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RESUMEN

El estudio de las bioceramicas ha alcanzado grandes avances en los Gltimos afios al
lograr un mayor entendimiento de la formacion de éstas, ya sean huesos, cascara de huevo
de aves, conchas de moluscos, urolitos o corales. Pero aun faltan muchos aspectos por
comprender, como lo es la participacion de las moléculas de la matriz organica, entre ellas
los proteoglicanos, poco estudiados en cuanto a su ubicacion y funcion en el proceso de
biomineralizacion. Por esto se planteé como objetivo determinar su presencia y distribucion
en una bioceramica cuya matriz organica ha sido descrita en parte, la concha del abalén
rojo (Haliotis rufescens), pero en la que los proteglicanos no han sido descritos.

Para ello, en primer lugar se realiz6 un andlisis estructural de la concha a través del
uso de microscopia electronica de barrido, y se utilizaron muestras descalcificadas
parcialmente, las cuales aportaron un mayor entendimiento a la composicion de los
componentes organico e inorgéanico de la porcion aragonitica de la concha. Utilizando la
misma técnica microscopica, se procedid a determinar la presencia de GAGSs
(glicosaminoglicanos) en la matriz organica por medio de inmunodeteccion; para lograrlo
se obtuvieron cortes de concha desproteinizadas parcialmente, en las cuales se encontraron
estos proteoglicanos y se describi6 una cierta distribucion diferencial.

También se utiliz6 microscopia electrénica de transmision como apoyo para
describir la presencia y localizacion de los GAGs en la concha, para lo cual se realizaron
cortes finos de muestras descalcificadas y a través del uso de la técnica de inmunoro se
reveld la existencia de estos proteoglicanos y su ubicacién en la matriz organica.

Queratan sulfato se presento principalmente en la mesocapa y aragonita esferulitica,
por lo que podria estar interviniendo en la nucleacién de cristales de aragonita. Condroitin 4
sulfato, Condroitin 6 sulfato y Dermatan sulfato se ubicaron a nivel de las matrices de la
aragonita en tabletas, determinando posiblemente la morfologia de este tipo de aragonita, y
Condroitin 4 sulfato también fue hallado en la matriz de la aragonita en bloques, por lo que
puede estar influyendo la disposicion de los cristales de aragonita en bloque en esta zona.

Estos resultados sugeririan que al existir una localizacion diferencial de los
proteoglicanos a través de la porcion aragonitica de la concha, existe una funcion especifica

para cada uno de ellos en el proceso de biomineralizacion.



ABSTRACT

In the last few years the study of biominerals has reached great advances succeding
in better understanding of their formation, like bones, eggshells of birds, seashells, kidney
stones or chorals. Nevertheless still many aspect of their formation are not well understand,
for example the influence of the organic matrix molecules in its formation, between these
molecules are the proteoglycans, not well studied in its localization and functions in the
biomineralization process. For these reason the objective of this work was to determine the
presence and distribution of some of these proteoglycans in the partly described organic
matrix of the red abalone shell (Haliotis rufescens).

A structural analysis of partially decalcified shells by scanning electronic
microscopy (SEM) was done to understand the relation of the organic — inorganic
components of the aragonitic portion of the shell. Using the inmunodetection technique the
presence of GAGs (glicosaminoglycans) on the organic matrix of partially deproteinized
shells samples was determined.

Using inmunogold technique an transmission electronic microscopy (TEM) in
decalcified section of shells the localization of GAGs in the organic matrix was determined.

Keratan sulphate appeared mainly in the mesolayer and spherulitic aragonite,
suggesting its participation in aragonite crystal nucleation. Chondroitin 4 sulphate,
Chondroitin 6 sulphate and Dermatan sulphate were located mainly in the organic matrix
arround aragonite tiles, possibly determining the morphology of this type of aragonite;
Chondroitin 4 sulphate also was found in the matrix of the aragonite block-like matrix,
probably influencing the blocks morphology of the aragonite crystals in this zone.

These results suggested that the differential localization of the proteoglycans in the
aragonitic portion of the shell is due to a specific function for each one of them in the

biomineralization process.



INTRODUCCION

El estudio de las bioceramicas, tales como hueso, dientes, espiculas de erizo de mar,
cascara de huevo, conchas de moluscos y caparazédn de crustaceos, ha inspirado a muchos
cientificos a desarrollar nuevos materiales sintéticos basados en estos disefios naturales. Tal
disciplina constituye la Biomimética (Heuer et al., 1992).

Esta disciplina por la cual se crean compuestos avanzados con nuevas propiedades,
ha llevado a la apariciéon de modernos avances en el disefio de materiales inspirados en
procesos bioldgicos (Arias y Ferndndez, 2003a).

Un gran nimero de estos materiales bioldgicos duros estdn constituidos por
carbonato de calcio, molécula que forma parte de la fase inorganica, presentando
propiedades y caracteristicas morfologicas Unicas. Estas biocerdmicas se originan a través
de un proceso Ilamado Biomineralizacion, y estan conformadas ademas por otras moléculas
de tipo orgénico, las cuales regulan la formacion del componente inorganico. Estas
macromoléculas han sido estudiadas en diferentes modelos de biomineralizacion tales
como moluscos, crustaceos, equinodermos y huevos de ave, siendo caracterizadas en
algunos de ellos, aunque el rol que juegan en este proceso aln es poco entendido.
(Fernéndez et al., 2002).

