.132 BADANIE PROCESU

BI®MATERIA

R

tOW

DEGRADACJI
KOMPOZYTOW

Z POLIMEROW
RESORBOWALNYCH

W WARUNKACH IN VITRO

JaN Chtorek*, ANNA MorawskA*, Lubwika UMANSKA*,
Czestawa PaLuszkiEwiCZ**

AxkaDEMIA GORNIczo-HuTNICZA, KRAKOW

Wvpziak. INANIERI MATERIALOWEJ | CERAMIKI

*KATEDRA BIOMATERIALOW

**KATEDRA CHEMII KRZEMIANOW | ZwiAzkow WIELKOCZASTECZKO-
WYCH

[Inzynieria Biomateriatow, 38-43, (2004), 132-136]

Wstep

Polimerowe materiaty resorbowalne cieszg sie w medy-
cynie duzym zainteresowaniem ze wzgledu na ich biozgod-
nosc¢ i mozliwos¢ stopniowego zastepowania implantu tkan-
kg kostna. Jednak prawidtowe funkcjonowanie takiego im-
plantu wymaga Scistej kontroli procesu degradaciji, jego ki-
netyki oraz uwalniania produktow rozktadu. Proces ten moze
ulegac zmianie w zaleznosci od wprowadzanych dodatkow
modyfikujgcych [1, 2].

Ze wzgledu na ztozone uwarunkowania dotyczgce zarow-
no wiasciwosci mechanicznych jak i biologicznych, najlep-
szym rozwigzaniem wydaje sie by¢ zastosowanie materia-
tow kompozytowych. Zmieniajgc rodzaj fazy wzmacniajg-
cej oraz modelujgc jej rozktad i udziat w kompozycie moz-
na uzyskac szeroki zakres wtasciwosci mechanicznych i
biologicznych [3, 4]. Przy zastosowaniu jako osnowy poli-
merow resorbowalnych istotne jest okreslenie relacji pomie-
dzy czasem jego resorpcji a czasem potrzebnym do rege-
neracji leczonej tkanki. Faza wzmacniajgca oprocz podwyz-
szania wytrzymatosci kompozytu w poczgtkowym etapie
implantacji, moze pei¢ role rusztowania dla nowotworzo-
nej tkanki kostnej lub tez stymulowac jej wzrost. Taki mate-
riat moze by¢ rowniez nosnikiem lekéw [5]. W ten sposob
mozliwe jest otrzymanie kompozytowych materiatéw wielo-
funkcyjnych [6, 7].

W pracy badano w warunkach in vitro zaleznos$¢ szybkosci
procesu degradacji materiatéw: PGLA, PGLA + CF i PGLA
+ HAP od rodzaju wzmocnienia oraz od rodzaju srodowi-
ska. Po réznych czasach inkubacji probek wykonano po-
miary masy, analize mikroskopowg powierzchni (SEM),
badania skfadu fazowego (FTIR) oraz pH roztworéw.

Materialy i metody

Badania przeprowadzono na probkach w ksztatcie wal-
céw, wykonanych z kompozytéw o osnowie z kopolimeru
laktydu z glikolidem (PGLA): 84% laktydu i 16% glikolidu,
wyprodukowany w Centrum Chemii Polimeréw PAN w Za-
brzu, Mn=85000 Da, Mw/Mn=2,1. Jako fazy wzmacniaja-
cej uzyto 15% wag. wiokien weglowych (CF): FT 300B To-
rayka, d=1,76 g/cm?®, s,=3,2 GPa, E=235 GPa oraz 15%
wag. czgstek hydroksyapatytu pochodzenia naturalnego
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Introduction

Polymer resorbable materials enjoy considerable inter-
estin medicine due to their bio-compatibility as well as pos-
sibility of implant replacement by the bone tissue. How-
ever, the appropriate functioning of such implant requires
strict control of degradation process, its kinetics as well as
release of degradation products. This process may vary
depending on the introduced modifying additives [1, 2].
Considering complex implications relative to both mechani-
cal and biological properties, the best solution seems to be
the use of composite materials. Varying the type of rein-
forcing phase and designing its spatial distribution and con-
tent, broad range of mechanical and biological properties
can be obtained [3, 4]. Using polymer resorbable matrices,
it is important to define the relationship between the time of
its resorption and the recovery time required for the cured
tissue. Besides the function of increasing the composite’s
strength within the first stage of implantation, the reinforc-
ing phase may fulfil the function of the scaffold for newly
formed bone tissue, as well as stimulate its growth. Such
material may serve also as medication carrier [5]. This way
it is possible to obtain the multifunctional composite materi-
als [6, 7].

