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Resumen

La fotofuncionalizacion de materiales de implantes con radiacion ultravioleta (UV) ha sido objeto
de diferentes estudios en las dos ultimas décadas, pero se han centrado principalmente en el titanio.
Aunque su uso en otros materiales metalicos como la aleacién de CoCrMo no se ha explorado en detalle,
estudios previos realizados in vitro en discos de CoCrMo han mostrado buenos resultados en términos
de bioactividad y los hallazgos de cristales similares a apatita en las superficies irradiadas con UV. Me-
todologia: Se fotofuncionalizaron domos de CoCrMo con radiacion UV de 254 nm en sus caras internas
durante 24 horas; se implantaron en tibia de conejo y permanecieron durante tres, cuatro y seis semanas.
El potencial para inducir la formacién de hueso debajo de las membranas en forma de clpula se evalu6
mediante analisis morfométrico y por densidad 6sea, y los resultados se compararon con los obtenidos
bajo domos no tratados de control. Resultados: Se observaron valores de densidad mas altos para domos
irradiados a las tres semanas, mientras que se obtuvieron mayores volimenes bajo domos fotofunciona-
lizados durante periodos mas largos (cuatro y seis semanas). Histolégicamente, el tejido 6seo se forméd
por osificacion endocondral en todos los casos. Se observaron diferencias en la arquitectura y tamafo
de las trabéculas y en el nimero de osteoblastos entre las muestras irradiadas y no irradiadas. Conclu-
sién: La radiacion UV de 254 nm generé una fraccién de volumen éseo mayor en comparacion con la
encontrada en ausencia de radiacion UVC e indujo un aumento de densidad en las primeras etapas de
curacion, lo que condujo a una mejor calidad 6sea inicial y una mejor osteointegracion.

Palabras clave: obturadores Cr-Co; microtornillos; aumento 6seo; atrofia maxilar; UVC fotofuncionaliza-
cion
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Abstract

The photofunctionalization of implant materials with ultraviolet radiation (UV) has been subject of
different studies in the last two decades, but they have focused mainly on titanium. Although its use in
other metallic materials such as CoCrMo alloy has not been explored in detail, previous studies per-
formed in vitro on CoCrMo discs have showed good results in terms of bioactivity and the finding of
apatite-like crystals at the UV-irradiated surfaces. Methodology: CoCrMo domes were photofunctiona-
lized with UV radiation of 254 nm on their internal faces during 24 hours; they were implanted in rabbit
tibia and remained for three, four, and six weeks. The potential to induce bone formation beneath the
dome-shaped membranes was evaluated through morphometric analysis and by bone density, and the
results were compared with those obtained under control untreated domes. Results: Higher density va-
lues were observed for irradiated domes at three weeks, while higher volumes were obtained under pho-
tofunctionalized domes for longer periods (four and six weeks). Histologically, woven bone was formed
by endochondral ossification in all cases; differences in the architecture and size of the trabeculae and in
the number of osteoblasts were noted between irradiated and non-irradiated samples. Conclusion: The
UV radiation of 254 nm generated a larger bone volume fraction compared to that found in the absence
of UVC radiation, and induced an increase of density in the early stages of healing, leading to a better
initial bone quality and improved osseocintegration.

Keywords: UVC photofunctionalization; CoCrMo domes; bone regeneration; bone repair

Introduccion

Una gran variedad de situaciones clinicas, tales como traumatismos, enfermedades éseas u hormo-
nales pueden ocasionar pérdida y/o resorcién 6sea. Esta disminucién, ya sea en volumen como en ca-
lidad, puede provocar problemas estéticos y funcionales, dependiendo de la ubicacion del defecto y la
funcién del hueso involucrado, afectando de forma directa las actividades e incrementando la morbili-
dad del paciente.

Durante los ultimos afios se han logrado notables progresos en el desarrollo de técnicas ortopédi-
cas (como por ejemplo, distraccién osteogénica, aumento 6seo empleando rhBMP-2 y terapias génicas,
entre otras) y un mayor nimero de procedimientos quirtrgicos para favorecer la reconstruccion ésea
[1]. Aunque estas técnicas han transformado la cirugia reconstructiva, mejorando significativamente los
resultados clinicos, actualmente presentan algunas limitaciones, como la escasez de materiales dispo-
nibles, dado que generalmente se emplea hueso autélogo como material gold standard contra el cual
se comparan los demas métodos [3]. EL hueso autélogo combina todas las propiedades deseadas en un
material de injerto, proporcionando un andamio para el crecimiento interno de las células osteoproge-
nitoras (osteoconductividad); promoviendo la proliferacién de las células madre y su diferenciacion en
células osteogénicas (osteoinductividad) y manteniendo las células viables que pueden formar nuevo
tejido 6seo (osteogenicidad) [3,4]. Sin embargo, la disponibilidad volumétrica de hueso autélogo de un
paciente es limitada, requiriendo un procedimiento quirtrgico adicional para recolectarlo, presentando
ademas la desventaja de aumentar significativamente la morbilidad del sitio donante, aumentando el
riesgo de experimentar dolor crénico o disestesia en el sitio de extraccion del material [5].