La Biomineralizacion involucra la participacion selectiva de elementos y moléculas
obtenidas desde el ambiente y un estricto control bioldgico del proceso, produciéndose este
fendmeno a través de un autoensamblaje, en forma organizada y jerarquica, fenémeno que
ha generado gran interés entre los cientificos de los materiales, siendo de gran importancia
el efecto del componente organico en la formacion de las ceramicas, lo que ha suscitado la
necesidad de ser comprendido y caracterizado (Lin y Meyers, 2005).

Aunque ha habido un rapido progreso en la caracterizacion de la fase organica en
los Gltimos afos, no se ha puesto demasiado énfasis en el tema de la presencia y ubicacion
de un componente importante de ella, los proteoglicanos, que han sido encontrados tanto en
cascara de huevo de ave, como en conchas de algunos moluscos, concha de picoroco y en
corales (Arias y Fernandez, 2003b; Arias et al., 2004).

Entre los componentes mayoritarios de la matriz organica de estas estructuras

biologicas, se ha descrito en ciertos moluscos la presencia de una serie de moléculas



sulfatadas, carboxiladas y quitina, todas distribuidas de manera tal que ejercen un control
organizado en el proceso de formacion de la matriz inorganica de la concha (Nudelman et
al., 2006). Las moléculas sulfatadas aqui mencionadas aparentemente podrian corresponder
a los proteoglicanos, que ya han sido descritos en conchas de otras especies de moluscos y
crustaceos, pero no aun en la concha del abalén, que se caracteriza por poseer su matriz
orgénica e inorganica muy bien estructuradas, por lo que resulta ser un excelente modelo
para describir la localizacion y naturaleza de los proteoglicanos involucrados.

Es por esta razén que en esta memoria de titulo se buscé identificar y localizar los
proteoglicanos presentes en la matriz organica de la concha del abalon rojo (Haliotis
rufescens), proyecto que se encuentra enmarcado dentro de las actividades del programa de
materiales bioceramicos del Centro para la Investigacion Interdisciplinaria Avanzada en
Ciencias de los Materiales (CIMAT) de la Universidad de Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas Generales:

El abalon (Haliotis spp.) es un molusco perteneciente a la clase Gastropoda, la cual
se caracteriza por especies que poseen un esqueleto o concha de una sola pieza, o que
carecen de ella, como las babosas. Se ubica dentro del Orden Archaeogastropoda, en la
Familia Halotidae y Género Haliotis (del latin Haliotis, que significa “oreja de mar”),
nombre dado por la forma de la concha semejante a una oreja (Anderson, 2003).

Son gastrépodos marinos de importancia comercial, debido a la creciente demanda
de su carne y concha para fines gastrondmicos y de orfebreria, respectivamente (Olguin et
al., 2003). Entre los productos comercializados se encuentran los abalones vivos,
congelados, carne fresca, enlatada, deshidratada, para cocktail, ademas las conchas ya
mencionadas y las semillas destinadas a plantas de cultivo (Fallu, 1991). Se distribuyen en
zonas rocosas e islas de las regiones templadas de los océanos Pacifico, Atlantico e indico
(Olguin et al., 2003), en donde viven adheridos a las rocas del fondo marino, desde la zona
intermareal hasta profundidades de 50 metros, dependiendo de la especie (Fallu, 1991).

El abalén rojo (Haliotis rufescens) es una especie proveniente de Baja California,
introducida a Chile en 1980, siendo cultivada en forma experimental. En la actualidad es
comercializada en el pais (Huaquin, 2002).

Este gastropodo, al igual que las otras familias que conforman este grupo, es
asimétrico, presenta una cubierta univalva, presenta una cabeza anterior bien desarrollada y
un pie ventral que les da el medio de sujecién a las superficies rocosas, y que es la parte
comestible del animal. La masa visceral, que se ubica dentro de la concha dorsal, esta
enrollada en espiral y es asimétrica, a diferencia de la cabeza y el pie ventral, que poseen
simetria bilateral (Huaquin, 2002) (Figura 1 A).

No presenta opérculo. Generalmente exhibe un epipodium de color negro, que es la
estructura que se proyecta desde el pie, y sirve como érgano sensitivo y sustentador de los
tentaculos, ubicado en la base de la concha, sobresaliendo mas alla de su margen inferior.
Presenta una superficie lisa y escalopada a lo largo de la orilla. (Figura 1 B). Esta es la
estructura mas confiable utilizada para identificar las distintas especies de abalones (Price y
Tom, 1997).



Los odrganos internos pertenecientes a los sistemas digestivo, respiratorio,
circulatorio y reproductor rodean al pie muscular. El tracto digestivo se ubica a la izquierda
visto desde arriba, luego gira desde el apice de la concha para llegar al ano por el lado
izquierdo, bajo el ultimo orificio de la concha y en una abertura del manto, el cual se
encuentra en contacto con la cara interna de la concha y modula el crecimiento de ésta
(Anderson, 2003).

