Superficies y Vacio 18(4), 31-34, diciembre de 2005

©Sociedad Mexicana de Ciencia y Tecnologia de Superficies y Materiales

Estudio de interacciones de Estaterina con superficies de hidroxiapatita: Analisis de
superficie

Claudia Mendoza-Barrera
Bioengineering Department, University of Washington, and National ESCA and Surface Analysis Center for Biomedical
Problems, Seattle, WA, USA 98195-1750
Centro de Investigacién en Micro y Nanotecnologia, Universidad Veracruzana, Veracruz Ver, Mexico, 94294
E-mail: cmendoza_barrera@hotmail.com

En el proceso de biomineralizacion algunos organismos vivos incorporan compuestos minerales insolubles dentro de sus
estructuras bioldgicas, creando biominerales que usualmente son duros pero menos fragiles que sus similares hallados en minerales
geologicos, que presentan la misma composicién pero diferente estructura cristalina. Las notables propiedades de los tejidos duros
resultan de las actividades de ciertas proteinas que inciden en la interfase organica-inorganica. El entendimiento de cémo esas
proteinas reconocen e incorporan a la parte inorganica la matriz inorgénica, puede proveer la clave para el desarrollo de superficies
modificadas en la ciencia de biomateriales. En este articulo empleamos espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) para
caracterizar las interacciones de estaterina, una proteina salivaria, con superficies de hidroxiapatita HAp. Se emplearon los modos
composicional, de detalle y alta resolucion para establecer la composicion de substratos, adsorcion de proteina e isoterma de
nitrégeno.
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In the biomineralization process some living organisms incorporate insoluble minerals compounds into their biological structures,
creating biominerals that are usually hard but much less brittle than the those similar found on geological minerals. Such
biominerals have the same composition but different crystal structure. The remarkable material properties of hard tissues result
from the activities of a number of proteins that function at the organic-inorganic interface. A better understanding of how these
proteins recognize and assemble on inorganic mineral phases should provide key insights into biological materials processing
strategies and may aid in the development of surface modification approaches for biomaterials. In this paper we used x-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) to study and characterize the interactions of statherin, a salivary protein, with hydroxyapatite
(HAp) surfaces. We use survey, detail and high resolution scans to stablish substrates composition, protein adsorption and nitrogen

isotherm.
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1. Introduccion

El proceso de biomineralizacion consiste en la
incorporacion de cristales de forma estratificada y
organizada en la matriz celular o extracelular de ciertos
organismos vivos, entre ellos el esqueleto y dentadura
humanos [1-5]. Este proceso es controlado mayormente
mediante la accidn catalitica de macromoléculas acidicas
como las proteinas, glicoproteinas y/o polipéptidos, quienes
manipulan y controlan la formacion de cristales [6]. De
hecho, las regiones poliacidicas son comunes en las
proteinas que interactian con iones inorganicos Yy
superficies minerales, particularmente los fosfatos de calcio
presentes en tejido duro, es decir, los dominios acidicos son
responsables del enlace entre la hidroxiapatita, componente
principal de hueso y diente, y las proteinas [7]. Sin
embargo aun y cuando se sabe que las proteinas controlan
directamente la nucleacion y crecimiento de dichos
minerales, los detalles de reconocimiento molecular en la
interfase proteina-biomineral no son del todo claros. Dado
que, la interaccién de las proteinas con los minerales se
lleva a cabo en una capa de alrededor de 100A, es
necesario emplear técnicas de caracterizaciéon superficial
que provean de informacién relacionada con la
composicién, orientacion, y conformacién de las proteinas
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cuando éstas son adsorbidas sobre la superficie del
material.

Una técnica que ha demostrado que presenta excelente

especificidad quimica, sensitividad superficial y brinda
composicion elemental relacionada con la adsorcion de
proteinas en la superficie estudiada es la espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS) [8-9].
En este trabajo se sintetiza y caracteriza hidroxiapatita
Cap(PO4)¢(OH), y se estudia, mediante XPS, su
interaccion con estaterina, un fosfopéptido acidico de 43
residuos, rico en prolina y tirosina con un alto grado de
simetria estructural y carga, que se encuentra presente en la
saliva parétida y submandibular. Entre las funciones
principales de la estaterina se encuentran la de transporte
de calcio y fosfatos durante la secrecion en las glandulas
salivarias y, la inhibicidn espontanea de la precipitacion y
crecimiento cristalino en soluciones supersaturadas de
minerales de fosfatos de calcio [10-13].

