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Resumen

El disefio de diferentes dispositivos implantables, asi como los tratamientos de superficies y/o los dis-
tintos recubrimientos para otorgar propiedades fisicoquimicas adecuadas para lograr una respuesta
bioldgica deseada, contintian siendo objeto de investigacion. La aleacién de CrCoMo (ASTM F75) se ha
utilizado en una amplia variedad de aplicaciones biomédicas, incluyendo dentales y como parte de
protesis ortopédicas. La técnica de fotofuncionalizacidn se utiliza para mejorar las propiedades superfi-
ciales de materiales implantables. En el titanio se han reportado buenos resultados en estudios in vitro,
respecto a la proliferacion y supervivencia celular, e in vivo en relacién a la oseointegracion de implan-
tes, aunque sobre otros materiales de implante, como la aleacién de CrCoMo no ha sido explorado en
profundidad. Mediante el empleo de discos de CrCoMo granallados y envejecidos durante 8 semanas,
se estudié el fendmeno de fotofuncionalizacion de la superficie con radiacion UVA (365 nm) y UVC (254
nm), y se evalud su biactividad mediante una incubacién in vitro durante 7 dias en liquido simulador de
tejido bioldgico (R-SBF). Se estudiaron la variacién del angulo de contacto pre y post irradiacion, y la
composicion superficial de los discos, cuantificando el porcentaje en peso de los cristales de Cay P por
el método EDAX ZAF mediante EDS. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05),
correspondiente a superficies hidrofilicas, para las muestras irradiadas con UVA durante 48 horas y para
las irradiadas con UVC durante 3 horas, y se encontraron superficies superhidrofilicas para aquellas
irradiadas durante 12, 24 y 48 horas con UVC. Se determiné que la disminucion en el contenido de car-
bono se relaciona con el aumento en el contenido de calcio y fésforo, y viceversa sobre las superficies
de CrCoMo.
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Objetivos

General
Evaluar el efecto de la radiaciéon UV en la superficie de obturadores de Cr-Co bajo diferentes condi-
ciones de exposicion.

Especificos

. Comparar la osteoconduccion de obturadores de Cr-Co tratados con radiacion UV de distintas
longitudes de onda y a distintos tiempos de exposicion, realizando pruebas in vitro con fluido corporal
simulado, mediante la cuantificacién de cristales en la superficie de las membranas.

o Analizar los cambios en el grado de hidrofilia de las superficies tratadas con radiacién UV me-
diante medicion del angulo de contacto.

. Estudiar la composicion de la superficie de las membranas antes y después de ser sometidas
a radiacién UV.

Marco teérico

Los biomateriales metdlicos implantables son aquellos materiales no vivos, utilizados en un entorno
médico, y concebidos para interactuar con sistemas biolégicos [1]. 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 desempe-
filo de las funciones sustitutorias o de reparacion [1]. Como caracteristica basica adicional, se debe
mencionar la resistencia a la corrosién, ya que si los materiales metdlicos son oxidados por el fluido
corporal, se provocan reacciones de toxicidad y alergia in vivo, llevando a la liberacién de iones me-
talicos por un periodo prolongado, y a la combinacién de estos con biomoléculas, como proteinas y
enzimas [2].

La ingenieria y la ciencia de los materiales han estudiado intensamente el comportamiento, analisis y
mejoras de las propiedades de los materiales implantables con el fin de favorecer su interaccién 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 dispositivos
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 (actual gold estandar) y la
aleacién de Cr-Co-Mo han sido algunos de los mas estudiados [3-6].

La aleacién de Cr-Co-Mo se ha utilizado en una amplia variedad de aplicaciones biomédicas, in-
cluyendo dentales y como parte de protesis ortopédicas [7, 8]. Esta aleacion demuestra altos niveles
de biocompatibilidad y posee excelentes propiedades, incluyendo resistencia a la picadura, al des-
gaste, a la abrasién y corrosién por grieta, asi como una elevada resistencia a la fatiga, maleabilidad
y ductilidad [9, 10], aunque existe evidencia de reacciones de toxicidad por la liberacion de iones,
en aquellas aplicaciones que incluyen la friccion de diferentes elementos prostéticos entre si [11,
12]. En estudios anteriores [13, 14], 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 combinacién 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
osea. Adicionalmente, se ha observado que la implantacion de la membrana propiamente dicha, sin
el agregado de factores o células, posiblemente haya promovido y, tal vez, originado la proliferacion,
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diferenciaciéon y adhesién celular, resultando en un aumento 6seo consecuente, de forma similar a lo
demostrado por Mustafa K. et al. (2001) [15] y Jayaraman, M. et al. (2004) [16] 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 responderd en el ambiente biolégico [17].