Los recientes avances en la ingenieria de tejidos del hueso han otorgado a los cirujanos nuevas op-
ciones para restaurar la forma y funcién del tejido involucrado [4]. La investigacion y el empleo de di-
ferentes técnicas como la impresion 3D, recubrimientos mediante sputtering y electro-spinning para el
desarrollo de biomateriales reabsorbibles y no reabsorbibles en combinacion con factores de crecimien-
to, proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), elementos o sustancias que actliien como carriers y células
osteoprogenitoras, permitieron alcanzar una accién controlada en el sitio a reparar, y una degradacién
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quimica y reabsorcion reguladas en el medio ambiente del huésped, para ser reemplazado en ultima
instancia por la regeneracién de los tejidos. Estas nuevas técnicas intentan superar los obstaculos encon-
trados por los modelos anteriores, y se contemplan como un enfoque prometedor, buscando predecir y
brindar procesos de regeneracion y reparacién de tejidos de forma rapida y accesible.

Los biomateriales metalicos implantables, son aquellos materiales no vivos, utilizados en un entorno
médico y concebidos para interactuar con sistemas biolégicos [6]. Como caracteristica primordial, el
material debe ser biocompatible, lo que significa que su presencia dentro de los tejidos biolégicos no
provoca respuestas bioquimicas perjudiciales ni para dichos tejidos, ni para el buen desempefio de las
funciones sustitutorias o de reparacién [6]. Como caracteristica basica adicional, se debe mencionar
la resistencia a la corrosion, ya que si los materiales metalicos son oxidados por el fluido corporal, se
provocan reacciones de toxicidad y alergia in vivo, llevando a la liberacién de iones metalicos por un
periodo prolongado, y a la combinacion de estos con biomoléculas, como proteinas y enzimas [7]. Por
ello, se ha estudiado intensamente el comportamiento, analisis y mejoras de las propiedades de los
materiales implantables con el fin de favorecer su interaccion con el medio biolégico, sus caracteristicas
biomecanicas en funcién de las cargas aplicadas, dependiendo de la estructura reemplazada, como asi
también su comportamiento en un organismo vivo.

En el area de la implantologia, el estudio del disefio de los implantes dentales y demas dispositi-
vos implantables, asi como los tratamientos de superficies y/o los distintos recubrimientos para otorgar
propiedades fisicoquimicas adecuadas para lograr una respuesta biolégica deseada, contintian siendo
objeto de investigacion. En particular, materiales metalicos como el titanio y la aleacion de Cr-Co-Mo
han sido algunos de los mas estudiados [8-11].

La aleacion de Cr-Co-Mo (ASTM F75) ha sido una de las primeras aleaciones en base a cobalto em-
pleadas como biomaterial, obteniendo popularidad y empleandose de forma generalizada en una am-
plia variedad de aplicaciones biomédicas, como materiales de implantes ortopédicos, especialmente
en reemplazos totales de articulacion y en odontologia [12, 13]. Esta aleacion demuestra altos niveles
de biocompatibilidad y posee excelentes propiedades, incluyendo resistencia a la picadura, al desgaste,
a la abrasion y corrosién por grieta, asi como una elevada resistencia a la fatiga, maleabilidad y duc-
tilidad [14, 15], aunque existe evidencia de reacciones de toxicidad por la liberacién iones en aquellas
aplicaciones que incluyen la friccién de diferentes elementos prostéticos entre si [16, 17]. En estudios
anteriores [20, 21], realizados por este grupo de investigacion, se demostré que las membranas de Cr-Co-
Mo proporcionan un espacio adecuado para permitir el crecimiento éseo, y que la combinacion de estas
tanto con sangre entera como con plasma rico en plaquetas como factores promotores del crecimiento
revela buenos resultados tanto en altura y volumen como en calidad 6sea. Adicionalmente, se ha ob-
servado que la implantacién de la membrana propiamente dicha, sin el agregado de factores o células,
posiblemente haya promovido y, tal vez, originado la proliferacion, diferenciacion y adhesion celular,
resultando en un aumento 6seo consecuente, de forma similar a lo demostrado por Mustafa et al. (2001)
[22] y Jayaraman et al. (2004) [23] para el titanio.

Las caracteristicas de la superficie del material, composicion y porosidad, son algunas de las propie-
dades que pueden modificarse para mejorar la forma en que el material implantado se relacionara con
el tejido huésped y respondera en el ambiente biolégico [22].