Antes del experimento de la adsorcion proteica se
caracterizd la pureza y fase de la hidroxiapatita sintetizada
mediante difraccion de rayos X (XRD), y se empled XPS
para obtener la razén Ca/P y establecer la no existencia de
nitrégeno sobre la superficie y/o contaminacion sobre la
superficie. Se obtuvo la isoterma de adsorcion de estaterina
sobre superficies de HAp mediante XPS en modo detalle
y, se establecio la concentracion necesaria para formar
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Figura 1. Espectro de XRD de muestras de Hap sintetizada y comercial.
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Figura 2. Espectros XPS en modo composicional de muestras de
en forma de polvo y de pastilla.
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muestras de HAp en forma de polvo y de pastilla.
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monocapas y submonocapas de nitrdgeno sobre los
substratos del fosfato de calcio.

2. Desarrollo experimental

En la preparacion de hidroxiapatita Cajo(PO4)s(OH), se
empled una solucion de acetato de calcio (250ml, 0.2M)
incorporada a una soluciéon de fosfato acido de sodio
(250ml, 0.2M), agitando y manteniendo el pH a
4.5, T=70 °C por 50 mins. El sedimento obtenido fue
filtrado, lavado extensivamente con agua bidestilada y
secado en condiciones normales de presion y temperatura
por 24 h. El almacenamiento se realizd en caja petri sellada
y en atmoésfera de vacio hasta su caracterizacion o empleo.

En este trabajo se empled un solo tipo de fosfato de
calcio: hidroxiapatita (HAp, Ca;o(PO4)s(OH),), sintetizado
segun las condiciones mencionadas anteriormente, el cual
fue analizado mediante difraccion de rayos X (XRD) para
verificar estructura y parametros de red. Después de ello se
prepararon substratos de 13mm de diametro mediante
compresion a 7 tons por 5 minutos sin sistema de
extraccion para vacio (C Carver press) que fueron
analizados mediante espectroscopia de fotoelectrones de
rayos X (XPS) en modo composicional. Todas las muestras
empleadas en este articulo fueron almacenadas en ambiente
de vacio hasta que fueron empleadas.

Los experimentos de adsorcion de proteinas se realizaron
empleando estaterina (538 kDa) sintetizada y donada por el
laboratorio del Dr. Patrick Stayton de University of
Washington Engineered Biomaterials (UWEB), Seattle
WA, Estados Unidos de America. Se siguio el protocolo
desarrollado por Wagner para la formaciéon de todas las
submonocapas y monocapas de estaterina sobre substratos
de HAp [14]. No se empled purificacién extra cuando las
proteinas fueron empleadas. Este protocolo consiste en la
exposicion de los substratos de HAp a soluciones con
diferentes concentraciones de estaterina en condiciones
normales de presion y temperatura por un periodo de 2h a
pH=7.4, lavado con PBS (solucién buferada de fosfato)
para desplazar y remover las proteinas no enlazadas al
substrato y lavado con agua doblemente desionizada para
remover sales residuales de PBS. Todos los experimentos
se realizaron empleando solucién PBS (OmniPur EMD) a
1x y pH= 7.4 [15, 8]. Las muestras fueron secadas en aire y
almacenadas en desecador a vacio hasta ser estudiadas
mediante XPS (generalmente no posterior a 24h de llevado
a cabo el experimento).

El control empleado fueron substratos sin exponer a
soluciones de proteina o PBS, HAp (blanco). Las muestras
sintetizadas de HAp, antes del experimento de adsorcién de
proteinas o de anélisis de superficies, fueron analizadas
mediante difraccion de rayos X (diffractometro Phillips
1820) provisto con un haz CuKa (1.3856 nm). Los barridos
se realizaron de 20° a 60° con una velocidad de 0.2°
operando a 40mA y 20kV. Los parametros de red fueron
calculados y comparados con los estandares de las bases
JCPDS.
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Figura 4. Espectros de detalle de nitrégeno de estaterina sobre HAp
donde se muestra la presencia de nitrégeno solo para aquellas superficies
expuestas a la proteina.

Se empled un espectrometro Surface Science Instruments
(S-probe) con una fuente de rayos X monocromatica de Al
Koy 2(1486.6 eV), detector multicanales, neutralizador y
analizador hemisférico (SSI, Mountain CA). Se tomaron
espectros en modos composicional y de detalle alrededor
de nitrégeno (378-390eV) para obtener la razon Ca/P de
los substratos prensados con los polvos de HAp
sintetizados, a una energia de paso de 150 eV. También se
adquirieron espectros en modo composicional (0-1100 eV),
de detalle
alrededor de nitrégeno (378-390eV) y de alta resolucion de
carbono 1s (277-294 eV) para los experimentos de
Adsorcion de estaterina, bajo las mismas condiciones de
energia de paso.

La energia de enlace del C(1s) fue empleada como
referencia de los corrimientos de energia dada la naturaleza
aislante de las muestras de HAp.