La mojabilidad refiere al estudio del comportamiento de un liquido al depositarse sobre una super-
ficie, y la forma en la que éste se esparce sobre el material. Al colocar un dispositivo implantable y al
entrar este en contacto con la sangre, la interaccién entre la superficie del material de implante y la
humectancia del complejo bucal determinaran de qué forma este se relacionard con la sangre, por lo
que el fendmeno condicionara las caracteristicas osteoconductivas del biomaterial.

Como una primera aproximacién para determinar la afinidad existente entre la sangre y un biomate-
rial tratado superficialmente, en un medio biolégico, se han desarrollado técnicas de cuantificacion de
la humectacion a través de la medicién del angulo de contacto [18]. Esta magnitud, de simple medicion
y observable macroscépicamente, indica el grado de afinidad de un material por un liquido. General-
mente, se utiliza agua como medio liquido, obteniendo resultados similares a los que se producen con
la sangre [19, 20].

Las caracteristicas del biomaterial, el tiempo y el medio de almacenamiento del mismo, influyen en
su respuesta con el ambiente bioldgico. EL envejecimiento es el fendmeno por el cual una superficie
metalica se contamina con impurezas organicas, principalmente hidrocarburos, captados del ambiente
(atmosfera, 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, con un consecuente empobrecimiento de la interaccién
entre fases [21]. Dicha contaminacién es proporcional al tiempo y es mayor cuanto menos protegido se
encuentre el material del ambiente [22-24]. Aita H. et al. (2009) [24] han propuesto un método para su
eliminacién, mediante irradiacién con luz ultravioleta previo procedimiento quirdrgico para su implan-
tacion.

La fotofuncionalizacién con luz ultravioleta es una tecnologia emergente en el ambito biomédico.
De acuerdo a lo expresado por Ogawa T. (2014) [25], en el titanio, se producen una serie de alteraciones
fisicoquimicas que mejoran la respuesta bioldgica 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 [26, 27]. Del mismo modo, estudios in vivo encontraron que la morfogénesis dsea
inducida alrededor de los implantes tratados con luz UV conducen a una mejora en la unién del tejido
6seo al implante [24, 28].

Este tratamiento ha demostrado ser simple, eficaz y aplicable a la totalidad de las topografias super-
ficiales comunes en el ambito de la implantologia [23, 24, 28]. 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 [29] y Zirconia [30].

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la respuesta en la superficie de membranas de Cr-
Co-Mo, luego de su fotofuncionalizacidn, con el objetivo de otorgar mejoras a las caracteristicas de las
mismas, en relacién a la hidrofilia. Para evaluar las superficies tratadas con radiacién UV, se realizara
un estudio in vitro con R-SBF, y se observard y cuantificara la deposicion de cristales de Cay P sobre las
mismas, lo que indicaria que la superficie del material es adecuada para la formacién de una capa de
apatita similar al hueso.
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Materiales y Métodos

Muestras de Cr-Co-Mo y caracterizacion de la superficie

Para determinar y cuantificar los cambios en la hidrofilia, provocados por el tratamiento de superficie,
se emplearon discos de Cr-Co-Mo de 20 mm de diametro y 2 mm de espesor, fabricados por colado me-
diante el método de cera perdida. Los discos fueron sometidos a una serie de procesos de corte y pulido,
hasta obtener las muestras individuales, libre de defectos superficiales (cuya generacion es intrinseca
el proceso de colado).

Posteriormente, las superficies fueron granalladas con particulas de Al203 de 220 um, y los discos
fueron lavados en ultrasonido con agua bidestilada durante 10 minutos para eliminar residuos del tra-
tamiento superficial.

Los discos se dejaron envejecer durante 2 meses, almacenados individualmente bajo una atmdsfera
controlada (21,85°C temperatura promedio, 77,48 % humedad relativa promedio), en ambiente oscuro
y seco.

La eleccion de una geometria en forma de discos para la realizacién de las pruebas in vitro no es
arbitraria. La terminacion superficial es equivalente a la de implantes comerciales segun lo descrito por
Alfarsi et al. (2014) [31].