Las caracteristicas del biomaterial, el tiempo y el medio de almacenamiento del mismo, influyen en
su respuesta con el ambiente biolégico. El envejecimiento es el fenédmeno por el cual una superficie
metalica se contamina con impurezas organicas, principalmente hidrocarburos, captados del ambiente
(atmésfera, agua u otras soluciones con las que entre en contacto), y que provocan el aumento de la
hidrofobia de la superficie. Se ha demostrado que la presencia de esta clase de impurezas disminuye la
afinidad entre el agua o la sangre y el material, resultando en una probable menor interaccién entre fa-
ses [23]. Dicha contaminacion es proporcional al tiempo y es mayor cuanto menos protegido se encuen-
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tre el material del ambiente [24-26]. Aita et al. (2009) [28] han propuesto un método para su eliminacién
mediante irradiacion con luz ultravioleta previo procedimiento quirargico para su implantacién.

La fotofuncionalizacion con luz ultravioleta es una tecnologia emergente en el ambito biomédico.
De acuerdo a lo expresado por Ogawa (2014) [29], en el titanio se producen una serie de alteraciones
fisicoquimicas que mejoran la respuesta biolégica en una serie de estudios in vitro, demostrando una
mejora considerable en la fijacion, retencién, y la produccién de consecuentes cascadas funcionales
de células osteogénicas derivadas de animales y humanos, con la superficie del material luego de su
irradiacion con UV [28, 29]. Del mismo modo, estudios in vivo encontraron que la morfogénesis ésea
inducida alrededor de los implantes tratados con luz UV conducen a una mejora en la unién del tejido
6seo al implante [26, 30].

Este tratamiento ha demostrado ser simple, eficaz y aplicable a la totalidad de las topografias super-
ficiales comunes en el ambito de la implantologia [25, 26, 30]. La fotofuncionalizacién se ha investigado
principalmente en el titanio; sin embargo, recientemente se han realizado trabajos sobre otros materia-
les como aleaciones en base a Cr-Co [31, 32] y zirconia [33].

Recientemente, el Laboratorio de Bioimplantes ha estudiado in vitro la fotofuncionalizacion de la
aleacion de Cr-Co-Mo con luz UVA y UVC, encontrando buenos resultados tanto en sus propiedades
de humectacién como en la deposicion de cristales de Ca y P luego del cultivo en liquido simulador de
tejido biolégico (SBF), para las muestras irradiadas con UVC (254 nm) a partir de las tres horas. Por todo
lo anteriormente mencionado, y a partir de los resultados obtenidos en el PID 6159, se propone estu-
diar el comportamiento in vivo de las membranas de Cr-Co-Mo normalizada por ASTM F75 y evaluar
los resultados hallados luego de la fotofuncionalizacién con luz UVC durante un periodo de 24 horas e
inmediata implantacion luego de su irradiacién, con el objetivo de evaluar los beneficios de este nuevo
tratamiento superficial sobre los aumentos 6seos como nueva alternativa para terapias de ingenieria de
tejidos, en comparacion con membranas de las mismas propiedades sin irradiar.

Se emplea este tiempo de irradiacién en base a los resultados del proyecto anterior, ya que se obser-
v6 que tiempos de irradiacion mayores a 12 horas resultaban en superficies superhidrofilicas.

1. Metodologia para alcanzar los objetivos

1.1. Materiales

« Animales: 9 conejos macho adultos de la raza Nueva Zelanda de entre 2.5y 3.0 Kg.

« 18 membranas de Cr-Co-Mo (ASTM F75) de 8 mm x4 mm x 1,2 mm.

+ 18 microtornillos de Vitalio®.

 Anestesia general mediante inyeccion intramuscular de Ketamina50 (Holliday-Scott S.A, Industria
Argentina), dosis: 2,5ml; Xilacina (de uso veterinario- Industria Argentina) al 2%, dosis: Iml.

 Anestesia local mediante inyeccion intramuscular de Carticaina (Totalcaina Forte®, Laborato-
rios Bernabo. Industria Argentina), dosis: 1,8mL

- Radiovisoégrafo digital Digora®.

« Suturas de hilo no reabsorbible 3.0.

« Jeringasde 1 mly 5 ml con agujas de 21y 25 G.

« Lampara de irradiacién con fuente de luz de 254 nm.

« Camara fotografica.

 Software ImageJ, NIH, Bethesda, ML, USA.

 Software Minitab®, 2016.