Los abalones alcanzan la madurez sexual a un pequefio tamafio; presentan una alta
fecundidad, que es cada vez mayor a medida que se incrementa su tamafio. Puede desovar
de 10.000 a 1.000.000 de huevos por vez, dependiendo de su longitud, proceso que el
abalon rojo realiza a lo largo de todo el afio en ciertas regiones (Price y Tom, 1997). Tienen
sexos separados, con fecundacion externa, momento en el cual todos los especimenes
hembras comienzan a desovar simultdneamente asegurando asi una gran cantidad de
huevos y espermatozoides localizados en una misma area, lo que aumenta la probabilidad
de fecundacion (Anderson, 2003).

Su ciclo de vida es altamente dependiente de las condiciones medioambientales, las
cuales pueden provocar cambios en su comportamiento o condicion. Esta influencia externa
esta dada principalmente por la temperatura, variaciones en la duracién de los dias/noches,
o la presencia de un miembro de un sexo opuesto en areas cercanas (Fallu, 1991). El ciclo
se inicia con la fecundacion de los huevos por los espermatozoides liberados en el agua,
generando asi huevos fertilizados, de los cuales emergen las larvas, llamadas véliger
(Anderson, 2003), que se forman a través de una metamorfosis, son pequefias y no
presentan concha (Fallu, 1991). Se alimentan de plancton, a diferencia de los adultos que se
transforman en herbivoros una vez formada la concha y después de haberse asentado y
adherido a las piedras del fondo marino, en donde se alimentan de microalgas, prefiriendo

las algas rojas (Price y Tom, 1997).



Caracteristicas de la concha:

La concha del abalon rojo (Haliotis rufescens) es el medio de proteccion de este
molusco, y estd unido a ella fuertemente a través de un masculo central.

Vista desde arriba es de forma ovalada, su superficie es de color rojo ladrillo y el
borde anterior es usualmente rojo (Price y Tom, 1997). Presenta un eje antero-posterior
largo, con una espiral que culmina en el apex, ubicado hacia posterior y a la derecha.
Presenta una fila de orificios en el lado izquierdo de la concha, cercano al margen anterior,
los cuales tienen funciones respiratorias y de eliminacion de desperdicios (Fallu, 1991),
siendo en esta especie de tres a cuatro poros respiratorios, cuyos bordes sobresalen de la
superficie de la concha. El interior presenta un nacar iridiscente, blancoplateado a
verderrojizo, razon por la cual la concha es apetecida para la elaboracion de joyas. En
cuanto a su tamafio, se describe una longitud maxima de 31 cm, aunque generalmente se
encuentra entre los 18 y los 23 cm (Price y Tom, 1997) (Figura 2 Ay B).

El crecimiento de la concha del abalon rojo comienza a finales del estadio larval
(Anderson, 2003), y ocurre a través de la adicion de material desde la parte anterior
derecha, en espiral, de manera que la concha va rotando a medida que el cuerpo crece
(Fallu, 1991). Este proceso es dependiente del manto, el cual estd unido a la superficie
interna de la concha y posee un epitelio que secreta sustancias que permiten el crecimiento
de la concha, ya sea sumando capas hacia el exterior, aumentando asi el didmetro, o
agregando capas hacia el interior, aumentando el espesor de ésta. Asi se van formando
anillos concéntricos hacia los bordes de la concha, los cuales varian en sus caracteristicas
segun las condiciones ambientales. Ademas, el abal6n es capaz de reparar la concha en caso
de dafio no muy severo y que no comprometa el tejido de este molusco. Pero si ésta es
removida por completo, el abaldn no es capaz de crear una nueva (Anderson, 2003).

La concha del abalén (Haliotis rufescens) esta formada por un 95% de CaCOg3 y 5%
de matriz orgénica. Estos elementos se disponen en forma ordenada dado el control activo
de las células epiteliales del manto y la influencia externa del ambiente. El epitelio del
manto estd en contacto con el espacio extrapalial, al cual se liberan las sustancias
encargadas del crecimiento de la concha; le sigue una capa de aragonita en crecimiento, que
origina a la region aragonitica propiamente tal (nécar), y externamente una capa de calcita

prismatica y el periostraco, que es una cubierta proteica (Lin y Meyers, 2005) (Figura 3).



Figura 1: A) Abaldn rojo (Haliotis rufescens) en su ambiente natural (Fuente: Haaker et al.,
1986). B) Abalon rojo exhibiendo su epipodium negro (e) (Fuente: Bauder, 2005).

Figura 2: A) Superficie externa de una concha de abal6on rojo. B) Superficie interna de una
concha de abaldn rojo (Fuente: Anderson, 2003).

