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Streszczenie

W badaniach doswiadczalnych wykonanych na
28 krolikach uzyto weglanu wapniowego w odmianie
krystalograficznej aragonitu(CaCQO;). Badany materiat
wszczepiono w twardq tkanke zwierzat dos$wiadczal-
nych. Zaplanowano wykonanie obserwacji klinicznych
przebiegu gojenia ran, a po ich zabiciu badan radiolo-
gicznych, makroskopowych i histopatologicznych w 3,
7i 14 dobie, oraz 3, 4, 6 i 12 tygodniu doswiadczenia.
Wstepne wyniki badan wykazaty, iz badany materiat
nie wywotuje zarbwno migjscowych jak i ogélnoustro-
Jowych negatywnych reakcji, a proces gojenia ran
kostnych w jego obecnosci przebiega prawidtowo.
Ponadto wraz z uptywem czasu ulega stopniowemu
rozktadowi, z nastepujgcq rownoczesnie odbudowqg
tkanki kostnej w miejscu jego usytuowania.

Stowa kluczowe: biomateriaty, ceramika, weglan
wapniowy, badania in vivo na zwierzetach

[Inzynieria Biomateriatow, 89-91, (2009), 57-61]

Wprowadzenie

Wspoiczesna medycyna, a w szczegoélnosci ortopedia,
chirurgia szczekowo - twarzowa, periodontologia, w coraz
wiekszym zakresie postuguje sie materiatami zastepczymi
pozwalajgcymi na uzupetnienie lub odtworzenie brakujg-
cych struktur [1]. Sg to najczesciej ubytki tkanki kostnej
powstate po urazach, torbielach kostnych, nowotworach,
czy tez zmianach zwyrodnieniowych. O ile jest to mozliwe,
ubytki takie uzupetniane sg chetnie i skutecznie koscig
wiasng pacjenta, lub tez pobierang z banku kostnego [2].
Nie zawsze jednak stan ogolny pacjenta pozwala na pobra-
nie od niego samego kosci, lub tez jakos¢ kosci na skutek
toczacej sie osteoporozy jest wiasciwa. Wtorna kos¢ ulega
po wszczepieniu w krétkim czasie przebudowie, a nierzad-
ko zostaje wchionieta, co jest niekorzystnym zjawiskiem.
Nie kazda kos¢ pobrana z banku tkanek jest pozbawiona
najdrobniejszych fancuchéw biatkowych, a to moze by¢
przyczyna przeniesienia groznych choréb. Stosowane od lat
w chirurgii rekonstrukcyjnej metale uzywane byly i sg gtow-
nie jako elementy stabilizacyjne i majg one znaczng wade
w postaci duzej podatnosci na korozje. Wyjatkiem jest tytan
i jego stopy, ktére moga by¢ stosowane réwniez w postaci
réznorodnych ksztattéw, ale takze w postaci sproszkowa-
nej do uzupetnienia ubytkéw tkanki kostnej. Zdolnos¢ do
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Abstract

Calcium carbonate in its crystallographic form
of aragonite (CaCO,) was used in the experiments
performed on 28 rabbits. The material under evalu-
ation was implanted in the hard tissue of the experi-
ment animals. Plans were made to carry out clinical
observations of the wound healing process, and
after sacrificing the animals - to perform radiological,
macroscopic and histopathological examinations on
the 3rd, 7th and 14th day and in the 3rd, 4th, 6th and
12th week of the experiment. Introductory results of
the examinations showed that the evaluated material
does not cause any negative reactions, neither local
nor systemic, and the process of osseous wounds
healing in its presence proceeds in a correct way.
Moreover, with the passage of time, the material un-
dergoes decomposition and simultaneously new bone
tissue is formed in the place it is located.

