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RESUMEN

La membrana de la cascara de huevo (ESM) es una matriz organica que esta formada por 2
capas de fibras entrecruzadas de proteinas, la membrana externa y la membrana interna; en
la membrana externa se encuentran las mamilas, las cuales son sitios de nucleacion donde
se produce el inicio del depdsito de los cristales de CaCOs. Las proteinas de la ESM estan
formadas por varios aminoacidos, entre ellos el &cido glutamico (Glu) y el aspartico (Asp),
los cuales poseen grupos carboxilos libres, los que, en otros sistemas distintos a la cascara
del huevo, han mostrado la capacidad de controlar el crecimiento y forma de los cristales de
CaCoOs,

En el presente estudio, se utiliz el método de difusion de gases para evaluar el efecto de la
ESM policarboxilada con acido poliglutamico (PGlu) sobre la mineralizacién de CaCOs in
vitro y comparar los resultados con la mineralizacion en la ESM sin tratamiento. Ademas,
se utilizd espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) para determinar que
el PGlu se acopl6 a la ESM, y posteriormente los resultados se analizaron mediante SEM,
en donde se pudo establecer la presencia del polimorfo calcita en una gran cantidad por
toda la membrana, se determiné el tamafio promedio y la morfologia de los cristales. De
esta forma se pudo establecer la influencia de la ESM funcionalizada sobre la

mineralizacion in vitro.

Palabras claves: Biomineralizacion, Carbonato de Calcio, Acido poliglutdimico, Membrana

de la cascara de huevo.



ABSTRACT

The eggshell membrane (ESM) is an organic matrix made up of 2 layers of cross-linked
protein fibers, the outer membrane and the inner membrane; on the outer membrane are the
mammillae, which are nucleation sites where the onset of the CaCOs crystals deposition
occurs. ESM proteins are made up of several amino acids, including glutamic (Glu) and
aspartic acids (Asp), which have free carboxylic groups, which in other systems excluding

the eggshell have the ability to control the growth and shape of CaCOs crystals.

In the present study, the gas diffusion method was used to evaluate the effect of
polycarboxylated ESM with polyglutamic acid (PGlu) on in vitro mineralization of CaCOs
and compare the results with mineralization in ESM without treatment. In addition, infrared
Fourier transform spectrometry (FTIR) was used to determine that the PGlu was coupled to
the ESM, and subsequently the results were analyzed by SEM, where it was possible to
establish the presence of the calcite polymorph in a large amount throughout the entire
membrane, and the average size and morphology of the crystals were also determined. In
this way, the influence of functionalized ESM on in vitro mineralization could be
established.

Keywords: Biomineralization, Calcium Carbonate, Polyglutamic Acid, Egg Shell

Membrane.



INTRODUCCION

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual se forman materiales inorganicos a
partir de una matriz orgénica. Este proceso se genera en organismos vivos como conchas,
cascaras de huevos, huesos, dientes, entre otros (Lowenstam y Weiner, 1989). Existen
diversos estudios en donde se ha demostrado que la matriz organica cumple un rol
importante en la formacion de los cristales, ya que controlan la nucleacion, crecimiento,

forma y estructura de éstos (Wada et al., 2014).

Uno de los biominerales mas ampliamente estudiados es el carbonato de calcio (CaCO3), ya
que es el més abundante entre los diferentes taxones (Weiner y Dove, 2003) y ademas es
utilizado en la industria para diferentes propositos (Chen et al., 2018). Es por esto que,
para entender mejor el mecanismo de mineralizacion, se ha estudiado el efecto de varios

aditivos en la mineralizacién del CaCOs (Zheng et al., 2012).

Entre los sistemas de biomineralizacion conocidos, la cascara de huevo aviar es uno de los
modelos estudiados para ver el efecto de aditivos en la mineralizacion del CaCOs, debido a
sus caracteristicas distintivas como la naturaleza del dep6sito mineral, ausencia de células
que se mezclan con la estructura mineral, y la rapidez del proceso de mineralizacion de la
cascara (Arias et al., 2007a). Entre los componentes de la membrana de la cascara de
huevo (ESM) encontramos 4&cido glutamico, el cual posee fuertes interacciones
electrostaticas con el Ca?* (Zheng et al., 2012), debido a los grupos carboxilo que posee
(Ren et al.,, 2011). Lo anterior controla la cristalizacion: la nucleacion, seleccion
polimorfica y el crecimiento del biomineral. La adicion en la ESM de acido poliglutamico

influye predominantemente en la biomineralizacion (Stajner et al., 2018).

Por esta razon, el uso de la ESM aviar resulta interesante como un soporte para la
biomineralizacion, determinando el efecto de la ESM policarboxilada como sustrato para la

mineralizacion de CaCOsin vitro.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual los organismos vivos forman minerales
estructurados, como conchas, cascaras de huevos, huesos y dientes (Lowenstam y Weiner,
1989). Los biominerales se forman a través de interacciones entre minerales inorganicos
con macromoléculas que controlan la nucleacion y el crecimiento, regulan la morfologia,
estructura y orientacion del componente inorganico. Las moléculas orgénicas cumplen un
rol importante en el proceso de cristalizacion y se propone que tienen tres funciones: a)
promover la nucleacion heterogénea (actian como plantilla), b) podrian inhibir el
crecimiento de cristales por su adsorcion y c) podrian estabilizar la fase precursora amorfa
(Wada et al., 2014).

