Ndmero de onda (cm™)

Figura 5.10: Espectro de FTIR do PEUAPM_Ox em perdxido de hidrogénio até 120 dias
destacando o grupamento hidroperdxido.

Segundo COSTA et al. (1998) a concentragdo de hidroperdxidos secunddrios nao ¢

proporcional a concentracao de carbonila. A decomposi¢ao de hidroperdxido forma radicais
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alcoxila e hidroxila, os quais podem continuar o ciclo oxidativo se existe quantidade
suficiente de oxigénio disponivel. Isto indica que a formacao de espécies carbonila ndo ¢
capaz de explicar sozinha todo o processo real da oxidacdo, mas a formacdo de

hidroperéxidos deve também ser levada em conta.

Segundo KUPPER et al. (2004) e KRISTON et al. (2008) na etapa inicial da degradacao,
macroradicais sdo formados e reagem com o oxigénio do ar. Na seqiiéncia, radicais ROO
retiram hidrogénio do polimero resultando na formac¢do de hidroperdxidos. Estes
hidroperdxidos decompdem-se rapidamente, produzindo radicais altamente reativos, os

quais aceleram o processo de oxidacao.

Muitas reacdes sdo propostas na literatura para explicar os diferentes mecanismos de
oxidagdo do PEUAPM. Neste estudo, selecionaram-se as Equacées 5.4, 5.5 e 5.6
destacando os grupos aldeidos, vinileno e éster, respectivamente, que parecem estar de
acordo com os resultados obtidos e demonstrados na Figura 5.10. Tais reagdes sao

normalmente iniciadas por oxigénio presente em sitios fracos da cadeia polimérica.

R-COOH -CH,-CH,-R, -

[RCHO|+CH,=CH - R, + "OH (Eq. 5.4)
R-COOH -CH,-CH,-R, - R-COOH, -
“‘CH-CH,-R, —> R -[CH =CH]-CH,-R, + (Eq. 5.5)
‘00H
ROO -CH,-*CH —~CH,-R, -

(Eq. 5.6)

RO*+R -CH,-[CHO-COH,|

A Figura 5.11 ilustra os diferentes tipos de produtos formados decorrente da oxidagao, tais

como ésteres, cetonas e acidos.
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Figura 5.11: Mecanismo de formagao de outros produtos de oxidagcdo do PEUAPM.
Adaptado de TADDETI et al., 2006.

Outros produtos provenientes do envelhecimento acelerado do PEUAPM em H,0O, foram

identificados. A Figura 5.12 a destaca a y-lactona e o grupo vinileno na Figura 5.12 b.
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Figura 5.12: Espectro de FTIR destacando outros produtos de oxidagdo do PEUAPM em
peréxido de hidrogénio.

A banda a 1176cm™ relatada para o grupamento y-lactona e a banda do trans-vinileno
localizada a 960cm™ mantiveram-se estaveis até 45 dias e a partir dai aumentaram suas

intensidade até 150 dias.

Em funcdo da complexidade da oxidacdo do PEUAPM, algumas sugestdes preferenciais de
rotas podem ser propostas na tentativa de explicar a distribuicao dos produtos de oxidacao
observados em nossas amostras. E sabido que diferentes reagdes de oxidagio podem
acontecer, ¢ que, os produtos da oxidagdo podem derivar-se de mais de uma destas rotas,

como mostra a Figura 5.13.

Segundo COSTA et al. (1998) os dois primeiros macroradicais formados pela ruptura da
ligagdo C-C recombinam-se devido a suas baixa mobilidade e regeneram a ligagdo C-C
original na macromolécula do PEUAPM. O radical (I) provavelmente retira um atomo de H

de uma segunda molécula de PEUAPM formando assim o radical macro-alquil secundario
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(IT) e um novo grupo de cadeia final CH;. Como conseqiiéncia, a massa molar do

polietileno diminui e novos radicais sao injetados no sistema.

H H H o, H H H
NNW(EW —> WM?_CHZ_CWWWW_> ’W‘/‘C—CHZ—?N\/WW‘ —_— IWVW(I:—HCM/\ANV\ +H,0
00. OOH : OOH OOH 5 L
\C Pk
lcl) gama-lactona
(0]

PI Norrish Il WE—CHP, + HyC==CHwwww
MWW C v _—— trans-vinileno

; . metil alquil cetona
dialquil cetona a
+ HyO
Norris |

\
\
\
\

mwwwwCOOH

acido carboxilico
(0] AN /
| >
N

H H wC—H
| | / aldeido

MWWCMWWYG e awwCwwww + OH .. N
OOH 0. "
WWWWWAW \,
hidroperéxido |
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OH
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wwonCOOH .+~ RO-
o
ol —or
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OOH
Figura 5.13: Esquema do processo oxidativo do PEUAPM. Adaptado de TADDEI et al.,
2006.

Os macroradicais alquila sdo muito estaveis e podem sobreviver por longos periodos nestas
condi¢des. Conseqiientemente, reacdes de radicais sdo esperadas de acontecer por muito

tempo apo6s a irradiacao ou sob condigdes de uso.

O radical (I) pode ainda reagir com o oxigénio e formar radical peroéxido primario. Este, por
sua vez, podera unir-se a um segundo radical (I) formando peréxido. Apods a ruptura da
ligagdo C-H devido a radiagdo gama, forma-se o macro radical (II) e um 4&tomo de H com

alta mobilidade. Entretanto, as suas recombina¢des ndo sdo favoraveis.
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Mais provavelmente, o dtomo de H retira um segundo atomo de H do PEUAPM para
formar o H, e um radical macro alquil secundério (II) intramolecular. Quando a retirada ¢
feita de um metileno adjacente, uma liga¢dao dupla (trans-vineleno) ¢ formada, além do H,
Se nao ha nenhum oxigénio dissolvido disponivel no PEUAPM e dois macroradicais alquil
secundarios estdo proximos um do outro, eles podem unir-se e formar uma cadeia
reticulada. O radical (II) pode reagir com o oxigénio formando perdxido secundério, o qual
¢ provavel retirar um atomo de H da segunda molécula de PEUAPM, levando assim a
formacao de hidroperéxido secundario e de um radical (IT), responsavel pela propagagao do

ciclo oxidativo.

Segundo KRISTON et al. (2008) o radical alquila ¢ muito reativo, podendo decompor-se
com a formagdo de grupos insaturados ou eles podem reagir com outro radical alquila por
desproporcionamento, resultando na formagdo de grupos vinil. Neste caso a retirada de
hidrogénio que ocorre na reagdo de desproporcionamento ou na de transferéncia de cadeia
acontece em menor taxa do que a reagdo com o O,. Por esta razdo a reacdo de peroxidacio

¢ mais favoravel.

As reacdes ou combinacdo de reagdoes foram selecionadas a fim de satisfazerem as
seguintes condigoes:

* Aumento no nimero dos grupos funcionais insaturados

* Aumento no conteudo da carbonila

* Aumento no conteudo dos hidroperoxidos

A degradagdo oxidativa, calculada enquanto a altura da banda, foi utilizada para estimar a

oxidagdo como o contetido de uma tnica espécie oxidada, Figuras 5.14 — 5.18.

A Figura 5.14 apresenta o grafico com os valores relativos aos grupos carbonila, calculado
como a razio da absor¢do do estiramento do grupamento ceténico (vC=0) a 1714cm™
(calculada como a altura da banda) e a banda a 2020cm™ (tor¢do do CH,), conforme

Equacio 5.7.
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Figura 5.14: Gréfico propor¢ao do grupamento carbonila relativo a oxidagdo do PEUAPM.

