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Ocena morfologiczna i toksykologiczna wplywu podskérnych przykostnych
wszczepow Medpol-1 i Medpol-2 na organizm szczura

Morphological and Toxicological Evaluation of the Response to Subcutaneous Paraosseous
(Skeletal) Medpol-1 and Medpol-2 Inplants in Rats

Stopy kobaltu, znane pod ogdlna nazwa ,,Vitallium™, maja obecnie najszersze zastosowanie
przy produkcji protez wszczepianych na diugie okresy (8). Stopy te, zarowno odlewnicze, jak
i przerabiane plastycznie, zawieraja jako gldwne pierwiastki stopowe: kobalt, chrom i nikiel.
Stwierdzono, ze w warunkach in vitro i in vivo nastgpuje uwalnianie si¢ jonow tych pierwiastkow,
a tworzace si¢ zwiazki metaloorganiczne wykazuja aktywnosé biologiczna (13, 15, 16). Dlatego tez
niezbedne jest przeprowadzenie badan wytrzymalosciowych in vitro, co pozwoli na moiliwie
optymalny dobor wlasciwego materialu i sposobu wykorczenia powierzchni, oraz badan in vivo
nad tolerancja kazdego nowego stopu przeznaczonego do zastosowania w medycynie (2, 10, 11, 13,
14, 16).

Przyswajalnos¢ wszczepu przede wszystkim zalezy od reakcji tkanki otaczajacej go. Uwaza sig, ze
gtéwna rolg odgrywaja produkty korozji. Ios¢ i rodzaj uwalnianych jonow metali oraz ich
toksycznos¢ decyduja w znacznym stopniu o uszkodzeniach otaczajacych tkanek. Ponadto korozji
moga towarzyszy¢ zmiany w $rodowisku chemicznym komorki, takie jak: tworzenie si¢ jonow
wodorowych, hydroksylowych, wydzielanie lub pobieranie wodoru, tlenu, chloru i innych,
wplywajace na przyswajalnos¢ wszczepow (4, 13, 15—17).

Stopy kobaltu charakteryzuje bardzo wysoka odpornos$é na korozj¢ elektrochemiczng w wa-
runkach in vitro i in vivo. W badaniach prowadzonych na zwierzgtach doswiadczalnych za-
zwyczaj nic obserwuje si¢ wyraznej metalozy i zlogéw produktoéw korozji w tkance otaczaja-
cej (16).
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MATERIAL | METODYKA

Do badan wytypowano 2 doswiadczalne stopy kobaltu: Medpol-1 i Medpol-2, przeznaczone na
dlugookresowe wszczepy, oraz jako porownawczy stop odlewniczy Zimaloy (typu ,,Vitallium™),
pochodzacy z endoprotezy Austin-Moore firmy Zimmer. Nominalny sklad chemiczny podano
w tab. 1.

Tab. 1. Sklad chemiczny badanych stopéw kobaltu
Chemical composition of the examined cobalt alloys

Pierwiastki w %

Stop
Cr Ni Mo C Fe Mn Ti Nb Co
Medpol-1 20,14 | 33,67 9,7 0,02 — 0,01 0,85 — reszta
Medpoi-2 19,78 | 18,6 3,3 0,01 — 0,03 0,01 0,52 reszta
maks. maks. maks.
Zimaloy 27—30| 2.5 #,5—7,0[ 0,35 1,0 1,0 — — reszta

Probki ze stopow Medpol-1 i Medpol-2 przygotowano w postaci plytek o wymiarach rzedu
10 x9 mm i grubosci $rednio 0,25 mm, polerowanych mechanicznie, o gladkosci srednio R,=
=0.16 um, pobranych z pretéw kutych.

