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Wstep

Biomateriaty polimerowe wykorzystuje sie w medycynie
od ponad 50 lat. Jedng z grup polimeréw biomedycznych
sg resorbowalne poliestry alifatyczne (poli-z-hydroksykwa-
sy), do ktérych zaliczany jest kopolimer glikolidu z L-lakty-
dem (PGLA). W $rodowisku tkankowym PGLA jest rozkfa-
dany z wytworzeniem nietoksycznych zwigzkow: kwasu gli-
kolowego i mlekowego. Produkty te poprzez cykl Krebsa
Sg usuwane z organizmu w postaci dwutlenku wegla i wody.
Zastosowanie tréjwymiarowych, porowatych rusztowan
zasiedlonych komérkami, wszczepianych w miejsce ubyt-
ku tkankowego, stwarza dogodne warunki dla odbudowy
tkanki. Porowate implanty - gabki majg za zadanie wspie-
rac trojwymiarowe formowanie tkanki [1]. Hodowle komo-

THE EFFECT OF PORE SIZE OF
RESORBABLE PGLA FOAMS ON
THE TISSUE RESPONSE. IN VIVO
STUDY

ELZzBIETA MENASZEK*, ELZBIETA PAMULA**

*JAGIELLONIAN UNIVERSITY, CoLLEGIUM MEDICUM,
DEPARTMENT OF CYTOBIOLOGY AND HISTOCHEMISTRY,
9 MebpyczNA ST., 30-068 Krakow.

**AGH UNIVERSITY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY,
FacuLTY oF MATERIALS ScIENCE AND CERAMICS,
DEPARTMENT OF BIOMATERIALS,

30 Mickiewicza AVE., 30-059 KRAKOW.

[Engineering of Biomaterials, 47-53,(2005),221-223]

Introduction

Polymeric biomaterials have been used in medicine for
more than 50 years. Among the biomedical polymers there
is a family of resorbable aliphatic polyesters (poly-a-
hydroxyacids) to which the copolymer of glycolide and L-
lactide (PGLA) belongs. In vivo PGLA is degraded into non-
toxic compounds: lactic and glycolic acid. Degradation prod-
ucts of PGLA are removed from the body via normal meta-
bolic pathways (Crebs cycle) in the form of carbon dioxide
and water. The use of three-dimensional scaffolds settled
with cells and next implanted into the place of tissue loss
creates good conditions for the tissue regeneration. The
aim of porous implants - foams is to support the three-di-
mensional tissue formation [1]. The culture of cells is started
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rek rozpoczyna sie na porowatej strukturze w warunkach in
vitro i przenosi utworzony konstrukt w miejsce ubytku tkan-
kowego. Dla prawidtowego rozwoju tkanki niezbedny jest
wihasciwy rozmiar i ciggto$¢ porow, ktére umozliwiajg kon-
takt komorek, dyfuzje skladnikéw odzywczych i metaboli-
toéw oraz prawidtowg angiogeneze. W miare rozwoju nowej
tkanki implant ulega stopniowej degradacji [2].

Celem pracy byto okreslenie, jak mikrostruktura otrzy-
manych podtozy, a w szczegoblnosci wielko$¢ porow, wpty-
wa na proces regeneracji tkanek w warunkach in vivo.

Metody

Bioresorbowalne gabki z PGLA zsyntezowanego wg
metody opisanej uprzednio [3], o roznym rozmiarze poréw,
otrzymano metodg odlewania z roztworu i wyptukiwania
czgsteczek [4]. Jako porogenu uzyto ziaren chlorku sodu
(rozmiar 200+40 mm) i cytrynianu sodu (rozmiar 600 = 100
mm). Przy réznym rozmiarze poréw, catkowita objetosé
poréw byta taka sama dla obu ggbek [5]. Eksperyment prze-
prowadzono na szczurach rasy Hooded Oxford chowu
wsobnego, ktérym pod narkozg i w warunkach sterylnych
wprowadzano kawatki ggbek o wielkosci 4mm x 2mm x 2
mm do nacigtego migsnia udowego. Zwierzeta podzielono
na grupy w zaleznoéci od dtugosci trwania eksperymentu:
7, 30, 90, 150 i 210 dni. Po uptywie danego czasu zwierze-
ta usmiercano i pobierano wycinek migsnia wraz z implan-
tem. Tkanke zamrazano w ciektym azocie a nastepnie skra-
wano przy uzyciu kriostatu. Na uzyskanych skrawkach tkan-
kowych wykonano reakcje histochemiczne i histologiczne
w celu oceny stanu czynno$ciowego tkanek, procesu za-
budowy tkankowej implantu oraz stopnia nasilenia stanu
zapalnego wokoét ciata obcego, jakim jest implant.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie obserwacji mikroskopowych wykonanych
preparatow stwierdzono lepszg zabudowe tkankowg w przy-
padku gabki o mniejszych porach. Roznice, ktére zazna-
czyty sie juz w serii 30-dniowej, w kolejnych seriach stawa-
ty sie coraz bardziej widoczne. Zabudowa wszczepu byta

in vitro on the porous structure of scaffold and next the ob-
tained construct is placed in the site of the tissue loss.
To submit the proper growth of the tissue, the pores should
be interconnected and large enough to permit cellular mi-
gration, diffusion of nutrients and metabolites, and the proper
angiogenesis. As the new tissue is developing the implant
undergoes gradual degradation.

The purpose of the study was to evaluate the effect of
scaffold microstructure, especially the pore size on the proc-
ess of tissue regeneration in vivo [2].