Irradiacion con luz ultravioleta
El protocolo de irradiacién contemplé dos longitudes de onda del espectro ultravioleta: 254 nm (UV-C)
y 365 nm (UV-A).

Para la irradiacién se emplearon tubos de 15[W] de potencia, con densidad de potencia de 2[mW/
cm?2] para las longitudes de ondas mencionadas, con una distancia de irradiaciéon de 3 cm. Para cada
longitud de onda se irradiaron 5 discos a diferentes tiempos (15 min, 3, 12, 24 y 48 horas), mas un disco
testigo, sin irradiar.

Medicion del angulo de contacto

El montaje sobre el cual se depositaron las muestras para las mediciones correspondientes comprendid
una platina con una inclinacién de superficie de 45°, calculada experimentalmente de acuerdo al limite
de deslizamiento macroscépico de la gota (Fig. 1). Se empled una camara digital Réflex Cannon Eos
KissX5®, punto F 5.6, distancia focal 60 mm, tiempo de exposicién 1/100 segundos, ISO 100; con objetivo
Macro Canon® EF-S 60mm f/2.8, dispuesta de forma fija, perpendicularmente a la muestra, montada
sobre un tripode. Se utilizo retroiluminacién led para maximizar el contraste entre el material y la gota
de agua.
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FiGura 1. MONTAJE PARA LA CAPTURA DE IMAGENES.

El protocolo para la obtencién de imagenes pre y post irradiacién consistié en la deposicién de una
gota de agua bidestilada de 100 pl con una micropipeta de canal simple (DragonLab®, China) y la cap-
tura de la imagen. El procedimiento se repitié 3 veces para cada muestra, previo secado mediante la
insercién en una camara de circulacién de aire forzado.

Luego de la captura de las imagenes, a partir de las cuales se cuantificaron posteriormente los an-
gulos de contacto iniciales de cada grupo de muestras, se procedié a la irradiacién de las mismas, de
acuerdo al protocolo descrito en la seccidn anterior. Una vez alcanzado el tiempo de irradiacion de
cada disco, se extrajeron de la cdmara y se capturaron las imagenes post-irradiacion. Finalmente, las
muestras fueron almacenadas individualmente en capsulas de Petri.

Los dngulos de avance y retroceso, en los estados de pre y post irradiacién, en base a los cuales se
calculé el angulo de equilibrio fueron cuantificados mediante un analizador de imagen (ImageJ, NIH,
Bethesda, ML).

Inmersién en R-SBF

Luego del protocolo de irradiacion, e inmediatamente a la medicién del angulo de contacto post irra-
diacién, los discos fueron colocados individualmente en una Capsula de Petri, donde se cubrieron con
R-SBF [32] y se cultivaron en estufa a 37[°C] durante 7 dias. Luego de este periodo, se elimind la solucion,
se secaron los discos en campana de extraccidn y se almacenaron individualmente para el posterior es-
tudio mediante espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS, Genesis 2000), en microscopio
electrénico de barrido (SEM LEO 1450VP).

Analisis estadistico

El nimero de muestras fue de 3 para todos los estudios (n=3). Se utilizé el software estadistico SPSS®, y
se empled un analisis ANOVA unidireccional para examinar las diferencias entre los diferentes grupos
de muestras; se consideraron significativos aquellos valores de p <0,05.

Resultados
Angulo de contacto
Para cuantificar el grado de afinidad por el medio liquido, se empled el principio fisico descrito por

Young y Dupré [33], quienes formularon la ecuacion matematica que relaciona las tensiones superficia-
les de un equilibrio trifasico, en este caso: sélido, liquido y gas, considerando la condicién de equilibrio
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del sistema, mediante la cual queda definido el angulo de contacto de equilibrio para un caso ideal e
hipotético.

Tadmor [34] demostré que es posible calcular el angulo de equilibrio definido por la ecuacién de
Young-Dupré en funcién de los valores maximos del angulo de avance y retroceso.

En este trabajo se calculara el angulo de equilibrio de acuerdo a la ecuacién de Tadmor [34] (Ec 1).

Los valores medios + desviacion estandar de los angulos de contacto pre y post irradiacion, para
ambas longitudes de onda, se muestran en la Tabla 1. Para determinar cualquier diferencia estadistica
entre los grupos, los datos se sometieron a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) y prueba de
Tukey. La significancia se determiné a un nivel de confianza del 95 %.