En las ultimas décadas, los cientificos se han interesado en el estudio de la
biomineralizacion debido a que la capacidad de producir minerales inorganicos es de gran
valor en algunas areas como electronica, magnetismo, entre otros (Mann, 2001). Por lo
tanto, el campo de la biomineralizacion se ha ampliado para incluir la aplicacion de

estrategias adaptadas de la biologia a la produccion de materiales sintéticos (Estroff, 2008).

Entre los minerales existentes, el CaCOs es el mineral biogénico més abundante, tanto en
términos de las cantidades producidas como por su distribucién generalizada entre muchos
taxones diferentes (Weiner y Dove, 2003). Reside en diferentes organismos como
proteccion o soporte estructural, y también se ha utilizado ampliamente en muchas
industrias para plasticos, fabricacion de papel, cosméticos, pinturas y aplicaciones
farmacéuticas recientes (Chen et al., 2018). Existen tres principales formas cristalinas de
CaCOa: calcita, aragonita y vaterita (Ren et al., 2011). La aragonita y la calcita tienen una

mayor estabilidad termodinamica que la vaterita (Chen et al., 2018).

En el proceso de formacion del CaCOs, estan involucradas una variedad de pequefias
moléculas inorganicas (iones de fosfato, iones de magnesio, etc.) y macromoléculas
(proteinas que contienen grupos hidroxilo o carboxilo) que desempefian un papel
insustituible, que afecta la nucleacion y el crecimiento de los cristales de CaCOs de una
manera Unica, regulando su fase y forma (Chen et al., 2018). En estudios in vitro, se ha

observado que los principales factores que modifican la morfologia de estos polimorfos
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dependen en gran medida de: temperatura, concentracién de reactantes y aditivos, pH de la
solucion, entre otros (Al-Rawajfeh, 2008).

Para comprender mejor el mecanismo de la mineralizacion bioldgica, se han estudiado los
efectos de varios aditivos en la mineralizacion del CaCOz (Zheng et al., 2012). Dentro de
estos aditivos, las proteinas pueden influir en el crecimiento, orientacion espacial, forma de
los cristales de CaCOz en el proceso de biomineralizacion (Chen et al., 2018). Ademas, las
proteinas ricas en acido aspartico (Asp) y acido glutdmico (Glu) son componentes
principales de una fraccion soluble de macromoléculas, las cuales controlan la nucleacion,
seleccion polimorfica y el crecimiento del biomineral (Stajner et al., 2018). Esto se debe a
que Asp y Glu poseen fuertes interacciones electrostaticas con el Ca?* (Zheng et al., 2012),
por su carga negativa del grupo carboxilo, que interactiia con los iones de Ca?* (Ren et al.;
2011). El campo eléctrico controla aspectos importantes de la cristalizacion mineral, como

la reorganizacién y la condensacion de los grupos en la interfaz (Wada et al., 2014).

Se han usado analogos sintéticos de moléculas naturales que imitan la composicién de los
aminoacidos, dentro de los cuales el 4&cido Poliglutdmico (PGlu) influye
predominantemente en la biomineralizacién y en los experimentos de precipitacién de
CaCOs (Stajner et al., 2018).

Entre los sistemas de biomineralizacion conocidos, uno de los estudiados es la cascara de
huevo aviar, debido a sus caracteristicas distintivas como la naturaleza del depdsito
mineral, ausencia de células que se mezclan con la estructura mineral, y la rapidez del
proceso de mineralizacion de la cascara (Arias et al., 2007a). Es un compuesto bioceramico
que consiste en CaCOs depositado en una matriz organica, la membrana semipermeable de
la cascara de huevo, la cudl es una matriz organica que se puede utilizar para el desarrollo

de materiales y plantillas biocompatibles (Kumaran et al., 2003).

La céscara de huevo aviar es un compuesto bioceramico natural acelular altamente
ordenado, compuesto por una fase inorganica y otra organica en forma de proteinas y
proteoglicanos (Arias et al., 2007b). Quimicamente esta compuesta por aproximadamente
un 95% de CaCOs en forma de calcita y aproximadamente un 3,5% de proteinas y
proteoglicanos (Sarathi y Dash, 2014). Estructuralmente esta constituida por cuatro capas:

10



membrana de la cascara, capa mamilar, capa empalizada y cuticula (Fernandez y Arias,
2000).

La membrana de la cascara (ESM, por sus siglas en inglés Egg Shell Membrane) es la capa
mas interna de la cédscara de huevo y estd compuesta por dos capas fibrilares no
mineralizadas: una interna y una externa (Arias et al., 2007a). El espesor de la capa externa
es de 50-70 um y el de la capa interna es de 15-30 um. Existen espacios entre las fibras que
componen las capas, los cuales son altamente porosos; el tamafio de los poros entre fibras
es de aproximadamente 5 pum, lo que garantiza la permeabilidad al agua y al gas (Park et
al., 2016). Las fibras de ambas capas tienen un ndcleo central, y su composicion principal
es colageno tipo X (Fernandez y Arias, 2000), el cual no permite la mineralizacion de la

ESM, pero si permite la correcta mineralizacion de la cascara (Arias et al., 2007b).

En la porcién mas externa de la ESM, se forman acumulos de materia organica Ilamadas
mamilas, las cuales son sitios de nucleacion donde se produce el inicio del depoésito de los
cristales de calcita, debido a la presencia en estas de mamilan, un proteoglicano sulfatado
que aporta cargas negativas a la superficie de la ESM. Luego se produce el crecimiento de
las columnas de calcita para formar la capa calcificada o palisada, que es la cascara de

huevo propiamente tal (Arias et al., 2007a).

