OCENA MORFOMETRY-
CZNA PROCESU
BIODEGRADACJI
WELOKIEN WEGLOWYCH
KOMPOZYTOW WEGIEL-
OSNOWA EPOKSYDOWA
HYDROKSYAPATYT W 22
TYGODNIOWYM OKRESIE
OBSERWACJI

Ewa ZemeaLa-Nozynska*, Grzecorz Basor*®,
Jerzy NozyNski™*, WouciEcH SciErskI****,
Apam Grzyeowski***, DANIEL SasaT*

*KATEDRA | ZAKEAD PATOMORFOLOGH W ZABRZU SLASKIES
Arapsmi MEDycznes w KaTowicacH

“*KaTteorA 1| KLiniks CHIRURGH DZIECIECE) SLASKIE! AKADEMII
MeDvcznEs W KATOWICACH

S askie CENTRUM CHOROB SERCA W ZABRZU

K aTeoRa | Kunika OTOLARYNGOLOGH W ZABRZU SLASKIE
Axapeni Mepyczned w KaTowicacH

Wprowadzenie

W ostatnich dziesiecioleciach opracowano biomateriaty
ulegajace biodegradacji. Materiaty te nie wymagajg powtor-
nego zabiegu operacyjnego celem usunigcia wykonanych
z nich elementdw zespalajacych, w przeciwienstwie do do-
tychczas stosowanych w chirurgii i traumatologii elemen-
tow metalowych. Weczesniej prowadzone badania nad im-
plantacjg kompozytow wegiel-wegiel précz szeregu ich za-
let, wykazaly takze wady w postaci duzej kruchosci, famli-
wosci. Proba pokonania tych cech kompozytu jest wprowa-
dzenie witokien weglowych do odpowiedniej osnowy stano-
wigce] element wzmacniajacy. Efektem jest wytworzenie
kompozytu widkno weglowe-polimer, posiadajace elastycz-
nosc tolerancje w ludzkim organizmie. Polimerem tworza-
cym osnowe jest Zywica epoksydowa nalezgca do materia-
tow termoutwardzalnych. Dodatkowe pokrycie takiego im-
plantu hydroksyapatytem odgrywa korzystny wphyw na przy-
spieszenie zdolnosci do bezposredniego taczenia sie z tkan-
ka kosing [1]. Celem badania jest morfometryczne przesle-
dzenie biodegradacji w roznych okresach czasu kompozy-
tu wegiel-wegiel-osnowa epoksydowa-hydroksyapatyt im-
plantowanego srodkostnie do jamy szpikowej krolikom.

Material i metodyka

Wykonano érodszpikowa implantacje krolikom sztyftow
bedacych implantami kompozytu wtdkna weglowego z osno-
wa epoksydowa (C-C-Ep-HAP). Po 4, 14, 20 i 22 tygodniu
zwierzeta usypiano, zas z fragmentow kosci i implantu wy-
konywano preparaty histologiczne, ktdre analizowano wy-
korzystujac system analizy obrazu Quantimet Leica. Oce-
niono morfometrycznie: 1. wymiar najkrotszy odpowiadaja-
cy szerokosci wiokien weglowych, 2. obliczong szerokosc
wiokien weglowych, 3. wspotczynnik wypetnienia, 4. sredni
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Introduction

In the recent decades biodegradable biomaterials have
been invented. The material does not need another opera-
tion to remove them, as opposed fo metal elements used in
surgery and traumatology. Earlier studies on carbon-car-
bon composite implantation apart from many advantages
showed that they also have faults of being fragile and break-
able. Another attempt to improve composite profile is an
introduction of a special reinforcing wrap. The result is a

composite consisting of carbon-polymer fibre possessing
elasticity in a human body. Polymer that makes a wrap con-
sists of epoxide resin, one of thermohardening ‘materials.

Additional covering of the implant by hydroxyapatite has
positive influence quicker direct connecting (combining) with
bone tissue [1]. The aim of morphometric study is an cbser-

vation in different time periods of a carbon-carbon, epoxide

wrap, hydroxyapame composite implanted into the bone in
the marrow cavity of rabbits.