El analisis de los valores de los angulos de contacto previa irradiacion mostré diferencias estadistica-
mente significativas (p<0,05) entre los valores de los angulos para todos los grupos de muestras.

Tasa 1. Angulos de contacto pre y post-irradiacién

LONGITUD DE ONDA TIEMPO DE IRRADIACION AnGuLo pE conTACTO AnGuLO DE conTACTO
PRE-IRRADIACION [°] POST-IRRADIACION [°]

15 MmN 64,51+2,97 70,60+2,31

3 HORAS 76,14+2,21 46,16+0,95

254 (UVQ) 12 Horas 62,38+1,70 0,00+0,00

24 HORAS 73,4610,1 0,00+0,00

48 HoRAS 76,63+3,31 0,00+0,00

15 MmN 56,59+1,99 55,93+0,74

3 HORAS 46,36+1,37 49,68+0,62

365 (UVA) 12 Horas 62,50+1,58 67,42+1,97

24 HORAS 37,86+2,17 39,49+0,09

48 HORAS 51,35+2,43 27,29+2,13

TESTIGO SIN IRRADIAR 57,56+3,37 56,51+1,69
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Al analizar estadisticamente cada longitud de onda en funcién de los tiempos de irradiacién, se de-
mostré que para los discos irradiados con 365 nm no se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los valores de los angulos para los grupos correspondientes a los tiempos de irradiacion
de 15 minutos, 3,12 y 24 horas, observando en ocasiones el aumento de los mismos luego de la irradia-
cién (Fig. 2). Sin embargo, se encontré que para el grupo de discos irradiados por 48 horas existieron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), correspondiendo con una disminucion de los valo-
res luego de la irradiacion, resultando en superficies hidrofilicas (angulos de equilibrio menores a 90°).
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Ficura 2. Variacién de los angulos de contacto pre y post-irradiacion con 365 [nm] (UVA). No se observan diferencias
significativas para los 4 primeros tiempos de irradiacién. * A las 48 hs se observan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

Para los discos irradiados con 254 nm, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores pre y post irradiacion del grupo irradiado por 15 minutos. Sin embargo, para los tiem-
pos de irradiacion posteriores se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre
los valores de los angulos pre y post irradiacidn, a partir de las 3 horas (hidrofilia) (Fig. 3), resultando en
superficies superhidrofilicas (angulos de equilibrio de 0°) a partir de las 12 horas de irradiacion.
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Ficura 3. Variacion de los angulos de contacto pre y post-irradiacién con 254 [nm] (UVC). No se observan diferencias
significativas para el primer tiempo de irradiacién (15 min). A partir de las 3 hs se observan diferencias estadistica-
mente significativas: * (p<0,05), y a partir de las 12 hs, se observan superficies superhidrofilicas.

Al analizar los valores para el grupo control (sin irradiar), no se encontraron diferencias estadisticas
entre ambos tiempos de medicién (Figuras 2 y 3).

Cultivo In Vitro

A partir del analisis EDS de la composicion superficial de los discos luego de su cultivo, se cuantifico
mediante el método EDAX ZAF con elementos normalizados: el porcentaje en peso de los cristales de
apatita (calcio y fésforo), los elementos correspondientes a la aleacidn (cromo, cobalto y molibdeno), y
del carbono, para determinar, por un lado, la bioactividad de la nueva superficie de la membrana, y por
el otro, la contaminacidn superficial durante la manipulacion y almacenamiento de muestras durante el
periodo en el cual no se realizé el microanalisis. En la figura 4 se muestra la proporcién de los elementos
encontrados en el mapeo de la superficie de los discos irradiados con UVA, donde se puede observar
como el tiempo de irradiacion no modifica la composicidn superficial de C, sino que éste aumenta en re-
lacion al aumento en el tiempo de tratamiento, ademas tampoco se observan diferencias significativas
en la presencia de Cay P, hasta las 24 horas.
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Ficura 4. Contenido de C (a), Ca y P (b) sobre la superficie de los discos irradiados con 365 [nm] (UVA).

De forma similar a lo encontrado para el angulo de contacto, en la muestra correspondiente a las 48
hs de irradiacién, el contenido de C disminuyd significativamente, lo que se corresponde con un aumen-
to en la deposicion de cristales de Cay P.

