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Adsorcion proteica

La afinidad de las proteinas para las superficies de NiTi NT y OT, y consecuentemente, la
naturaleza de la capa proteica adsorbida es un elemento crucial de la respuesta biologica. Las
células interaccionan con la superficie del biomaterial a través de esta capa y, como
consecuencia, la respuesta celular depende de estas interacciones.

Por esta razon, se eligié estudiar, en este capitulo, el proceso de adsorcion proteica sobre las
superficies de NiTi, y determinar la influencia del tratamiento OT sobre este proceso. Los
mecanismos de adsorcion proteica son complejos, involucrando interacciones fisico-quimicas
diversas, y el plasma sanguineo contiene una multitud de diferentes proteinas en
concentraciones variadas. En consecuencia, el estudio exhaustivo de la adsorcion proteica sobre
una superficie se hace dificil y largo. Por esto, se eligi6 limitar el estudio a la adsorcion
competitiva entre dos proteinas comunes implicadas en los procesos de adhesion celular, la
albimina y la fibronectina, cuantificando la cantidad adsorbida de cada una en condiciones

experimentales especificas, en funcion de la superficie.
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Adsorcion proteica

5.1 Objetivos

Los objetivos de este capitulo son:

1. Cuantificar la adsorcion de albimina y de fibronectina sobre superficies de NiTi NT y

OT, en condiciones experimentales competitivas.

2. Evaluar la influencia del tratamiento OT sobre la adsorcion competitiva entre albimina

y fibronectina, en comparacion con las superficies NT.

3. Evaluar la influencia de la composicion quimica y/o fase de la aleacion NiTi sobre la

adsorcion competitiva entre albiimina y fibronectina.

4. Estudiar las posibles correlaciones entre la adsorcion proteica sobre las distintas

superficies y sus caracteristicas fisico-quimicas.
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5.2 Introduccion

5.2.1 Proteinas: generalidades

Una proteina es un copolimero de aminoacidos enlazados por enlaces peptidicos, llamado
también cadena polipeptidica. Existen mas de 20 aminoacidos en la naturaleza, que tienen en
comun una estructura dentro de la cual se distinguen una funcién amina (NH;) y una funcion
acido carboxilico (COOH) en el mismo carbono. Estos aminoacidos difieren por su radical, o
grupos laterales, que tienen una polaridad, una hidrofobicidad y una carga diferente. La
secuencia con la cual se encadenan los aminoacidos para formar la proteina representa la

estructura primaria de la proteina (figura 5.1).
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Figura 5.1: Los cuatro niveles estructurales de una proteina [adaptado de http.//www.piercenet.com/]

Las estructuras secundarias y ternarias de la proteina estan determinadas por las interacciones
que existen entre los distintos aminoacidos. En concreto, la estructura secundaria se debe a
interacciones locales entre los grupos de distintos aminoacidos que llevan a pliegues o
estructuras que se repiten espacialmente en la cadena polipeptidica. Las dos mas comunes son la
hélice alfa y la hoja plegada beta. En cuanto a la estructura ternaria, es la configuracion
tridimensional global de la cadena polipeptidica, también determinada por las interacciones
entre los diferentes grupos de los distintos aminoacidos que componen el polipéptido. La
estructura tridimensional de la proteina le confiere una actividad biolégica especifica que le
permite, por ejemplo, ser reconocida e interaccionar con los receptores celulares. Finalmente, la
estructura cuaternaria de la proteina se refiere a la asociacion y ordenamiento espacial entre dos
o mas cadenas polipeptidicas, es decir que, las proteinas pueden ser mondémeros (una cadena

polipeptidica), dimeros (dos cadenas polipeptidicas), trimeros (tres cadenas polipeptidicas), etc.
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5.2.2 La albuimina y la fibronectina

5.2.2.1 L.a Albumina

La albimina es una de las proteinas mas abundantes del plasma sanguineo, con una
concentracion de entre 35 y 55 mg/ml. Es una proteina globular relativamente pequefia, de unos
66 kDa de peso molar y con dimensiones aproximadas, si se representa dentro de un cilindro, de
120X27 A [Hno94]. Su punto isoeléctrico estd alrededor de pH 4,6 (albimina humana), y
consecuentemente lleva una carga global negativa a pH fisiologico. Es una proteina calificada
de flexible, por los cambios estructurales que es capaz de sufrir cuando se adsorbe sobre un
substrato, perdiendo extensivamente las estructuras del tipo hélice alfa.

La albumina es una proteina comtinmente utilizada como agente bloqueador para impedir las
adsorciones inespecificas sobre un sustrato [Knk05]; y es conocida para impedir la adsorcion
posterior de las proteinas del plasma sanguineo, por lo que permite reducir la adhesion

plaquetaria y la formacion de trombos [Apa93], y reducir la adhesion celular en general.

5.2.2.2 La Fibronectina

La fibronectina es una proteina mucho mas grande que la albimina, con dimensiones de
600X60 A, si se representa dentro de un cilindro, y un peso molar de 220 kDa. Es un dimero
cuyas dos cadenas polipeptidicas, casi idénticas, estan enlazadas covalentemente por puentes
bisulfuros. Su punto isoeléctrico se sitia entre 5,6 y 6,1 (fibronectina humana), de manera que
lleva una carga global negativa a pH fisioldgico. Dentro del plasma sanguineo, es una proteina
mucho menos abundante que la albumina, con una concentracion de entre 0,35 y 0,45 mg/ml,
por lo que la relacion entre la concentracion en fibronectina y la concentracion en albumina,
dentro del plasma sanguineo, es de 1:100.

También es una proteina flexible que puede alterar su forma de manera significativa por el
proceso de adsorcion [Eca83]; [Uzv95]; [Vof05].