In this work the relationships between the velocity of degra-
dation, the type of reinforcement and

the environment have been studied for the following mate-
rials: PGLA, PGLA+CF and PGLA+HAP.

After application of different incubation times, the samples
were tested for mass and pH of solutions, also the micro-
scopic surface analyses and phase analyses (FTIR) were
performed.

Materials i methods

The tests were carried out on cylinder-shaped samples
made of composites with 84% lactide/16% glycol co-poly-
mer (PGLA), made by the Centre for Polymer Chemistry in
Zabrze (Poland), with Mn=85000 Da, Mw/Mn=2,1. The re-
inforcing phase was made of 15 w/o of carbon fibres (CB):
300B Toraya, d=1,76 g/cm?, s,=3,2 GPa, E=235 GPa, and
15w/o of natural origin (beef bone) hydoroxyapatite (HAP)
Ca,z(PO,)6(0OH),, d=3.16 g/cm?, specific surface S,=79,7
m?/g [8]. The experiments were also carried out on sam-
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RYS. 1. Zmiana masy prébek PGLA, PGLA + HAP
i PGLA + CF w funkcji czasu inkubacji a) w SBF,
b) w plynie Ringera.

FIG. 1. The variation of mass of the samples
PGLA, PGLA + HAP and PGLA + CF as a function
of time of incubation a) in SBF, b) in Ringer fluid.

(kos¢ wotowa) (HAP): Ca,,(PO,)6(0OH),, d=3.16 g/cm?3, po-
wierzchnia wlasciwa Sw = 79,7 m?/g [8]. Badania przepro-
wadzono réwniez dla probek z czystego PGLA. Walce wy-
konano metodg wtrysku w temperaturze 340°C.

Do symulacji srodowiska biologicznego uzyto ptynu Ringe-
ra produkcji Baxter Terpol Sp. z 0.0. o sktadzie [g/cm?]: NaClI-
-8.60, KCI-0.30, CaCl- 0.48. Réwnolegle materiat inkubo-
wano w ptynie SBF (sztuczne osocze) o skfadzie jonowym
[mmol/l]: Na*- 142.0, K*- 5.0, Ca?*- 2.5, Mg?*- 1.5, CI- 148.8,
HCO,- 4.2, HPO,*- 1.0, SO,2- 0.5. Probki inkubowano w
temperaturze 37°C przez okres 16 tygodni. Co tydzien przed
zmiang ptynéw wykonywano pomiary masy probek oraz pH
roztwordéw przy uzyciu pH-metru CP-315 ELEMETRON.
Po 6 i 12 tygodniu przeprowadzono badania mikrostruktury
przy pomocy mikroskopu scaningowego (SEM) Jeol JSM-
5400 oraz badania sktadu fazowego metodg spektroskopii
w podczerwieni (FTIR) technikg transmisyjng na spektro-
metrze fourierowskim firmy BIO-RAD FTS-60V.

Wyniki

RYSUNKI 1a i 1b przedstawiajg zmiane masy probek
inkubowanych w ptynie Ringera i w ptynie SBF w funkgcji
czasu. Dla kompozytow PGLA+HAP masa probek wzrasta
w obu roztworach, co jest prawdopodobnie spowodowane
podwyzszong adsorpcjg ptynéw przez czgstki HAP. Masa
prébek PGLA+CF spada po 9 tygodniu inkubacji zaréwno
w ptynie Ringera jak i SBF, co $wiadczy o rozpoczeciu de-
gradacji polimeru. Dla PGLA w obu przypadkach obserwu-
jemy spadek masy po12 tygodniu. Miedzy 14 a 15 tygo-
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RYS. 2. Zmiany pH ptynéw a) SBF, b) Ringera, w
funkcji czasu inkubacji probek PGLA, PGLA +
HAP i PGLA + CF.

FIG. 2. Variations of fluid pH: SBF, b) Ringer, as a
function of time of incubation of samples PGLA,
PGLA+HAP and PGLA+CF.

ples made of pure PGLA. The cylinders were made by in-
The Ringer Fluid made by Baxter Terpol Sp. z 0.0. (of com-
position [g/cm?]: NaCl- 8.60, KCI- 0.30, CaCl- 0.48 simu-
lated the biological environment. The material was simulta-
neously incubated in the SBF fluid (artificial serum), with
the following ionic composition [mmol/I]: Na*- 142.0, K*- 5.0,
2. 2.5, Mg*- 1.5, CI- 148.8, HCO,- 4.2, HPO,*- 1.0,
S0O,%-0.5. Samples were incubated at the temperature 37°C
during 16 weeks.
The pH of solutions and the mass measurements were per-
formed on a weekly basis using the pH-meter CP-315
ELEMETRON.
After the sixth and 12th week the microstructure was exam-
ined using scanning microscope (SEM) Jeol JSM-5400, and
the phase composition was examined by transmission in-
frared spectroscopy (FTIR) using the Fourier Spectrometer
BIO-RAD FTS-60V.