La ESM presenta varios grupos quimicos libres, como los grupos amino, carboxilo e
hidroxilo provenientes de los aminoacidos y carbohidratos de las glicoproteinas que la
constituyen, los que le otorgan una buena capacidad de adsorcion (Park et al., 2016).
Dentro de los aminoacidos de la ESM, el Glu y Asp, estan en un 13,8% y 7,9%
respectivamente (Britton y Hale, 1976); y por lo que se menciond, en otros modelos
biol6gicos se ha demostrado que poseen la capacidad de controlar el crecimiento y forma
de los cristales al interactuar con los iones de calcio (Stajner et al., 2018). Sin embargo, su
presencia en la ESM no se ha podido relacionar con la mineralizacion de la céascara del
huevo, donde como se ha dicho, las cargas negativas de las mamilas son las responsables de
la nucleacion de los cristales de calcita. No obstante, si se aumentaran experimentalmente
el nimero de grupos carboxilos, podria incrementarse la nucleacion de cristales sobre la
ESM.

11



De esta manera, al modificar diversas propiedades quimicas de la ESM se podrian
encontrar nuevas aplicaciones. Estas modificaciones se pueden realizar mediante
poliaminodacidos para estudiar la formacion de los cristales de CaCOs, Sin embargo, la
interaccion cooperativa de materiales inorganicos con macromoléculas organicas para
fabricar materiales artificiales no se ha entendido completamente (Wada et al., 2014). Por
esta razon, el uso de la ESM aviar resulta interesante como un soporte para la
biomineralizacion y asi determinar el efecto de la ESM policarboxilada como sustrato para

la mineralizacion de CaCOgin vitro.

12



HIPOTESIS

Si en diversos modelos de biomineralizacion hay grupos carboxilos que controlan el
crecimiento y formacion de cristales de CaCOs, entonces al agregarle més grupos
carboxilos a la ESM se modificara la cristalizacion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ESM policarboxilada como sustrato para la mineralizacion de
CaCOs in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la ESM policarboxilada con PGlu sobre la morfologia, tamafio,

polimorfismo y nimero de los cristales de CaCOs.

2. Comparar la morfologia, tamafio, polimorfismo y ndmero de los cristales de CaCO3

depositados sobre ESM policarboxilada con PGlu y ESM sin tratamiento.

13



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la ESM

Para realizar los ensayos de cristalizacion in vitro primero se debe tener la ESM
policarboxilada. Para obtener la ESM se ocuparon huevos comercialmente disponibles; se
realizé un orificio en el polo posterior del huevo, y se vacio el contenido. Luego se lavo el
huevo con agua destilada por dentro y por fuera, y después con agua desionizada.
Posteriormente se agregd acido acético al 1 % en su interior y se dejo reposar por 25
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se lavo 10 veces con agua desionizada, y luego
se removi0 la céascara dejando la membrana intacta, para luego lavarla con agua
desionizada. La membrana se dej6 en un vaso con acido acético al 1 % por 48 horas a 4 °C.
Una vez pasado el tiempo, se realizd el lavado de la ESM con agua desionizada por 5

minutos. Se cortaron piezas rectangulares de 2 cm de largo por 0.3 mm de ancho.

Proteccion grupos carboxilos de PGlu (Albert et al., 1987):

El PGlu posee grupos carboxilos libres (-COOH) los que se protegieron para evitar la
formacion de un enlace peptidico no deseado, permitiendo que grupo amino (-NHz) del
PGIlu pueda formar enlaces peptidicos con los carboxilos libre de la ESM, e impidiendo las
interacciones con los grupos aminos de la ESM o carboxilos de las propias cadenas de
PGlu.

Para llevar a cabo esta proteccion, dichos grupos fueron esterificados con grupos metilo
(-CHa). Para ello, se pesaron 15 mg de PGlu. Luego se suspendieron los 15 mg de PGlu
junto con 7 mg de sulfato de sodio (Na2SO4) en 10 mL de metanol (CH3OH) en un tubo
Falcon de 50 mL. Ademas, se agregaron 2 mL de &cido tetrafluorobérico (HBF4) con dietil
éter lentamente con una pipeta plastica. Se mantuvo la solucion en agitador magnético a
temperatura ambiente por 15 horas. Pasado este tiempo se removio el agua resultante por
decantacion y se lavo con 5 mL de CH3OH. Luego se centrifugo a 250 x G (3.500 rpm) por
5 min, después se filtrd en papel filtro y se dejé secar el aire para que se evaporara el
CH3OH. EIl solido retenido en el filtro corresponde a PGlu con los grupos carboxilos
esterificados con metilo (PGlu-CHs). Este solido se conservd para realizar los siguientes

pasos.
14



Preparacion de la ESM Policarboxilada mediante la unién (Crosslinking) de ESM con
PGlu-CHs (Grabarek and Gergely, 1990: Enrione et al., 2013):

Previamente se realizd6 FTIR de la ESM intacta para identificar los grupos funcionales
presentes en la membrana. Paralelamente se prepararon 100 mL de “buffer” de activacion
0,1IM MES, 0,5M NaCl, pH 6,0 de los cuales se utilizaron 10 mL de “buffer” que se
agregaron en un tubo Falcon de 50 mL junto con 300 mg de piezas de ESM (membranas de
dos huevos cortadas en piezas). Ademas, se afiadieron 4 mg de Carbodiimida (EDC) a la
solucion y 6 mg de N-hydroxysulfosuccinimida (NHS) al tubo Falcon, obteniendo una
concentracion final 5 mM. Se dejo en el agitador magnético por 15 minutos a temperatura

ambiente.