Es reconocido su importante papel, junto con la vitronectina, como proteina adhesiva en el
proceso de adhesion celular [Atg00]; [Gfe81]; [Gfe82]; [Hsc88]; [Hew94]; [Smd93], porque
incorpora la secuencia RGD de aminoacidos (Arg-Gly-Asp). Esta es una de las mejores
secuencias conocidas para que las células se adhieran mediante integrinas (definicion ampliada
en el apartado siguiente) especificas [Ans00]. Sin embargo, también se ha observado la
adhesion de células osteoblasticas humanas al dominio de union de la heparina que contiene la

fibronectina [KnkO05]. Este tipo de adhesion no estd mediado por integrinas [Dmu95].
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5.2.3 Las integrinas: receptores celulares

Las células son capaces de interactuar con las proteinas, mediante receptores celulares
transmembranarios llamados integrinas. Estas integrinas estan constituidas de dos unidades
glicoproteicas, una cadena o y una cadena 3, que no estan enlazadas de manera covalente.
Todas las integrinas tienen un dominio citoplasmico corto, un dominio transmembranario y un
dominio extracelular largo. Las partes extracelulares de cada unidad o y B interaccionan entre
ellas para formar un heterodiméro funcional (figura 5.2). El dominio citoplasmico interactua
con el citoesqueleto y otras moléculas de sefializacion intracelulares, mientras que el dominio

extracelular interacta con las proteinas de la matriz extracelular (MEC) [Sbw05].

Enlace con proteinas

de la MEC
Cadena o Cadena B
\ |
| | Membrana celular
Interaccion Citosol
citoplasmica

Figura 5.2: Estructura esquemdtica de una integrina, constituida por una cadena oy una cadena f,

ambas con un dominio extracelular, uno transmembranario y uno citopldasmico (adaptado de [Sbw05]).

Se han descubierto 16 unidades o y 8 unidades [ distintas [Ans00], las cuales pueden
combinarse entre si. Cada combinacion tiene la capacidad de enlazarse con una o mas proteinas,
mientras que muchas proteinas pueden interactuar con mas de una integrina. Sin embargo, las
interacciones entre las integrinas y las proteinas se hacen de una manera especifica, mediante el
reconocimiento de una secuencia de aminoacidos determinada dentro de la proteina, por parte
del heterodiméro funcional de la integrina. Esto es el caso de la secuencia RGD, presente en las
proteinas adhesivas, como la fibronectina, tal como se comentd anteriormente, que puede ser

reconocida por varias integrinas, como por ejemplo a581 o avfl1.
La interaccion entre una integrina y una proteina desencadena todo un proceso biologico de

cascadas de sefalizacion dentro de la célula, lo cual lleva a la regulacion de muchas funciones

celulares, tales como la adhesion, la motilidad y/o la diferenciacion [Ans00]; [Sbw05]. De la
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misma manera, la interaccion entre una integrina y el citoesqueleto y/o moléculas de
sefalizacion puede activar o modificar la actividad de la integrina, mediante, por ejemplo,

cambios en su conformacion.

Las células pueden expresar una variedad de distintas integrinas. La expresion de integrinas por
parte de la célula depende, entre otras cosas, de la madurez celular y de la composicion quimica
[Kcg04] y/o de la topografia [Btr02]; [L1b02]; [Stu96] del substrato sobre el cual las células
estan adheridas.

Evidentemente, la respuesta celular depende de las integrinas expresadas, y de sus interacciones
con las proteinas adsorbidas, por todos los mecanismos de sefializacion que se desencadenan a

posteriori y que se han comentado anteriormente.

5.2.4 Proteinas y respuesta celular

Las interacciones que se sabe que ocurren durante el proceso de adsorcidon de una proteina sobre
un substrato son mayoritariamente interacciones no-covalentes, tales como enlaces de puente de
hidrogeno, interacciones electrostaticas e interacciones hidrofobicas.

La adsorcion proteica sobre distintos substratos en las mismas condiciones experimentales,
puede llevar a distintas respuestas celulares. Existen tres mecanismos que podrian explicar
como las proteinas adsorbidas afectan a la respuesta celular.

El primer mecanismo se debe a la diferencia de afinidad que puede tener una misma proteina
para distintos substratos o a la diferencia de afinidad de distintas proteinas para un mismo
substrato, lo que puede resultar en distintas capas de proteinas adsorbidas en funcion del
substrato.

El segundo mecanismo estd relacionado con la modulacion de la actividad biologica por el
proceso de adsorcion. Es decir que puede haber la misma concentracion de una determinada
proteina sobre dos substratos diferentes y, sin embargo, que se produzcan distintas respuestas
celulares, debido a las distintas conformaciones que puede adoptar la proteina al adsorberse. La
conformacion de una proteina sobre un substrato dependera mayoritariamente de las
caracteristicas fisico-quimicas del substrato y, consecuentemente, de las interacciones que pueda
tener con la proteina, pero también de la concentracion o densidad de proteinas sobre el
substrato. Al adsorberse sobre un substrato, la proteina puede desnaturalizarse, es decir que se
pueden alterar sus estructuras secundarias y ternarias, lo que puede afectar a su actividad
biologica. Pero también puede mantener su estructura nativa. En el caso de la fibronectina,
como se comentd en el capitulo 3, se mantiene generalmente su actividad biologica cuando se
adsorbe sobre superficies hidrofilicas, y disminuye cuando las superficies son hidrofobicas

[Gfe82]; [Jil82]; [Lbs89].
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Finalmente, el tercer mecanismo esta relacionado con la activacion superficial de una proteina
debido a la adsorcion. El ejemplo mas conocido es el caso del fibrindgeno, sobre el que las
plaquetas no se adhieren mientras esta en circulacion en la sangre y, sin embargo, es uno de los
principales responsables de la agregacion plaquetaria cuando estd adsorbido sobre una
superficie [Hor96]; [Sru91]. En algunos estudios también se observo una similar activacion
superficial para la fibronectina, aunque en otros mecanismos biologicos [Mgr05]; [Sbg02];

[Smd93].