Methods

Copolymer of glycolide and L-lactide was synthesized in
the Centre of Polymer Chemistry, Polish Academy of Sci-
ences, Zabrze, according to a method described previously
[3]. Bioresorbable PGLA foams with different pore size were
produced through a solvent casting / particulate leaching
technique [4]. Sodium chloride and sodium citrate particles
were used as porogens (pore size: 200 + 40 mm and 600 +
100 mm respectively). The volume fraction of pores was
the same for both types of foams [5]. The study was per-
formed on inbred Hooded Oxford rats. Pieces of foams (4
mm x 2mm x 2 mm) were implanted into the cut gluteal
muscles under anaesthesia and in sterile conditions. The in
vitro study was approved by Bioethics Committee.
Animals were divided into groups, depending on the dura-
tion of the experiment: 7, 30, 90, 150 and 210 days. After
the expiry of a time period animals were sacrificed and tis-
sue blocks containing the biomaterial were excised. Sam-
ples were frozen in liquid nitrogen and cut into 8mm thick
slides in a cryostat microtome. On the obtained slides his-
tological and histochemical reactions were carried out to
estimate the metabolic state of tissues, processes of tissue
development into and around the implant, and the intensity
of inflammation.

Results and discussion
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RYS. 2. Przekroj przez miesien z implantem PGLA
(600100 mm). Reakcja na aktywnosc¢
dehydrogenazy NADH, seria 210 dni.

RYS. 1. Przekroj przez migsien z implantem PGLA
(20040 mm). Reakcja na aktywnosé
dehydrogenazy NADH, seria 210 dni.

Powiekszenie 10x.

FIG. 1. The cross-section through the muscle with
PGLA (200 £ 40 mm) implant. The reaction for the
NADH dehydrogenase activity, 210-day series.
Original magnification 10x.

Powiekszenie 10x.

FIG. 2. The cross-section through the muscle with
PGLA (600£100 mm) implant. The reaction for the
NADH dehydrogenase activity, 210-day series.
Original magnification 10x.
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zwarta, ggbka wykazywata wigkszy stopien fragmentaciji,
wszystkie przestrzenie wypetnione byty komoérkami. W przy-
padku gabki o wigkszych porach, nawet w serii 210-dnio-
wej obserwowano miejsca implantu tylko czeSciowo wypet-
nione komorkami.

Badania histoenzymatyczne na aktywno$¢ oksydazy
cytochromu c i dehydrogenazy zredukowanego koenzymu
NAD [6] - kluczowych enzymdw tancucha oddechowego,
wykazaty aktywnos¢ tkanek otaczajgcych implant poréw-
nywalng z aktywnoscig tkanek odlegtych od implantu. Nie
wykazano istotnych réznic miedzy aktywnoscig tych enzy-
mow dla obu gabek, co pozwala wnioskowac, ze wielkos¢
poréw nie wptywa na biozgodnos¢ implantowanego mate-
riatu.

Nasilenie stanu zapalnego oceniono na podstawie ob-
serwacji aktywnosci enzymu lizosomalnego - fosfatazy kwa-
Snej [7] oraz liczebnosci komdrek wptywajgcych na prze-
bieg stanu zapalnego - mastocytow i eozynofili. W serii 7-
dniowej nasilenie zapalenia byto takie samo w przypadku
obu gabek. W dalszych seriach aktywno$c¢ fosfatazy kwa-
$nej oraz liczebnosc¢ wielojgdrowych komorek olbrzymich i
eozynofili byta wyzsza woko6t ggbek o mniejszych porach.
Mogto to by¢ spowodowane wiekszym stopniem degrada-
cji PGLA oraz lepszg penetracjg komorek do wnetrza im-
plantu i, co za tym idzie, wiekszg powierzchnig kontaktu
tkanki z materiatem.

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze regeneracja
tkanki miesniowej i zabudowa tkankowa implantu postepu-
ja sprawniej przy uzyciu podtoza tkankowego o mniejszym
rozmiarze porow (ok. 200 mm), co mozemy poréwnac z
wynikami pracy dotyczacej regeneracji tkanki kostne;.
Whang i wsp. stwierdzili, ze optymalny rozmiar poréw dla
regeneracji tej tkanki miesci sie w zakresie 100-350 mm
[8].
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Microscopic analysis of obtained slides shows much
better tissue ingrowth into the foam with smaller pores. Dif-
ferences occurred in 30-day series; in subsequent series
became more visible. The newly-formed tissue was com-
pact, the pores were filled with cells, and the foam was in
higher degree fragmentized (FIG.1). In the case of the foam
with bigger pores, even in 210-day series the places only
partly filled with tissue were still seen (FIG.2).

The histoenzymic studies evaluating activity of cyto-
chrome c oxidase and NADH dehydrogenase [6] - the key
enzymes of respiratory chain - showed the activity of tis-
sues in close proximity to the implants compared to those
further away. Any significant differences between activities
of these enzymes of both foams were seen, which indicates
that there is no effect of pore size on biocompatibility of
implanted materials.

The intensity of inflammation was estimated by observa-
tions of the acid phosphatase activity [7] and number of
inflammatory cells: mast cells, eosinophils and multinucle-
ated giant cells. In 7-day series the intensity of inflamma-
tion was similar for both foams. In further series the acid
phosphatase activity and number of multinucleated giant
cells and eosinophils were higher around foams with smaller
pores. The reason for this may be much better penetration
of cells inside the implant and higher surface area of the
tissue - biomaterial interface.

Obtained results show much better tissue ingrowth into
the foam with the pores of about 200 mm and proper re-
generation of muscle tissue around the implant. Our results
can be compared to those of Whang et al., who stated that
the optimal pore size for the bone tissue regeneration var-
ies between 100 and 350 mm [8].
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