7 _Ligia (Eq.5.7)

rene I 2020
Onde /;7,4= altura da banda relata para grupamento cetonico e /oo = altura da banda
referéncia tCH,.

A razdo da absorbancia I3370/5020 , Figura 5.15, foi usada para quantificar a contribuigao

dos grupamentos hidroperoxidos e dlcoois, representada pela Equacio 5.8.
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Figura 5.15: Gréfico propor¢ao do grupamento alcool relativo a oxidagdao do PEUAPM.

— 13370 (Eq. 5.8)
]202 0
Onde I3375= altura da banda relata para hidroperoxidos e alcoois.

1

vOH

As razdes de absorbancia I360s/12020 € loss/lro20, Figuras 5.16 e 5.17, foram usadas para
avaliar o conteido de alcool nao ligado ao hidrogénio e o contetido do trans-vinileno,

respectivamente, e estdo representados nas Equagoes 5.9 e 5.10.
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Figura 5.16: Grafico propor¢ao do grupamento alcool ndo ligado ao H, relativo a oxidacao

do PEUAPM.
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Figura 5.17: Grafico propor¢ao do grupamento transvinileno relativo a oxidacao do

PEUAPM.
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)i _ L3605 (Eq.5.9)

RO Thoa0

Onde ;695 = altura da banda relata para o grupamento alcool nao ligado ao H.

1
Tey _cn = [2906250 (Eq. 5.10)

Onde Iys5 = altura da banda relata para o grupo trans-vinileno.

A razdo de absorbancia /;17¢/2020, Figura 5.18, foi usada para avaliar o conteudo de gama-
lactona conforme Equacio 5.11 (REGGIANI et al., 2007; TADDEI et al., 2006; BRACCO
etal., 2007).
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Tempo de exposicao (dias)

Figura 5.18: Graficos propor¢ao do grupo gama-lactona relativo a oxidagao do PEUAPM.

It _ L6 (Eq. 5.11)

V=0 Th006

Onde /;,75 = altura da banda relata para grupamentos ésteres e lactona.
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A variagdo das bandas analisadas estd mostrada na Figura 5.19 e os seus valores
apresentados na Tabela 5.4. A intensidade da banda 2020cm™ foi normalizada a 0,05 para

todas as amostras em todos os tempos analisados.

Nota-se na Figura 5.19 a predominancia de maior concentra¢do de hidroperoxidos sobre a
carbonila até 21dias de teste. A partir deste periodo observa-se um aumento acentuado da

concentracao da carbonila enquanto reduz-se a concentragao de hidroperoxidos.

Para as espécies trans-vinileno e gama-lactona nota-se um aumento progressivo de suas

concentracdes em fun¢do do tempo, com queda a partir de 120 dias para ambas.

De modo geral, a Figura 5.19 mostra que todas as espécies tenderam a queda em suas

concentragdes, a partir de 120 dias.
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Figura 5.19: Gréfico de FTIR referente a absor¢do de bandas especificas no PEUAPM.



Tabela 5.4: Absorbancia no FTIR para as intensidades especificas do PEUAPM.
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AMOSTRAS Média Média Média Média  Média
<li718> <[3370> <[3605> <lpes>  <l1176>

carbonila hidroperdxido hidroperdxido  trans- gama-

nao ligado H vinileno lactona

controle 0,0396 0,0423 0,0510 0,0373  0,0467
7 dias 0,0388 0,0434 0,0616 0,0367  0,0458
14 dias 0,0439 0,0529 0,0670 0,0373  0,0452
21 dias 0,0523 0,0519 0,0636 0,0398  0,0474
28 dias 0,0637 0,0547 0,0644 0,0400  0,0504
45 dias 0,0762 0,0585 0,0637 0,0431  0,0534
60 dias 0,1226 0,0752 0,0704 0,0476  0,0634
90 dias 0,0952 0,0661 0,0615 0,0543  0,0658
120 dias 0,1447 0,0859 0,0714 0,0625  0,0871
150 dias 0,1000 0,0728 0,0634 0,0608  0,0765

Estes resultados estdo de acordo com a literatura onde a predominancia destes grupos ¢

determinantes para a confirmacao da degradacdo oxidativa do PEUAPM.

KUPPER ef al. (2004) afirmaram em seus estudos sobre analises por FTIR das alteracdes
quimicas ocorridas durante o envelhecimento do polietileno pelo intemperismo, que as
bandas correspondentes ao estiramento do C-O de perdxidos e hidroperoxidos ocorrem nas
regides entre 1000cm™ e 1300cm™. O modo de vibragio relacionado ao estiramento do
grupo O-H de hidroperdxidos livres esta localizado na regido entre 3560cm™ e 3530cm™,
enquanto a vibragio do OH da ligagio hidrogénio absorve na regido entre 3550 e 3230cm'.
As absorgdes entre 1100cm™ ¢ 1000cm™ podem ser atribuidas ao modo estiramento C-O de
hidroperdxidos, confirmadas por bandas fracas O-H acima de 3000cm™. A intensidade da
absor¢do de hidroperdxido diminuiria com o tempo de envelhecimento devido as reagdes
quimicas produzindo cetonas, ésteres ¢ 4cidos. A intensidade da banda a 1250cm™ e
1150cm™ aumentaria com o tempo de envelhecimento. Esta banda pode ser originaria de

¢steres lineares longos.

O indice de oxidagdo (I,x) foi calculado para todas as amostras e esta representado no
grafico da Figura 5.20. Os dados plotados mostram que até 28 dias as amostras de

PEUAPM nao sofreram grandes alteragdes nos valores do indice de oxidagdo comparado ao
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tempo zero. Entretanto, um forte aumento do Ipx ¢ observado no intervalo de tempo
compreendido entre 45 e 120 dias. A estabilizagdo do processo parece ocorrer a partir deste

periodo evidenciado em 150 dias.

O valor de Ipx encontrado para o PEUAPM foi de 0,03 e para a protese recuperada foi de
5,4. Ja para a amostra oxidada por 120 dias houve um forte aumento do Ipx com valor de
12,9, sendo 2,4 vezes maior do que o valor obtido com o PEUAPM recuperado. Aos 150

dias houve uma ligeira queda do Ipx chegando ao valor de 12,4 e tendendo a estabilizagao.
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Figura 5.20: Gréfico indice de oxidagdo versus tempo do PEUAPM_Ox em H,0,.

Baseado nas informagdes até aqui citadas, pode-se afirmar que a degradacdo do
PEUAPM Ox submetidas ao envelhecimento acelerado em peroxido de hidrogénio foi
eficiente e apresentou valores maiores de Iox a partir de 90 dias, quando comparado com o

PEUAPM_Re obtido de prétese recuperada, como mostra a Figura 5.21.

A relevancia destes resultados ¢ em possibilitar predizer a durabilidade do implante a partir

do seu Ipx.
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Figura 5.21: Gréfico comparativo dos Ipx entre PEUAPM controle, oxidado em H,0, e
recuperado de protese falha.

Alguns autores (LEE et al., 2000; DALBORG et al., 2007) tem relatado valores de Iox de
implantes recuperado variando entre 0,1-0,55 para um tempo médio de utilizagao in vivo de
10 anos. Entretanto, o uso de solvente (xileno) nestes estudos levaria a redugao do indice de
oxidagdo. Nesta pesquisa, o valor encontrado de Ipx de 5,4 para o PEUAPM Re foi
estimado ser de uma protese com aproximadamente 10 anos, sendo 3 anos referente a
protese implantada e 7 anos apds recuperada. Sendo assim, estima-se que o envelhecimento

acelerado em H,O; obtido neste estudo corresponderia a aproximadamente 24 anos.