5.2.5 Caracterizacion de la adsorcién proteica

Existen muchos métodos distintos para caracterizar el proceso de adsorcion proteica sobre una
superficie. Los métodos mas ampliamente utilizados son (i) el método de electroforesis, que
permite separar las proteinas por masa y/o por carga; (ii) los ensayos ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assays), que son ensayos colorimétricos que se basan en conjugar una enzima
con un anticuerpo especifico de una determinada proteina; (iii) el marcaje fluorescente, que
consiste en conjugar un fluorocromo con un anticuerpo especifico de una determinada proteina,
y de esta manera cuantificar su cantidad por fluorimetria o visualizarla por microscopia; (iv) la
elipsometria, que permite determinar la evolucion del grosor de la capa de proteina adsorbida en
funcion del tiempo; y (v) el marcaje radioactivo, que se basa en marcar la proteina con un
radioisotopo, y cuantificar la cantidad adsorbida mediante una medida de radioactividad. Cada
uno de estos métodos tiene ventajas e inconvenientes, y la eleccion de uno u otro dependera de

la informacion buscada.

5.3 Adsorcion de proteinas sobre TiO, y NiTi: estado del arte

Existen muy pocos estudios de adsorcion proteica sobre superficies de NiTi. Se compar6 la
adsorcion de fibrindgeno entre superficies de stents de NiTi y de acero inoxidable electropulidos
[Tmb02], utilizando un modelo porcino ex vivo. De estos estudios, se concluyd que se adsorbe
significativamente menos fibrindgeno sobre el NiTi, comparado con el acero inoxidable, y que
este resultado esta correlacionado con la disminucion de la agregacion plaquetaria observada
sobre los stents de NiTi.

En otros trabajos, se sugiri6 que era de esperar un enriquecimiento en alblimina de la primera
capa de proteinas adsorbida a las superficies de NiTi, en comparacion con superficies que no
contienen Ni, por la gran afinidad de esta proteina por el Ni [Sha02]. De hecho, la estructura
molecular de la albumina contiene un sitio especifico para enlazar Ni, y se demostré que los

iones Ni*" afiadidos a suero sanguineo humano se enlazan a la albumina [Lsa97]. Ademés, y de
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acuerdo con los resultados anteriores, se observd que dentro de una misma categoria de
superficie, precisamente electropulidas y atacadas quimicamente, la adsorcion de albumina era
proporcional a la concentracion superficial en Ni [Shw04]. En este estudio, llevado a cabo a
partir de una soluciéon al 0,03% y durante 1h a 37°C, se obtuvieron cantidades de albumina
adsorbida sobre aleaciones de NiTi de fase austenitica de entre 30 y 120 ng/cm’, dependiendo

del tratamiento de superficie.

Por otra parte, se podrian comentar algunos de los estudios relativos a la adsorcion de proteinas
sobre superficies de TiO, y/o sobre aleaciones de Ti que podrian ser de interés para el presente
trabajo. Asi, la adsorcion de fibronectina, sobre Ti6Al4V tratado superficialmente de distintas
maneras, depende mas de la composicion quimica que de la mojabilidad de las superficies
[Mrd04]. Los tratamientos térmicos que se emplearon en estos estudios incrementan
ligeramente, en las condiciones del estudio, la adsorcion de fibronectina. Ademas, se encontrd
una correlacion entre el contenido en Al y las propiedades adhesivas de la fibronectina, la
fibronectina adsorbida sobre superficies enriquecidas en Al promueve de manera significativa la
adhesion de MG63, atn a concentraciones determinadas como no adhesivas, es decir que no
estimulan la adhesion celular en comparacion con el control. Estos resultados se podrian
justificar, de acuerdo con los autores del trabajo, por el incremento de temperatura de
superficies de alimina que favoreceria la formacion de grupos hidroxilos 4cidos, aumentando
las cargas negativas superficiales, lo que, a su vez, puede provocar cambios conformacionales
dentro de la estructura de la fibronectina [Mrd04].

También se ha estudiado la adsorcion de albumina humana (HSA) sobre superficies de TiO, de
distintas energias superficiales [Sms04]. La HSA se adsorbe en multicapas sobre estas
superficies (60 min de adsorciéon a 25°C de una solucién de 4 mg/ml). Las superficies mas
hidrofobicas, con una componente polar de 3,53 mN/m, adsorben una mayor cantidad (40
mg/m?) que las superficies mas hidrofilicas (20 mg/m”), con una componente polar de 7,30
mN/m. Se determiné también que la capacidad de la HSA para desorberse de las superficies méas
hidrofobicas es mayor comparado con las superficies mas hidrofilicas, que contienen una
concentracion de grupos OH™ mayor. En estos estudios, se sugiere que el modo de interaccion de
la HSA con superficies de metal hidroxilado se hace por enlaces de puente de hidroégeno.
Finalmente, se ha sugerido en varios trabajos [EllI91]; [Ksk97] que las interacciones entre la
HSA, con una carga global negativa a pH fisioldgico, y las superficies de TiO, también
cargadas negativamente a este mismo pH, se llevan a cabo mediante cationes divalentes, sobre
todo los iones Ca*", que actian de puente entre las superficies de Ti y la proteina. Sin embargo,
en ausencia de estos cationes, la HSA es también capaz de adsorberse sobre las superficies de

Ti, con la participacion de otro tipo de interacciones no especificas [Ksk97].
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5.4 Materiales y métodos

5.4.1 Materiales

Se estudiaron discos de aleaciones de NiTi tratadas por el nuevo tratamiento de oxidacion (OT),
y no tratadas (NT), pulidos y lavados segun las indicaciones detalladas en el apartado 1.5.5. Dos
de estas aleaciones son martensiticas, Alel y Alel2, y una tercera, Ale27, es austenitica (tabla
1.2). También, se incluyeron discos de Ti puro en el estudio, preparados siguiendo el mismo
protocolo que para las aleaciones de NiTi. Todos los materiales tienen un area superficial de
aproximadamente 1,3 cm’. Las areas superficiales exactas de cada disco se calcularon y
tomaron en cuenta en los calculos finales.