Probki ze stopu odlewniczego pobrane z trzonu endoprotezy mialy ksztalt 2-teowy i grubosé
srednio 0,22 mm. Ich powierzchnie stanowily 0,8 powierzchni probek ze stopow Medpol. Sposob
pobierania probek i ich przygotowania byl identyczny dla wszystkich materiatléw. Roznice
w uzyskanym koncowym stanie powierzchni wynikaty z odmiennych warunkow technologicznych
i zwigzanych z tym nieco innych wlasciwosci mechanicznych stopow (2 typy Medpol sa stopami
przerabianymi plastycznie, Zimaloy jest stopem odlewniczym). Badania przeprowadzono na
szczurach samcach szczepu Wistar, ktérym w plytkiej narkozie eterowej wszczepiano pod skorg
glowy w strefie przykostine) probki stopéw oznaczone symbolami: I - Medpol-1, II — Medpol-2,
X -~ Zimaloy. Grup¢ kontrolng stanowily szczury, u ktorych wykonano wszystkie czynnosci
chirurgiczne, jak w grupach doswiadczalnych, bez wszczepiania plytek. Wszystkim szczurom,
kontrolnym i doswiadczalnym, pobierano krew do analizy morfologicznej i biochemicznej. Czas
implantacji wynosil: 3, 7, 14, 28 dni, 3 mies. i 6 mies. Szczury usmiercano przez dekapitacjg, a glowy
ich utrwalano w zbuforowanej formalinie w ciagu 6 dni. Nastgpnie wypreparowywano wszczepy
wraz z marginesem tkanek otaczajacych (ok. 5 mm). Po usunigciu wszczepu do badan his-
topatologicznych pobierano wycinki tkanki tak, aby uzyskaé jak najdiuzszy obwdd torebki. Jeden
zwycinkOw zawieral wszystkie struktury tkanki z koscia pokrywy czaszki wlacznie 1 byl odwapniony,
a w drugim poza torebka pozostawiono tylko tkanki migkkie. Wycinki zatapiano w parafinie oraz
barwiono hematoksyling i eozyna. Wykonywano réwniez barwienia na obecnosé kolagenu (metoda
van Gieson), wlokien sprezystych (rezorcyno-fuksyna) oraz widkien retikulinowych (wedlug
Gomoriego). Kazdy wszczep w miejscu uprzednio oznaczonym badano przed wszczepieniem,
bezposrednio po wszczepieniu i po usunigciu resztek organicznych w mikroskopie elektronowym
skeningowym.

W kazdym badanym przypadku wykonano szczegolowa analiz¢ zmian morfologicznych
w tkankach otaczajacych wszczep, oceniajac intensywnos¢ odczynu zapalnego, skiad ilosciowy
i jakosciowy nacieku komoérkowego, wystgpowanie ognisk martwicy oraz stopien wyksztalcenia
otorbienia. Oceniano takze obecnos¢ komorek wielojadrowych typu ,,okolo ciala obcego™,
ewentualnych pozostalosci ciala obcego lub zlogéw hemosyderyny. Nasilenie odpowiedzi tkankowej
w kazdym przypadku oceniano w 5 polach w powigckszeniu ok. 470 x, oceniajac zgodnie
z parametrami Amerykanskiego Towarzystwa do Testowania Materialow (4).
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W kazdym przypadku wszczepy oceniano makroskopowo po implantacji, doktadnie okreslajac
stopien zanieczyszczenia powierzchni plytek resztkami organicznymi, a nast¢pnie porownywano
w mikroskopie elektronowym skeningowym wyglad powierzchni wszczepow po oczyszczeniu
mechanicznym i chemicznym z obrazem stwierdzonym przed implantacja.

Wykonano badania stopow Medpol-1 i Medpol-2, obejmujace wlasciwosci mechaniczne
i chemiczne przy roznej obrébce ciepinej i plastycznej, a takze badania zmeczeniowe w réznych
warunkach fizycznych oraz badania odpornosci na korozje i potencjal przebicia w plynie
fizjologicznym.