Os resultados obtidos por FTIR confirmam que o perdxido de hidrogénio ¢ potente
oxidante do PEUAPM. Através de sua catélise, o H,O, pode ser convertido em radical
hidroxila (OH) altamente reativo. Uma vez que o H,O, decompde-se exotermicamente em
agua e gas oxigénio espontaneamente, com mostrado na Equacio 5.1, este processo ¢
muito favoravel termodinamicamente (AHH = -98,2 kJ.mol'l; AG= -119,2 kJ.mol'l; AS =
70,5 kJ.mol' K™
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E possivel que o PEUAPM Re tenha sido protegido de posteriores oxidagdes pela baixa
disponibilidade de O, no corpo ou que a formacao de desgaste e debris talvez tenha sido
mais rapida do que a oxidagdo in vivo. Tem-se postulado que quando a propagacdo do
desgaste ¢ mais rapida do que a oxidagdo, o PEUAPM em contato com a cabega femoral
nao tem a oportunidade de degradar antes de ser removido (COSTA et al.; 2002; KURTZ et
al.; 2005).

LEE et al. (2000) afirmaram que deve haver um valor limiar distinto para o indice de
oxidagdo que deve ser excedido a fim de que niveis significativos de produtos de oxidacao
sejam gerados no PEUAPM. Este fato parece estar relacionado ao fato do material ter de
alcancar algum nivel critico de concentragdo de radicais livres para permitir que a reagdo de
oxidagdo se propague. Nesta pesquisa este valor foi mais pronunciado a partir do 28° dia
onde se pdde identificar por FTIR a presenca de produtos carbonila e hidroperoxidos

provenientes da degradagdo oxidativa.

Na Figura 5.22 o valor do indice de oxidagdo foi plotado em funcdo da raiz quadrada do

tempo para investigar alguns aspectos da cinética da reagdao de oxidagdo do PEUAPM.
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Figura 5.22: Cinética do indice de oxidagdo do PEUAPM com H;0,.
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A correlacdo matematica ilustra claramente trés estagios tipicos da degradacdo. O primeiro
estagio para baixos indices de oxidag¢dao ¢ chamado de reagdo de iniciagdo (autooxidacdo) e
pode ser proveniente de defeitos na cadeia polimérica ou pelo dominio de radicais de vida
curta. Em ataque quimico este processo de iniciagdo depende mais da cinética do que da
termodinamica. Nesta etapa da degradacdo macro-radicais reagem com o oxigénio do
H,0,. Na seqiiéncia da propagacdo, os radicais PEOO" retiram hidrogénio do polimero
resultando na formacdo de hidroperoxidos. Estes hidroperoxidos decompdem-se rapido,
alcangando radicais altamente reativos, acelerando o processo de oxidacao (KUPPER et al.;

2004).

O Segundo estdgio envolve a propagacdo da degradacdo (autoaceleragdo). Na
polimerizagdo iniciada com peroxidos sdo formadas terminagdes do tipo M-O-OH
(M=macromoléculas) onde a ligagdo O-O pode ser facilmente rompida a temperatura
ambiente, levando a formagdo de radicais M-O" e O-H. O macro-radical alcoxil serd capaz
de retirar hidrogénio com energia de ligacdo C-H baixa. Sendo assim, ocorrera um ataque
quimico interno no PEUAPM, iniciando o processo de degradacdo radicalar. Uma outra
explicagdo possivel € a prevaléncia de alta concentragdo de radicais de vidas longa que tém
mais tempo para alcancarem a regido cristalina e, entdo, reagir com o oxigénio disponivel.
Logo, se oxigénio ¢ disponivel, macro-radicais alquila podem reagir com o oxigénio

desencadeando o processo de oxidagao.

No terceiro estagio (estabilizagdo) existe pouco oxigénio disponivel para reagir com os
radicais livres e a oxidagdo do PEUAPM tende a estabilizar. Nas condigdes experimentais
desta pesquisa e a partir de informagdes obtidas do grafico da Figura 5.22, o estagio da
autoaceleragio foi mais significativo de 4,5 para 10,9 dias"® enquanto a taxa de

estabilizagdo dominou ap6s 11 dias'?.

Segundo (DE PAOLLI, 2008) no caso do polietileno ¢ surpreendente que o rompimento das
ligagdes C-H predomine sobre o rompimento das ligagdes C-C, pois a energia necessaria
para quebrar estas Ultimas ¢ mais baixa. A explicagdo pode estar no fato dos radicais livres

hidrogénio poderem se difundir mais facilmente pela massa polimérica, independentemente
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da temperatura, do que os macroradicais alquilicos. Desta forma os radicais hidrogénios

provocam reacdes secundarias e os alquilicos recombinam (DE PAOLI, 2008).

Segundo DE PAOLI (2008) a autooxidacdo de polimeros ¢ um processo autocatalitico.
Como outros processos autocataliticos, ele ocorre em trés etapas: iniciagdo, propagacao ¢
terminacdo. A iniciagdo pode ocorrer a partir de defeitos na cadeia polimérica ou
contaminagdes geradas no processo de polimerizagdo. Obviamente s6 ocorre na presenca de
0O,. De um modo geral, as energias das ligagdes C-C na cadeia carbonica sofrerdo forte
efeito dos grupos quimicos em sua vizinhanga. Pode ocorrer o deslocamento da energia de
ligagdo para menores valores em funcdo da proximidade de insaturagdes e da ligagdao do
carbono com o heteroatomos o primeiro radical peroxila. E necessario que ocorra uma ciso
homolitica de uma ligagdo quimica na cadeia polimérica ou em um grupo lateral, para que

se forme este primeiro macroradical alquila.

A Figura 5.23 mostra o grafico obtido do célculo de cristalinidade das amostras de
PEUAPM envelhecidas em H,O; versus indice de oxidacdo em fun¢do do tempo. Nota-se
que os valores da cristalinidade sofreram discretas oscilagdes na fase inicial da degradacao
até o periodo de 45 dias, mas ja demonstrando uma tendéncia a queda a medida que
aumentava o indice de oxidacdo. Nao obstante, no periodo compreendido entre 45 e 60
dias, quando houve um aumento brusco da inclinagdo da reta referente ao Ipx, a
cristalinidade apresentou uma queda abrupta oscilando, a partir de entdo, inversamente
proporcional ao indice de oxidagdo. Os resultados obtidos diferem dos encontrados na

literatura e uma provavel explicacdo seja a dispersao grande nas medidas.

Costa et al. (2002) afirmaram ser possivel identificar um branqueamento em areas onde
nenhum aumento na cristalinidade ¢é encontrado. Este branqueamento seria entdo
provavelmente o primeiro estagio do processo de degradacdo, envolvendo algum tipo
rearranjo de moléculas. A cristalinidade mensuravel vem em seguida e finalmente ocorre a
oxidacdo. Estes autores afirmam ainda que uma vez que a cristalinidade ¢ calculada pela
relacdo da absorcdo da banda cristalina a 1896¢cm™ para a absor¢do da banda amorfa a

1305¢cm™, quando estudando alteragdes na absor¢do de duas bandas sobre uma sessdao
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transversal, nota-se que a absorcao cristalina ¢ mais ou menos constante. Entdo, seria uma
diminui¢do na banda amorfa a responséavel pelo aumento na cristalinidade calculada. Seria

como se o material amorfo estivesse desaparecendo, mas nenhum novo cristalito ¢ formado.
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Figura 5.23: Grafico de cristalinidade x oxidagdo x tempo obtido do PEUAPM_Ox em
H,0,.
De modo geral existe uma boa relagdo entre cristalinidade e oxidagdo em amostras
oxidadas e esterilizadas com radiagdo gama: as areas mais oxidadas também tendem a ser
as mais cristalinas (REGGIANI et al., 2007; COSTA et al., 2002). Nesta pesquisa,

entretanto, esta boa correlacdo parece ndo existir para as amostras envelhecidas em meio

quimico.