Se usaron un minimo de tres discos de cada grupo de material en cada ensayo.

Las proteinas utilizadas fueron la fibronectina (Fn) y la albamina (Alb), tanto radioactiva
(marcada con '*’I) como no radioactiva. Se utilizaron Alb humana (Sigma) y Fn humana
(Sigma) en polvo para las proteinas no marcadas. Las soluciones proteicas correspondientes se
prepararon diluyendo una cantidad definida de polvo en una solucion tampén de Isotonic
Citrate Phosphate Buffered Saline solution que contiene azida soédica como bactericida
(CPBSzI, tabla 5.1), previamente desgasificada para evitar la desnaturalizacion de las proteinas.
El citrato contenido en esta solucion actiia a la vez de tampén y de quelator de iones Ca>" para
inhibir la accion de las proteasas, frecuentemente presentes en soluciones proteicas puras, y que
degradan las proteinas. Ademas el CPBSzI también contiene Nal para evitar la incorporacion de

'] libre en las superficies de los materiales estudiados.

Tabla 5.1: Composicion de la solucion tampon CPBSzI utilizada en las disoluciones proteicas y durante

los ensayos de adsorcion (cantidades para fabricar 1 1).

Producto quimico Cantidad (peso en g)
Cloruro de sodio (NaCl) 6,43
Yoduro de sodio (Nal) 1,50
Acido citrico monohidrato (C¢H307,.H,0) 2,10
Fosfato de sodio monobasico (NaH,POy) 1,38
Hidroxido de sodio (NaOH) 1,57 aprox. para pH de 7,4
Azida sodica (NaN;) 0,20 (afiadir después de tamponar)
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La Fn humana marcada con '*’I (Fn-'*1) que se emple6 era de MP Biomedicals. Es Fn diluida
en una solucion de 0,1 M de fosfato de potasio que contiene 0,5% de Bovine Serum Albumin
(BSA). En cuanto a la Alb marcada radioactivamente con '*’I (Alb-'*I), se obtuvo siguiendo un

protocolo especifico detallado a continuacion.

Todos los ensayos de adsorcion se llevaron a cabo utilizando tubos de microcentrifugacion y
puntas para pipetear de baja retencion (Fisherbrand), para garantizar el control de la
concentracion de la solucion proteica durante los ensayos, evitando la pérdida de proteinas por

adsorcion en la superficie de los materiales fungibles.

5.4.2 Métodos

5.4.2.1 Radioactividad: generalidades

Un radiois6topo es un isotopo inestable, es decir, que emite materia y/o energia durante una
.., . , 125 ., Jo

transicion hacia una forma maés estable. En el caso del ;/, el radioisotopo utilizado en el

presente trabajo para marcar las proteinas estudiadas, emite radiaciones gamma de muy baja

. 125
energia cuando pasa a ser J,1e.

La actividad de un radionuclido, es decir, el nimero de atomos que se desintegran por unidad de
tiempo, se mide en Becquerel (Bq) o en Curie (Ci). 1 Bq es 1 desintegracion por segundo (dps),
y 1 Ci representa 2,22.10'* desintegraciones por minuto (dpm). La actividad especifica de un

radionuclido se expresa en dpm/mg.

La actividad A de un radionuclido a un tiempo t (en dia) determinado, depende de la actividad
original A, y de una constante de desintegracion radioactiva A (ecuacion 5.1). A depende del
tiempo de vida media T, (en dia) especifico del radiontclido (ecuacion 5.2), que corresponde

al tiempo necesario para que la actividad original disminuya un 50%.

A= Aoe_/u ecuacion 5.1
A= @ ecuacion 5.2
Ty

El '] tiene un T, de 60 dias.
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Las radiaciones gamma se miden mediante un contador gamma, que percibe un nimero
determinado de desintegraciones por minuto en funcién de su eficiencia. Los resultados

obtenidos se expresan en cuentas por minuto (cpm).

5.4.2.2 Marcaje radioactivo para el estudio de la adsorcioén proteica

La utilizacion de la radioactividad es un método cuantitativo extremadamente preciso, pero no
aporta ninguna informacion sobre la conformacion de las proteinas adsorbidas.

Uno de los radioisotopos mas cominmente utilizado para marcar proteinas es el '*’I, por varias
razones. Primero, emite radiaciones gamma que pueden ser detectadas directamente por un
contador gamma, al contrario de los emisores beta, como '*C y *H, que necesitan una
preparacion de muestra especial. Y segundo, en contraste con el radioisotopo 'I, el "I se
detecta mucho mas eficientemente y ademas tiene una vida media de 60 dias, en comparacion
con los 8 dias del "*'I. También, las radiaciones gamma emitidas por '*’I son menos penetrantes
que las del 'I y, en consecuencia, no se necesita tanto apantallamiento para poder trabajar con
él.

Por la alta actividad especifica que se puede obtener marcando una proteina con '*’I, se pueden

detectar cantidades muy pequeiias, imposibles de detectar por otro tipo de técnica.

5.4.2.3 Protocolo de marcaje radioactivo con 121

El principio de base para marcar proteinas con radioisotopos es utilizar un agente oxidante para
transformar '*’I' en una especie reactiva, del tipo '*’I, o '*I". A continuacidn, estas especies
reactivas se incorporardn a los residuos de tirosina que contiene la proteina. Un marcaje
radioactivo eficiente y de buena calidad resulta en una incorporacion alta del radioisétopo
inicial dentro de las moléculas de proteina (deberia incorporarse un promedio de un atomo de
21 por molécula de proteina), sin desnaturalizar ni alterar la proteina [Bai96]. Por esta razon, es
importante seguir un protocolo bien establecido para el cual se comprobaron que las

condiciones experimentales y, en particular, las condiciones oxidantes, eran adecuadas.