1.2. Método
Se emplearan técnicas de modelado mediante software para la realizacién del negativo de las mem-
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branas y el posterior prototipado de dicho modelo, que sera utilizado a continuacién como molde para
la fabricacién de las membranas segun las dimensiones especificadas en el apartado 1.1. Luego, las
membranas se fabricaran mediante la técnica de colado y seran sometidas a un tratamientos de gra-
nallado, que se ejecutara mediante el bombardeo de particulas de 6xido de aluminio (Al203) de entre
350y 500 micras de espesor. Se separara a los conejos en tres grupos de tres ejemplares. En cada uno de
los grupos de experimentacion, en las patas derechas se colocardan membranas irradiadas con luz UVC
(las dimensiones se definieron tomando como base los resultados obtenidos en el PID anterior), previa
realizacion de microperforaciones; en las extremidades izquierdas se realizaran microperforaciones y se
colocaran membranas sin irradiar, las cuales funcionaran como control. Las microperforaciones se reali-
zan para aprovechar las caracteristicas de superhidrofilia otorgada por el tratamiento, lo cual aumenta
la afinidad de la superficie por la sangre, influyendo y agilizando los procesos de formacién de nuevo
hueso. Cada uno de los grupos sera tratado de la siguiente manera:

« Grupo 1: Los animales de experimentacion seran implantados en su tibia derecha con una
membrana irradiada con luz UVC durante 24 horas. La tibia izquierda sera implantada con
una membrana sin irradiar. Se realizaran microperforaciones en ambos casos. Los animales
seran sacrificados a los 20 dias.

» Grupo 2: Control. Los animales de experimentacién seran implantados en su tibia derecha con
una membrana irradiada con luz UVC durante 24 horas. La tibia izquierda sera implantada
con una membrana sin irradiar. Se realizaran microperforaciones en ambos casos. Los anima-
les seran sacrificados a los 30 dias.

« Grupo 3: Los animales de experimentacion seran implantados en su tibia derecha con una
membrana irradiada con luz UVC durante 24 horas. La tibia izquierda sera implantada con
una membrana sin irradiar. Se realizaran microperforaciones en ambos casos. Los animales
seran sacrificados a los 60 dias.

En base a la bibliografia existente y a los resultados del proyecto anterior, las membranas seran irra-
diadas hasta el instante previo a la colocacién. Se retiraran de la camara de irradiacion y se implantaran
inmediatamente para evitar su contaminacion superficial, considerando que seran colocadas dentro de
un organismo vivo.

Los animales seran sacrificados a los 20, 30 y 60 dias posteriores a la cirugia. Se seccionara la zona
de la tibia donde se encuentra la membrana, para posteriormente realizar los estudios pertinentes y
elaborar resultados. Finalmente se discutiran los mismos y se expondran conclusiones.

Todos los procedimientos se realizaran segin un protocolo establecido por el laboratorio. La docu-
mentacién se hara segln procedimientos previamente fijados, mediante fotografias y notas, tanto en
formato digital como en papel.

1.2.1. Procedimiento quirtirgico

Se seccionara el borde mesial de la metafisis proximal. Se rasurara la zona quirlrgica y se lavara
con yodopovidona. Se cubrira el animal con ropa de quiréfano estéril, con perforaciones para las patas
traseras. La superficie 6ésea se expondra mediante una incisién en la piel y diseccién subperiostal. Los
animales seran implantados con membranas en ambas extremidades, de acuerdo a lo descrito para
cada grupo en la seccién 1.2.

Se registraran los distintos pasos quirargicos mediante fotografias; se realizaran placas radiograficas
antes de la cirugia y al finalizar la misma.

1.2.2. Estudios macroscopicos durante la fase experimental
Durante el periodo de cautiverio de los animales se observara el estado clinico de los mismos diaria-
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mente durante la primera semana luego de practica quirdrgica y, luego de este periodo, la frecuencia de
observacion sera una vez por semana. Ingeriran alimento balanceado (de mantenimiento) para conejos.

1.2.3. Estudios macroscopicos, morfométricos y densitométricos luego del sacrificio

Se retiraran los obturadores. Se observaran las muestras 6seas macroscépicamente. Se tomaran da-
tos morfolégicos y se hara el estudio morfométrico mediante la utilizacion del software ImagelJ. Even-
tualmente se podra realizar un estudio tomografico para determinar los volimenes de aumento.

Se empleara un dispositivo de radiografia digital dental (Digora®) para la obtencién de distintas
proyecciones de ambas tibias de los conejos, y su software asociado para el procesamiento inicial de las
imagenes. Mediante el software de acceso libre ImageJ se mediran las densidades de los sitios de inte-
rés, en funcién de los valores de escala de grises y en relacién a los valores del hueso compacto.

1.2.4. Procesamiento de los tejidos. Examenes histologicos. Estudios histomorfométricos

Una vez sacrificados los animales, las tibias seran seccionadas y las biopsias obtenidas se colocaran
en formol al 10% para la correspondiente fijacion y posterior preservacion. Luego, se enviaran al anato-
mopatoélogo especialista en tejido 6seo para el analisis histolégico de las muestras obtenidas.