Results and discussion

FIGURES 1a and 1b show the variation of mass of sam-
ples immersed in Ringer and SBF fluids as a function of
time. For PGLA + HAP composites the mass of samples

A

ALOW

N

TERI

Y



BI®MATERIA

R

tOW

dniem spadek masy dla probek PGLA i PGLA + CF wynosi
ok. 8% w stosunku do masy wyjsciowej, a w 16 tygodniu
ubytek masy walcow PGLA inkubowanych w ptynie SBF
wynosi juz ponad 20%.

We wszystkich prébkach poddanych inkubacji obserwuje
sie w poczatkowym etapie adsorpcje ptynu i pecznienie pré-
bek, co objawia sie widocznym wzrostem masy.

Zmiany pH ptynow fizjologicznych przedstawiajg RYSUN-
Kl 2a i 2b. PGLA inkubowany w SBF (RYS. 2a) zaczyna
ulega¢ degradacji po 10 tygodniu, o czym swiadczy spadek
pH. Obecnosc¢ widkien weglowych przyspiesza degradacje,
(5 tydzien inkubacji), co moze by¢ spowodowane lepszg
penetracjg ptynu w polimerze po granicy faz wiékno-osno-
wa. Po 13 tygodniu widoczny jest wzrost pH zwigzany praw-
dopodobnie z odstanianiem powierzchni widkien weglowych
zawierajgcych grupy funkcyjne o charakterze zasadowym
lub osadzaniem a nastepnie rozpuszczaniem HAP na po-
wierzchni wtokien. W przypadku kompozytow PGLA + HAP
nie zachodzg znaczgce zmiany pH ptynu SBF. Moze by¢ to
zwigzane z réwnoczesnym zachodzeniem procesu degra-
dacji oraz wytrgcania i rozpuszczania HAP.

Poczatek degradacji PGLA inkubowanego w ptynie Ringe-
ra rozpoczyna sie juz w 4 tygodniu (RYS.2b). Dla kompo-
zytu PGLA+CF degradacja przebiega gwattownie miedzy 2
a 3 tygodniem, natomiast dla PGLA+HAP zmiana pH wi-
doczna jest dopiero po 10 tygodniu inkubacji.

Morfologie powierzchni probek PGLA, PGLA+HAP i
PGLA+CF po 12 tygodniach inkubacji przedstawiajg RY-
SUNKI 3a, b, c. Na zdjeciu powierzchni PGLA+HAP (RYS.
3b) widoczne sg narosla krysztatow HAP na podtozu kom-
pozytowym, co potwierdza, ze materiat ten po spetnieniu
swojej funkcji mechanicznej, po procesie resorpcji osnowy
moze stanowi¢ podtoze dla wzrostu tkanki kostnej. Brak wy-
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RYS. 4. Widmo FTIR dla prébek PGLA
inkubowanych a) w ptynie Ringera b) w SBF,
1-PGLA, 2-PGLA po 6 tygodniach,3- PGLA po 12
tygodniach.

FIG. 4. The FTIR spectra for samples PGLA
incubated in a) Ringer fluid b) in SBF:

1-PGLA; 2-PGLA after 6 weeks; 3- PGLA after 12
weeks.

RYS. 3. Obrazy SEM powierzchni prébek po 12
tygodniach inkubacji w SBF: a) PGLA, b)
PGLA+HAP, c) PGLA+CF.
FIG. 3. The SEM images of sample surfaces after
12 weeks of incubation in SBF: a) PGLA, b)
PGLA+HAP, c) PGLA+CF.

increases in both solutions, which is probably due increased
adsorption of liquids by the HAP particles. The mass of
PGLA+CF samples decreases during week 9 of incubation
in both, Ringer and SBF fluids, which indicates the com-
mencement of polymer degradation. For PGLA in both cases
the mass decrease can be observed after week 12 of incu-
bation. The loss of mass for PGLA and PGLA+CF samples
between weeks 14 and 15 amounts to 8% of initial mass,
and the loss of mass of PGLA cylinders during week 16 of
incubation in SBF fluid exceeds 20%.

In the case of all samples under incubation the adsorption
of liquid and swelling of samples can be observed, which is
indicated by a visible mass increase.