Key words: biomaterials, ceramics, calcium car-
bonate, in vivo examinations on animals

[Engineering of Biomaterials, 89-91, (2009), 57-61]

Introduction

Modern medicine, particularly orthopedics, maxillofacial
surgery or periodontology, increasingly rely upon substi-
tute materials allowing for completion or restoration of
the missing structures [1]. They are most frequently bone
tissue defects caused by injuries, bone cysts, tumors or
degeneration lesions. Whenever it is possible, such defects
are successfully filled with the patient's own bone, or one
acquired in bone banks [2]. However, the patient’s condition
not always allows for taking his/her own bone, or the quality
of his/her bone is deficient because of osteoporosis. The
secondary bone is reconstructed shortly after implantation;
quite frequently it is absorbed, which is a disadvantageous
phenomenon. Not every bone acquired from a bone bank
is deprived of the most minuscule protein chains, which
can transmit dangerous diseases. Metals have been used
for years in reconstructive surgery mainly as stabilizing
elements; however, their main flaw is being susceptible to
corrosion. One exception is titanium and its alloys, which can
be used in different shapes and also in the form of powder
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korozji tworzyw metalicznych byta przyczyng poszukiwania
materiatdw ceramicznych na powtoki umieszczane zawsze
na powierzchniach stopow stali medycznych jak i stopéw
tytanowych [3].

Wobec statego niezadowolenia z istniejacych materia-
tow zaczeto poszukiwaé nowe materiaty, ktére moga po
wprowadzeniu do organizmow zywych by¢ rozktadane
pod wptywem ptyndw fizjologicznych na koncowe produkty
jak wegiel, woda czy dwutlenek wegla. Zalicza sie do nich
materiaty weglowe, polimerowe (polimer kwasu mlekowe-
go i glikolowego) czy oparte na ich bazie kompozyty [4,5].
Zwrécono rowniez uwage na wiele materiatéw ceramicznych
takich jak m.in. hydroksyapatyt. Sg to tworzywa w wiekszo-
Sci wystepujace w naturze i chociaz na ogét majg gorsze
wiasciwosci mechaniczne to cechuje je petna biozgodnosc.
Czesc z tych materiatow cechuje inertnosé, co oznacza, ze
sg one catkowicie obojetne dla organizmu i wprowadzone do
niego pozostang w nim na state [6,7]. Inne to tzw. materiaty
bioaktywne, do ktérych nalezg hydroksyapatyt i bioszkto,
ktére w niewielkim stopniu ulegajg degradacji, pozostajac
jednak w organizmie pobudzajg tkanke kostng do wzrostu
[8, 9]. Wydaje sie, iz najlepszymi materiatami sg ceramiki
resorbowalne, do ktérych naleza m.in. weglany wapnia,
a wsrdd nich bezwodna posta¢ weglanu wapnia — kalcyt,
aragonit i wateryt [10-18].

Materiat i metody

W pracy zastosowano weglan wapniowy w odmianie
krystalograficznej aragonitu, ktérego metoda otrzymania
zostata opracowana i wdrozona w Instytucie Szkta i Ceramiki
w Warszawie [19].

Zgodnie z zaleceniami Komisji Bioetycznej ds. badan na
zwierzetach do badan doswiadczalnych uzyto 28 dorostych
krolikéw, obojga ptci o wadze od 2500-3500 g.. Badania
wykonano w Centrum Medycyny Do$wiadczalnej Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w warunkach sali operacyjne;j.

Zabiegom operacyjnym poddano wszystkie zwierzeta,
ktérym przed wniesieniem na sale operacyjng podano pre-
medykacje z uzyciem Xylazyny 2% (0, 2mg/kg masy ciata
i.m.). Po 20 minutach wykonano znieczulenie ogdlne poda-
jac w tym celu Ketamine (20mg\kg), Thiopental (25mg\kg)
i Atropine (0,5mg\kg). Nastepnie wycieto siers¢ i wygolono
skdre w okolicy podzuchwowej zwierzat i po jej dezynfekc;ji
ostrzyknieto miejsce operowane 2% lignokaing z noradrena-
ling (2cm). Wykonano naciecie skory w linii posrodkowej po-
migdzy dolnymi krawedziami zuchwy. Przesunigto miejsce
naciecia wraz ze skorg na dolng krawedz zuchwy, po stronie
prawej nacieto okostng i odstonieto boczng powierzchnie
zuchwy. Pomiedzy korzeniami zebow siecznych i przedtrzo-
nowych wykonano wierttem rézyczkowym, umocowanym w
prostnicy wiertarki dentystycznej, ubytek kostny o Srednicy
4mm i gtebokosci 3mm. Ubytek pozostawiono wypetniony
skrzepem krwi — grupa kontrolna. W identyczny sposéb
postgpiono po stronie lewej wypetniajagc go tworzywem
kalcytowym (CaCO,) — grupa badana. Rane zaszywano
warstwowo stosujgc do zamkniecia warstwy gtebokiej nici
Dexon 4.0, natomiast do zszycia skory nici Amifil 4.0.