Mientras tanto se agregd 1 mL de “buffer” fosfato salino (PBS) pH 7,5 al tubo con PGlu-
CHa. Una vez pasados los 15 minutos se mezclaron ambos tubos (PGlu-CHs con ESM) y se
dejo reaccionar en el agitador por 2 horas a temperatura ambiente. Luego se lavaron las
membranas dos veces con metanol : agua (3:1), se filtraron en papel filtro y se secaron a
temperatura ambiente para posteriormente hacer FTIR a un trozo de estas membranas
(ESM+ PGlu+CHp3).

Desblogqueo (cleavage) de grupos carboxilos de ESM+ PGIlu+CHj3 (Corey et al. 1977):

Se sumergieron las membranas (ESM+ PGlu+CHzs) en 10 mL de metanol : agua (3:1), o sea
7,5 mL metanol + 2,5 mL agua, y se afiadieron 240 mg de hidroxido de litio (LiOH). Se
hizo reaccionar a 4 °C por 15 horas, con este proceso se obtiene ESM acoplada a PGlu.
Finalmente se filtraron las membranas en papel y se lavaron con etanol sobre el filtro. Se
hizo FTIR de un trozo de estas membranas y posteriormente se guardaron en agua
desionizada a 4 °C. De esta forma la ESM quedo lista para reaccionar con una fuente de

iones de Ca*".

Ensayo de cristalizacion in vitro

Para realizar el ensayo de cristalizacion de CaCOs se utilizé el método de difusion de gases,
el cual consiste en una camara experimental hermética (Figura 1). La cAmara esta cubierta y

compuesta por una placa Petri de vidrio de 85 mm de didmetro, con un orificio central en la
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base de 18 mm que la comunica con un recipiente cilindrico de plastico de 50 mm de
didmetro y 30 mm de altura. En este recipiente se depositaron 3 mL de una solucién de
bicarbonato de amonio (NH4)HCO3z 25 mM. Esta solucion se descompone en amoniaco y

diéxido de carbono generando una atmosfera gaseosa de CO».

La parte superior de la camara se dividié en cinco partes, en donde se pusieron los
micropocillos de poliestireno. En cada pocillo se agregaron 35 puL de una solucion de CaCl;
200 mM, la cual esta tamponada a pH 9 usando una soluciéon amortiguadora TRIS 200 mM.
De esta forma, se espera que los iones Ca?* presentes en los micropocillos reaccionen con

el CO, formando cristales de CaCOs.

Micropocillos con CacCl,

2NHs3 + CO2 + CaCl2 + H20 > CaCOs + 2NH4Cl
Figura 1. Diagrama de la camara de cristalizacion de CaCOs in vitro.

Las ESM previamente tratadas fueron colocadas en cada micropocillo, en donde hubo un
micropocillo control, dos con la ESM intacta y dos con la ESM policarboxilada con PGlu,

tal como muestran las siguientes figuras:

e Micropocillo 1 (M1): Control, contiene 35 pL de solucion de CaCl, 200 mM en
TRIS 200 mM a pH 9 (Figura 2).

Figura 2: Micropocillo control. Relleno de color gris corresponde a CaCl..
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e Micropocillo 2y 3 (M2 Y M3): Membrana intacta en micropocillos, se pegoé en la

parte superior del micropocillo con las mamilas hacia la solucion. Contiene 35 pL

de la solucién CaClz de 200 mM en TRIS 200 mM a pH 9 (Figura 3).

Figura 3: Micropocillo 2 y 3 con ESM intacta en color rojo.

e Micropocillo 4 y 5 (M4 Y MS5): Membrana policarboxilada con PGlu en
micropocillos, se pego en la parte superior del micropocillo con las mamilas hacia
la solucion. Contiene 35 pL de la solucion CaClz de 200 mM en TRIS 200 mM a pH
9 (Figura 4).

Figura 4: Micropocillo 4 y 5 con ESM policarboxilada con PGlu en color verde.

Finalmente se depositaron 3 mL de la solucién de (NH4)HCO3 en el recipiente cilindrico
que forma parte de la cAmara de cristalizacion. Posteriormente la placa se cubrié con una
tapa, se sell6 con parafilm, para posteriormente dejar incubando por 24 horas a temperatura

ambiente.

Una vez que transcurrieron las 24 horas, se realizaron lavados en cada micropocillo,
utilizando las siguientes soluciones: dos lavados con agua destilada, dos lavados con
alcohol etilico al 50 %, dos lavados con alcohol etilico al 80 %, dos lavados con alcohol
etilico al 100 %. Luego, cada micropocillo fue sombreado con oro utilizando un equipo
sombreador Electron Microscopy Sciences EMS-550 (Automated Sputter Coated), vy

finalmente fueron observadas las muestras en un microscopio electrénico de barrido (SEM)
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(Jeol JS-1T300 EDS-Oxford Instrument, en la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile).

Andlisis de las preparaciones

Para determinar la morfologia, polimorfismo, el tamafio y el nimero de los cristales de
CaCOs en cada ESM y el fondo del micropocillo, se utiliz6 SEM. Para la evaluacion del
tamafio de los cristales, se midié el eje mayor de cada cristal con herramientas de medicién
presentes en el programa del computador del microscopio electronico. Para el tamafio
promedio o media de los cristales en cada micropocillo, se tomaron aleatoriamente cristales
presentes en el campo y por cada micropocillo se tomaron 8 iméagenes en aumento 1000X,
teniendo asi las mediciones de tamafio de cristales. Para determinar el nimero de cristales,
se tomaron imagenes en aumento 250X y luego cada imagen se dividié en 9 campos. Se
contaron por campo los cristales presentes en cada micropocillo y de esta forma se obtuvo
la cantidad promedio de cristales. La presencia de cristales de CaCOs3 en los micropocillos,
mediante SEM nos permitié determinar el polimorfismo de estos cristales.