Materials and methods

Implantation of pins into rabbit's bone marrow was per-

formed. The pins were implants of carbon fibre composite

with epoxide wrap and hydroxyapatite (HAP) (C-C-Ep- HAP).

After 4, 14, 20 and 22 weeks the animals were sacrificed

under general anaesthesia, then bone and implant frag-

ments were routinely histologically processed for further

microscopical image analysis with Quantimet Leica. This
analysis included: 1. the breadth responding tathe shortest
diameter of carbon fibres, 2. curve length of carbon fibres,
3. fullness factor coefficient, 4. mean gray level reflecting

density of the material - optic density. The results were

analyzed statistically.
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TABELA-‘!; Charakterystyka morfometryczna: '
procesu blodegradaql widkien kompozytow ;
i ;wggiei-osnowa epoksydowa-hydroksyapatyt W

kolejnych tygodmach
TABLE 1. Morphometrlc characterlstics of the

versus 22
tygodnie
20" week
versus 22"
week:

'TABELA 2. Porowname wartosci morfon_ietrycz-' =

nych kompozytu wegiel-osnowa e

-hydreksyapatyt lmp}antowanych srodkostnle'

krolikom.

TABLE 2. The comparison of morphometnc’_ W
values of the fibres of carbon-epoxide wrap-
: hydroxyapatlte compos;te mplanted mto bones-

bledegradat:on process of the fibres of carbon- _ in rabb!ts

epoxide wrap- hydroxyapahte composue in
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stopien szarosci odzwierciedlajacy gestos¢ materiaiu - ge-

i M. ¥ The results are compared in TAB 1~4 The breadth_'z;_
stosc optyczna. Wyniki opracowano statystycznie.
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TABELA 3. Koreiat:ja éredniego stopnia szaroscn z wartosciami morfnmetrycznymt wlﬁklen kompozytu
wegiel-osnowa epoksydowa- hydroksyapatyt implantowanych Srédkostnie krolikom.

TABLE 3. Correlation of the mean grey level with morphometric values of the f' bres of carbon-epomde
wrap- hydroxyapat:te composne |mplanted mto bones in rabbits. :
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TABELA. 4. Korelacja czasu obserwacji z

wartosciami morfometrycznymi widkien
kompozytu wegiel-osnowa epoksydowa
hydroksyapatyt implantowanych srodkostnie
krélikam.

TABLE 4. The correlation of the time of
implantation with the morphometric values of the
fibres of carbon-epoxide wrap-hydroxyapatite
composite implanted into bones in rabbits.

Wyniki

Wyniki zestawiono w TAB. 1-4. Wymiar najkroiszy wy-
kazywat poczatkowo istotny spadek wartosci przecietnej,
po czym nastepowat niezamienny wzrost a nastepnie spa-
dek wartosci, Podobnie zachowywata sie obliczona szero-
kost wiokien weglowych. Wspdtczynnik wypetnienia wska-
zywal na ujawnianie sie najwyrazniejszych wzerdw resorp-
cyinych w 14 i 22 tygodniu implantacji, aczkolwiek waha-
nia nie byly znamienne statystycznie. Gestos¢ optyczna
ujawniata stopniowy wzrost wartosci przecietne] do 20 ty-
godnia. Analiza korelacji gestosci optycznej z parametra-
mi morfometrycznymi wykazata istotng korelacje ujemna z
wymiarem najkrotszym oraz obliczong szerokoscig widkien,
najsilniejsze w 4 i 22 tygodniu obserwagji. Z kolei wspot-
czynnik wypetnienia ujawniat korelacje dodatnig, najsilniej-
sza w 22 tygodniu. Korelacja mierzonych parametrow z
czasem wskazywata na najsilniejszg | dodatnig korelacje z
gestoscia optyczna.