Zoperowane kréliki poddano ocenie klinicznej, a po ich
zabiciu (przy uzyciu morbitalu - 200mg/kg) ocenie makro-
skopowej okolicznych tkanek, oraz bezposrednio miejsc
operowanych, a takze badaniu radiologicznemu i histopa-
tologicznemu w 3, 7 i 14 dobie, oraz 3, 4, 6 i 12 tygodniu
doswiadczenia.

Oceny radiologicznej dokonano na podstawie zdje¢ rent-
genowskich obejmujacych trzon zuchwy, oraz ubytki kostne.
Zdjecia rentgenowskie wykonano w Pracowni Rentgenow-
skiej przy Poradni Przyklinicznej Kliniki Chirurgii Czaszkowo-

to complete bone tissue defects. Metallic materials’ corro-
sion susceptibility was the reason why ceramic materials
were sought after, so that they could be used as coating for
medical steel alloys and titanium alloys [3].

Because of the constant dissatisfaction with the exist-
ing materials, there was a need for new ones, which after
introducing into living organisms could be decomposed
by physiologic saline into end products (carbon, water or
carbon dioxide). Such materials include carbon materials,
polymers (lactic acid and glycolic acid polymer) or com-
posites based on them [4, 5]. Attention was also given to
a number of ceramic materials such as hydroxyapatite.
They are mostly natural materials and, although they have
worse mechanical properties, they are fully biocompatible.
Some of these materials are characterized by inertion,
which means that they are totally neutral for the organism
and once introduced into it, they will stay in it forever [6,7].
Other materials are so called bioactive materials, including
hydroxyapatite and bioglass, which become only slightly
decomposed, remaining in the organism and arousing bone
tissue to grow [8,9]. It seems that the best material is resorb-
able ceramics, including calcium carbonates, and among
them the anhydrous form of calcium carbonate — calcite,
aragonite and vaterite [10-18].

Material and methods

The material used in the research was calcium carbon-
ate in its crystallographic form of aragonite; the method of
obtaining it was developed and implemented the Institute of
Glass, Ceramics, Refractory and Reconstruction Materials
in Warsaw [19].

According to the recommendations of the Bioethics Com-
mittee Concerning Research on Animals, 28 adult rabbits
of both sexes weighing 2500-3500 grams were used for
the research. The examinations were carried out in the
Experimental Medicine Centre of the Medical University of
Silesia in operating room conditions.

All the animals underwent operation after having been
given premedication: 2% Xylazine (0.2 mg/kg of body weight
i.m.). After 20 minutes general anesthesia was performed
with the use of Ketamine (20 mg/kg), Thiopental (25mg/kg)
and Atropine (0.05mg/kg). Next, the fur was cut and the
submaxillary area skin was shaved. After disinfecting it,
the operation place was injected with 2% Lignocaine with
Noradrenaline (2cm). An incision was made in the skin on
the median line between the lower edges of the mandible.
The incision spot was shifted together with the skin on the
lower edge of the mandible; on the right side, the periosteum
was incised and the lateral surface of the mandible was
uncovered. Arosette drilling tool fixed in the turbine of a clini-
cal drill was used to make a bone defect of 4mm diameter
and 3 mm depth between the roots of incisive and premolar
teeth. The defect was left filled with blood clot — the control
group. An identical method was used on the left side filling
the defect with calcite material (CaCO;) — the examination
group. The wound was sutured in layers; Dexon 4.0 sutures
were used to close the deep layer and Amifil 4.0 sutures
were used to suture the skin.