Los resultados fueron analizados estadisticamente para obtener la media y desviacion
estandar de cada micropocillo. Para determinar el tipo de distribucion de datos se utilizo la
prueba de Shapiro-Wilk. Para la determinar si hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos control, sin tratamiento y con tratamiento, se utiliz6 la
prueba de T de Student cuando los datos presentaron distribucion normal. En el caso de los
datos que presentaron distribucién no normal, se utiliz6 la prueba de Wilcoxon. Se
considerd significancia estadistica con P < 0,05. Todos los analisis de hicieron con el

software Infostat.

18



RESULTADOS

Para realizar los ensayos de cristalizacion lo primero que se realizé fue la funcionalizacion
de la ESM, por lo que se hicieron FTIR de la membrana en las distintas etapas del proceso
de policarboxilacion con el fin de demostrar que efectivamente el PGlu se acoplé a la ESM.
Por lo tanto, se realizé FTIR comparando las curvas, primero de la ESM intacta, luego de la
ESM acoplada con PGlu-CHs, en donde los grupos carboxilos se encuentran esterificados y
se muestra una curva similar a la de ESM intacta; y finalmente ESM PGlu, en donde
aparece un pico diferencial de transmitancia a 1441 cm™ al desbloquear los grupos

carboxilos, correspondiente a grupos carboxilos simétricos ionizados.

115

110

105 +
SM PGIu-CH:

100 +

Transmitancia (%)

!

1441
COO- Simétrico ionizado

95

90 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 5. FTIR de ESM intacta, ESM policarboxilada con PGlu y ESM policarboxilada con PGlu con los
grupos carboxilos esterificados con -CHs.

Luego, segun los ensayos realizados, se determind el tamafio, nimero, morfologia y
polimorfismo de los cristales de CaCOs, evaluando el efecto que tuvo la ESM
policarboxilada en los cristales de CaCOs. Los andlisis se realizaron en las ESM y en los

fondos de los micropocillos, en donde los resultados fueron los siguientes.

19



Micropocillo Control

Se analiz6 el micropocillo control, el cual fue expuesto durante 24 horas solo a CaClz con el
fin de demostrar que existe un deposito de cristales de calcita en presencia de la solucion ya
mencionada. Ademas, en las imagenes se pudo evidenciar gran presencia de cristales de
calcita, los cuales estan fusionados, con caras lisas y bordes rectos; y en menor, cantidad
cristales de calcita aislados, con caras lisas y simétricas. EI nimero promedio de cristales de
calcita fue de 94 cristales/ mm?. El tamafio de los cristales de calcita se midié en el eje

mayor de cada uno, obteniendo un tamafio promedio de 22,45 pum.

SED 20.0kV._ WD11.2mm High-P.C.31.4 HighVac. X2 100um

Figura 6. Imagen SEM de cristales de calcita aglomerado en el fondo del micropocillo control.

SED 20.0kV  WD11.4mm High-P.C.40.0 HighVac x1,000 ———  10um

Figura 7. Imagen SEM de fondo de micropocillo control con cristales de calcita fusionados.
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Micropocillo con ESM sin tratamiento

Se analizo el micropocillo con ESM vy por otra parte el fondo del micropocillo, ya que lo se

que quiso ver es el crecimiento de cristales desde la membrana.

ESM sin tratamiento:

En las ESM sin tratamiento se pudieron ver cristales de calcita modificados, con bordes
redondeados y forma irregular; en su mayoria se encontraron cristales formando parte de
aglomerados y columnas; y en menor cantidad se encontraron cristales aislados también
con bordes redondeados. ElI numero promedio de cristales de calcita fue de 674 cristales/
mm?. El tamafio de los cristales se midi6 en el eje mayor de cada uno, obteniendo un

promedio de 10,66 pum.

Figura 9. Imagen SEM de la ESM sin tratamiento. Mediciones del eje mayor de cristales de calcita.
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Fondo de Micropocillo ESM sin tratamiento:

Se analiz6 el fondo del micropocillo de ESM sin tratamiento, en donde se pudo observar
una menor cantidad de cristales de calcita en comparacion con los cristales presentes en la
ESM; la mayoria se encontré en forma aislada, poseen bordes redondeados y algunos con
forma irregular, en menor cantidad se encontraron cristales aglomerados, también con
bordes redondeados. El niimero promedio de cristales de calcita fue de 434 cristales/ mm?2,
El tamafio de los cristales se midi6 en el eje mayor de cada uno, obteniendo un promedio de

18,57 um.

-
SED 20.0kV__ WD10.5mm High-P.C.41.9 HighVac

Figura 10. Imagen SEM del fondo de micropocillo de ESM sin tratamiento con cristales de

calcita aislados.