En el presente trabajo, la Alb humana, diluida (10 mg/ml) en una solucién tampon de Borato 1X
(tabla 5.2), se marco con '*°I (Na'*I, Amersham Biosciences, 100 mCi/ml) segun la técnica del
monocloruro de yodo (ICl) de MacFarlane [Mac58], modificada por Helmkamp et al. [Hgb60] y
Horbett et al. [Hsr85]. Se us6 una relacion molar de 1:3 entre la solucion de ICl y la solucion de

albOimina.
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La incorporacion de '*I en la Alb se llevo a cabo a 0°C. Se afiadio aproximadamente 1 mCi de
15T en 0,5 ml de soluciéon de borato 2X (tabla 5.2). A continuacion, se afiadio a esta solucion,
una mezcla de IC1/NaCl (11,3 ul de ICI en 0,5 ml de 2M NacCl). Finalemente, se afiadio a la
solucion resultante 0,5 ml de la solucion de Alb. Se dejo reaccionar durante unos 20 minutos.
Después de la reaccion, se separaron, por cromatografia de exclusién, las moléculas de '°I no
incorporadas de la Alb-'"’I, haciendo pasar la solucién a través de una columna Econo-Pac®

(BioRad).

Se logrd de esta manera una incorporacion del 87% de la '*°I inicial en la solucion de Alb,
obteniendo una actividad promedia de 8.10° cpm/ml. Se conservo la solucion de Alb-'*1 a -

70°C hasta su posterior utilizacion, en el margen de dos semanas después del dia de fabricacion.

Tabla 5.2: Composicion de las soluciones tampon Borato 1X y 2X utilizadas durante el proceso de

marcaje radioactivo de la albumina (cantidades para fabricar 50 ml).

Producto quimico Cantidad (peso en g)
Borato 1X Borato 2X
NaCl 0,47 0,94
H;BO; 0,62 1,24
pH 7,75 8

5.4.2.4 Protocolo de adsorcién

Todos los discos metélicos se sonicaron durante 10-15 minutos en sucesivos bafios de cloruro
de metileno (2 veces), acetona (2 veces) y metanol (2 veces), antes de cada ensayo.

Cada disco fue colocado individualmente en un tubo de microcentrifugacion de 2 ml. Se
sumergieron los discos en 300 pl de solucion tampon CPBSzI desgasificada durante 2 horas. Se
cambio la solucion por 750 pul de una solucion fresca de CPBSzI desgasificada y precalentada a
37°C. Todos los tubos se colocaron en un bafio termostatico, en el cual se controld la
temperatura a 37°C durante todo el ensayo.

Se prepararon las soluciones proteicas de Alb y Fn, para llegar a una concentracion equivalente
al 1% de la concentracion plasmatica, es decir unos 0,4 mg/ml y 4 ng/ml respectivamente.

Para estudiar la adsorcion competitiva entre la Fn y la Alb en funcion de las superficies, se
separaron los discos de materiales en dos grupos. El primer grupo recibi6é una solucién proteica
constituida por una mezcla de Fn y Alb-'>I, con una actividad especifica aproximada de 30
cpm/ng. En cuanto al segundo grupo, recibié la misma mezcla proteica, pero en este caso con

Alb y Fn-""’I, con una actividad especifica aproximada de 150 cpm/ng. En ambos casos, las
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concentraciones finales de cada proteina correspondian a las concentraciones iniciales de 0,4
mg/ml para la Alb, y 4 pg/ml para la Fn.

En cada caso, se afadieron las correspondientes soluciones proteicas con intervalos de tiempo
controlado entre cada tubo, asegurando una mezcla homogénea mediante un pipeteo suave. Se
dejaron incubar a 37°C durante dos horas, antes de enjuagar rigurosamente cada disco,
respetando el mismo intervalo de tiempo con el que se habia empezado el proceso de adsorcion.
La etapa de enjuague es crucial para tener fiabilidad en los resultados. Para ello, se utiliz6 un
sistema compuesto de un tubo conectado a una reserva de solucion tampon CPBSzI, con una
valvula pasa/no pasa (figura 5.3). Se conectaron a la salida de este tubo, los tubos de
microcentrifugacion en los cuales estaban los discos de material, y se abrid la valvula durante 3
segundos, repitiendo la operacion tres veces. De esta manera, la solucion tampon hizo girar los
discos en el interior del tubo de microcentrifugacion, asegurando un enjuague enérgico. La

solucién tampon usada en cada pasada se desecho.

véalvula

Figura 5.3: Esquema del sistema utilizado para el enjuague después de la adsorcion proteica.

Al final del enjuague, todos los discos se colocaron en tubos para contador gamma (Falcon
2052, 5 ml, 12x75 mm) tapados y llenos de solucién tampodn.

Se determind la actividad de cada disco mediante una medida de radioactividad con un contador
gamma Packard Cobra II (Packard Instrument Company). El ruido del aparato se tomo en
cuenta para corregir las medidas de radioactividad obtenidas y calcular las cantidades exactas de
cada proteina en ng/cm” para cada grupo de material. El area real de cada muestra, obtenido
mediante las medidas de interferometria del capitulo 3, fue el que se tomo en cuenta en estos

calculos.
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5.4.2.5 Protocolo de elucién

La solubilizacion de una proteina mediante la formacion de complejos entre la proteina y un
surfactante es un mecanismo por el cual se puede remover una proteina de una superficie. Los
ensayos que consisten en hacer resorber una proteina de una superficie dentro de una solucion
tampon conteniendo un surfactante, también llamados ensayos de elucion, pueden aportar
mucha informacion sobre la fuerza de adhesion de la proteina con el substrato. Son faciles de
realizar y muy econémicos. Sin embargo, la explicacion clara de los resultados obtenidos no es
simple, ya que todavia no son conocidos todos los mecanismos por los cuales un surfactante
interacciona con unas proteinas adsorbidas y puede llevar a su desorbcion parcial.