The pH changes of physiological fluids are shown on FIG-
URES 2a and 2b. The PGLA incubated in SBF (FIG. 2a)
begins to undergo the degradation after the 10th week, what
is confirmed by the decrease of fluid’s pH value. The pres-
ence of carbon fibres accelerates the degradation process
(week 5 of incubation), what may be caused by easier pen-
etration of the fluid within fibre-matrix interface. After the
week 13 the pH increase is visible, and this may be due to
exposing of carbon fibre surfaces which contain functional
groups of basic character. Another cause may be deposi-
tion and then dissolution of HAP on fibres surfaces. There
are no significant pH changes of SBF fluid in the case of
composites PGLA+HAP. This may be due to simultaneous
occurrence of the processes of degradation and precipita-
tion and dissolution of HAP.

The degradation of PGLA incubated in Ringer fluid begins
already in week 4 (FIG. 2b). For PGLA+CF composite the
degradation occurs intensively between the 2nd and 3rd
week, while for PGLA+HAP the pH variation becomes vis-
ible only after the 10th week of incubation.

The surface morphologies of samples PGLA, PGLA+HAP
and PGLA+CF after 12 weeks of incubation are seen in
FIGURES 3a, b, c. The picture of PGLA+HAP (FIG.3b)
shows the excrescence of HAP crystals on composite base,
what confirms that this material, after fulfilling its mechani-
cal function, and after resorption process of the matrix may
become a good substrate for ingrowth of bone tissue. The
lack of HAP releases on the surface of PGLA and PGLA+CF
samples (FIG. 3a,c) confirms the lack of bioactive action of
these substrates.

FIGURES 4,5 and 6 show spectral results obtained by
infrared spectroscopy. The analysis of infrared spectra ob-
tained for samples PGLA+HAP (FIG. 5) indicates the
changes in intensity of bands within the range 2800-3000
cm', corresponding to tensile oscillations of CH,and CH,
as well as changes of bands 1050-1300 cm-' correspond-
ing to oscillations C-O. The decreasing intensity of bands
related to oscillations CH, and CH, confirms polymer deg-
radation, whereas increase of intensity of bands originating



dzielen HAP na powierzchni prébek PGLA oraz PGLA+CF
(RYS.3a,c) $wiadczy o braku bioaktywnego dziatania tych
podtozy.

RYSUNKI 4, 5, 6 przedstawiajg widma uzyskane meto-
da spektroskopii w podczerwieni. Analiza widm w podczer-
wieni uzyskana dla probek PGLA+HAP (RYS. 5) wskazuje
zmiany intensywnos$ci pasm w zakresie 2800-3000 cm-1
odpowiadajgcych drganiom rozciggajgcym CH,i CH, jak i
pasm 1050-1300 cm' odpowiadajgcych drganiom C-O.
Zmniejszajgca sig intensywnos¢ pasm zwigzanych z drga-
niami CH, i CH, Swiadczy o degradac;ji polimeru, natomiast
wzrost intensywnosci pasm pochodzgcych od drgan C-O
sugeruje podwyzszenie stopnia krystalicznosci materiatu.
W Srodowisku ptynu SBF proces degradacji przebiega wol-
niej, co przedstawia utrzymujgce sie pasmo z max. w
0k.3470 cm™" odpowiadajgce drganiom O=H oraz mniejsze
réznice w intensywnosci pasm zwigzanych z grupami CH; i
CH,. Podobne zmiany pasm sg widoczne dla prébek PGLA
i PGLA+CF (RYS. 4 i 6) co swiadczy o analogicznych pro-
cesach.

Whioski

Ptyn Ringera przyspiesza proces degradacji badanych
materiatéw, co $wiadczy o wiekszej aktywnosci tego srodo-
wiska w stosunku do SBF. Moze to by¢ wynikiem mniejszej
lepkosci ptynu Ringera i utatwionej penetracji w strukture
polimeru i po granicach faz.

Dodatek wtdkien weglowych przyspiesza proces degradaciji
polimeru. Dla PGLA+HAP widoczna jest réwnowagatrzech
procesow: resorpcji polimeru oraz wytrgcania i rozpuszcza-
nia HAP. Wytrgcaniu hydroksyapatytu sprzyja bioaktywne
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RYS. 6. Widmo FTIR dla préobek PGLA+CF
inkubowanych a) w ptynie Ringera b) w SBF,
1-witékno weglowe, 2-PGLA, 3-PGLA+CF, 4-
PGLA+CF po 6 tygodniach, 5-PGLA+CF po 12
tygodniach.