SED 20.0kV._ WD11.5mm High-P.C.29.9 HighVac. x1,000 S 10um

Figura 11. Imagen SEM del de fondo de micropocillo de ESM sin tratamiento con cristales

de calcita con forma irregular y bordes redondeados.
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Micropocillo con ESM policarboxilada con PGlu

ESM policarboxilada con PGlu:

En la ESM PGIlu se observaron gran cantidad de cristales de calcita distribuidos
ampliamente por la membrana; en su mayoria son cristales que se encuentran fusionados y
presentan bordes rectos; también se observaron aglomeraciones de cristales. En menor
cantidad se encontraron cristales aislados con bordes rectos y simétricos. ElI ndmero
promedio de cristales de calcita fue de 2.334 cristales/ mm?. El tamafio de los cristales se

midié en el eje mayor de cada uno, obteniendo un promedio de 10,49 um.

Figura 12. Imagen SEM de ESM policarboxilada con PGlu con gran cantidad de cristales de

calcita distribuidos uniformemente.

S

154308

High-P.C.40.0  HighVac x1,000 e— 10um

Figura 13. Imagen SEM de ESM policarboxilada con PGlu. Mediciones del eje mayor de cristales

de calcita.
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Fondo de Micropocillo ESM policarboxilada con PGlu:

Se analiz6 el fondo del micropocillo de ESM PGlu, en donde se pudo observar una menor
cantidad de cristales de calcita en comparacion con los cristales presentes en la ESM. La
mayoria se encontré en forma aislada uno de otro, con bordes rectos y simétricos; en menor
cantidad se encontraron cristales fusionados, con bordes rectos y forma irregular. El
nimero promedio de cristales de calcita fue de 617 cristaless mm?. El tamafio de los

cristales se midio en el eje mayor de cada uno, obteniendo un promedio de 14,03 pm.

20.0kV  WD10.8mm High-P.C.38.1 HighVac

Figura 14. Imagen SEM del fondo de micropocillo de ESM PGlu con cristales de calcita aislados.

SED 20.0kV. WD11.7mm High-P.C.29.9 HighVac. x1,000 E— 10um

Figura 15. Imagen SEM del fondo de micropocillo de ESM PGlu, en donde se observan

cristales fusionados y cristales aislados.
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A continuacion, se presentan los graficos y el analisis de los resultados de nimero y tamafio
de los cristales al comparar las ESM sin tratamiento y ESM PGlu; y los fondos de los

micropocillo control, micropocillos ESM sin tratamiento y micropocillos ESM PGlu.

Graficos ESM sin tratamiento y ESM PGlu

Promedio del nimero de cristales de calcita por mm? en ESM sin
tratamiento y ESM PGlu

3500
3000
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1000
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ESM sin tratamiento ESM PGlu

Gréfico 1. Nimero promedio de cristales de calcita por mm? obtenidos en ESM sin tratamiento y ESM PGlu.
El grafico muestra el promedio de cristales de calcita por mm? obtenidos en ESM sin tratamiento en color rojo
y ESM PGlu en color verde; las desviaciones estandar del nimero promedio de cristales de calcita en ESM

sin tratamiento y ESM PGlu son 212,71 y 676,07 respectivamente.

Los resultados se obtuvieron luego de dejar los micropocillos durante 24 horas expuestos a
la solucién de CaCl.. Se pudo apreciar que el numero de cristales de calcita depositados en
la membrana aumenté significativamente luego de que ésta fue policarboxilada con PGlu,
obteniendose un promedio de 674 cristalessmm? ESM sin tratamiento; mientras que en

ESM PGlu se obtuvo un promedio de 2.334 cristales/mm?.

Tabla 1. Promedio de cristales/ mm? y desviacion estandar de los cristales de calcita presentes en ESM sin

tratamiento y ESM PGlu.

ESM sin tratamiento ESM PGlu
Promedio cristales/mm? 674 2.334
Desviacion estandar 212,71 676,07
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Con los datos obtenidos, se realizo la prueba de T de Student, obtiendo como resultado que
el aumento de cristales presentes en ESM PGLu es atribuible al efecto de la

funcionalizacion de la membrana.

Promedio del tamaiio de cristales de calcita en ESM sin
tratamiento y ESM PGlu

16
14
12

10

Tamaiio de Cristales (um)

ESM sin tratamiento ESM PGlu

Grafico 2. Tamafio promedio de cristales de calcita obtenidos en ESM sin tratamiento y ESM PGlu. El
grafico muestra el tamafio promedio de cristales de calcita obtenidos en ESM sin tratamiento en color rojo y
ESM PGlu en color verde; las desviaciones estandar del tamafio promedio de cristales de calcita en ESM sin
tratamiento y ESM PGlu son 4,32 y 2,90 respectivamente.

En los resultado obtenidos se puede apreciar que los tamafios promedio de cristales de
calcita en ESM sin tratamiento y ESM PGIlu son muy similares, siendo el tamafio promedio
de cristales en ESM de 10,66 um y en ESM PGlu de 10,49 um. En ESM sin tratamiento se
encontraron cristales de calcita con tamafios que iban desde los 5,078 um hasta 24,63 um.
En ESM PGlu, los tamarios de los cristales fueron de 5,31 um hasta 20,25 um. Por lo tanto,
no hay diferencias significativas en los tamafios de cristales de calcita en la ESM sin
tratamiento y ESM PGlu.
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Tabla 2. Promedio del tamafio de cristales y desviacién estandar de los cristales de calcita presentes en ESM

sin tratamiento y ESM PGlu.

ESM sin tratamiento ESM PGlu
Tamarfio promedio (um) 10,66 10,49
Desviacion estandar 4,32 2,90

A pesar de que los tamafios promedio de los cristales de calcita presentes en ambas
membranas son similares y no existe una diferencia significativa, las desviaciones estandar
obtenidas son distintas, esto porque se pudo evidenciar que en ESM sin tratamiento se
encontraron cristales de calcita con tamafios mas amplios y cercanos a los valores extremos
ya mencionados; mientras que en ESM PGlu, a pesar de encontrar valores extremos, los

tamafios de los cristales en su mayoria son similares al tamafio promedio.