B&&&&&&&% €nc

Figura 3: Esquema de un corte sagital de concha de abalon rojo; m: manto; em: epitelio del
manto; ep: espacio extrapalial; nc: capa de aragonita (nacar) en crecimiento; n: capa de
nacar; c: capa de calcita; p: periostraco. (Fuente: Lin y Meyers, 2005).
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De esta manera, existe una organizacion de los componentes organicos y mineral de manera
tal que se genera una concha con caracteristicas fisicas dificiles de igualar sintéticamente.
Incluso existen estudios relacionados con la dureza de la concha del abalon rojo que indican
que la resistencia a la fractura del nacar (aragonita mas matriz organica) es cercana a 3 X
10° veces mayor que la alcanzada por la aragonita pura, lo que demuestra la gran influencia
de la matriz orgénica en el conjunto biomineral (Zaremba et al., 1996).El componente
inorganico o mineral, en la concha del abaldn, esta constituido por dos morfologias de
carbonato de calcio: aragonita, ubicada en la porcion interna, y calcita en la porcién externa
(Heuer et al., 1992). El orden de los componentes antes mencionados es el siguiente: la
primera estructura en generarse es el periostraco; a continuacion, calcita de morfologia
prismatica, sobre una lamina proteica, en las etapas iniciales de biomineralizacion (Morse
et al., 1993). El deposito de calcita es seguido por una transicion abrupta a cristales de
aragonita, en la cual se describe un material granular precedido por disrupciones
horizontales en la estructura de la calcita, tanto como similitudes estructurales en la
superficie de ésta con la aragonita adyacente (Zaremba et al., 1996).

La porcion aragonitica, que se desarrolla posterior a la calcitica, estd formada por
tres capas o morfologias de aragonita distintas que siguen un orden establecido dado por el
crecimiento de la concha. Existen regiones de aragonita, de aproximadamente 300 um, que
se encuentran separadas por mesocapas 0 bandas de crecimiento, de 20 um de grosor,
constituidas por matriz organica, las cuales indican cambios ambientales que influenciaron
el crecimiento de la concha (Lin y Meyers, 2005). La primera capa de aragonita en aparecer
posterior a una mesocapa es la capa esferulitica, que es irregular y formada por cristales
alargados distribuidos radialmente, es la transicion hacia la aragonita en tabletas, y se
manifiesta en forma irregular dado por el crecimiento intercalado de estos cristales dentro
de la zona de aragonita en tabletas (Su et al., 2002). La capa de aragonita en tabletas esta
formada por tabletas seudo-hexagonales rodeadas de matriz organica en forma de un
delgado cemento viscoelastico que separa tabletas adyacentes, ya sea sobre y bajo cada
tableta, matriz que recibe el nombre de matriz interlaminar o también nanocapa, y aquella
matriz ubicada en las caras laterales de cada tableta, llamada matriz intertabular. Estas
tabletas se encuentran alineadas perfectamente a través de un eje perpendicular (eje c), y
miden 10 um de longitud y 0,5 um de espesor aproximadamente (Lin et al., 2006).
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Posterior a esta capa continta la capa de aragonita en blogues, que da fin a una region
aragonitica, dando paso al nacimiento de una nueva mesocapa (Lin y Meyers, 2005). Esta
transicion de aragonita en tabletas a la forma en blogues es abrupta, semejante a la
observada en la zona de cambio de calcita a aragonita (Su et al., 2002).

En general se considera que una banda de crecimiento, también Ilamada heterocapa,
estd formada por una mesocapa orgénica y por una microestructura inorganica en bloques
por un lado y esferulitica por el otro, bastante semejantes a la calcita, razén por la cual era
Ilamada heterocapa organica/calcitica verde (Zaremba et al., 1996), aunque posteriormente
se confirmo a través de difraccién de rayos X que en realidad estas microestructuras
correspondian a aragonita en bloques y esferulitica, separadas por una intercapa organica de
color verde (Su et al., 2002).

La matriz organica es la encargada del desarrollo y modulacién del componente
mineral de la concha de abaldn, y estd compuesta por glicoproteinas hidrofilicas (muchas
de ellas ricas en acido aspartico), proteinas “seda” relativamente hidrofobicas (ricas en
glicina y alanina) (Addadi et al., 2006) y el polisacarido R-quitina (Weiss et al., 2002; Lin y
Meyers, 2005). Cada ldamina de materia organica que rodea a las tabletas por sus caras
horizontales, es decir, la matriz interlaminar, estd formada por una zona central compuesta
por B-quitina, y rodeada por arriba y por abajo por proteinas (Blank et al., 2003). La
formacion de la calcita y aragonita estda acompafiada por la sintesis de proteinas
polianidnicas especificas, sugiriendo que interacciones entre estas proteinas y los iones
inorganicos durante la nucleacion de los cristales permite al organismo inducir estos
cambios de fase, controlando el crecimiento y el depdsito de minerales que corresponda
(Belcher et al., 1996).