De ser posible, luego del procesamiento de las muestras para el andlisis histolégico, se realizarad un
analisis de morfometria geométrica complementario al analisis histolégico. La metodologia a imple-
mentar para realizar el estudio constara de dos partes: la biometria y el estudio histomorfolégico como
tal, para lo cual se adquieren imagenes de cada pieza completa tomadas bajo las mismas condiciones
y con un referente (regla) para poder escalar al realizar el estudio con el software correspondiente. La
prueba de biometria consiste en realizar medidas de longitudes, areas y perimetros en puntos similares
de la muestra, magnitudes que seran comparadas entre ellas y/o con otras muestras. Al aplicar estadis-
ticas simples como desviacion estandar y analisis de medias se podra detectar cambios abruptos a lo
largo del hueso.

2. Resultados alcanzados. Prototipado y fabricacion de membranas

Se realiz6 el disefio de las membranas mediante técnicas de modelado por software SolidWork®.
Luego se obtuvo un prototipo de cada modelo mediante técnicas de impresién 3D, en material plastico
rigido opaco blanco (Vero White Plus®), en alta calidad (con una resolucién de 16 micrometros), que
luego fue utilizado como molde para la fabricacién de los obturadores. Las membranas fueron fabrica-
das mediante colado con una aleacion de Cr-Co-Mo (VITAL®), de composicién Cr 28%, Mo 6%, Co 66%;
posteriormente se las someti6 a un tratamiento de granallado, mediante el bombardeo de particulas de
oxido de aluminio (Al203) de 180 um.

Se opt6 por fabricar membranas tipo elipticas con las siguientes dimensiones: diametro mayor 8mm,
didametro menor 6mm y altura 1,2 mm, con 1 mm de espesor de borde para favorecer un mejor sellado
sobre la superficie ésea (Figura 1).
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Figura 1. Membranas de Cr-Co

Finalmente, las membranas fueron limpiadas en ultrasonido y esterilizadas en autoclave, junto con
microtornillos para su fijacion (Figura 1).

3. Cirugia de implantacion

Las cirugias de implantacion se realizaron de acuerdo a la siguiente descripcion:
» Grupo 1:18/05/2018.
« Grupo 2:02/10/2018.
« Grupo 3:05/10/2018.

En todos los grupos, el procedimiento realizado fue el mismo: los animales de experimentacion fue-
ron anestesiados intramuscularmente con Ketamina 50 (Holliday-Scott S.A®, Buenos Aires, Industria
Argentina), mediante la inyeccion de una dosis de 20 mg/kg. Ademas, se les suministré 5 mg/kg de Xila-
cina 100 (Richmond, Vet Pharma®, Buenos Aires, Industria Argentina) como miorelajante y 1 mg/kg de
Midazolam (Richmond, Vet Pharma®, Buenos Aires, Industria Argentina) como sedante. Se administréd
1,5 ml de Carticaina L-adrenalina (Totalcaina Forte®, Laboratorios Bernabd. Industria Argentina) como
anestesia local, en cada extremidad.

Se rasuraron ambas extremidades para despejar el sitio quirtrgico y se colocé solucién de yodopo-
vidona, para mantener la asepsia.

El procedimiento quirdrgico se inicia con una incisién en la piel a nivel del borde medial de la meta-
fisis proximal y la separacién de los musculos mediante la técnica del colgajo, para exponer finalmente
el hueso tibial (Figura 2a). Se realiz6 una microperforacion con una fresa de 1 mm de diametro para fijar
la membrana al hueso mediante un microtornillo de vitalio, procurando que el obturador apoye en todo
su perimetro sobre el hueso.
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Figura 2a. Exposicion de tibia de conejo

Aproximadamente a la altura del centro de la membrana, se realizaron dos microperforaciones con
la misma fresa (Figura 2b) para garantizar que la superficie de la membrana entre en contacto con la
sangre del animal, aprovechando la superhidrofilia de las membranas irradiadas con luz UV. En la ex-
tremidad opuesta se realizé el mismo procedimiento para comparar los resultados bajo condiciones
analogas, de forma de modificar solamente el tratamiento superficial (UV) sobre las membranas.

Figura 2b. Colocacion de la membrana de Cr-Co

El protocolo de colocacién de membranas seguido fue el siguiente: en la tibia derecha de cada ani-
mal, se implanté una membrana de Cr-Co sin irradiar (Figura 3a), mientras que en la extremidad izquier-
da y a través del mismo procedimiento se implanté una membrana irradiada con luz UV durante 24
horas (Figura 3b).
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Figura 3a. Membranas en periodo de irradiacién

Figura 3b. Membranas en periodo de irradiacion

Finalmente, el colgajo fue reposicionado y cerrado mediante sutura con Nylon 3,0 (Ethilon®, Dilbeek,
Bélgica) (Figura 4). Se administraron antibiéticos en spray al sitio lesionado (dermomicina, Allignani
Hnos.-LAIKA).
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Figura 4. Sutura quirdrgica.