Muchos factores afectan a la capacidad que tiene una proteina de ser solubilizada por la accion
de un surfactante. Entre ellos estan la naturaleza y concentracion del surfactante, la
concentracion superficial de la proteina, el tiempo de residencia de la proteina sobre el substrato
antes del ensayo de elucion, y las condiciones de pH y temperatura durante el ensayo de elucion
[Rap89]; [Rho90b]. En general, esta capacidad disminuye al aumentar el tiempo de residencia
de una proteina [Bho86]; [Ngi00]; [Rho90]; [Sho89], ya que ésta es susceptible de reordenarse
estructuralmente con el tiempo, con el fin de sobrepasar las condiciones electrostaticas
desfavorables de una superficie repelente, y consecuentemente de ser mas fuertemente
adsorbida a medida que pasa el tiempo. Este fenomeno, también conocido como relajacion,
lleva a un incremento de los puntos de contacto por molécula entre la proteina y el substrato.

Sin embargo, no se pueden generalizar el efecto de los otros factores que afectan a la elucion, ya

que dependen del tipo de proteina y/o de substrato.

Llevando a cabo un ensayo de elucion en las mismas condiciones experimentales de naturaleza
y concentracion de surfactante, pH, temperatura, tiempo de elucion y tiempo de adsorcion de las
proteinas, con distintos tipos de superficies, se pueden sacar conclusiones sobre la fuerza de
adhesion de estas proteinas en funcidon del substrato. Las diferencias obtenidas en funcion del

substrato podrian indicar diferencias de conformacion de las proteinas [Tcg01].

Un ensayo de elucion se llevo a cabo, en el presente trabajo, después de medir la radioactividad
de cada disco, excepto de la Ale27 (por problemas técnicos). Para ello, se afiadié SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) en la solucion tampdn, con una concentracion de 0,35% (en vol.). Después de
48h, se sacaron los discos de la solucidn, se enjuagaron y se midi6 la radioactividad restante. La
cantidad de proteinas remanente se calculé tomando en cuenta el “decay” (disminucion de la

actividad con el tiempo) de '*I.
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5.4.2.6 Estadistica

Para evaluar si las diferencias entre los valores medios obtenidos en cada caso son
estadisticamente significativas, se han calculado las tablas ANOVA de un factor y se ha
aplicado el test de comparaciones multiples de Fisher o de Tukey, dependiendo del caso. Se
empled el test de Tukey, en lugar del de Fisher, para la comparacion de muestras de diferente
tamafo. En ambos casos, se eligi6 como valor de significacion p<0.05. En caso de que los
resultados obtenidos por el método de multicomparacion fuesen al limite de significacion, se
aplico el test de t-student sélo entre dos grupos de valores, siempre con un valor de significacion
p<0.05.

Estos tests se llevaron a cabo con la ayuda del software Minitab™ Release 13.1.

5.5 Resultados

5.5.1 Adsorcién competitiva

Los resultados obtenidos para la adsorcion competitiva entre fibronectina y albimina muestran
claramente que el tratamiento térmico OT favorece, tanto la adsorcion de fibronectina como de
albumina, comparado con las superficies de NiTi NT (figuras 5.4 a y 5.4 b, respectivamente),

con diferencias estadisticamente significativas.

En el caso de la fibronectina, no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes superficies de NiTi OT, ni tampoco entre las superficies de NiTi NT (figura 5.5 a).
En cuanto al Ti, adsorbe significativamente mas fibronectina que las superficies de NiTi NT,
pero menos que las Alel OT sin diferencias estadisticamente significativas con Alel2 OT y

Ale27 OT.

En el caso de la alblimina, la adsorcion sigue la misma tendencia para el grupo de superficies de
NiTi OT y NT, con un incremento gradual Ale27<Alel2<Alel (figura 5.5 b), con diferencias
estadisticamente significativas entre las superficies OT. Ademas la Alel NT adsorbe mas
albimina que las demas superficies NT. El Ti adsorbe mas albumina que todas las demas

superficies, excepto las superficies Alel OT, con las que no existen diferencias significativas.

La cantidad total de proteinas adsorbidas es mayor en el caso de las superficies de NiTi OT y

del Ti, comparado con las superficies de NiTi NT (tabla 5.3).
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Tabla 5.3: Cantidad total de proteinas adsorbidas después de 2h de adsorcion a 37°C, en funcion de la

superficie estudiada.

Cantidad total de proteinas adsorbidas (ng/cm’)

No tratadas (NT) Tratadas (OT)
Alel 83,4 170
Alel2 49 118
Ale27 37,5 88,7
Ti 179,2 -

La cantidad de albumina adsorbida sobre todas las superficies estudiadas es significativamente
mayor a la cantidad de fibronectina adsorbida (figura 5.6). Sin embargo, calculando la relacion
entre la cantidad adsorbida de albumina respecto a la fibronectina, se observa que en todos los
casos, excepto para Alel OT, el valor obtenido es inferior a los 100 correspondiente a la
relaciéon entre ambas proteinas en la solucion proteica inicial (figura 5.7). Ademas, el
tratamiento OT disminuye ain mas esta relacion, comparado con las superficies NT, con

diferencias estadisticamente significativas solo para la Alel.
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Figura 5.6: Comparacion entre la cantidad de albumina adsorbida y la cantidad de fibronectina
adsorbida de forma competitiva sobre las distintas superficies estudiadas. En todos los casos, se adsorbe

mas albumina que fibronectina, con diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 5.7: Relacion entre la cantidad de albumina adsorbida y la cantidad de fibronectina adsorbida en
funcion de la superficie estudiada, e influencia del tratamiento OT sobre esta relacion. La relacion entre
ambas proteinas Alb,q/Fn.qs dentro de la solucion inicial es de 100. Solamente se observan diferencias

estadisticamente significativas entre las superficies NT y OT en el caso de Alel.
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5.5.2 Ensayo de eluciéon

Los resultados obtenidos del ensayo de elucion muestran que la fuerza de adhesion de la
fibronectina es mayor en el caso de las superficies de NiTi OT, comparado con las superficies
NT y el Ti (figura 5.8).