WYNIKI
Badania histopatologiczne

W czasie przeprowadzonych badan nie stwierdzono roéznic w reakcji
tkankowej wokot 3 rodzajow badanych stopow. Odpowiednio do czasu, ktory
uptynal od wszczepienia stopow, stwierdzano réznorodne zmiany morfologiczne
w tkankach otaczajacych wszczep (6). Po 3 dniach obserwowano nieswoistg
ziarning zapalna w fazie wysigkowej, po 7 dniach — nieswoistg ziarning zapalna
w poczatkowym okresie proliferacyjnym, po 14 dniach — nieswoista ziarning
zapalna w rozwinigtym okresie proliferacji, po 28 dniach nieswoista ziarning
zapalna w peini dojrzala. Po 3 mies. stwierdzano nieswoista ziarning zapaing
w fazie bliznowacenia, a takZze wyrazna warstwe zewnetrzna torebki tacznotkan-
kowej w stanie szkliwienia, natomiast warstwe wewnetrzna pokrywaty komarki
podobne do wyscielajacych torebki stawowe. Po 6 mies. obserwowano obecnosé
ubogokomorkowej, zeszkliwialej na calej grubosci, torebki lacznotkankowej
wokot wszczepow.

W zadnym z badanych przez nas przypadkow nie znaleziono komorek
olbrzymich typu ,,okolo ciata obcego”, pozostalosci ciala obcego lub zlogow
hemosyderyny, a takze nie twierdzono zmian w obre¢bie kosci w odwapnionych
wycinkach. Najczesciej wyrazne cechy wyksztalcenia otorbienia pojawialy si¢ po
28 dniach od wszczepienia. Wokot wszezepu widoczna byla w pelni dojrzata
ziarnina, utworzona glownie przez limfocyty, histiocyty i fibroblasty z obec-
noscia rozszerzonych naczyn wlosowatych (ryc. 1).

Po 3 mies. od wszczepienia stwierdzono organizowanie si¢ torebki taczno-
tkankowej z obecnoscia rownolegle ulozonych do powierzchni fibroblastéw
i wlokien tacznotkankowych. Warstwe wewnetrzng pokrywaly komoérki podob-
ne do wyscielajacych torebki stawowe, warstwa zas zewngtrzna byla w stanie
szkliwienia (ryc. 2). Po 6 mies. obserwowano wyksztalcanie ubogokomoérkowej
cienkiej torebki lacznotkankowej, zeszkliwialej na calej jej grubosci wokét
wszczepu (ryc. 3). U niektorych zwierzat doswiadczalnych obserwowano
pogrubienie $cian tworzacej si¢ lub wyksztalconej torebki w odcinkach sasiadu-
jacych z nierowng krawedziag wszczepu badz utrzymywanie si¢ w tych odcinkach
nieswoistego odczynu zapalnego.
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Badania w mikroskopie elektronowym skeningowym

Porownanie oznaczonych miejsc na plytkach fotografowanych w mikro-
skopie elektronowym skeningowym przed 1 po wszczepieniu nie wykazalo
istotnych rdoznic w wygladzie powierzchni (ryc. 4—6).

Badania toksykologiczne

W trakcie 6-miesigcznej obserwacji w porownaniu z grupa kontrolna we
wszystkich grupach doswiadczalnych zwierzat nie stwierdzono réznic w przyros-
tach masy ciata szczurow (tab. 2) ani réznic w przyrostach masy ich narzadéw
wewnetrznych (watroby, serca, nerek, sledziony). Nie stwierdzono w zasadzie
istotnych zmian w obrazie morfologicznym krwi oraz w poziomie Hb, hemato-
krycie, liczbie erytrocytow, trombocytow, wskazniku barwnym erytrocytow,
sredniej objetosci krwinek, srednim cigzarze hemoglobiny, poziomie biatka
calkowitego, mocznika, kreatyniny, a takze aktywnosci transaminaz (tab. 3 i 4).