Entre los componentes &cido-solubles presentes estan en mayor cantidad las
proteinas ricas en acido aspartico, el cual forma parte de una unidad de aragonita, al atraer
una molécula de CaCOs, por lo que es un importante componente de los sitios de
nucleacion desde los cuales se inicia la cristalizacion y la consecuente formacion de las
tabletas de aragonita (Lin y Meyers, 2005). Ya se han identificado, a través de
electroforesis, tres proteinas en la porcién aragonitica, y que existen por 1o menos seis
proteinas solubles en la porcion calcitica de la concha de abalon rojo (H. rufescens).
Estudios realizados con el uso de microscopio de fuerza atomica (AFM) revelan que al
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hacer interactuar estas proteinas con una superficie de calcita en crecimiento, y al observar
ésta con el AFM se observa que ellas inducen una rugosidad y redondeo de los bordes en la
superficie en forma desuniforme, lo cual indica la existencia de diferentes interacciones
entre distintos tipos de proteinas y la calcita. Aln no se tiene totalmente clara la funcion
especifica de cada una de ellas y si unas presentan mayor importancia que otras (Walters et
al., 1997).

Se sabe que las proteinas solubles de la concha pueden controlar la morfologia del
cristal, pero se ha sospechado que el cambio de calcita a aragonita puede requerir el
depdsito de una nueva capa proteica de nucleacion, lo cual ya se ha descartado mediante
estudios con microscopia electronica de barrido, observando la zona de transicion; en
estudios in vitro sobre cristalizacion de carbonato de calcio en presencia de proteinas
solubles polianidnicas extraidas de concha de abalon (Belcher et al., 1996), y en estudios de
microscopia de fuerza atdbmica (Thompson et al., 2000), los cuales avalan la influencia de
estas proteinas solubles solas, sin la necesidad del depdsito de una lamina proteica que
inicie la nucleacion de la aragonita post fase de calcita (Belcher et al., 1996). EI AFM ha
sido de gran utilidad para este fin, ya que aunque ya se habia empleado con anterioridad
para revelar cambios morfoldgicos en la calcita (Walters et al., 1997), no fue sino hasta un
tiempo después que se afirmé que estos cambios inducidos por proteinas solubles de la
concha corresponden a la creacion de cristales de aragonita, explicando en gran parte la
participacion de estas proteinas en la transicién calcita-aragonita (Thompson et al., 2000).
Algunos autores creen que esta abrupta transicion puede ser debida a la influencia de un
inhibidor del crecimiento de calcita y/o de un acelerador del crecimiento de la aragonita
(Zaremba et al., 1996), lo cual es una posibilidad cierta, ya que recientemente fue
encontrada la proteina Perlwapin en el nacar, la cual actia como inhibidor del crecimiento
de cristales de carbonato de calcio in vitro (Treccani et al., 2006), por lo que este
mecanismo no puede ser descartado adn.

En la actualidad, se tiene conocimiento de varias proteinas que provocan el
crecimiento de cristales de carbonato de calcio, pero no si actlian directamente en la fase de
cambio de calcita a aragonita, aunque si existen algunos atisbos de que esto pueda ser
posible, ya que en ciertos casos se ha visto cambio en la morfologia del cristal. Se ha
descrito la presencia de Lustrin A en la matriz proteica del nacar de la concha y perla del
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abalon rojo (Haliotis rufescens); se le ha adjudicado un caracter multifuncional, por su
estructura molecular multidominio, y es asi como se cree que pueda tener un rol estructural
dentro de la matriz insoluble del nacar, interactuar con proteinas polianiénicas, proteger los
componentes proteicos de la degradacion, y conferirle resistencia elastica a la concha (Shen
et al., 1997). La Lustrin A presenta dos dominios bien caracterizados, RKSY y D4, siendo
el segundo el que posee efecto sobre el crecimiento de cristales de carbonato de calcio, a
diferencia del primero, que carece de esta propiedad (Wustman et al., 2003). Otras
proteinas han sido identificadas, entre ellas una pequefia familia de proteinas acidas
[lamadas N16 o Pearlin, las cuales inducen la formacion de tabletas de aragonita in vitro de
forma similar al nacar (Samata et al., 1999; Miyashita et al., 2000). Dentro de este grupo se
encuentran N66 y N14 (Kono et al., 2000). La proteina Mucoperlin descrita por Marin et
al. (2000) tiene caracter de mucina. En el abaldn labio verde (Haliotis laevigata) fueron
encontradas dos proteinas hidrosolubles no-acidicas, Perlucin (Mann et al., 2000) y
Perlustrin. La primera ha demostrado inducir nucleacién en un medio saturado de carbonato
de calcio (Weiss et al., 2000), mientras que Perlustrin es un homélogo del dominio presente
en proteinas ligadoras de factor de crecimiento mamario insulina-like (Weiss et al., 2001).
Perlwapin es otra proteina descrita en el nacar de H. laevigata, la cual es capaz inhibir el
crecimiento de los cristales en soluciones saturadas de carbonato de calcio, por lo que
podria participar en la inhibicién del crecimiento del nacar en condiciones naturales
(Treccani et al., 2006).