The operated rabbits underwent clinical evaluation, and
after sacrificing them (with the use of morbital 200mg/kg)
macroscopic assessment of the surrounding tissue as well
as the operated areas was made; also radiological and
histopathological examinations were performed on the 3rd,
7th and 14th day and in the 3rd, 4th, 6th and 12th week of
the examination.

Radiological examination was based on X-ray pictures of
the body of the mandible and the bone defects. The X-ray
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Szczekowo-Twarzowej w Katowicach. Badania histopato-
logiczne wykonano w | Katedrze i Zaktadzie Patomorfologii
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Zabrzu. Ocenie pod-
dano tkanke kostng w miejscu wykonanych ubytkéw, oraz
w obszarze miejsc bezposrednio przylegajacych do ubytku
kostnego. Oceniano réwniez tkanki bezposrednio pokry-
wajgce ubytek kostny. Ocenie histopatologicznej poddano
ponadto narzady wewnetrzne operowanych krélikow - wa-
trobe i nerki.

Wyniki

Obserwacije kliniczne wykazaty, iz w obu grupach zwie-
rzeta po wybudzeniu zachowywaty sie spokojnie. Poczat-
kowo byty ostabione i przyjmowaty pozycje wyczekiwania.
Sprawialy wrazenie zdezorientowanych, stopniowo jednak
stawaly sie ruchliwe i w 2-3 godziny po zabiegu rozpoczety
picie wody. Miedzy 5 a 10 godzing rozpoczety jedzenie
karmy, dawkujac sobie jej ilos¢. Spokojne wyczekiwanie w
poczatkowych okresach wskazywato na brak bélu i cierpie-
nia. Miejsca operowane byly dla zwierzat trudno dostepne,
nie zauwazono jednak préb rozdrapywania ran. Miedzy 3
a 5 doba po zabiegu operacyjnym ustepowat obrzek tka-
nek, ktory byt widoczny w okolicy ran skérnych. W tych tez
okresach widoczne byto zgrubienie tkanek. Nie stwierdzono
objawéw gromadzenia sie nadmiaru wydzieliny przyrannej
czy obecnosci krwiaka, u pojedynczych zwierzat dawato
sie zauwazy¢ jednak zaczerwienienie skory wokot szwow.
Zgrubienia tkanek utrzymywaty sie u wiekszosci zwierzat do
21 doby, u czesci jednak dawato sie je zauwazy¢ i wyczué
w trakcie badania palpacyjnego jeszcze po 4 i 5 tygodniach.
Przez caty okres obserwacji zwierzeta stopniowo i nieznacz-
nie przybieraty na wadze.

W trakcie badan makroskopowych stwierdzono, iz
miejsce wykonanego ubytku, zaréwno w grupie kontrolnej
jak i badanej, stopniowo wypetniato sie narastajgca, nowg
tkanka kostng. W obu grupach do 6 tygodnia obserwacji
miejsce rany kostnej réznito sie od otoczenia i pokryte
byto uginajaca sie pod wptywem ucisku mtodg tkanka. Po
tym okresie miejsce ubytku rozpoznawalne byto tylko ze
wzgledu na nieznaczne roznice w zabarwieniu, oraz ze
wzgledu na obecnos¢ drobnych por (grupa kontrolna) lub
drobin biatawego wszczepionego materiatu (grupa badana).
Konsystencja tkanki byta juz catkowicie twarda i nie réznita
sie pod tym wzgledem od otoczenia (RYS.1, RYS.2).

Badania radiologiczne po 7 dobach wykazaty w obu
grupach obecnos¢, w miejscu wykonanych ubytkéw kost-
nych, kulistego przejasnienia o regularnych brzegach. W

RYS.1. Grupa kontrolna — 12 tydzien — gojacy sie na
bazie skrzepu kwi ubytek kostny zuchwy wypetnio-
ny nowopowstalg, twarda tkanka kostna.

FIG.1. Control group — 12th week — healing mandible
bone defect with blood clot, filled with newly-formed
hard bone tissue.

pictures were taken in the X-ray laboratory at the Consulting
Centre of the Clinic of Maxillofacial Surgery in Katowice. The
histopathological examinations were made at the 1st Faculty
and Institute of Patomorphology at the Medical University of
Silesia in Zabrze. The bone tissue in the previously-made
defects and in the areas directly adjoining the defect was
assessed. Also, the tissue directly covering the defect was
assessed. Internal organs of the operated rabbits — liver and
kidneys underwent histopathological examination.