Tab. 2. Wplyw implantowanych probek stopow oznaczonych sym
Influence of samples of alloy inplants (marked I, II, X) on body mass

Masa ciata (x+SE) w g
Grupy
przed implantacja 1 2

Kontrola 142,5+6,6 265,04+ 10,8 299,04+ 12,2
1 132,1+8,7 2493+ 11,3 269,3+13,6
11 130,2+9,2 2543+ 12,1 276,84+ 11,7
X 133,3+7,6 250,0+ 10,5 271,7+13,1

Tab. 3. Wplyw implantowanych probek stopow oznaczonych

Influence of samples of alloy inplants

HB HT Erytrocyty | Leukocyty | Trombocyty
Grupy g/100 ml % min;mm?3 tys. mm? tys./mm?
X+ SE Yz SE X+ SE Xt SE X+SE
, 14,9 46.7 7,757 7.313 201,947
Kontrola | 4970 | <0540 | +0180 | +03515 +3.820
I 14,4* 46,0 8,181 6,361 213,633
+0,157 +0,485 +0,288 +0,376 +7,065
I 14,5 45,6 7,667 7,821 212,393
+0,139 +0,465 +0,169 +0,436 +10,430
X 13,9%** 45,12* 7,878 7,156 229,467
+0,207 +0,484 +0,216 +0,899 +12,893
* p<0,05.  *** <0,01.
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Nie obserwowano rowniez rdéznic w zachowaniu si¢ zwierzat kontrolnych
1 doswiadczalnych.

Badania wytrzymatosciowe stopow

Badane stopy Medpol-1 i Medpol-2 sa jednofazowe, o strukturze Al.
Obserwuje si¢ tylko nieliczne pierwotne wydzielenie weglika tytanu TiC (ryc. 7).
Wielkosé ziarna i wlasciwosci mechaniczne zaleza od warunkow obrobki cieplnej
(14). W stanie przesyconym stopy typu Medpol charakteryzuja si¢ dobra
wytrzymatoscia (R,,=800: 1000 MPa) i plastycznoscia (Ry,=600:1000 MPa).
Wzrost wlasnosci wytrzymatosciowych uzyskuje si¢ przez przerobke plastyczna
na zimno, osiagajac R, rzgdu MPa przy zgniocie ok. 40%.

Badane stopy charakteryzuje wysoka odpornos¢ na korozj¢ elektroche-
miczng w srodowisku symulujacym srodowisko organizmu. Badania w plynie
fizjologicznym Ringera wykazaly (10) catkowita odpornosé na korozje wzerowa,
przewyzszajac pod tym wzgledem stale i odlewnicze stopy kobaltu (11). Potencjat

bolami I, I1, X na masg ciata szczurow w trakcie 6-miesigcznej obserwacji
of rats in selected period

w poszczegolnych miesigcach
3 4 5 6
326,0+12,6 352,0+14,7 359,3+154 379,74+ 15,5
308,0+12,1 3243+13,4 333,0+139 3543+14,2
298,2+154 324,0+15,2 350,71+ 15,6 360,0+ 15,5
306,74+ 15,1 328,9+15,9 338,31+16,9 356,7+17,2
symbolami I, II, X na morfologi¢ krwi szczurow
(marked I, II, X) on morphological picture of rats’ blood
Leukogram WB SOK SCH SSH
pm? Pg %
S L M X+ SE X+ SE X+SE X+t SE
19,7 79,6 0,67 0,644 60,6 19,32 32,0
+2,308 +2,292 +0,410 +0,013 41,470 40,405 +0,355
15,8 83,7 0,56 0,599 57,190 17,97 31,4
+1,763 +1,884 40,217 40,019 +1,696 +0,574 +0,304
19,5 79,9 0,64 0,634 59,9 19,02 31,81
+2,051 +2,199 40,308 +0,016 +1,663 40,494 +0,243
18,1 82,7 0,33 0,594* 57,53 17,79* 30,92
13,442 +3,833 +0,236 +0,017 +1,327 +0,506 +0,608
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Tab. 4. Wplyw implantowanych probek stopow oznaczonych symbolami 1, II, X na poziom biatka
catkowitego, kreatyniny, mocznika i aktywnosci transaminaz we krwi szczurow
Influence of samples of alloy inplants (marked I, I1, X) on protein, creatinine, carbamine (ures) levels
and transaminase activity in rats’s blood