Respecto a las muestras irradiadas con 254 [nm] (UVC), inicialmente se observa una disminucion en el
contenido de carbono (hasta las 3 horas) respecto al control (sin irradiar), y vuelve a aumentar, incluso
hasta valores superiores a los iniciales, para las muestras correspondientes a las 12 y 24 horas (Fig. 5).
De forma similar a lo que ocurre con las muestras irradiadas con UVA, para los discos de las 48 horas, el
contenido de carbono disminuye abruptamente. La concentracidn porcentual de cristales de Cay P se
correlaciona con la de C: al disminuir este, aumentan los primeros, y viceversa.
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Ficura 5. Contenido de C (a), Cay P (b) sobre la superficie de los discos irradiados con 254 [nm] (UVC).

En la figura 6 se muestra la micrografia e histograma correspondiente a la muestra de 3 hs de exposi-
cién a UVC (derecha), donde se observé la mayor eliminacion de C superficial, lo que se corresponde con
una relacién del contenido de Ca/P similar a la presentada por la hidroxiapatita sobre la superficie. A la
izquierda se incluyen micrografia e histograma correspondiente a la muestra de 3 hs de exposicion a UVA.

En la figura 7 se muestra la distribucién superficial de cristales de Ca (a) y P (b) sobre el area de estu-
dio para ambas longitudes de onda.

Ficura 6. Micrografia e histograma para discos de Cr-Co-Mo irradiados con UVC durante 3 hs, cultivados en R-SBF
durante 7 dias.
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Ficura 7. Mapeo de la distribucién de Ca (a b) superficial para la muestra de 3 hs (UVC) y la distribucion de Ca

(c) y P (d) superficial para su homéloga, |rrad|ada con UVA,

El promedio de la relaciéon Ca/P para las muestras irradiadas con UVA fue de 1.37; y paralas muestras
irradiadas con UVC, 1.79. La relacién Ca/P para la hidroxiapatita humana es de 1.67.

Discusion

La principal fuente de contaminacién de los implantes durante el proceso de fabricacién se produce
dentro de los primeros segundos de exposicidn al oxigeno del aire, contaminando la superficie median-
te el depdsito de hidrocarburos, lo que se traduce en una disminucién de la energia libre superficial,
que se refleja posteriormente en un aumento en el angulo de contacto [31, 35]. Estudios previos han
informado que la deposicidn progresiva de hidrocarburos sobre superficies de titanio es inevitable en el
entorno practico [36, 37]. Morra et al. (2003) [38] analizaron la composicion quimica de varios tipos de
superficies de implantes, encontrando una deposicién de carbono de 17,9 % a 76,5 % en 34 implantes de
titanio diferentes, independientemente de la topografia; lo que sugiere que la deposicidn de hidrocar-
buros se puede producir en materiales a base de titanio, con cualquier textura superficial. Aunque se ha
estudiado principalmente el titanio, todos los implantes utilizados hoy en dia tienen una cierta cantidad
de contaminacion por hidrocarburos unida a la superficie. Los enlaces insaturados en la superficie de es-
tos se saturan por la adsorcidn de moléculas contaminantes, que se encuentran presentes en el aire [39].

Para evaluar la presencia de hidrocarburos y la efectividad de los efectos de los tratamientos de
superficie sobre los materiales de implante se emplea la medicion del angulo de contacto, como un mé-
todo para caracterizar de forma precisa las nuevas superficies de los biomateriales [40]. Este parametro
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es de utilidad en la evaluacién de las propiedades macroscépicas superficiales, tales como la energia
superficial y la humectabilidad, indicando la efectividad del tratamiento en el aumento de la hidrofilia,
lo que se correspondera con una mayor afinidad entre la sangre y el biomaterial, en su posterior aplica-
cién clinica [41, 42].