Results

Clinical observation showed that in both groups the
animals behaved in a calm way after awakening. At the
beginning they were weakened and adapted an awaiting
position. They made an impression of being confused;
however they were gradually becoming more active and 2-3
hours after the operation they accepted water. Between the
5th and the 10th hour they started to eat fodder, taking it in
portions. Calm awaiting in the initial periods indicated that
they did not experience pain and suffering. The operated
places were hardly accessible for the animals, however, no
attempts at scratching the wounds were observed. Between
the 3rd and the 5th day after the operation the tissue swelling
visible around the skin wounds gradually disappeared. At
the same time, tissue thickening was also visible. Wound
secretion did not appear in excess and no hematoma was
present; however, a few animals had skin reddening around
the sutures. Tissue thickening was present until the 21st day
with most animals; however, with a few animals it could still
be seen and felt during palpation examination still after the
4th and the 5th week. During the whole examination periods
the animals were gradually putting on weight.

During macroscopic examinations it was established that
the place where the defect had been made was gradually
filling with growing, new bone tissue, both in the control
group and the examined group. In both groups, until the
6th week, the area of the bone wound was different from
the surrounding area and it was covered with new tissue
which was bending under pressure. After that period the
area of the defect was only recognizable because of a
slight difference in color and because of the presence of
tiny pores (control group) or particles of white implant ma-
terial (examined group). The consistency of the tissue was
already totally hard and did not differ from the surrounding
area (FIGg.1, FIG.2).

Radiological examination after 7 days showed in both
groups the presence of spherical translucence with regular

RYS.2. Grupa badana — 12 tydzien — gojacy sie w
obecnosci kalcytu ubytek kostny zuchwy wypetnio-
ny nowopowstalg, twarda tkanka kostna.

FIG.2. Examination group — 12th week — healing
mandible bone defect with calcite, filled with newly-
formed hard bone tissue.
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RYS.3. Grupa kontrolna — 12 tydzien — obraz radio-
logiczny ubytku kostnego w zuchwie krolika.
FIG.3. Control group — 12th week — radiologic pic-
ture of bone defect in rabbit mandible.

pozniejszych okresach przejasnienie stopniowo zanikato,
przybierajac nieregularng postaé. Swiadczyto to o toczacym
sie procesie kosciotworzenia. Zaréwno w grupie kontrolnej
jak i badanej po 12 tygodniach eksperymentu praktycznie
caty ubytek pokryty byt nowo powstatg tkankg kostna.
Ujawnity to obrazy radiologiczne, na ktérych trudno juz byto
dostrzec jakiekolwiek przejasnienie (RYS.3, RYS.4).

Przeprowadzone do 21 doby wstepne badania histopa-
tologiczne ujawnity, iz proces regeneracji ubytkéw kostnych
nie byt jeszcze catkowicie zakonczony. W obu grupach wi-
doczne byly beleczki kostne, czgsciowo wykazujace jeszcze
cechy aktywnosci osteoblastycznej. W grupie badanej roz-
rastaty sie one wokét drobin wszczepu i wbudowywaty go w
nowo tworzong kos¢. Procesowi formowania tkanki kostnej
towarzyszyta ponadto obecno$c nie tylko osteoblastow, ale
i licznych osteoklastow, szczegolnie wokét wbudowanych
w kos¢ drobin wszczepu.

W badanych narzadach wewnetrznych zwierzat do-
Swiadczalnych tj. nerkach i watrobie nie stwierdzono zmian
patologicznych zwigzanych z wprowadzonymi do tkanek
krélikow wszczepami.