Bialko c. Kreatynina Mocznik G.0T G.P.T.
Grupy g/100 ml mg/100 ml mg/100 ml j-R.F. j-R.F.
x+SE x+SE x+SE x+SE X+ SE
Kontrola| 9,51+0,344 0,56 +0,028 23,8+1,143 287,14:20,945 | 157,7+13,294
1 8,85+0,301 0,60+ 0,021 25,340,871 290,4411,343 | 143,147,184
II 9,08 + 0,405 0,58 + 0,027 23,240,757 283,0+25,043 | 137,847,071
X 9,47+40,234 0,60+ 0,024 23,440,959 297,4+21,292 | 125,6+7,105*
* p<0,05.

przebicia E,, bedacy miara sklonnosci do tworzenia wzeréw, wynosi dla tych
stopéw w stanie pasywnym E, =740 mV gy, podczas gdy dla stopdw odlewnicz-
nych nie przekracza wartosci 500 mVgye (ryc. 8).
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Ryc. 8. Krzywe polaryzacji anodowej; a — stali OOH 17N14M2A Pr., b — stopu odlewniczego
Zimaloy, ¢ — stopu Medpol-1; roztwor Ringera, pH=7,61, T=310+0,5 K, Vg=1mV/s
Anode polarization curves of: a — steel OOH 17N14M2A Pr., b — Zimaloy casting alioy,
¢ — Medpol-1 alloy; Ringer’s solution, pH=7.61, T=310+0.5 K, Vg=1 mV/s

OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone badania pozwolily przesledzi¢ dynamike procesu wgajania
si¢ wszczepu metalowego przez tkanki podskorne glowy szczura. Stwierdzono,
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7e we wezesnych okresach w tkankach otaczajacych wszczep powstaje nieswoista
reakcja zapalna, spowodowana obecnoscia ciala obcego, a w okresach pdzniej-
szych dochodzi do otorbienia wszczepu, bez obecnosci odczynu zapalnego.

Spostrzegane rdéznice w stopniu nasilenia odczynu komorkowego oraz
grubosci torebki w niektdrych jej odcinkach, szczegdlnie w okolicy krawedzi
wszczepu lub sasiadujacych z koscia, zaleza prawdopodobnie od nierownosci
krawedzi wszczepu, stopnia wypolerowania powierzchni metalu, grubosci
ptytki, a takze mechanicznego draznienia wywolanego réznym katem ustawienia
plytki w stosunku do powierzchni kosci i powlok czaszki.

Badania w mikroskopie elektronowym skeningowym nie wykazaly rdznic
w wygladzie wszczepianych plytek w porownaniu z obrazem przed ich wszczepie-
niem. Nie znaleziono tez u zwierzat doswiadczalnych istotnych zmian w obrazie
morfologicznym i biochemicznym krwi, a takze roznic w zachowaniu sig
zwierzat, przyrostach ich masy ciata lub narzadéw wewnetrznych w poréwnaniu
ze zwierzetami z grupy kontrolnej. Sprawdzian.wytrzymatosci wykazal, ze stopy
Medpol-11i Medpol-2 maja dobre wlasciwosci mechaniczne i duza odpornosc na
korozj¢ elektrochemiczng. Przeprowadzone badania nie ujawnily u szczurow
niekorzystnych oddzialywan stopéw Medpol-1 i Medpol-2 na tkanki otaczajace
wszcezep.

Podobniejak inni autorzy, obserwowaliSmy w naszych badaniach rozne fazy
otorbienia wszczepu, $wiadczace o tolerancji przez zwierzeta doswiadczalne
stosowanych przez nas stopow metali. Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowac,
ze krajowe stopy kobaltu typu Medpol, po odpowiedniej technologii wykonania,
moga by¢ stosowane jako elementy endoprotez w badaniach klinicznych.
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SUMMARY

Cobalt alloys produced in Poland and meant for orthopedic inplants were morphologically and

toxicologically evaluated. They were inplanted subcutaneously in the paraosseous region of rats’
heads. The results of the experimental tests strongly suggest the advisability of a clinical research
project (study) on the examined cobalt alloys: Medpol-1 and Medpol-2.