A importancia de se acompanhar a evolugdo da cristalinidade dentro de um processo de
envelhecimento acelerado ¢ que alteragdes na porcentagem de cristalinidade podem alterar
significativamente a propaga¢do de trinca por fadiga, a dureza, o limite de resisténcia, o
limite de escoamento e o alongamento até a ruptura de PEUAPM irradiado e submetido a

tratamento térmico (WILIE et al., 2006; RIMNAC et al., 2005).
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A Figura 5.24 mostra imagens de MEV do PEUAPM envelhecido com H,0, evidenciando

diferentes diferencas morfoldgicas em funcao do tempo de incubagao.

E notavel a transi¢do de uma superficie rugosa para uma mais lisa com o aumento do

tempo de oxidagdo, Figura 5.24 a,b e c.

A mostra envelhecida por 90 dias apresenta delaminagdes e orificios ao longo de toda a

superficie, Figura 5.24 d.

Os resultados obtidos sdo confirmados na literatura onde o aumento da oxidagdo torna o
PEUAPM mais fragil, com redugdo da ductilidade representada pela perda da rugosidade e

pelo aspecto mais polido, em escala microscopica.

- n..,... ._A e . ,\,-.c,.?ﬁﬂl;-..‘_-_ ety e PR
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Lasmat/UFMG 10kV X 10000 lum Lasmat/UFMG

Figura 5.24: Imagens de MEV obtidas do PEUAPM oxidado com H,0,: (a) 7 dias 5000X;
(b) 14 dias 5000X; (C) 28 dias 5000X e (d) 90 dias 10.000X.
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5.2.2 Envelhecimento Acelerado em Peroxido de Benzoila

Os espectros de FTIR obtidos para as amostras de PEUAPM oxidadas com peréxido de
benzoila nas mesmas condigdes experimentais que os obtidos para o peroxido de
hidrogénio, ndo evidenciaram aumento da intensidade das bandas da carbonila a 1720cm™

considerada a principal banda relatada para a oxidagdo do PEUAPM.

O espectro global de FTIR para amostras oxidadas com perdxido de benzoila (PB) ¢
mostrado na Figura 5.25 destacando as bandas de interesse. De fato, nao se observa

aumento de intensidade das bandas relatadas para a oxidagdo no periodo de 0 a 60 dias.
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Figura 5.25: Espectro tipico de FTIR do PEUAPM oxidado em perdxido de benzoila.

Entretanto, na Figura 5.26 nota-se um dupleto na regido de interesse entre 2800-3200cm™
que corresponde ao anel benzénico, sugerindo ter havido uma incorporagdo do peroxido de

benzoila na cadeia do PEUAPM.



106

2890cm™
n 2850cm™
A
)
3 /\\—_—
o 7 60 dias
(% 28dias
‘é ™~ _ 21 dias
3
< | /—-’\ 14 dias
u J/_.\/\_- 7 dias
ey ﬂ\\—- controle
T T T T T 1
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400

Ndmero de Onda (cm™)

Figura 5.26: Espectro de FTIR do PEUAPM-Ox com perdxido de benzoila destacando a
banda de interesse 2800-3200cm .

A Figura 5.27 destaca a banda de interesse a 1500-1400cm™ referente ao dobramento do
CH, onde um aumento da absorcdo pode ser observado progressivamente em funcao do

tempo de oxidagao.

A Figura 5.28 representa o espectro de FTIR do PEUAPM-Ox com peroxido de benzoila
por periodo de até 60 dias. Nota-se que ndo houve aumento significativo de intensidade da

banda da carbonila centrada a 1720cm™ comparada ao grupo controle.

Os valores obtidos para o indice de oxidagdo das amostras envelhecidas em peroxido de
benzoila 5% até 60 dias ndo foram expressivos. Acredita-se que ndo seja adequado o

calculo do indice de oxidagao do PEUAPM com perdxido de benzoila pela ISO 5834-4.
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Figura 5.27: Espectro de FTIR do PEUAPM-Ox com peréxido de benzoila destacando a
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Figura 5.28: Espectro de FTIR do PEUAPM-Ox com peroxido de benzoila.
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5.2.3 Envelhecimento Acelerado do PEUAPM com superficie modificada

O estudo do envelhecimento acelerado com perdxido de hidrogénio do PEUAPM
submetido a modificacdo de sua superficie através de lixamento com lixa d’agua 600
foi realizado com o intuito de se verificar como a presenga de defeitos interfere nas
analises de degradacdao oxidativa do PEUAPM por FTIR no que tange aos grupos

quimicos presentes e aos valores dos indices de oxidagao.

Os espectros obtidos de 21, 28, 45, 60 e 90 dias de periodos de teste sdo mostrados na
Figura 5.29 e Figura 5.30. Nota-se absor¢do mais pronunciada para o grupamento

carbonila (1720-1740cm™) em 90 dias.
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Figura 5.29: Espectro de FTIR do PEUAPM_600 oxidado em H,O».
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Figura 5.30: Espectro de FTIR do PEUAPM 600 oxidado em H»O, enfatizando o
grupamento carbonila.
Os resultados sdao endossados pelo maior indice de oxidag¢do obtido para o PEUAPM 600
em 120 dias com valor de 7,7 como mostra a Figura 5.31. Entretanto este valor de Iox ¢
menor do que o obtido para a amostra oxidada com peroxido de hidrogénio no periodo de

90 dias.

Estes resultados sdo coerentes quando se afirma que defeitos na superficie do polietileno
favorecem o aumento progressivo da sua degradagdo oxidativa, mas o valor menor
alcangado para o Ipx do PEUAPM_600 pode ter ocorrido pela menor disponibilidade de
oxigénio no volume do PEUAPM. Sabe-se que a regido com defeitos apresenta uma maior
area quando comparada com uma superficie lisa. E possivel que a elevada densidade de
defeitos e maior area de superficie tenham favorecido a aceleragdo do processo oxidativo,
formado um fino “filme” na superficie modificada dificultando a penetragdo de O, no
volume do material. Este filme impossibilitaria que ocorresse a etapa mais lenta da
oxida¢do. Uma vez favorecida a aceleragdo do processo oxidativo na superficie mais
externa, acredita-se que ndo foi possivel o O, difundir-se no PEUAPM e continuar a cascata

de reacao de oxidagdo do polimero.
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Figura 5.31: Grafico do indice de oxida¢do x tempo do PEUAPM_600.

Sabe-se que o processo de oxidagdo do PEUAPM ocorre no volume do material. Trata-se
de um mecanismo complexo ainda nao totalmente compreendido. A complexidade do
processo ¢ devido a fase solida do PEUAPM, onde as reagdes sdao controladas pela cinética

e ndo pela termodinamica.