3. Resultados y Discusién

La figura 1 muestra los patrones de difraccion de rayos X
de los polvos de HAp sintetizados, asi como de una
muestra de HAp comercial (Sigma-Aldrich). Como se
observa, los patrones de los polvos de HAp sintetizados se
encuentran en acuerdo con aquellos reportados en las bases
de datos [16]. Las constantes cristalograficas (a,b,c) de la
HAp hexagonal obtenida mediante sintesis quimica
presentan una pequefia deformacion de red en relacién con
los valores correspondientes a la HAp hexagonal
comercial; (9.36 A, 9.37 A 6.63A)y (9.42 A, 9.42 A, 6.88
A) respectivamente. Esta diferencia podria estar asociada
con esfuerzos asociados al proceso de produccion.

Antes de realizar los experimentos de adsorcién de
proteinas se realizaron experimentos en modos
composicional, alta resolucion y de detalle sobre los polvos
y substratos de HAp para verificar que no existiese
contaminacion sobre ellos. La figura 2 muestra espectros
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Figura 5. Isoterma de nitrgeno de estaterina sobre superficies
hidroxiapatita obtenidas mediante XPS en modo detalle.

tipicos en modo composicional para la HAp en polvo como
de un substrato después de su prensado. Se observa la
presencia de los picos caracteristicos de fosfatos de calcio
Ca2s, Ca2p, P2s, P2p y Ols, asi como aquellos que
confirman la presencia de carbono Cls adventicio -
proveniente del ambiente- en una concentracion de
alrededor de 10% en las 4 muestras examinadas. En el caso
de los substratos obtenidos mediante prensado se obtienen
pequefias concentraciones de elementos contaminantes
como Na, F y Mg (<3%) posiblemente debidos a enlaces
idnicos en la muestra, 0 por su exposicion a ellos en el
momento del prensado.

Las cuantificaciones de dichos resultados se presentan en
la figura 3. De los espectros de alta resolucion alrededor de
C y P se obtuvo la razén Ca/P, la cual arroja un valor
medio de 1.48+0.08, valor que es congruente con el valor
tedrico reportado de 1.67.

Una vez verificada la composicion de los substratos, se
emplearon estas superficies para realizar experimentos de
adsorcion de estaterina con diferentes concentraciones
(0.01, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.6 mg/ml). Siendo las proteinas
macromoléculas formadas por aminoacidos unidos
mediante  enlaces  peptidicos cuyos componentes
basicamente son carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno —
aunque algunas suelen ademas contener azufre o fésforo,
hierro, magnesio o cobre-, es posible emplear XPS para
discriminar si es que se obtiene adsorcién proteica sobre
ciertas superficies y en que concentracion elemental [8, 9].
En particular la secuencia de 43 aminoécidos que se
emple6esD-pS-pS-E-E-K-F-L-R-R-I1-G
-R-F-G-Y-G-Y-G-P-Y-Q-P-V-P-E-
Q -P-L-Y-P-Q-P-YQ-P-Q-Y-Q-Q-Y
- T - F. La figura 4 muestra — de abajo hacia arriba-
espectros de detalle de nitrégeno de HAp (blanco),
estaterina a 0.05 mg/ml sobre HAP (STH/HAp) y a 0.6
mg/ml sobre HAP (STH/HAp). Se encontré que sélo
aquellos substratos de HAp que fueron expuestos a
estaterina  presentaban significativas cantidades de
nitrogeno.

Para monitorear la conformacion de proteinas se realizd
la isoterma de nitrogeno de estaterina sobre HAp. Se
esperaria que el aumento en la concentracion de la proteina

de
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afectara la conformaciéon de la proteina dado que la
cantidad de proteina adsorbida seria mayor. En otras
palabras, por la presencia de carga en la proteina se espera
que adn en concentraciones menores, ésta busque
adsorberse sobre la superficie, pero si esta concentracion es
mayor entonces la adsorcién de nitrogeno y por tanto del
espesor de la capa aumentara hasta el momento de la
saturacion.

La isoterma de nitrogeno obtenida mediante el modo
composicional demuestra la formacion de submonocapas y
monocapas mediante auto-ensamblado de estaterina sobre
superficies de hidroxiapatita (Figura 5). Para
concentraciones menores a 0.2mg/ml de estaterina se
obtuvieron submonocapas de proteina, mientras que en el
caso de concentraciones iguales o superiores se obtienen
monocapas. El punto de saturacién se presenta en
concentraciones alrededor de 0.6mg/ml.

4, Conclusiones

En este trabajo se utilizd la espectroscopia de analisis de
superficies XPS, en modos composicional, alta resolucion
y de detalle de nitr6geno, para detectar e identificar
estaterina adsorbida sobre superficies de hidroxiapatita.
Los resultados muestran que XPS tiene la capacidad de
diferenciar entre la formacion de monocapas vy
submonocapas de proteinas sobre superficies de HAp. Sin
embargo, estudios méas extensos deben ser disefiados para
confirmar como la concentracién de la proteina influye en
la conformacion sobre la superficie.
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