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Resumen

La adhesién celular sobre la superficie de sustratos sintéticos estd mediada por proteinas
presentes en la matriz extracelular (fibronectina, laminina) las cuales se adsorben cuando se
encuentran expuestas o bien a los fluidos fisiol6gicos in vivo, o provenientes del medio de
cultivo (in vitro) [1]. La respuesta bioldgica esta pues condicionada a la concentracién de
proteinas adsorbidas, asi como a la conformacién que éstas adquieran y a la fuerza de adhesion
entre sustrato-proteina. Es bien conocida la existencia de secuencias peptidicas (RGD) que
fomentan la adhesion celular que, dependiendo de la conformacion que la proteina adquiera al
adsorberse sobre el substrato, estan disponibles o no para la interaccion celular. EI proceso de
adsorcion proteina-material es un proceso fisico-quimico complejo que depende en gran
medida de las caracteristicas superficiales del sustrato (energia superficial, grupos funcionales
presentes en la superficie, propiedades electroquimicas, cargas superficiales,...), asi como de la
naturaleza de la proteina (grupos funcionales susceptibles de interacciones con los del sustrato,
cargas,...) y el ambiente en donde tiene lugar la adsorcién (electrolitos, concentracion,...). En
cualquier caso, seran los balances energéticos y entropicos los que den cuenta de la tendencia
del proceso global de adsorcion [2-4].

La microscopia de fuerza atdbmica (AFM) ha sido ampliamente usada como herramienta
en el &mbito bioldgico [5,6], y méas concretamente en el anlisis de la adsorcion de proteinas
[7,8]. Existen diversos trabajos en los que distintos tipos de proteinas han sido analizadas por
AFM, aunque la mayoria de ellos se basan en superficies extremadamente planas, (cubres de
vidrio, mica, etc). Nuestro trabajo esta basado en superficies no modelo, con topografias
apreciables, en las que, si bien la proteina no se puede detectar en la magnitud altura, la sefial
de fase que aparece en el modo de funcionamiento “tapping” proporciona la informacion
buscada (Figura 1) [9]. En ocasiones especiales, con areas barridas muy planas, las proteinas
también fueron apreciables en las sefiales de altura y amplitud, lo que permitio correlacionar lo
obtenido en la sefial de fase con las otras magnitudes (altura y amplitud).

Los materiales utilizados son de dos tipos. Por un lado, (1) los que pertenecen a la
familia de los acrilatos: poliacrilato de etilo (PEA) y poliacrilato de hidroxietilo (PHEA), asi
como sus copolimeros. EI PEA es un polimero hidréfobo, mientras que el PHEA es un hidrogel
(absorbe agua hasta casi dos veces su propio peso). La estructura quimica de estos dos
homopolimeros se diferencia basicamente en la existencia de un grupo hidroxilo (-OH) en la
cadena lateral del PHEA, mientras que en el PEA dicho grupo hidroxilo es sustituido por un
hidrogeno (-H). De este modo, copolimerizando ambos mondmeros, se puede controlar el
porcentaje de grupos — OH en la superficie del material (xoH) (desde xo+=1 para el PHEA hasta
xoH=0 para el PEA). Por otro lado, (2) se emple0 el acido polilactico, material biodegradable de
gran importancia en la llamada medicina regenerativa.

Se emplearon proteinas caracteristicas de la matriz extracelular (concretamente,
fibronectina Fn y laminina Ln), y, el fibrindgeno (Fg), debido a su gran importancia en el
proceso de homeostasis, a traves de la formacion de fibrina y posterior coagulacion. Nuestros
resultados muestran una amplia variedad de experimentos que incluyen la adsorcién desde
diferentes concentraciones de proteina durante diferentes tiempos (cinética) [9-11]. Un ejemplo
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de ello aparece en la Figura 2, donde se pueden ver imagenes de fase de las distintas
conformaciones que las proteinas adquieren sobre el PEA (polimero hidr6fobo, xon=0).
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Figuras:

Figura 1. Distintas sefiales obtenidas del TM-AFM para la laminina adsorbida sobre un copolimero de PEAPHEA
(xOH=0.7): a) altura; b) fase; ¢) amplitud.
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Figura 2. Imagenes de fase de TM-AFM en aire para diferentes proteinas sobre PEA (xOH=0) con un tiempo de
exposicion de 10 minutos y a una misma concentracion (20 pg/ml): a) laminina (Lm); b) fibronectina (Fn); c)
fibrindgeno (Fg). Todas las imagenes comparten escala.
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