La composicion quimica de la aleacion de NiTi NT parece afectar a la fuerza de adhesion de
esta proteina. La fibronectina esta adsorbida en la superficie de Ale12 NT con menor fuerza que
sobre Alel NT. Sin embargo, esta diferencia ya no es visible después del tratamiento OT. La
fibronectina esta adsorbida sobre el Ti puro con una fuerza intermedia entre la Alel NT y Alel2
NT, y menor que las superficies OT.

Sin embargo, todas estas diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 5.8: Resultados del ensayo de elucion, llevado a cabo durante 48h en una solucion al 0,35% en
vol. de SDS. % de fibronectina remanente sobre las distintas superficies estudiadas, respecto a la

cantidad inicial.

En el caso de la albumina, no parecen afectar ni la composicion quimica, ni el tratamiento de
superficie (figura 5.9). Ademas, esta proteina estd adsorbida de manera mas débil sobre el Ti

puro, en comparacion con todas las demas superficies, tanto NT como OT.
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Figura 5.9: Resultados del ensayo de elucion, llevado a cabo durante 48h en una solucion al 0,35% de

SDS. % de albumina remanente sobre las distintas superficies estudiadas, respecto a la cantidad inicial.

5.6 Discusion

Los resultados obtenidos respecto a la albimina muestran claramente que la adsorcion de esta
proteina sobre las distintas superficies estudiadas no es proporcional al contenido en Ni, tal y
como se observd con anterioridad [Shw04], y ya se ha comentado anteriormente. Al contrario,
los valores obtenidos para las superficies de NiTi NT muestran que la tendencia es inversa, ya
que las muestras con mayor contenido en Ni (Ale27>Ale12>Alel, tabla 1.4) son las que menos
albumina adsorben (Ale27<Alel2<Alel). Ademas, las aleaciones de NiTi NT también adsorben
menos albumina que las superficies de Ti puro. Sin embargo, las cantidades adsorbidas en el
presente trabajo oscilan entre 30 y 180 ng/cm” dependiendo de la superficie, lo cual esta de

acuerdo con los 30-120 ng/cm? de otros estudios [Shw04].

A pesar de que no se comprobo en este estudio, por falta de material y tiempo, se asume que no
hubo lugar ningln tipo de adsorcion preferencial de las proteinas marcadas con '*I en
comparacién con las proteinas no radioactivas. La Fn-'>I es comercial, asi que se asume que es
de buena calidad, es decir que tiene la misma estructura y reactividad que la proteina nativa. En
cuanto a la albiimina, se marc6 siguiendo un protocolo preciso definido y utilizado desde hace
muchos afios en el laboratorio donde se llevaron a cabo los estudios. Por esta razon, también se
asume su buena calidad. Ademas, en otro trabajo [Sms04], se comprobé que no ocurria
adsorcion preferencial de la Alb-'>I, comparado con la albumina no radioactiva, sobre

superficies de TiO,. Por lo que se pueden asumir las mismas condiciones en el presente estudio.
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La adsorcion de albimina parece estar mas relacionada con la energia superficial, con una
excelente correlacion de tipo lineal con la componente polar de las superficies (figura 5.10).
Cuanto mayor es la componente polar de la energia superficial, mayor es la adsorcion de
albumina. Este resultado estd de acuerdo con un antiguo trabajo de Baszkin et al. [Bly80] que
indica una mayor adsorcion de albumina, gammaglobulina y fibrinogéno a medida que la
relacion entre la componente polar y la componente dispersiva incrementa hacia la unidad. Sin
embargo, estos resultados son contradictorios con los resultados de Sousa et al. [Sms04], en el
que se observa una mayor adsorcion de albimina cuanto menor es la componente polar. En este
estudio, también indican que la adsorcion de la albimina, después de 1h de adsorcion, se realiza
en multicapas, lo cual podria parecer un resultado cuestionable ya que la formacion de
multicapas es muy poco habitual, excepto a altas concentraciones proteicas, y también podria

reflejar un enjuague insuficiente.
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Figura 5.10: Correlacion entre la componente polar de las superficies estudiadas y la cantidad de

albumina adsorbida, con un coeficiente de correlacion lineal de 0,93.

En el caso de la fibronectina, la correlacion entre la adsorcion y la energia de superficie no es de
caracter lineal, indicando claramente una diferencia entre el grupo de las superficies de NiTi
NT, y el grupo de las superficies de NiTi OT y el Ti puro (figura 5.11). Esto podria indicar que
las interacciones entre las superficies y la fibronectina, también podrian estar afectadas por otro
factor, tal como las cargas superficiales y/o la composicion quimica. Scotchford et al. [Sgc02]
observaron que la adsorcion de fibronectina era mayor sobre superficies cargadas
negativamente, menor sobre superficies polares no cargadas y no detectadas sobre superficies
no polares hidrofobicas. En el capitulo 3, se observo una gran similitud entre el potencial zeta de
las superficies de NiTi OT y el Ti, que son mucho mas cargadas negativamente a pH fisiologico

que las superficies de NiTi NT.
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Ademas, MacDonald et al. [Mrd04] sugirieron que un incremento de las cargas negativas
superficiales podria afectar la conformacion de la fibronectina adsorbida y conferirle una mayor
actividad biolégica, tal como lo observaron sobre superficies de Ti6Al4V con mayor contenido

en Al. Lo cual podria representar un beneficio adicional del tratamiento OT.