5.3 Caracterizacio do PEUAPM de Proétese Recuperada
= Observagédo Estereomicroscopio Binocular (MO)

A Figura 5.32 a mostra imagem com aumento 40X do PEUAPM recuperado de protese
falha com destaque para a regido 1 (pdstero-medial) de maior solicitacdo. Nota-se uma
coloragdo amarelada de toda a superficie do PEUAPM, com presenga de orificios e
delaminagdes bem delimitadas. Estes aspectos sdo evidenciados em escala macroscopica,
apontados pela seta da Figura 5.32 b onde observa-se um desgaste muito elevado na regiao
de atrito que se estende por todo o polietileno demonstrando haver uma intensa erosdao. A
seta da Figura 5.32 ¢ aponta para uma banda branca. Estudos afirmam que a oxidacao
aparece como uma banda branca que ¢ visivel macroscopicamente € que uma ma

consolidagdo destas amostras seria a sua provavel causa. O surgimento de uma banda
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branca seria o primeiro estdgio de um processo de degradacdo que envolve algum tipo de

rearranjo molecular (COSTA et al,. 2002).

Figura 5.32:Imagem macroscopica da regido postero-medial (1) do PEUAPM recuperado
evidenciando delaminagdes (b) e a banda branca (c).

Segundo DALBORG et al. (2007) o exame visual com microscopio dtico ¢ uma técnica

adequada para se obter uma estimativa do grau de desgaste, do grau de consolidagdo e o

surgimento da banda branca. Neste estudo, a banda branca aparece imediatamente abaixo

da superficie, sugerindo que o PEUAPM_Re tenha sido esterilizado com radiagdo gama em

ar, de acordo com os autores.
= Microscopia de Varredura e Espectometria de Energia Dispersiva de Raios-X

Imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas da regido 1da protese falha

recuperada e sdo mostradas na Figura 5.33 e Figura 5.34.

Na Figura 5.33 observa-se um aspecto em lascas da superficie superior do PEUAPM
recuperado com presenca de orificios e delaminagdes, com a regido central mais cristalina e

a borda externa com aspecto mais rugoso.
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A Figura 5.34 destaca a regido de transicao entre regides mais oxidada Figura 5.34 a ¢
menos oxidada Figura 5.34 b do PEUAPM_Re. Nota-se o aspecto mais liso relatado para a

regido de maior oxidagao.

X 50  500um Lasmat/UFMG

Figura 5.34: Imagem de MEV em ampliagdo de 50X do PEUAPM recuperado
evidenciando a zona branca de transi¢do com o lado (a) representando a regido mais
oxidada e o lado (b) mais rugoso refere-se a regido de menor oxidacao.
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Espectro tipico de EDS obtido para o PEUAPM-Re apresentado na Figura 5.35

evidenciaram a presenga de Silicio (Si), Sodio (Na) e Célcio (Ca) em menor proporgao.

Intensidade

Energia

Figura 5.35: Grafico de EDS do PEUAPM recuperado de protese falha.
= Anélise Espectroscopica por Infravermelho

O espectro de FTIR tipico do PEUAPM_Re obtido da sub-superficie da regido superior
postero medial (regido 1) ilustrado na Figura 5.36 destaca as bandas de interesse

associadas ao processo de degradacao oxidativa.

Os espectros de FTIR para as amostras controle e regido 1 da protese recuperada
apresentam bandas especificas relacionadas ao PEUAPM como mostra a Figura 5.37. A
andlise dos espectros permite verificar o maior alargamento da banda referente ao
grupamento carbonila (1680-1785cm™) para a protese recuperada. As intensidades das
bandas associadas ao dobramento do CH, e estiramento do C-O mantiveram-se

praticamente inalteradas. Estes achados confirmam o maior nivel de oxidagao da protese.
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Figura 5.36: Espectro tipico de FTIR controle (a) e da regido 1do PEUAPM_Re (b).
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Figura 5.37: Espectro de FTIR do controle (a) e do PEUAPM_Re (b) destacando as
bandas de interesse.
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O espectro de FTIR da Figura 5.38 destaca o aumento da absor¢do da banda da carbonila

localizada a 1714cm™ resultante de degradagdo oxidativa do PEUAPM-Re.
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Figura 5.38: Espectro de FTIR controle (a) e do PEUAPM_Re (b) enfatizando a banda da
carbonila.

As regides analisadas postero-medial interna (1) e postero-medial externa (2) da superficie
superior do PEUAPM, ilustradas na Figura 5.39, e a regido postero-medial interna (3) da
superficie inferior do polietileno ndo representada aqui e localizada na projecao inferior da

regido 1.
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Figura 5.39: Regides analisadas do PEUAPM-Re . Regido (1) pdstero-medial interna e
regido (II) postero-medial externa.

O calculo do indice de oxidagao (Iox) por FTIR aponta para uma maior oxidag¢dao da sub-
superficie da regido 1 do PEUAPM-Re com valor de Ipx de 5,4. O menor valor para IOx foi
de 0,95 e encontrado para a superficie externa da regido inferior da protese (regido 3) como

mostra a Figura 5.40 (D. P = média das oxidacdes por regiao).

0 I I I I
supext_1  subsup_1l supext 2 subsup_2  supext3 subsup 3

Regido do PEUAPM recuperado

indice de Oxidac&o (u.a)

Figura 5.40:Gréfico dos indices de oxidacdo das regides analisadas do PEUAPM_Re:
superficie da regido 1 (supext 1); sub-superficie da regido 1 (subsup 1); superficie da
regido 2 (supext_2); sub-superficie da regido 2 (subsup_2); superficie da regido 3
(supext 3); sub-superficie da regido 3 (subsup 3).
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A partir dos resultados mostrados na Figura 5.40 nota-se que as regides da camada
superior da protese, ou seja, aquela em contato com o condilo femoral e submetida a
constante sobrecarga de cisalhamento durante a marcha, representam as regides de maior

carregamento.

O fato das sub-superficies sofrerem a maior degradagdo oxidativa provavelmente se deve
ao fato do PEUAPM_Re ser irradiado com radiacdo gama onde sabe-se que a oxidagdo ¢
menor na superficie e aumenta para um maximo em torno de 2mm de profundidade
segundo (COSTA et al.; 2002). Este mecanismo se da, provavelmente, pelo fato de que a
interagdo da radiacdo gama com a matéria, aumenta com a densidade do meio e, assim, no
final da trajetéria o nimero de colisdes € bem maior. Este mecanismo pode ser refor¢ado
pela maior disponibilidade de oxigénio nestas regides ou pela presenca de radicais de meia

vida longa.

Os resultados de FTIR nos permitem afirmar que o PEUAPM analisado da protese falha

recuperada trata-se de um polietileno com elevado nivel de oxidacao.

Os valores obtidos da cristalinidade para cada regido do PEUAPM_Re estao representados

na Figura 5.41 (D.P) = média das cristalinidades por regiao).

Para as regides 1 e 2 de maior oxidagdo, observa-se uma tendéncia ao aumento da
cristalinidade da superficie em dire¢do ao volume do PEUAPM Re. A mesma tendéncia
nao pode ser notada para a regido 3 onde o valor da cristalinidade foi 73% para a superficie
externa e de 60% para a sub-superficie. Os dados sugerem que a superficie externa
apresenta maior numero de defeitos com menor disponibilidade de O, que a sub-superficie.

Portanto, onde se tem maior cristalinidade, tem-se o menor indice de oxidagao.