En el nacar ademas se han encontrado estructuras que estan implicadas en el
crecimiento de la aragonita en tabletas. Mediante estudios realizados con AFM,
microscopio electrénico de transmision (TEM) y microscopio de barrido de conductancia
ionica (SICM) se ha revelado que este crecimiento ocurre por medio de “puentes
minerales”, los cuales van uniendo las tabletas al ir éstas desarrollandose unas sobre otras,
rodeadas de matriz organica, formando las caracteristicas “pilas de moneda” que se observa
en la superficie de crecimiento de la aragonita (Schéffer et al., 1997), teoria que refuta la
antigua hipdtesis de un crecimiento heteroepitaxial de las tabletas en la cual estos puentes
estdn ausentes (Morse et al., 1993). Es mas, en estudios posteriores, por medio de
microscopia electronica de barrido (SEM), se afirma la existencia de estos puentes (Su et
al., 2002). En otro biomineral, como es la perla de ostra, se ha encontrado estos puentes
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minerales, pero a un nivel nanoscopico, observandose a su vez nanocristales integrando una
tableta de aragonita, es decir, estos puentes minerales se encuentran conectando a estos
nanocristales a una escala menor y en forma similar a lo que sucede entre tabletas
adyacentes a una escala mayor. Es por esto que se habla de que existe una arquitectura
jerarquica en la estructura de estos biominerales, en la cual existen tres niveles o escalones:
el primero estaria formado por el nacar de aragonita a una escala macroscopica, el segundo
constituido por una tableta o unidad a escala submicrométrica, y un tercer nivel formado
por los nanocristales a una escala nanoscopica, entre los cuales también existe una matriz
organica, que es llamada matriz intracristalina, al estar ubicada dentro de una tableta de
aragonita. En el caso de la concha de abaldn esto no ha sido bien estudiado, pero es de
esperar que también posea una organizacién similar, tal como ocurre con otros
biominerales entre los que se cuentan el coral, esqueleto de equinodermo, foraminifera y
cascara de huevo (Imai y Oaki, 2007).

Analizando una tableta de aragonita en particular, se ha encontrado una distribucion
especifica de los componentes organicos que la rodean, en conchas de otros moluscos tales
como el cefalopodo Nautilus pompilius y el bivalvo Atrina rigida. En este caso se revelo la
ubicacién de los carboxilatos y sulfatos de las proteinas y polisacéridos en la superficie de
matriz interlaminar descalcificada, vale decir, de la matriz organica que separa a una tableta
ubicada sobre otra. Se observaron cuatro diferentes zonas, en el centro se encontraron dos
zonas, la primera mas central compuesta por carboxilatos, y la segunda rodeando a la
primera, compuesta por sulfatos. La tercera, constituida por proteinas formadoras de
aragonita, entre la zona central de nucleacion y la matriz intertabular, y finalmente la
cuarta, correspondiente con la matriz intertabular, formada por carboxilatos y sulfatos. Esta
conformacién sugiere diferentes estados en la formacion del cristal desde el sitio de
nucleacién hasta la matriz intertabular, dado por interacciones diferenciales de cada una de
las partes influenciando el crecimiento y la morfologia del cristal de diferentes maneras
(Nudelman et al., 2006).

Otros estudios ademas le atribuyen importancia en el crecimiento de cristales de
aragonita a la matriz insoluble del nacar de la concha del abal6n labio verde (Haliotis
laevigata), la cual esta compuesta por B-quitina (Weiss et al., 2002), proteinas “seda” y
proteinas ricas en aspartato (Nudelman et al., 2006). A traves de SEM vy Difraccion de
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rayos X (XRD) se obtuvo claras evidencias de que la matriz insoluble del nacar induce el
crecimiento de cristales de aragonita, ejerciendo enorme influencia en el crecimiento,
morfologia y en el tipo de polimorfo de carbonato de calcio (Heinemann et al., 2006).

Algunos de los resultados expuestos hasta el momento se han obtenido por medio de
la experimentacion con perlas de abalon rojo, las cuales resultan ser bastante similares y
anélogas a la concha de abaldén (Zaremba et al., 1996). Para este efecto, las perlas se
producen insertando un sustrato abiotico dentro de la concha de un abal6n vivo, entre el
manto y el borde en crecimiento de la concha por su cara interna, de manera tal de
reproducir artificialmente lo que ocurre normalmente en la naturaleza. De esta forma, el
organismo responde a este material extrafio con el depdsito de calcita en primera instancia,
posteriormente matriz organica de color verde, que genera a continuacion aragonita
esferulitica y en seguida aragonita en tabletas o nacar. Es notoria la similitud entre la
estructura de la perla con la de las bandas de crecimiento de la concha, s6lo que en la
concha el primer componente en aparecer es aragonita en bloques, y en la perla es calcita,
aunque coincidentemente durante algun tiempo se penso que las bandas de crecimiento de
la concha presentaban calcita en bloques, pero posteriormente se afirmo que era aragonita
en bloques (Su et al., 2002).