Dyskusja

Proces biodegradacji wykazywat zaobserwowane w po-
orzednich badaniach wahania wymiarow liniowych wigkien
kKompozytu [1, 2, 3, 4, 5]. Stosunkowo szerokie wiokna wy-
kazywaly postepujgce scienczenie najlepiej odzwierciedlo-
ne w postaci obliczonej szerokosci. Wymiar najkrotszy wy-
kazywat wahania, spadek wartoscl, jej wzrost i spadek. Sred-
ni stopien szarosci wskazuje na istotne roziuznienie struk-
tury pomiedzy 14 a 20 tygodniem. Analiza korelacji ujawnia
iako najbardziej znamienne rozrzedzenie gestosci optycz-
nej wraz z czasem uptywajacym od implantacji z towarzy-
szacym scienczeniem widkien i pojawieniem sie w nim nie-
regularnosci w 22 tygodniu. Morfometryczna analiza bio-
degradacji wiékniny weglowej badz implantowanych nici
weglowych byta tematem doniesien autorow [2, 3, 4, 5].
Bezposrednie porownanie wartosci liczbowych wskazuje na
nizsze wartosci pomiarow geometrycznych oraz zmiennosc
sredniego stopnia szarosci w kampozycie C-C-Ep-HAP, co
niewatpliwie zwigzane jest z oddzialywaniem wrastajacej
w kompozyt kosci jak i odmiennych warunkow tkankowych.
Istotne staje sie jednak przesledzenie trendow zmian. W
orzypadku nici weglowej implantowanej podsluzowkowo
obserwowano wzrost wymiaru najkréiszego i obliczonej
szerokosci pomiedzy 4 a 12 tygodniem, oraz spadek wspot-
czynnika wypetnienia przy nieznacznych wahaniach sred-
niego stopnia szaroéci [4, 5]. W zblizonych okresach ob-
serwacyjnych, pomiedzy 6 a 24 tygodniem implantacji ob-
serwowano stopniowy spadek wymiaru najkrétszego i obli-
czone] szerokosci widkien widknin weglowych, narastanie
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curred. The curve width of carbon fibres behaved in a simi-
tar manner. Fullness factor indicated the appearance of
resarptive irregularities, pits in the 14th and 22nd week of
the implantation, however the fluctuations were not statisti-
cally significant. Optical density (mean grey level) disclosed
gradual increase of mean value till the 20th week. Analysis
of optical density correlation wit morphological parameters
showed a significant negative correlation with the shortest
breadth and the calculated fibre width, strongest in the 4th
and 22nd week of observation. Then the fullness factor dis-
closed a positive correlation, strongest in the 22nd week.
The correlation of the measured parameters indicated, af-
ter some time, the strongest and positive correlation with
optical density

Discussion

Biodegradation process showed, observed in earlier stud-
ies, fluctuations of linear dimensions of composite fibres [1,
2,3, 4, 5]. Relatively wide fibers indicated progressive 'thin-
ning' reflected best in the curve width. The breadth showed

fluctuations, decrease of value, its increase and decrease.

Mean value of gray level indicates significant loosening of
structure between the 14th and 20t week. The correlation
analysis discloses the most significant dilution of optical
density with the time after the implantation along with ac-

_companying fibre thinning and irregularities after the 22nd

week. Morphometric analysis of carbon fibre biodegrada-
tion or implanted carbon threads (sutures) was a subject of
numerous studies [2, 3, 4, 5]. Direct comparison of numeri-
cal values indicates lower values of geometrical measure-
ments and significance of mean gray level in compos;te C-
C-Ep-HAP, which is undoubtedly connected with an influ-
ence of bone ingrowth into the implant and different tissue
conditions. To observe trends of changes has became es-
sential. In case of carbon thread implanted into submuaosa
an increase of the shortest breadth and the calculated width
was observed from the 4th to 12th week, and a decrease of
fullness factor with minute fluctuations of mean gray level
[4, 5]. In the similar observation periods, from the 4th to
24th week of implantation, a gradual decrease of the breadth
and fibre width of carbon fibres, raise of fullness, and in-

_crease and decrease of mean grey level value [2, 3]. Only

calculated width correlated in a similar way with biodegra-
dation time both in cases of carbon thread biodegradation,
carbon fibres and C-C-Ep-HAP composite. While mad gray
degree correlated the most strongly with biodegradation time
in case of C-C-Ep- HAP polymer. It must be mentioned that
each biodegradation process occurred in slightly different
tissue conditions and under dissimilar mechanical influ-
ences, which can impinge on the measured values. Carbon
thread was under changing tension during chewing, next,
C-C-Ep-HAP composite was squeezed by the regeherat~
ing long bore. Therefore morphometric analysm indicates
the essential role of all conditions.