En nuestra investigacion se emplearon discos de Cr-Co-Mo, con los mismos tratamientos superficiales
desarrollados por Alfarsi, M A. et al. (2014) [31], como muestra representativa de los implantes, los cua-
les se dejaron envejecer durante 8 semanas previo tratamiento con luz UV, con el objetivo de verificar
el deposito de hidrocarburos sobre la superficie y comprobar su influencia en el valor del angulo de
contacto, para luego evaluar el cambio en la hidrofilia posterior a su exposiciéon a la luz UV, cuantificar
los valores de los dangulos de contacto para cada situacién y analizar estadisticamente los resultados
obtenidos. En este aspecto se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los valores previos a
la irradiacion para todas las muestras, a pesar de haber sido almacenados individualmente en capsulas
de Petri bajo las mismas condiciones, por lo que se postula que la deposicién de hidrocarburos sobre los
discos se produce de forma aleatoria, y es altamente dependiente de la composicién del aire encapsu-
lado. Las relativamente grandes desviaciones estandar (en el rango de 0.1-3.37, aunque normales segln
la prueba de Shapiro-Wilk) en la medicién de angulos de contacto para un mismo disco en las sucesivas
repeticiones, podria indicar que la captura de las imagenes y, por ende, la posterior medicién de los
angulos, se ve alterada por las condiciones atmosféricas durante su manipulacién y secado en camara
de circulacion de aire, pudiendo estos ser origenes de deposicion de hidrocarburos.

Las muestras fueron irradiadas periodos determinados de tiempo con UVA y UVC, de acuerdo al
protocolo descrito en la seccién 2.2. Los resultados obtenidos luego de la fotofuncionalizacién con
UVA no arrojaron diferencias estadisticas para todos los tiempos de irradiacion menores a 48 horas,
a diferencia de las muestras irradiadas con UVC, donde se encontraron diferencias significativas para
todos los tiempos de irradiacién a partir de las 3 horas. Estos resultados podrian argumentarse al
analizar las propiedades intrinsecas de cada longitud de onda, ya que la radiacién UVC de 254 nm (co-
rrespondiente al intervalo de maxima absorcién de ozono) promueve, de forma directa, la formacion
simultaneay la descomposicién del ozono, y son capaces de romper enlaces quimicos de alta energia,
como el doble enlace etilénico carbono-carbono [43], eliminando las impurezas presentes en la su-
perficie. A las 3 horas de irradiacién con UVC se observaron diferencias estadisticas (p<0,05) respecto
a los angulos previa irradiacion, correspondiendo a superficies hidrofilicas (angulos menores a 90°)
y, a partir de las 12 horas, se observo que los discos irradiados con UVC presentaban superficies su-
perhidrofilicas (angulos menores a 5°). Los resultados hallados se corresponden con los encontrados
por Aita H. et al. (2009) [24, 26], quienes sometieron sus muestras de titanio a 48 horas de irradiacion
con UVC (densidades de potencia de 2 mW/cm2). De la misma forma, Al Qahtani, M. et al. (2015) [21],
encontraron resultados similares, a los 40 minutos, exponiendo las muestras a fuentes de radiacién
con densidades de potencia de 15 mW/cm2, en comparacion a los 2 mW/cm2 empleados en nuestro
estudio. Att W. et al. (2009) [23] han aplicado radiacion UVC durante 48 horas a una aleacion de Cr-Co,
encontrando superhidrofilia; los mismos resultados obtenidos en nuestra investigacion, a partir de las
12 horas de irradiacién.

No se encontraron diferencias entre los valores pre y post irradiacién para ninguna de las longitudes
de onda para los discos expuestos a 15 minutos.

Para las muestras irradiadas con UVA durante 48 horas se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05), correspondientes a superficies hidrofilicas (angulos de contacto menores a 90°),
lo que esta relacionado a una disminucion en el contenido de carbono superficial, segln los resultados
obtenidos del microandlisis. Si bien se logra la disminucién del carbono en la superficie, el mecanismo
mediante el cual se lleva a cabo la eliminacion se produciria, en este contexto, por fotocatalisis, de for-
ma similar a lo encontrado por Zubkov T. et al. (2005) [44] para el titanio.
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Inmediatamente a la irradiacion con UV, las muestras fueron cultivadas in vitro durante 7 dias a 37°C
para evaluar y cuantificar la deposicién de cristales de apatita sobre las superficies tratadas con UVA
y UVC, de forma similar a lo realizado por Kokubo et al. (1996) [45], quienes han demostrado que, el
requerimiento esencial para que un implante se una al hueso, es la existencia de una capa de apatita
similar al hueso, y que la formacién de esta en la superficie de los implantes, puede ser reproducida
en condiciones experimentales, al sumergir estos materiales en liquido simulador de fluido biolégico
acelular, con concentraciones idnicas (Cl- y HCO3-) similares a las del plasma humano. La formacion de
esta capa de tipo apatitica es util para la evaluacion in vitro de la bioactividad de un material, y para la
sintesis biomimética de apatita 6sea. En este caso, empleamos la nueva formulacion (R-SBF) propuesta
por Kim et al. (2001) [32], correspondiendo con la version revisada que se utiliza actualmente en la ma-
yoria de las investigaciones in vitro.