Podsumowanie

Przeprowadzone w pracy badania in vivo wykazaty, iz
wprowadzony do ubytkéw kostnych zuchwy krolikow we-
glan wapniowy CaCO, nie wywotuje zaréwno miejscowych
jak i ogdlnoustrojowych negatywnych reakcji. Ponadto w
obecnosci wszczepdw wykonanych z badanego materiatu
proces gojenia ran kostnych przebiega prawidtowo, czemu
towarzyszy powstawanie wiasciwej tkanki kostnej. Wpro-
wadzony do kosci krolikéw kalcyt wraz z uptywem czasu
ulega stopniowemu rozktadowi, z nastepujaca réwnoczesnie
odbudowg tkanki kostnej w miejscu jego usytuowania.
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RYS.4. Grupa badana — 12 tydzien — obraz radiolo-
giczny ubytku kostnego w zuchwie krolika.

FIG.4. Examined group — 12th week - radiologic
picture of bone defect in rabbit mandible.

edges, which was visible in the bone defects. In further pe-
riods the translucence was gradually disappearing, taking
an irregular shape. It was evidence of the bone formation
process in progress. Both in the control group and in the
examined group the whole defect was covered with newly
formed bone tissue after 12 weeks of the experiment. It was
shown by radiologic pictures, where hardly any translucence
was visible (FIG.3, FIG.4).

Introductory histopathological examinations carried out
until the 21st day showed that the regeneration process
of bone defects was not completed. In both groups bone
trabeculae were visible; they partly showed traces of oste-
oblastic activity. In the examination group they proliferated
around particles of the implant and incorporated it in the
newly-formed bone. Moreover, the process of bone tissue
forming was accompanied not only by the presence of oste-
oblasts, but also numerous osteoclasts, particularly around
implant particles incorporated into the bone.

In the examined internal organs of the experimental
animals, that is kidneys and liver, no pathologic changes
resulted from introducing implants in the rabbits’ tissue.

Conclusion

In vivo examinations carried out in this research have
shown that calcium carbonate CaCO, introduced into
bone defects made in rabbit mandible does not induce any
negative reactions, either local or systemic. Moreover, the
process of osseous wounds healing in the presence of the
implants made from the examined material proceeds in
a correct way and proper bone tissue is formed. Calcite
introduced into rabbit bone is gradually decomposed after
a period of time and simultaneously bone tissue is recon-
structed in the place it was located.
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Streszczenie

Zbadano wptyw temperatury wygrzewania warstw
TiO, uzyskanych metodq zol-zel na wtasciwosci koro-
zyjne bezniklowego stopu biomedycznego Panacea
P558. Probki stopu z naniesiong warstwg TiO, jak tez
probki bez tych warstw byty poddane wygrzewaniu
w temperaturach 450°C i 800°C. Badania korozyjne
wykonano w odtlenionym roztworze Tyrode’'a w tem-
peraturze ciata ludzkiego 37°C (310 K). Stwierdzono
polepszenie wtasciwosci korozyjnych stopu przez
warstwy wygrzane w temperaturze 450°C. Stwierdzo-
no réwniez, ze wygrzanie tego stopu w temperaturze
800°C powoduje duzg niestabilnos$¢ jego wiasciwosci
korozyjnych - po pewnym czasie ekspozycji w roztwo-
rze korozyjnym probki bez warstw jak i z warstwami
TiO, skokowo zmieniajg swoje wtasciwosci i charak-
teryzujg sie gorszymi parametrami korozyjnymi niz
wyj$ciowy stop. Przyczyng pogorszenia wtasciwosci
korozyjnych stopu Panacea P558 w temperaturze

THE INFLUENCE OF HEATING
TEMPERATURE OF TIO2 SOL-GEL
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Abstract

The influence of heating temperature of TiO, sol-gel
layers on corrosion properties of nickel-free Panacea
P558 biomedical alloy was investigated. The samples
of alloy both with TiO, sol-gel layers and without the-
se layers were heated at temperature of 450°C and
800°C. The investigations were carried out in deoxy-
genated Tyrode’s solution at human body temperature
of 37°C (310 K). It was found that the layers heated at
450°C improve corrosion features of this alloy. It was
also stated that heat treatment of this alloy at 800°C
results in high instability of its corrosion features - after
some exposition time in corrosion solution samples
both without and with TiO, layers rapidly change their
properties and these samples have worse corrosion
parameters than initial alloy (without any surface
modification). The reason for these worse corrosion
features of Panacea P558 alloy heated at 800°C may
be: (1) changes of its microstructure (segregation of
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