Ademéas de poseer proteinas, glicoproteinas y polisacaridos, es posible que la
concha del abalén contenga un tipo particular de moléculas organicas, los proteoglicanos,
gue han sido poco estudiados en los moluscos, aunque si se sabe que estan presentes en la
matriz organica de la concha del picoroco (Austromegabalanus psittacus) segin Fernandez
et al. (2002), en las formaciones calcareas de algunos corales, en gastrolitos y en
estructuras Oseas. También es posible que tengan funciones importantes en el proceso de
mineralizacion. Los proteoglicanos son macromoléculas formadas por una proteina central
0 core proteico, a lo largo del cual se asocian, por su extremo terminal, numerosas
moléculas de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs). Las moléculas sulfatadas que poseen
tendrian una gran participacion en el proceso de formacion de los cristales de carbonato de
calcio en la concha del abalén (Arias et al., 2004), fenédmeno que estaria explicado por el
caracter polianiénico que presentan los GAGs y su elevada densidad de carga negativa, por
lo que presenta una alta afinidad a cationes, lo que explicaria su posible participacion en la
atraccion de iones Ca y asi en el proceso de mineralizacion. Existe la gran posibilidad de
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gue los GAGs sean hallados en la concha del abaldn, ya que se han encontrado sulfatos en
la matriz orgénica de la concha de otros moluscos (Nudelman et al., 2006). Es por esta
razon que nos hemos propuesto en la presente memoria de titulo identificar y localizar
proteoglicanos en la matriz organica de la concha del abalon rojo, y asi evaluar y

caracterizar su posible participacion en la formacion de esta bioceramica.
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HIPOTESIS

Si en la concha de abalon rojo se presentan proteoglicanos, como ocurre en otras
bioceramicas, y éstos tienen alguna influencia en la determinacion cristalografica y
estructural de la fase mineral, entonces se deberia encontrar una distribucion diferencial de

diversos proteoglicanos en las distintas estructuras de la concha.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de algunos proteoglicanos en concha de abalon rojo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la localizacion de algunos proteoglicanos en la matriz organica de la concha
de abalon rojo.

2. Reconocer la ubicacién de algunos proteoglicanos en relacién al componente inorganico
en concha de abaldn rojo.

3. Analizar la relacién estructural entre matriz organica e inorganica en concha de abalén

rojo.
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MATERIAL Y METODOS

Para estudiar la concha del abalon se utilizd un ejemplar adulto de abalon rojo
(Haliotis rufescens), a partir de cuya concha se obtuvieron varios trozos de
aproximadamente 1 cm por 1 cm que se dividieron en tres grupos: A, By C.

Grupo A: Muestras descalcificadas parcialmente para Microscopia Electronica
de Barrido (SEM).

Muestras de 2 mm de grosor aproximadamente fueron fijadas en Carnoy durante 48
horas, luego lavadas en etanol absoluto 3 veces por 5 minutos. Después se impregnaron en
Lowicryl puro realizando 3 cambios. El primero y el segundo a intervalos de 48 horas de
impregnacion a 4°C, y el tercero después de 7 dias a la misma temperatura. Luego se
incluyeron en Lowicryl y se dej6 polimerizar la resina con luz UV a temperatura ambiente
durante 24 horas dentro de tubos Eppendorf. Los blogues obtenidos fueron sacados de los
tubos, emparejados con una herramienta rotatoria o taladro y colocados en moldes para
tacos de parafina. Estos moldes se rellenaron con acrilico dental transparente de autocurado
(Acrilico de Polimerizacion Transparente Marche®) en estado acuoso, dejando endurecer
los bloques durante 5 minutos. Una vez endurecidas las muestras se cortaron en ldminas de
1 mm., con cuchilla de diamante en cortadora ISOMET®, a 300 rpm.

Algunas muestras fueron descalcificadas parcialmente en &cido ortofosférico al
37%, durante diferentes tiempos (6, 30 y 60 minutos). Luego fueron lavadas en agua
destilada y secadas. Una vez ubicadas en un soporte metélico, todas las muestras se
cubrieron con oro para evaluar estructura por SEM.

Grupo B: Muestras desproteinizadas parcialmente para SEM.

Muestras de 2 mm de grosor aproximadamente fueron fijadas en Carnoy,
impregnadas en Lowicryl puro e incluidas en acrilico dental transparente de autocurado
siguiendo el mismo procedimiento que para las muestras del Grupo A. Una vez endurecidas
las muestras se cortaron en laminas de 1 mm, con cuchilla de diamante en cortadora
ISOMET®, a 300 rpm.

Posteriormente se realizd una desproteinizacién incompleta con hipoclorito de sodio
10%. Algunas muestras estuvieron sumergidas durante 24 hrs, otras por 48 hrs. A partir de

ellas se obtuvieron fragmentos de la porcion aragonitica, las que fueron cortadas
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transversalmente, para observar una de sus superficies, con o sin mesocapa, y sus bordes
fracturados, en los que se buscaron tabletas apiladas.

A continuacion las muestras fueron sometidas a inmunodeteccion, realizando el
procedimiento de forma semejante a lo descrito por Robinson et al. (1998). Se utilizaron
los siguientes anticuerpos monoclonales primarios: 5D4 (anti-queratan sulfato), 2B6 (anti-
dermatan sulfato y anti-condroitin 4 sulfato) y 3B3 (anti-condroitin 6 sulfato). Los cortes a
los cuales se les aplicaron los anticuerpos 2B6 y 3B3 fueron previamente tratados con
enzima condroitinasa ABC para que 2B6 reconociera la presencia de Dermatan sulfato y
Condroitin 4 sulfato (2B6 (ABC)), y 3B3 la presencia de Condroitin 6 sulfato (3B3
(ABC)). Otros fueron tratados con la enzima condroitinasa ACII para que 2B6 reconociera
exclusivamente la presencia de Condroitin 4 sulfato (2B6 (ACII)). El segundo anticuerpo
fue 1gG de cabra anti-raton unido a esferas de poliestireno de 1 pum de diametro
(PolySciences UK Ltd), incubado durante 1 hora y en una concentracién de 1:100 o 1:200.
Luego las muestras se cubrieron con oro para ser observadas por SEM. Los controles
fueron tratados solo con el segundo anticuerpo.