FIG. 6 . The FTIR spectra for samples PGLA+CF
incubated in a) Ringer fluid b) SBF:

1-carbon fibre; 2-PGLA; 3-PGLA+CF; 4-PGLA+CF
after 6 weeks; 5-PGLA+CF after 12 weeks.
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RYS. 5. Widmo FTIR dla prébek PGLA+HAP
inkubowanych a) w ptynie Ringera b) w SBF,
1-proszek HAP, 2-PGLA, 3-PGLA+HAP, 4-
PGLA+HAP po 6 tygodniach, 5- PGLA+HAP po
12 tygodniach.

FIG. 5. The FTIR spectra for samples PGLA+HAP
incubated a) in Ringer fluid b) in SBF:

1- powder HAP; 2 - PGLA; 3 - PGLA+HAP; 4 -
PGLA+HAP after 6 weeks; 5 - PGLA+HAP after
12 weeks.

in C-O oscillations suggests the increase of degree of
cristallinity of the material. In SBF fluid environment the
degradation process occurs with slower rate, what is illus-
trated by the band with max. around 3470 cm- correspond-
ing to oscillations O=H, and smaller differences of intensity
of bands related to groups CH; and CH,. Similarly, changes
of bands can be observed for samples PGLA and PGLA+CF
(FIGS. 4 and 6), which confirms the occurrence of similar
processes.

Conclusions

The Ringer fluid accelerates the process of degradation
of the examined materials, which confirms stronger activity
of this environment as compared to SBF. This may be also
due to lower viscosity of Ringer fluid facilitating penetration
into polymer’s structure and interphases.

Addition of carbon fibres accelerates the polymer degrada-
tion process. For PGLA+HAP the equilibrium of three proc-
esses can be noted: polymer resorption and HAP precipita-
tion and dissolution. The presence of bioactive substrate
and the Ca?" i PO,* ions in SBF are both conducive to HAP
precipitation.

The results obtained in this work show the complex nature
of the process of degradation of composites based on
resorbable polymers. However, the factors indicated here
and affecting the process may constitute the basis for elabo-
ration of multifunctional implants, capable of carrying high
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podtoze oraz obecnos¢ w SBF jonéw Ca? i PO,*. Uzyskane
wyniki obrazujg ztozony charakter procesu degradacji kom-
pozytdw na bazie polimeréw resorbowalnych. Jednak przed-
stawione w pracy czynniki wptywajgce na ten proces mogg
stworzy¢ baze dla opracowania wielofunkcyjnych implantow,
zdolnych do przenoszenia podwyzszonych naprezen i do
stymulacji wzrostu tkanki kostnej po resorpcji polimeru.
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Wprowadzenie

Istotg leczenia ztaman kosci dtugich jest proces powsta-
wania i roznicowania sie tkanek w miejscu, gdzie kos¢ utra-
cita ciggtosc fizyczng. W przypadku stabilizacji odtamow
kostnych za pomocg zewnetrznych stabilizatoréw istotny
wptyw na przebieg procesu leczenia majg wiasciwosci me-
chaniczne samego stabilizatora. Wtasciwosci mechanicz-
ne konstrukgji stabilizatora determinujg zakres przemiesz-
czenh odtamow leczonej kosci i wynikajgcy stad stan od-
ksztatcenia regeneratu kostnego. Jest to swego rodzaju
sygnat mechaniczny odbierany przez komérki tkanek, kto-
ry jest zamieniany na odpowiedni sygnat chemiczny uru-
chamiajgcy procesy réznicowania sie tkanek.

Cel pracy

Celem prezentowanej pracy jest okreslenie rozktadu
odksztatcen i cis$nienia hydrostatycznego w regeneracie
kostnym powstajgcym miedzy odtamami wydtuzanej kosci
w funkcji przemieszczen odtaméw kostnych.

loads and at the same time capable of stimulation of bone
tissue growth after the polymer resorption.
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Introduction

The healing of a long bone fracture involves formation
and differentiation of tissues in the area where there has
been a break in bone continuity. If fragments of a broken
bone are stabilised by means of external fixators, the heal-
ing process significantly depends on the mechanical prop-
erties of the fixator itself. The mechanical properties of the
fixator construction determine the extent of displacement of
the fragments of the treated bone and the resultant bone
regenerate deformity. It is a kind of mechanical signal re-
ceived by the tissue cells, which is changed into an appro-
priate chemical signal triggering processes of tissue differ-
entiation.

Purpose of study

The study presented in this paper aimed to assess the
distribution of strain and the hydrostatic pressure inside the
regenerate formed between fragments of the elongated bone
in relation to displacements of bone fragments.

On the basis of histological examination of sheep and nu-
merical simulations, Claes and Heigele (1998) proposed a