Gréficos micropocillo control, micropocillo ESM sin tratamiento y micropocillo ESM
PGlu

Promedio del niimero de cristales de calcita por mm? en Micropocillo
ESM sin tratamiento, Micropocillo ESM PGlu y Micropocillo Control.
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Gréfico 3. Numero promedio de cristales de calcita por mm? en micropocillo ESM sin tratamiento,
micropocillo ESM PGlu y micropocillo control. El grafico muestra el nimero promedio de cristales de calcita
obtenidos en micropocillo ESM sin tratamiento en color rojo, micropocillo ESM PGlu en color verde y

micropocillo control en color azul, cuyas desviaciones estandar son 168,68, 466,94 y 84,9 respectivamente.
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Se comparo la cantidad de cristales presentes en el fondo de los micropocillos que tenian
las membranas y el micropocillo control, observandose que la menor cantidad de cristales
se obtuvo en este Gtlimo micropocillo con un total de 94 cristales/mm?; y al igual que lo
ocurrido con las membranas, en el fondo del micropocillo ESM PGlu fue en donde se
encontrd la mayor cantidad de cristales, 617 cristalessmm?. En ESM sin tratamiento el total
de cristales fue 434 cristales/mm?,

Tabla 3. Promedio de cristales/ mm? vy desviacion estandar de los cristales de calcita presentes en

micropocillo ESM sin tratamiento, micropocillo ESM PGlu y micropocillo control.

Micropocillo ESM sin
tratamiento Micropocillo ESM PGIlu | Micropocillo Control
Promedio cristales/mm? 434 617 94
Desviacion estandar 168,68 466,94 84,9

A pesar de que existio una diferencia entre la cantidad de cristales presentes en
micropocillo ESM sin tratamiento y micropocillo ESM PGlu, luego de analizar los datos se
evidencid que no hay diferencias significativas entre la cantidad de cristales en los fondos
de micropocillos con las membranas con y sin tratamiento. Sin embargo, si hay diferencias
significativas entre las cantidades de cristales prensentes en microp. ESM sin tratamiento,

microp. ESM PGlu, ambas comparadas con el microp. Control.
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Promedio del tamano de cristales de calcita en Micropocillo
ESM sin tratamiento, Micropocillo ESM PGlu y Micropocillo

control.
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Gréfico 4. Tamafio promedio de cristales de calcita en micropocillo ESM sin tratamiento, micropocillo ESM
PGIu y micropocillo control. EIl grafico muestra el tamafio promedio de cristales de calcita en micropocillo
ESM sin tratamiento en color rojo, micropocillo ESM PGlu en color verde y micropocillo control en color

azul, cuyas desviaciones estandar son 2,48, 6,39 y 4,91 respectivamente.

Finalmente, se compar6 el tamafio de los cristales de calcita en el fondo de los
micropocillos. Se encontraron diferencias de tamafios de cristales de calcita significativas
entre los tres micropocillos, teniendo que el mayor tamafio promedio de cristales fue el de
el micropocillo control, cuyo tamafio promedio fue de 22,45 um, y se encontraron cristales
de calcita entre los 14,78 um hasta 30,28 pum. Luego, en el micropocillo ESM sin
tratamiento, el tamafio promedio fue de 18,57 um, con cristales de calcita entre los 14,52
pum hasta 26,62 um. Por altimo, en el micropocillo ESM PGlu el tamafio promedio fue de
14,03 um, con cristales de calcita entre 3,41 um hasta 31,09 um; sin embargo, a pesar de
que este micropocillo obtuvo el menor tamafio promedio, fue el micropocillo con mayor

variabilidad de tamarios de cristales.

Tabla 4. Promedio del tamafio de cirstales y desviacion estandar de los cristales de calcita presentes en

micropocillo ESM sin tratamiento, micropocillo ESM PGlu y micropocillo Control.

Micropocillo ESM sin
tratamiento

Micropocillo ESM PGlu

Micropocillo Control

Tamafio promedio (um)

18, 57

14,03

22,45

Desviacion estandar

2,48

6,39

4,91

29




DISCUSION

En el proceso de mineralizacion de la cascara del huevo, los primeros cristales de CaCOs se
depositan en la superficie de la membrana externa, en sitios de nucleacion Ilamados
mamilas (Arias et al., 1993), las cuales estdn compuestas por un proteoglicano de queratan
sulfato denominado mamilan, el cual esta involucrado en la nucleacion de los cristales, ya
que tiene gran afinidad por el Ca®* debido a las cargas negativas de los grupos sulfato.
Luego, se produce el crecimiento de las columnas de los cristales de calcita (Fernandez y
Arias, 2000; Nys et al., 2004). Este proceso se pudo evidenciar en la ESM sin tratamiento,
en donde existié un crecimiento de los cristales CaCOs3 desde las mamilas de la ESM, los
cuales fueron en su totalidad cristales de calcita distribuidos por la membrana en
agrupaciones y en algunos casos se pudo ver el comienzo de la formacion de columnas de
cristales. Los cristales se encontraron en su mayoria fusionados entre si y con formas

redondeadas.