Para los discos irradiados con UVA, los resultados del microanalisis mostraron que, luego del cultivo,
el contenido de carbono sobre la superficie aumenté para todas las muestras irradiadas hasta 24 horas,
en concordancia con la disminucién del porcentaje en peso de calcio y fésforo, a diferencia de lo obser-
vado en la muestra correspondiente a las 48 horas, donde se observa lo contrario.

Para los discos irradiados con UVC se observé una disminucion del carbono para las muestras de 15
minutos, 3 y 48 horas de irradiacion, con aumento en la proporcién Ca/P; y un marcado aumento en el
contenido de carbono para las muestras de 12 y 24 horas, correspondiendo con una baja en el contenido
Ca/P. Esta diferencia en la cuantificacion de los elementos, posiblemente, podria deberse a que el area
de mapeo es muy pequefia (1 mm2) en relacion a la superficie del disco. Ademas, la deposicion de los
cristales no es uniforme, sino que varia dependiendo del lugar donde se enfoque la muestra para analizar
mediante EDS, sumado a los contaminantes organicos que puedan depositarse durante la manipulacién
y almacenamiento de las muestras. En este sentido, debemos mencionar que es importante el tiempo
transcurrido entre la finalizacion del cultivo y el estudio de cuantificacion mediante microanalisis por
espectroscopia; ya que, segun Att W. et al. (2009) [23], el porcentaje atomico de carbono en las superficies
de titanio aumenta de 20 a 60 % en 4 semanas en una atmdsfera regular; y segin Denzer et al. (2002) [43],
el estado de bajo carbono (8-13 %) se mantiene practicamente sin cambios durante, al menos, un dia.

Al comparar el promedio de las relaciones Ca/P para las muestras irradiadas con cada longitud de
onda, se observd que aquellas tratadas con UVC presentan un valor cercano al correspondiente a la
composicion de la hidroxiapatita humana, mientras que el promedio de la relacién para las muestras
tratadas con UVA fue inferior.

En concordancia con lo expresado por Aita et al. (2009) [24, 26] y Hori et al. (2010) [27], algunos de los
resultados encontrados en el presente trabajo mostraron que una disminucién del dngulo de contacto
puede no indicar una mayor deposicién de cristales de Ca y P sobre la superficie de las muestras, lo que
sugiere que se pueden generar controversias al momento de relacionar los resultados hallados para el
angulo de contacto con los de la bioactividad de la superficie, proponiendo que existe una serie de va-
riables que podrian verse afectadas por la radiacién UV, pero que al momento no se han identificado,
registrado ni controlado; lo que imposibilita un andlisis de la relacién entre las variables cuantificadas,
y concluir sobre las mismas. Mas alla de esto, en la practica clinica, la superhidrofilia de las superficies
podria favorecer el contacto de la sangre con el implante, agilizando los procesos de cicatrizacion [21].

Conclusiones
Se encontré que para las superficies granalladas de la aleacion de Cr-Co-Mo se verifican modificaciones
fisicoquimicas mediadas por la radiacion UV, de forma similar a lo que ocurre en el titanio.

Se observaron superficies hidrofilicas a partir de las 3 horas de irradiacién con UVC (254 nm), y super-
ficies superhidrofilicas a partir de las 12 horas.
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A partir de las 48 hs de irradiacion con UVA (365 nm), se observo hidrofilia en la superficie de los dis-
cos de Cr-Co-Mo, lo que indicaria que a mayor tiempo de exposicién podria mejorar la humectabilidad
de la superficie. De todos modos, deberian realizarse estudios a tiempos de irradiacién superiores a las
48 horas, considerando que la radiaciéon UVA implica menos riesgos que la UVC, lo que justificaria su
uso, si se obtienen resultados comparables, aunque sean a mayores tiempos de tratamiento.

Se pudo establecer que la disminucién en el contenido de carbono se relaciona con el aumento en
el contenido de calcio y fésforo, y viceversa. Ademas, el promedio de la relacién Ca/P es mas cercana
a la relacién de estos elementos en la hidroxiapatita humana, para las muestras irradiadas con UVCy
cultivadas durante 7 dias, que para las irradiadas con UVA y sometidas al mismo estudio.
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