Uma provavel explicagdo seria a presenga de uma alta densidade de defeitos na superficie
externa da regido 3 associada a uma baixa disponibilidade de oxigénio, o que dificultaria a

propagacao do processo de degradacdo do PEUAPM Re.
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Figura 5.41: Grafico grau de cristalinidade versus regidoes do PEUAPM Re.

5.4 Inibicao da Oxidacao do PEUAPM

A proposta deste estudo em utilizar o acido ascorbico como um inibidor da oxidagdo se
deve principalmente a sua eficiente acdo em capturar espécies ativas de oxigénio (EAQO) na

parte aquosa de célula e por ser um agente antioxidante natural com reconhecida fungao de

defesa.

O espectro de FTIR do 4cido ascorbico ¢ mostrado na Figura 5.42 e servird como

referéncia padrao para o estudo sobre sua acao antioxidante no PEUAPM.

A absorgdo a 1754cm™ tem sido atribuida ao estiramento C=0 do C5 do anel da lactona e
as bandas a 1660 e 1665cm™ referentes ao estiramento C=C. A absorcdo a 1320cm™ &
especifica da deformacdo O-H do C-2-OH; absor¢ao em 1275¢cm™ ao estiramento C-2-O;
1140cm™ ao estiramento C-5-O e em 1025/990cm™ a deformacdo do anel da lactona

(DAVIES et al. (1991).
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Figura 5.42: Espectro global de FTIR do acido ascorbico destacando as principais bandas.

Segundo DAVIES et al. (1991) estas bandas de alta freqiiéncia no final do espectro sdao
atribuidas aos grupos O-H no carbono 5 (C-5) e carbono 6 (C-6) da cadeia lateral do acido

ascorbico.

O efeito estabilizador do acido ascorbico sobre a oxidagdo do PEUAPM pode ser verificado
no grafico da Figura 5.43. Nota-se uma reducdo do indice de oxidagdo em fun¢do do
tempo para as amostras tratadas com solugdes de acido ascérbico 4 0,3 e 1% em periodos

de até 60 dias. Verifica-se ainda uma ligeira maior eficacia para a solucdo a 1%.
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Apesar da tendéncia ao aumento progressivo do indice de oxidagdo mesmo na presenca do
AsC, os valores obtidos foram satisfatdrios por manterem-se abaixo da curva do indice de
oxidagdo das amostras oxidadas em peroxido de hidrogénio. Os resultados indicaram um
valor de Iox= 2,64 (D.P. = 0,13) para o PEUAPM inibido a concentragao de 1%, indicando
uma eficacia de 62% da oxidacao do polietileno quando comparada com o valor de 4,25

obtido para o Ipx das amostras oxidadas em H,O, no mesmo periodo.

5_
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4 —e— |nibor 0,3%
i~ —— |nibidor 1%
3
zg 3
5]
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3
() 27
©
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Figura 5.43: Grafico indice de oxidacao versus tempo de amostras do PEUAPM inibidas
com acido ascorbico.

O efeito antioxidante do acido ascorbico no PEUAPM pode ser estimado pelo calculo do
indice de oxidagdo do espectro de transmissao do FTIR. O nivel de oxidagao do PEUAPM
inibido com écido ascorbico ¢ muito menor do que o PEUAPM_Ox com H,0,. A curva do
indice de oxidagdo como uma func¢ao do tempo de exposi¢cdo ao oxidante aumenta linear e
progressivamente no PEUAPM_Ox, enquanto que na curva do PEUAPM estabilizado com
acido ascorbico, o indice de oxidacdo aumenta mantendo-se abaixo da curva de I, do

PEUAPM_Ox.
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O acido ascorbico diluido na solucao de peroxido de hidrogénio provavelmente reage com
radicais livres formados durante a oxidacdo, promovendo a estabilizagdo da reacdo
oxidante. Foi proposto o uso do acido ascorbico por ser hidrofilico e de reconhecida
capacidade antioxidante. E possivel que por causa do seu elevado potencial redutor, o acido
ascorbico tenha interagido com radicais livres presentes no PEUAPM, prevenindo as suas
recombinagdes. A hipotese levantada neste estudo foi que pela adi¢ao do acido ascorbico,
haveria inibi¢ao dos radicais livres presentes na solucao contendo o PEUAPM. Acredita-se
que esta acdo antioxidante se deu (i) pela doag¢do de atomo H do AsC para os radicais livres
e (ii) pela interagdo do AsC com H,O, para capturar radicais OH' e prevenir a oxidagdo. E

provavel que ambos 0s mecanismos acontecessem simultaneamente durante o processo.

Sabe-se (FERRATO et al., 2006) que a eficacia antioxidante depende de varios fatores,
dentre eles a concentragdo e eficacia da reatividade do antioxidante contra o radical, que

neste estudo mostrou-se bastante efetiva em meio alcalino como H,0,.

O fato da inibi¢do de radicais livres sere mais eficiente em maiores concentragdes pode ser
porque um aumento na concentracdo de acido ascorbico diminuiria a mobilidade dos

radicais livres.

5.5 Resposta inflamatoria de macrofagos

A proposito das alteragdes quimicas e morfologicas evidenciadas neste estudo, a resposta
inflamatéria e a biocompatibilidade do PEUAPM sob as condigdes experimentais

necessitam ser investigadas.

Quando se analisa o papel dos macrofagos no reconhecimento dos materiais utilizados em
proteses e o patrulhamento das infecgdes e mesmo da tolerancia tem-se que pensar no
seguinte aspecto:
* Produgdo de o6xido nitrico pods-estimulo: esta molécula ¢ o mais potente
antimicrobiano destas células de defesa inata ou inespecifica, portanto, o
biomaterial ndo pode inviabilizar as células de defesa de produzi-la, com grande

possibilidade da intercorréncia de infecgdes durante a enxertia ou uso da protese.
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O oxido nitrico (NO) produzido pela atividade da enzima iNOS ¢ de grande importancia
nos processos de implantes de biomateriais e uma regulagdo precisa de sua concentragao
deve ser feita, uma vez que seus efeitos sdo dose dependentes. Enquanto uma alta
concentracdo de oOxido nitrico nos locais de implante pode levar a uma rejeicdo do
biomaterial (Acharya et al., 2007) ele funciona como agente antimicrobiano nas respostas
inflamatdrias - o que é fundamental na descontaminagdo do local do implante (Frank et al.,

2002).

Nesta pesquisa estudou-se a resposta de macrofagos quanto a secre¢do de Oxido nitrico
(NO) em superficies do PEUAPM a fim de determinar se alteracdes nas propriedades
fisico-quimicas modulariam a resposta celular. Os resultados obtidos no modelo in vitro
proposto demonstraram haver maior secrecdo de NO para as amostras oxidadas em
diferentes tempos, como mostra o grafico da Figura 5.44, cujos dados fornecidos estdo na

Tabela 5.5.

5,515

2,449

Resposta Oxido Nitrico/ Macroéfago Murino

0,017 0,017

U IMWPE ref Led 190 1120

Amostra- Tempo de envelhecimento acelerado

Figura 5.44: Grafico de resposta da secrecdao de 6xido nitrico pelas diferentes amostras.