Tanto la regioén quirtrgica como el estado general de los conejos fueron supervisados diariamente
durante la semana posterior a la intervencién, y una vez a la semana durante el resto del estudio, sin
presentar complicaciones mayores. Luego de dos semanas y una vez cerrada la herida, las suturas fueron
retiradas.

Sacrificio de animales. Estudios macroscopicos

Los animales fueron sacrificados a los 20, 30 y 45 dias con una sobredosis de pentobarbital sédico (IV
Dolethals; Vetoquinol, Lure, Santa Ana, Alderney, Francia).

Se realizaron controles radiograficos digitales y macroscépicos luego del sacrificio. Las extremidades
fueron almacenadas en frascos plasticos individuales, cubiertas por una solucién de formaldehido al
10% para fijacion y posterior analisis.

5a. 5h.
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6cC. 6d.
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6e. 6f.
Figura 6. Sacrificio de los animales.

Luego del sacrificio se realizaron radiografias digitales de las secciones de hueso de interés, median-
te un equipo de RX digital odontolégico (Digora Optime, Soredex, Tuusula, Finland), a partir de las cuales
se compar6 el grado de mineralizacién del hueso neoformado debajo de la membrana, en relacion al
hueso cortical maduro de la tibia de cada uno de los animales de experimentacién. Para cuantificar esta
relacion se utilizé el software ImageJ (NIH, Bethesda, ML, USA), y se obtuvo la media del nivel de gris de
la ROI (region de interés) de cada aumento obtenido (Figura 7).

File Edt Image Frocess Analyze Plugns Window Help
B ool Llxs]ala|al# alos £] &)~ =
.'ﬁl'ﬂlghl'. .*..lg.n‘-en'.-h:l or freshand linss of — |_n-;',;'.'1'. lick In.;mrr..m - .
File Edit Font 9 B30 7 2 mam (G645 20 16-hil, 64K
Results
|Area  |Mean -
6282 32723989

Figura 7. Software ImageJNIH, Bethesda, ML, USA
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medicion, de acuerdo a la ecuacion 1.

Finalmente, se calcularon los estadisticos descriptivos para cada grupo respecto al tratamiento (Ta-

bla 1).
Grupo Tibia aa Q2 a3 Media+ SD
20 Ni UVC 0,64 0,41 0,70 0,58+0,15
30 NIUVC 0,49 0,72 0,62 061+0,11
45 NiUVC 0,87 0,86 0,88 0.60+0,20

Tabla 1. Grado de mineralizacion del hueso neoformado en cada tratamiento. NI: no irradiado, UVC: irradiado.

Debido a que los volimenes del hueso formado no fueron uniformes, y se dificulté su cuantificacién
a partir de las imagenes radiograficas, se realizaron tomografias computarizadas para registrar esta va-
riable mediante un tomégrafo médico convencional (Philips Brilliance® de 64 canales, 120 KV, 285 mA,
1mm de espesor de corte). Adicionalmente, se emplearon dichas imagenes para cuantificar la densidad
media de los aumentos (Figura 8).

Figura 8. Cortes tomograficos.

4. Histologia

El examen de las secciones histolégicas mostré que en todos los casos el hueso tejido se formé por
osificacién endocondral. La seccién que pasa al nivel del eje central del hueso nuevo mostré un creci-
miento 6seo centripeto desde las paredes internas de las clipulas. Ademas, el hueso nuevo creci6 desde
la superficie cortical hasta la superficie interna del domo. El perfil de crecimiento éseo a lo largo de las
secciones indicadas en la Figura 4 mostré la presencia de tejido 6seo compacto en las regiones de con-
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tacto con hueso preexistente, con osteocitos normales. Se observé tejido inmaduro creciendo cerca de
la superficie interna del domo, y en algunos casos se observo la existencia de areas fibrocartilaginosas.

A las tres semanas se observd la presencia de una capa fibrocartilaginosa en la parte superior del
hueso recién formado para los controles; inmediatamente debajo de este tejido, se encontraron trabé-
culas interconectadas de hueso tejido con remodelado activo (se observé que los osteoblastos eran
discontinuos y dispuestos irregularmente alrededor de las trabéculas), como puede verse en la Figura
9a. En los domos irradiados con UV, se observaron osteoclastos mas grandes que en los controles y se
formé el hueso tejido.

50% de células dseas (Figura 9b) en comparacion con los controles, que tienen solo el 3% de células.

9c. 9d.

Figura 9.

Por otro lado, a la cuarta semana posquirdrgica, los cortes histolégicos revelaron la presencia de
tejido fibrocartilaginoso en las muestras no irradiadas, mientras que en las irradiadas la capa fue mas
fina. En ambos casos, se observaron grandes areas de trabéculas interconectadas debajo del tejido fibro-
cartilaginoso. Mostraron estructura regular y nimero normal de osteocitos, aunque hubo diferencias en
la naturaleza del tejido: las muestras de control tenian un mayor porcentaje de tejido conectivo laxo (Fi-
guradc) mientras que en las muestras fotofuncionalizadas se encontré un hueso joven compacto (Figura
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9d) con mayor cantidad de osteoblastos que en el control. No se observaron osteoclastos ni evidencia
de remodelado 6seo en ningln caso.