En la ESM policarboxilada con PGlu, se observo, al igual que en la ESM sin tratamiento,
que la totalidad de cristales de CaCOs fue de calcita, por lo que no hubo una diferencia en el
polimorfismo de los cristales luego del tratamiento. Con respecto a la morfologia de los
cristales observados, hubo una relacion entre la funcionalizacion de la membrana y las
caracteristicas de los cristales, ya que, se vio que éstos presentaron bordes rectos y caras
lisas, en su mayoria aglomerados, a diferencia de los cristales con bordes redondeados en la
ESM sin tratamiento. Este cambio se condice con estudios que demuestran que la
morfologia de los cristales puede modificarse por aditivos especificamente seleccionados
(Addadi y Weiner, 1985; Arias y Fernandez, 2008).

Se observl, ademas, que el dep6sito de estos cristales se distribuyd ampliamente por la
ESM y no solo en los sitios de nucleacion, como se vio en la ESM sin tratamiento. Esto ya
que durante la funcionalizacion se multiplicaron los grupos carboxilos presentes en toda la
ESM, debido a la adicion del PGlu a los grupos carboxilos libres de los residuos de
aminoéacidos Asp y Glu presentes en las proteinas que la conforman, permitiendo aumentar,
de este modo, la carga negativa de la membrana. Existen evidencias que estos grupos

carboxilos ionizados son los principales responsables del ligamiento a los iones de Ca"
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modificando el proceso de cristalizacién del CaCOs (Arias y Fernandez, 1989; Ren et al.,
2011).

El deposito de cristales por toda la ESM policarboxilada con PGlu, tuvo ademas como
consecuencia un significativo aumento en el nimero de cristales, siendo aproximadamente
tres veces mayor la cantidad de cristales/ mm? en comparacion a los presentes en la ESM
sin tratamiento. Esto también se explica por la adicion del PGlu a la ESM, ya que al tener
mas grupos carboxilos disponibles, se encontraron mas sitios de nucleacion para los
cristales de calcita. Asi mismo, en el fondo del micropocillo que contuvo la ESM
policarboxilada con PGlu, se encontr6 una mayor cantidad de cristales que en ESM sin

tratamiento.

Al analizar los tamafios de los cristales de calcita, si bien no se encontro diferencias
significativas entre los tamafios promedio de los cristales en ESM policarboxilada con PGlu
y ESM sin tratamiento, siendo 10,49 um y 10,66 um respectivamente, los cristales de la
ESM policarboxilada fueron méas homogéneos en cuanto a su tamafio, teniendo la mayoria
un tamafio cercano al promedio; los cristales de la ESM sin tratamiento fueron cristales
cuyo tamario fue muy variable. Por otro lado, al observar los fondos de los micropocillos,
se evidencio que a pesar de que en el fondo de micropocillo de ESM policarboxilada el
tamafio promedio de los cristales fue menor que en el micropocillo control y micropocillo
ESM sin tratamiento, se encontraron cristales muy grandes, algunos con tamafios de 31,09
um, concluyéndose que estos cristales se formaron desde la membrana y luego al crecer se

desprendieron por su gran tamafo cayendo al fondo del micropocillo.

Todo lo anteriormente descrito demuestra la influencia de los aditivos en la cristalizacion,
ya que, efectivamente la adicion del PGlu a la ESM tuvo un efecto sobre la morfologia,
ndmero, tamafo de los cristales de CaCOs.
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CONCLUSION

La cascara de huevo ha sido ampliamente utilizada para estudios de biomineralizacién in
vitro ya que posee caracteristicas distintivas; en este estudio la membrana de la céscara
resulté ser un excelente soporte para la mineralizacion de CaCOa. Se utilizo el método de
difusion de gases, el cual fue un método sencillo y rapido que permitié generar gran
cantidad de cristales, para posteriormente, poder analizar el efecto de la ESM

policarboxilada con PGlu sobre la cristalizacion de CaCOg,

En relacion a los métodos utilizados en este estudio, primero se utilizd la técnica
espectroscopica FTIR, mediante el cual se pudo apreciar un pico diferencial de
transmitancia a 1441 cm™ al desbloquear los grupos carboxilos, correspondiente a grupos
carboxilos simétricos ionizados en la ESM con PGlu, el cual no se encontré en la ESM sola
y en ESM PGIlu-CHg, lo cual nos permitié demostrar que efectivamente el PGlu se acoplé a
la ESM. Posteriormente, el andlisis de los cristales se realizé mediante SEM, el cual fue un
buen método conocer la morfologia de los cristales de CaCOs. Ademéas, mediante
herramientas propias del SEM se pudo medir el eje mayor de los cristales para
posteriormente calcular el tamafio promedio y ademas permitio contar el ndmero de

cristales presentes en la ESM.

El gran nimero de cristales, las diferencias en la morfologia y los tamafios de los cristales
de calcita presentes en la ESM policarboxilada con PGlu en comparacion con la ESM sin
tratamiento, mostraron el efecto que tienen los aditivos, en este caso PGlu, en la
cristalizacion de CaCOz. Si bien existen estudios sobre el efecto que tienen distintos tipos
de aditivos en la mineralizacion del CaCOs, faltan estudios que determinen el efecto de
estos aditivos en el nimero y tamafio de cristales, ya que la mayoria se centra en los

cambios en la morfologia y polimorfismo del CaCOs.

Finalmente, los resultados obtenidos durante este estudio demostraron la influencia que
tiene la ESM policarboxilada con PGlu en el proceso de mineralizacion in vitro.
Considerando que entre los aminoacidos presentes en las proteinas de la ESM se encuentra
Glu, se hace interesante pensar en nuevos estudios, considerando distintas variables, para

analizar el efecto que tiene sobre la cristalizacién del CaCOs,
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