Tabela 5.5: Valores obtidos da secre¢ao de NO para as amostras ensaiadas.
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Producio de NO Producao de NO Média SD
Amostras Leitura Real 97,994 Leitura Real 54, 046
pm/ml pm/ml
Virgem nao estimulado 0 6,009 3,004 4,249
Virgem estimulado 72,443 70,399 71,421 1,445
Controle nio estimulado 8,053 6,009 7,031 1,445
Controle estimulado 62,222 76,531 69,376 10,117
H,0,120 0 8,053 4,026 5,694
H>,0,90 6,009 8,053 7,031 1,445
H,0, 60 6,009 0 3,004 4,249
H,0,45 0 6,009 3,004 4,249
Protese regiao 1 medial 0 0 0 0
Protese regiao 2 0 6,009 3,004 4,249
Protese regiao 1 lateral 0 6,009 3,004 4,249

A Figura 5.45 destaca a resposta de macrofagos relativa ao indice de oxidacdo das

amostras envelhecidas. Observa-se um aumento da resposta celular a partir de um I, maior

do que 5, proximo ao I, de 5,4 obtido da protese recuperada. E evidente, ainda, a maior

resposta de macréfagos quanto maior o Iox.
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Figura 5.45: Grafico de resposta de macréfagos versus indice de oxidacao.
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Conclui-se com o experimento realizado que um maior tempo de oxidacdo das amostras de

PEUAPM, induziu maior produgdo de 6xido nitrico.

Em estudos prévios (SETHI et al., 2003) relataram que cultura de mondcitos de sangue
periférico humano em varias outras superficies poliméricas estimulou niveis basais de IL-1
e nivel ligeiramente maior de TNF-a. Neste mesmo estudo, observou-se um aumento
marginal para IL-1, o qual foi atribuido a textura da superficie a qual os macrofagos foram

expostos, sugerindo haver uma maior ativagao celular em superficies mais irregulares.

O estudo de (SETHI et al., 2003) relatou a resposta biologica de macroéfagos murine para
biomateriais puros, simulando a resposta inflamatoria antes do inicio do desgaste e da
corrosdo do implante. Estes autores encontraram que o PEUAPM convencional elucidou
baixo nivel de citocinas que foram comparaveis aos niveis elucidados das células nao
estimuladas. Os achados do ensaio in vifro confirmaram ainda que a superficie ndo oxidada
do PEUAPM foi biocompativel para macréfagos, mas permaneceu obscura a resposta
inflamatoria desta células. A hipdtese levantada foi que debris menores e mais finos de
PEUAPM sejam mais estimuladores de macrofagos, apresentando maior nivel de citocinas

inflamatorias, levando assim a reabsor¢do 6ssea peri-implante.

Segundo (SETHI et al., 2003) o papel dos debris proveniente do desgaste do PEUAPM na
iniciagdo ¢ na manutencao da resposta inflamatoria ao redor das proteses falhas tem sido
bem documentado, entretanto estudos detalhando a resposta de macréfagos para a

superficie do polietileno ainda sdo muito limitados.

Associado a liberagdao de 6xido nitrico, macrofagos responderam de maneira similar para
todas as amostras analisadas por MEV, onde a fixa¢do das células na superficie do
PEUAPM foi semelhante para cada amostra, como mostram as Figuras 5.46 a, b, ¢, d. Este

fato ¢ esperado, uma vez que a matrix polimérica ¢ a mesma para todos os materiais.

De maneira geral, a partir das imagens mostradas nas Figuras 5.46, nota-se uma

diminui¢ao da densidade celular a medida que reduz o tempo de oxidagdo, Figuras 5.46 a-
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¢, ¢ para a Figura 5.46 d, correspondente a protese recuperada, ¢ observado um maior

numero de células por area analisada.

e 3

8kV X 20 8kV X200 100um Lasmat/UFMG

8kV X200 100um Lasmat/UFMG 8kV X200 100um Lasmat/UFMG

Figura 5.46: Imagem de MEV de (a) amostras oxidadas 120 dias, (b) oxidadas 60 dias, (c)
oxidada 45 dias e (d) regido 2 de protese recuperada.

Um aspecto interessante observado e que pode ser confirmado pela Figura 5.47 ¢ a
tendéncia a formagdo de grumos celulares em regides de maior rugosidade ou defeitos. Na
Figura 5.47 a regido (a) apresenta superficie mais lisa e com poucas células. A regido (b)
destaca a presenga de ondulagdes periddicas e tragos caracteristicos do processo de

usinagem das amostras, favorecendo a deposicao dos macrofagos.
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10pum Lasmat/UFMG
Figura 5.47: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 90 dias destacando a deposicao de
macréfagos em regido de maior defeito.

A Figura 5.48 mostra imagem de macréfagos sobre a superficie do PEUAPM virgem sem
qualquer estimulacdo, onde sua forma arredondada caracteristica de células saudaveis ¢

evidenciada. Mais uma vez nota-se a preferéncia destas células por regides mais irregulares.

8kV X2.500 Lasmat/UFMG
Figura 5.48: Imagem de MEV do PEUAPM virgem nao estimulado.
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A imagem obtida para o PEUAPM virgem nao estimulado pode ser comparada ao grupo
controle celular ndo estimulado mostrado na Figura 5.49, onde semelhanc¢as morfoldgicas

sdo identificadas.

Lasmat/UFMG

8kV X 5.000 Spm Lasmat/UFMG

Figura 5.49: Imagem de MEV do grupo controle celular ndo estimulado.
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A melhor proliferacao celular (aparente maior nimero de células por campo) foi encontrada
no grupo PEUAPM virgem estimulado e sua imagem estd mostrada na Figura 5.50. Nota-
se a morfologia oval das células, a presenga de pseupodopodos e a formacdo de grumos

predominante da sua forma ativada.

8kV X 4.000 Lasmat/UFMG

Figura 5.50: Imagem de MEV do PEUAPM virgem estimulado.

A Figura 5.51 mostra imagem do grupo controle celular estimulado destacando a formagao

de prolongamentos citoplasmaticos (pseudopodos).

No grupo das amostras oxidadas 120, 60, e 45 dias nota-se aumento de tamanho dos
macrofagos, a perda da integridade da membrana plasmatica, maior formagdo de
pseudopodos e provavel aumento no nimero de vesiculas pinociticas evidenciado pela
forma em ‘“couve flor” da célula. Estas alteracdes podem ser verificadas nas imagens

mostradas nas Figuras 5.52 a 5.56.
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8kV X 10.000 Lasmat/UFMG

Figura 5.52: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 120 dias destacando prolongamento
da membrana plasmatica.
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8kV X 4.000 Lasmat/UFMG

Figura 5.53: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 120 dias destacando aumento do
volume celular.

~ - ‘; I 1l
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8kV X 5.000 Lasmat/UFMG

Figura 5.54: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 60 dias destacando macréfagos com
projecoes citoplasmaticas.
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8kv X 7.500 Lasmat/UFMG

Figura 5.55: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 60 dias destacando vesiculas
pinociticas e emissao de pseudopodos.

8kV X 3.500 Lasmat/UFMG

Figura 5.56: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 45 dias destacando altera¢des da
membrana citoplasmatica e emissao de pseudopodos.
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Estes resultados obtidos estdo de acordo com a literatura (BOSETTI et al., 2003) onde
caracteristicas morfologicas de forma arredondada foram mais presente no grupo controle

sem estimulacao e no PEUAPM virgem.

Estes autores identificaram ainda a presenca de pseuddpodos na cultura de macrofagos
peritoniais. Para as amostras de PEUAPM-Ox encontraram morfologia diferente com

alteragdes da membrana plasmatica e formacgao de pseuddpodos.