Finalmente, a las seis semanas, las muestras de control presentaron un recubrimiento en forma de
capa de tejido fibrocartilaginoso, mientras que en el grupo irradiado no se observé y solo se observo
la presencia de hueso tejido con trabéculas gruesas e interconectadas. En las muestras fotofuncionali-
zadas habia una gran cantidad de osteocitos alrededor de tejido conectivo denso asociado con vasos
sanguineos y osteoblastos dispuestos en empalizadas alrededor de las trabéculas (flechas negras en
la Figura 9a). En la muestra de control se observaron trabéculas mas delgadas de diferentes tamafos y
formas; sin embargo, estaban interconectados y con gran cantidad de osteocitos, como en las muestras
tratadas (Figura 9b). No se observaron osteoclastos ni evidencia de remodelado 6seo en ningln caso.

5. Discusion

La fotofuncionalizacion ultravioleta (UV) se ha estudiado ampliamente in vitro e in vivo en la tltima dé-
cada como modificacion de la superficie de materiales metalicos implantables [36-38]. Se ha encontrado
que este fendmeno esta asociado con la eliminacién fotoquimica y fotocatalitica de hidrocarburos de
las superficies metalicas y se ha sugerido como un método eficaz para mejorar la osteoconductividad
para mejorar la osteointegracién [39, 40]. El tratamiento ha demostrado ser eficaz en la formacion y
regeneracién ésea en el tratamiento de defectos 6seos, pero se ha utilizado principalmente en odon-
tologia [41-43]. Recientemente, Tominaga et al. (2019) [44] insertaron instrumentacion de titanio con y
sin fotofuncionalizacién UVC en los espacios intervertebrales de pacientes sometidos a fusion lumbar,
y evaluaron los cambios en la densidad 6sea a lo largo del tiempo a partir de imagenes de TC adquiri-
das uno,dos, tres, seis y doce meses después de cirugia; sus resultados no mostraron diferencias en la
densidad ésea entre los instrumentos irradiados y no irradiados. Por el contrario, en nuestro estudio en-
contramos densidades mas altas debajo de los domos irradiados en comparacién con los controles a las
tres semanas después de la cirugia, lo que demuestra que la irradiacion de los domos con luz UV a 254
nm estimula la actividad osteogénica de los osteoblastos en las primeras etapas de crecimiento. Estos
resultados estan de acuerdo con los encontrados por Aita et al. (2009) [28] para el titanio en su estudio
realizado en ratas. Ademas, los resultados observados en el trabajo de Tominaga podrian deberse a un
error inherente al método de medicién, ya que el titanio refleja gran parte de la radiacion que incide so-
bre la superficie del metal, provocando asi artefactos en las imagenes de TC [45]. Ademas, notamos una
relacién directa entre los datos de densidad obtenidos por tomografia computarizada y el grado medio
de mineralizacion obtenido por radiografia; por tanto, la evaluacién preliminar de las radiografias po-
dria ser una herramienta alternativa valida en las primeras etapas de la formaciéon o regeneracion 6sea.
En este contexto, los resultados de las mediciones de densidad y mineralizacién de hueso nuevo bajo
los domos irradiados a las tres semanas podrian responder a las caracteristicas ya descritas: significa
que la fotofuncionalizacién de implantes de titanio con luz UV mejora la diferenciacion osteogénica en
etapas tempranas de formacion 6sea, acelerando el proceso de osteointegracion [46]. Sin embargo, con
el tiempo, las densidades fueron comparables a las de los controles después de cuatro semanas, como
se ha demostrado en estudios previos [47-49], lo que sugiere que la fotofuncionalizacién de la aleacién
CoCrMo promueve la osteointegraciéon durante las primeras etapas del crecimiento, pero no en las eta-
pas posteriores, logrando una mejora en la segunda estabilidad.

Debido a la falta de homogeneidad de los volimenes 6seos dentro de las cpulas y las limitaciones
en el andlisis digital de radiografias para cuantificar estos valores, técnicamente no representan magni-
tudes comparables; por este motivo, la cuantificacion se realizé a partir de las imagenes de TC. Aunque
los resultados no alcanzaron significacion estadistica, mostraron una tendencia sostenida de grandes
volimenes de hueso nuevo debajo de las cupulas fotofuncionalizadas y fue similar a la encontrada por
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Yamauchi et al. (2017) [40], Hirota et al. (2014) [49] y Yamazaki et al. (2015) [50] para diferentes disefios
de implantes de titanio.