Fibronectina adsorbida (ng/cmz)

. ; — . .
8 9 10 11 12 13 14
Componente polar (mJ/mz)

Figura 5.11: Cantidad de fibronectina adsorbida en funcion de la componente polar de cada tipo de

superficie.

Los valores obtenidos para el Ti puro son mas cercanos a los valores obtenidos para las
superficies de NiTi OT que NT, tanto para la fibronectina como para la albumina, confirmando
que las interacciones entre proteinas y superficies estan relacionadas con las caracteristicas
fisico-quimicas de las superficies y corroborando las conclusiones de los capitulos anteriores
segun las cuales el tratamiento OT permite obtener un 6xido en la superficie de las aleaciones de
NiTi muy parecido al 6xido nativo del Ti puro. Sin embargo, la comparacion de las relaciones
entre cantidad de albimina adsorbida y cantidad de fibronectina adsorbida muestra que el valor
obtenido en el caso del Ti es mayor que el que se obtiene para las superficies de NiTi OT, y mas
parecido a las superficies NT (figura 5.7). En todos los casos, excepto para la Alel NT, esta
relacion es inferior a 100, correspondiente a la relacion en la solucion proteica inicial, lo cual

indica una mayor afinidad de la fibronectina para las superficies comparado con la albumina.

A pesar de que no se puedan extrapolar estos resultados al caso mas complejo de la adsorcion
proteica a partir de plasma o suero sobre estas mismas superficies, el hecho de que la
fibronectina tenga mas afinidad para las superficies tratadas por OT, en comparacioén con las
superficies NT, podria ser beneficioso para favorecer y/o mejorar la adhesion celular, puesto

que, tal y como se coment6 en la introduccion, es una de las principales proteinas adhesivas
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conocidas. Para esta propiedad, los resultados indicarian también que las superficies de NiTi OT

tendrian un comportamiento incluso mejor que el Ti puro.

Los resultados de elucion ponen en evidencia que la fibronectina tiene una fuerza de adhesion
que depende de la superficie, lo cual podria indicar unas diferencias de conformacion en funcion
de las superficies. Esto podria ser en parte debido a que las interacciones entre esta proteina y
las superficies estudiadas en el presente trabajo son de distintas naturalezas, pudiendo llevar a
interacciones con distintos lugares dentro de la misma molécula de fibronectina en funcion de la
superficie. Lo cual podria, a su vez, estar relacionado con las diferencias fisico-quimicas de las
distintas superficies, y que fueron caracterizadas en el capitulo3. El tratamiento OT aumenta
esta fuerza de adhesion con el substrato, comparado con las superficies NT y con el Ti. En el
caso de la albumina, no parecen existir diferencias de fuerza de adhesion significativas entre las
superficies de NiTi NT y OT, con lo cual se podria decir que esta proteina adopta la misma
conformacion sobre ambas superficies. La fuerza de adhesion de la albumina sobre el Ti es
menor que sobre las superficies de NiTi. En este caso, podria existir una diferencia de
conformacion entre los dos tipos de superficie. Esto podria ser debido a que la densidad de
proteinas totales adsorbidas sobre las superficies de Ti, mayor que la de las demas superficies
(tabla 5.3), limita o impide la relajacion de las moléculas de albtimina con el tiempo, por falta
de espacio. Esto implica que la albimina mantiene una conformacién mas “densa”, con pocos

puntos de contactos con la superficie.

Varios trabajos relacionaron directamente cambios observados en la respuesta celular con
diferencias en la adsorcion proteica. Se observo, por ejemplo, que se adsorbe mas vitronectina
sobre superficies hidrofilicas (oxidadas) de poliestireno, en comparaciéon con superficies sin
tratar, lo cual favorece una mejor adhesion celular [Sdj93], y una mejor migracion de
osteoblastos [Dmg98], en el caso de las superficies hidrofilicas. Otros trabajos observaron un
incremento en la adhesion y proliferacion, de células de la médula oOsea, directamente
relacionado con un incremento en la adsorcién de fibronectina [DkIO1]. Por todo ello, las
diferencias observadas, tanto entre las superficies de NiTi NT y las superficies de NiTi OT,
como entre estas superficies y el Ti puro, podrian dejar esperar una repuesta celular distinta en
funcion de las superficies, a pesar de que la composicion de la capa proteica adsorbida en el

caso real (in vitro o in vivo) no se pueda extrapolar con estos resultados.
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5.7 Conclusiones

- El tratamiento OT afecta a la adsorcion proteica, incrementando la cantidad de albumina y de
fibronectina adsorbidas sobre las superficies de NiTi OT, e incrementando la afinidad de estas

superficies por la fibronectina, comparado con las superficies NT.

- Las cantidades de albtimina y de fibronectina adsorbidas sobre las superficies de Ti puro son
mas cercanas a los valores obtenidos para las superficies de NiTi OT, comparado con las
superficies de NiTi NT. Sin embargo, la relacion entre la cantidad de albimina adsorbida y la
cantidad de fibronectina adsorbida sobre el Ti es mas cercana a la relacion obtenida en el caso

de las superficies NT.

- La albumina se adsorbe proporcionalmente al valor de la componente polar de la energia
superficial de las superficies estudiadas, mientras que en el caso de la fibronectina, otros tipos
de factores, tales como las cargas superficiales y/o la composicion quimica, podrian contribuir

adicionalmente en los mecanismos de adsorcion.

- No existe un patron claro de fuerza de adsorcion de las proteinas estudiadas, excepto que, con
respecto a todo el resto de las superficies, la fibronectina se une con mayor fuerza a las
superficies NiTi OT. Lo cual podria indicar unas diferencias de conformacion de la fibronectina

en funcion de la superficie.
- Estos resultados sugieren que el tratamiento OT afecta a la cantidad y composicion de la capa

proteica adsorbida, asi como probablemente a la conformacion de las proteinas adsorbidas.

Todo ello permite esperar diferencias en la respuesta celular, derivadas del tratamiento OT.
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