Conclusion

Morphometric profile of implant biodegradation of car-
bon- epoxide wrap-hydroxyapatite-composites (C-C-Ep-
HAP) shows their stability in the early postoperative period
and shght changes in optical density. Essential factor influ-
encmg morphometric results of biodegradation process
seems regional tissue mechanical and b1ochemica! condt—
tions.
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wspotczynnika wypeinienia, oraz wzrost i spadek srednigj
szaroéci [2, 3]. Jedynie obliczona szerokosc w zblizony spo-
sab korelowata z czasem biodegradacji zarowno w przy-
padku biodegradacji nici weglowej, wicknin weglowych i
kompozytu C-C-Ep-HAP. Z kolei sredni stopien szarosci
najsilnie] korelowat z czasem biodegradacji w przypadku
polimeru C-C-Ep-HAP. Nalezy nadmieni¢, ze kazdy pro-
ces biodegradacji przebiegat w nieco odmiennych warun-
kach tkankowych jak rowniez przy odmiennych wphywach
mechanicznych, mogacych rzutowac¢ na mierzone warto-
Sci. Ni¢ weglowa podawana byla zmiennym naprezeniem
podczas zucia, z kolei kompozyt C-C-Ep-HAP ulegat Sci-
snieciu przez regenerujgca kosc diuga. Analiza morfome-
tryczna wskazuje wiec na istotng role warunkow tkanko-
wych w procesie biodegradacii.

Whniosek

Charakterystyka morfometryczna biodegradacji implan-
tow kompozytu wegiel-osnowa epoksydowa-hydroksyapa-
tyt (C-C-Ep-HAP) wskazuje na ich stabilnosé we wczesnym
okresie pooperacyjnym | nieznaczne zmiany gestosci
optycznej. Zasadniczym czynnikiem wplywajacym na wy-
niki morfometryczne procesu biodegradacji wydaja sie byé
narzadowe warunki mechaniczne i biochemiczne.
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Streszczenie

Opracowano metode ekstrakcfi naturalnego  hy-
droksyapatytu (HAp)z kosci zwierzecych poprzez od-
dzialywanie na nie gorgcym roztworem NaOH. Pozo-
Stajaca w materiale substancfa organiczna ulega utle-
nieniu w atmosferze powietrza w umiarkowanych tem-
peraturach. W naturalnym hydroksyapatycie wyste-
puja grupy weglanowe oraz niewielkie udziaty magne-
zu, nieobecne w syntetycznym materiale. Udziaf grup
weglanowych zmniejsza sie ze wzrostem temperatu-
ry, rownoczesnie pojawia sie walny CaQ. Struktura
hydroksyapatytu zostaje jednak zachowana.
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Abé-tract

Natural origin h ydroxyapat;te(HAp) was extracfed -
from the animal bones by their treatment with hot
NaOH solution. Remammg organic matter oxidizes in
air atmosphere at moderate temperattres. In the ma-
terial of this kind carbonate groups and small amounts
of magnesium were found, not present in the syn-
thetic HAp. Fraction of carbonate groups decreases
with temperature and also CaQ appears, but siruc-
fure of hydroxyapatite becomes preserved.

Introduction
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Hydroxyapatite (HAp) with its high biocompatibility and
good bioaffinity, stimulates osteoconduction and is slowly
replaced by the host bone after implantation [1, 2]. From
this point of view porous material fulfils better its role com-
pared to the dense one. Two kinds of application of hy-
droxyapatite can be pointed out: i) as a porous material
useful in bone surgery and ii) as an additive to organic pcriy—
mers improving their biofunctionality.

Hydroksyapatyt, dzigki swojej biozgodnosci | podobien-
stwu strukturalnemu do mine-ralnej czesci kosci zwierze-
cych i ludzkich wykazuje wtasciwosci osteoindukeyjne. Po
wszczepieniu naturalna kos¢ zastepuje stopniowo implant
[1, 2]. Porowaty materiat lepiej spetnia zadanie odtworze-
nia ubytku kostnege niz materiat lity. Wymieni¢ mozna dwie
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