De acordo com (RENO et al., 2002; RENO et al., 2003; BOSETTI et al., 2003) minutos
apos a inflamagdo se iniciar, os macrofagos presentes nos tecidos comegcam imediatamente
sua agdo fagocitica. Quando ativados pelos produtos da inflamagdo, o primeiro efeito € o
rapido aumento de volume dessas células. Em seguida os macrofagos, anteriormente fixos,
desfazem suas ligagdes e tornam-se moveis constituindo a primeira linha de defesa contra a
inflamagao durante a primeira hora ou mais. A quantidade desses macréfagos moveis e
prematuros nao ¢ muito grande. Apds varios dias ou semana os macrofagos irdo se tornar as

células fagociticas dominantes da area inflamada.

A partir dos resultados obtidos por MEV e testes in vitro com macréfagos, pode-se afirmar
que a resposta inflamatoria ¢, pelo menos, parcialmente devido a textura da superficie do
PEUAPM, uma vez que pareceu haver maior densidade de células nas regides com longos

periodos de oxidagdo (120 e 90 dias) e com maior presenga de defeitos.

Os resultados apontam ainda para uma tendéncia ao aumento da secre¢do de NO quanto

maior o tempo de oxidacdo influenciado pela superficie quimica do PEUAPM.

A Figura 5.57 mostra a alteracdo na superficie do PEUAPM oxidado 120 dias.
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8kV X500 50pum Lasmat/UFMG

Figura 5.57: Imagem de MEV do PEUAPM oxidado 120 dias destacando a superficie com
defeitos e presenca de macréfagos.

Estudou-se o PEUAPM recuperado de protese falha com escopo conhecer a resposta celular
de macréfagos neste biomaterial previamente implantado. Sabe-se (RENO et al., 2003) que
depois da protese implantada, uma resposta inflamatéria leucéceito especifica mediada pela
ativagdo de neutrdfilos (85-90% granulocitos) ocorre e ¢ considerada a etapa chave do
processo de cura. Apds a adesao a superficie do biomaterial, fagocitose, explosao oxidativa

e liberagdo de protease podem ocorrer resultando em lesdo ao redor do tecido.

As Figuras 5.58 at¢ 5.60 representam as imagens de MEV obtidas do PEUAPM
recuperado de protese falha. A Figura 5.58 representa a superficie externa da regido
superior postero medial da protese, onde se observa alguns grumos celulares ativados e
poucas células espalhadas provavelmente devido ao aspecto mais liso da superficie

analisada.

A Figura 5.59 a regido superior péstero medial sub-superficie da protese onde nota-se

maior presenca de defeitos e maior concentragdo celular.
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A Figura 5.60 regido superior postero lateral superficie-externa da protese com presenca de

macréfagos ativados rodeando regido de defeitos.

A
B

Lasmat/UFMG

B

8kV X 2.000 10pum Lasmat/UFMG

Figura 5.58: Imagem de MEV da regido superior pdstero medial interna superficie externa
da protese, destacando macrofagos ativados.
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i

8kV X 1.000 10pum

8kV X 1.000 10pm Lasmat/UFMG

Figura 5.60: Imagem de MEV da regido superior pdstero lateral superficie-externa da
protese.

Através de avaliagio com citometria de fluxo RENO et al. (2003) verificaram que o
polietileno induziu pequeno aumento no nimero de granuldcitos ativados comparado ao

grupo controle, enquanto o polietileno oxidado aumentou fortemente o numero destas
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células. Em seus experimentos, a superficie apolar do UHMWPE foi modificada para uma
superficie polar, sendo relatado que a superficie hidrofilica e polar do PEUAPM-Ox

adsorveu um padrao diferente de proteinas.

Neste estudo, a partir das imagens obtidas por MEV, tanto as amostras de PEUAPM
oxidadas em peroxido de hidrogénio quanto as obtidas da protese recuperada induziram a
ativacdo de macrofagos provavelmente também devido a alteragdes quimicas da superficie,
que se tornou polar e hidrofilica apos a oxidagdo, confirmada pela presenga de grupos

carbonila (4lcoois, cetonas e acidos) previamente confirmados por FTIR.

A partir das informagdes obtidas sobre oxidagdo do PEUAPM nas diferentes situagdes
apresentadas: 1) oxidacdo acelerada do PEUAPM em elevada concentracdo de H,Op; ii)
oxidagdo acelerada do PEUAPM em superficie modificada; iii) inibi¢do da oxidagdo do
PEUAPM com 4cido ascorbico, pesquisados por FTIR e teste in vitro, ¢ evidente a
complexidade do mecanismo de oxidagdo deste polimero que se comporta de modo
peculiar nas diferentes situacdes. Apesar de ampla exposicdo do tema na literatura, o
mecanismo de oxidacdo do PEUAPM in vivo ainda ndo ¢ totalmente compreendido e
depende, ndo somente da composic¢ao e do processamento do material, mas ¢ multifatorial:
relacionado a idade e peso do individuo, tipo de metabolismo, comportamento dinamico e

suas atividades, técnicas cirurgicas, dentre outros.

Acredita-se que relacionando as informagdes obtidas nas diferentes situacdes de oxidagdo
proposta nesta pesquisa, ¢ possivel propor estratégias eficazes no combate a falha das

proteses articulares, a partir da abrangéncia das areas interligadas do conhecimento.



137

6 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que a oxidagdo do PEUAPM ¢ favorecida pelo
peroxido de hidrogénio mais do que por perdoxido de benzoila, mas mesmas condigdes
experimentais. A reacdo de oxida¢do com peroxido de hidrogénio apresentou cinética de
primeira ordem com inclinagdo maxima para o indice de oxidag¢ao ocorrendo entre 45 ¢ 120
dias. A elevada densidade de defeitos no PEUAPM parece limitar a difusdo do oxigénio
para o volume do polimero, acelerando e favorecendo o processo de degradacdo oxidativa
na superficie do PEUAPM. Este fato levaria a uma diminui¢do do indice de oxidacao

quando comparado com o PEUAPM oxidado em superficies mais lisas.

Mostrou-se que a adicdo de acido ascorbico em solugdes de perdxido de hidrogénio
contendo o PEUAPM ¢ capaz de inibir radicais livres presentes no polietileno, prevenindo

sua oxidacdo.

As analises de protese recuperada endossam os resultados obtidos para a oxidagdo do
PEUAPM com peroxido de hidrogénio, onde as suas caracteristicas morfologicas e analises
de FTIR sdo excelentes parametros norteadores do estudo da oxidagdo PEUAPM para o

conhecimento de falha in vivo.

O PEUAPM parece ter um comportamento especifico para resposta de macréfagos com
elevado nivel de secre¢dao de 6xido nitrico para amostras oxidadas por longo periodo em
meio quimico. As imagens de MEV demonstraram claramente o recrutamento e a ativagao
de macréfagos para as amostras analisadas. Evidenciou-se ainda uma preferéncia para a
formacao de grumos celulares em regidoes do PEUAPM com maior densidade de defeitos.

Entretanto, mais investigacdes relativas a secre¢do de NO sdo necessarias.



138

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar o efeito inibidor do 4cido ascorbico no processamento do PEUAPM.

Avaliar o efeito inibidor da mistura de acido ascorbico e da vitamina E no PEUAPM.

Realizar ensaios mecanicos das amostras oxidadas com peroxido de hidrogénio e nas
amostras dopadas com acido ascorbico.

= Avaliar o comportamento quimico e mecanico das amostras oxidadas em peroxido de
hidrogénio e das amostras dopadas com acido ascorbico, apos irradiagdo gama.

= Avaliar a resposta inflamatoria in vivo das amostras oxidadas e inibidas com &cido

ascorbico.
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