A las seis semanas, el tejido 6seo nuevo aumenté en cantidad y llené casi todo el espacio bajo la
membrana irradiada (como se puede ver en la Figura 9c), entrando en contacto con la pared interna,
situacion que no se observé en las membranas de control. Significaria una mejora en la unién e inte-
gracién directa entre el hueso y la superficie del implante, favoreciendo la osteogénesis de contacto
que podria ser la causa de una mayor formaciéon de hueso alrededor del implante, con sangre como
mediador, de la misma forma demostrada por Gao et al. (2013) [51], Yamazaki et al. (2015) [50] y Liu et al.
(2018) [52] en varias superficies de rugosidad de titanio. Aita y col. (2009) [28] en un estudio in vitro so-
bre discos de titanio mostr6 que la disminucién de contaminantes de carbono en las superficies estaba
directamente asociada con un aumento en la adhesion de los osteoblastos sobre ellos, promovida por la
adsorcién de proteinas en las superficies fotofuncionalizadas. Estimamos que en nuestro estudio ocurre
un comportamiento similar para la aleacién CoCrMo, ya que Att et al. (2009) [27] y, mas recientemente,
Decco et al. (2017) [34] reportaron los efectos de la luz ultravioleta de 254 nm en discos de CoCrMo y
encontraron variaciones sutiles en la composicion quimica de la superficie para diferentes tiempos de
exposicién, que se traducen en una reduccion del contenido de carbono en la superficie y consecuente
aumento de la hidrofilia. La mayoria de los estudios no utilizan analisis histomorfométrico para deter-
minar la arquitectura del hueso recién formado que nos permitiria comparar nuestros resultados con los
datos publicados; aunque Yamazaki et al. (2015) [50] colocaron implantes de titanio con o sin irradiacién
UVC en el fémur de conejo y encontraron tejido 6seo que continuaba desde el hueso cortical existente
alrededor de los implantes fotofuncionalizados y formacién progresiva de hueso y acumulacion celu-
lar en las regiones media y apical. Por otro lado, observaron espacios vacios remanentes en la interfaz
implante-hueso de la region cortical y un deposito 6seo menor en las regiones de la superficie media y
apical de los implantes no irradiados a las tres y ocho semanas, comparable a lo observado en el presen-
te estudio a pesar de las diferencias en la morfologia y la composicién del material de las muestras. Liu
et al. (2018) [52] encontraron una formacién de hueso nuevo similar bajo las ctpulas de titanio con y sin
irradiacion UVC con patrén de crecimiento centripeto, idéntico al observado en nuestro estudio. También
observaron un aumento significativo del area de contacto entre el tejido éseo y la superficie metalica de
los implantes irradiados a las dos y cuatro semanas del postoperatorio con el hueso en estrecho contacto
con las paredes y creciendo sucesivamente hasta la parte superior, lo que es analogo a lo informado por
nosotros para CoCrMo como material de implante, aunque la naturaleza de nuestro analisis fue cualitati-
va. Yamauchi et al. (2017) [40] para la fotofuncionalizacion de titanio y aleacién Ti6Al4V a las dos semanas,
pero no observaron diferencias significativas a las cuatro semanas, y por Park et al. (2013) [42] a las cuatro
semanas sin diferencias a las 12 semanas para implantes de titanio anodizado con y sin irradiacién UV.

6. Conclusion

El presente estudio revel6 el efecto de fotofuncionalizacion de la aleacion CoCrMo con rugosidad su-
perficial. La radiacién UV de 254 nm gener6 una fracciéon de volumen 6seo mayor en comparacion con
la encontrada en ausencia de radiaciéon UVC. La fotofuncionalizacién indujo un aumento de densidad en
las primeras etapas de la cicatrizacion, conduciendo a una mejor calidad ésea inicial y obteniendo asi
una estabilidad secundaria temprana en términos de osteointegracion.

Aunque no encontramos diferencias estadisticas en las variables entre tratamiento y controles, pue-
de atribuirse al pequefio nUmero de muestras utilizadas para nuestro analisis; ademas, las pruebas no
paramétricas tienen un poder relativamente menor para probar hipétesis. Se necesita investigacion adi-
cional en este campo para obtener evidencia mas precisa del efecto del tratamiento de fotofunciona-
lizacién en la aleacion de CoCrMo durante las primeras etapas del hueso nuevo (maximo 3 semanas).
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Finalmente, esta tecnologia puede contribuir a una disminucién de la morbilidad con un tiempo de
curacion mas corto. Las presentes observaciones son de especial interés, ya que indican la posibilidad de
que mediante el uso de este tipo de domos pueda ser una gran opcién para el tratamiento de la regene-
racion 6sea guiada y la ingenieria tisular para la rehabilitacion de pacientes con defectos 6seos graves
o enfermedades metabélicas 6seas.
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