Como resultado se obtuvo muestras con escasa matriz organica, sobre la cual los
anticuerpos pudieron reaccionar, fendmeno que pudo ser observado al encontrarse esferas
unidas especificamente a materia organica adyacente a las tabletas y en la mesocapa,
confirmando asi la presencia de los proteoglicanos que hemos estado buscando.

Grupo C: Muestras descalcificadas completamente para Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM).

Muestras de 1 a 1,5 mm de espesor se fijaron en 2% Paraformaldehido méas 0.2%
Glutaraldehido en tampon fosfato 200 mM pH 7,4 durante 48 horas aproximadamente.
Posteriormente se procedid a la descalcificacion con una solucion de fijador mas acido
férmico en partes iguales, usando el acido formico al 5% y al 10% dependiendo del grado
de descalcificacion deseado, durante 72 horas. Luego fueron deshidratadas en
concentraciones crecientes de acetona e incluidas en resina epoxica Poly Bed
(PolySciences, Inc. Warrington, P.A.). Asi preparadas las muestras se obtuvieron cortes
finos con un ultra micrétomo Porter Blum MT2-B.

A continuacion, los cortes se ubicaron en grillas y fueron preparados para la técnica

de inmunoro. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los mismos del Grupo B. El
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segundo anticuerpo para todos los casos fue IgG de cabra anti-ratén conjugado con esferas
de oro de 10 nm de diametro (Fernandez et al., 2001). Los controles s6lo fueron tratados
con el segundo anticuerpo. La observacion se efectu6 con microscopio electrénico de
transmision Zeiss-109.

En resumen, mediante el analisis de los cortes al microscopio, se pudo evidenciar la
presencia de las moléculas sometidas a estudio, los proteoglicanos, su ubicacién respectiva
en la matriz organica de la concha de este molusco, su relacion con la matriz organica e

inorganica, y la estructura general de la concha.
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RESULTADOS

Microscopia Electronica de Barrido

Los Grupos A 'y B fueron analizados a través de microscopia electronica de barrido.

El Grupo A estd formado por muestras de concha de aproximadamente 2 mm de
grosor que fueron descalcificados parcialmente, siendo tratada su superficie de corte
transversal, como se puede ver en la Figura 4, correspondiente a la porcion aragonitica
descalcificada. Estas fueron analizadas estructuralmente. En ellas se observa claramente la
constitucién de la concha del abalon rojo. En muestras descalcificadas con &cido
ortofosférico 37% por 6 minutos, se observa en la porcion aragonitica unas bandas claras
paralelas entre si, correspondientes a las mesocapas organicas, que sobresalen levemente de
la superficie. Estas bandas son interrupciones de una estructura mas oscura, las regiones de
aragonita, de aproximadamente 300 um, las cuales estan formadas por estrias que revelan la
direccion de las tabletas de aragonita y su conformacion en capas (Figura 5).

A un tiempo mayor de descalcificacion, de 60 minutos, se ven ambas caras opuestas
de cada mesocapa con mayor claridad, las cuales coinciden con el tipo de aragonita
adyacente a ellas. En uno de los lados, la superficie es practicamente lisa, en cuyo caso la
aragonita en contacto con esa cara es la aragonita en bloques; todas las caras lisas miran
hacia el exterior de la concha. En contraste, la cara opuesta es rugosa, coincidiendo con la
aragonita esferulitica colindante a ella; todas las caras rugosas, por lo tanto, miran hacia el
interior de la concha. El grosor de cada mesocapa es cercano a los 20 um (Figura 6).

A un mayor aumento se aprecia con detalle la superficie de cada una de las caras de
la mesocapa. La cara lisa presenta cierto grado de rugosidad dado que esta en contacto con
la aragonita en bloques, revelando un relieve coincidente con la matriz organica que
rodearia a sus blogues. En cambio, la cara rugosa presenta mayor rugosidad, mostrando una
superficie concordante con los esferulitos adyacentes a la mesocapa (Figura 7 A'y B).

La porcion de calcita, ubicada a continuacion y més externamente de la de
aragonita, aparece en forma abrupta, como se ve en la Figura 8. Posterior a la porcién de
calcita, y en la parte mas externa de la concha, estéa el periostraco, de menor espesor que las
porciones de aragonita y calcita, y que macroscépicamente es de color rojo. La transicion

calcita — periostraco es menos abrupta y més irregular (Figura9 Ay B).
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Figura 4: Microscopia electronica de barrido (SEM) de trozo de concha de abalon rojo de 2
mm de grosor, descalcificado durante 60 minutos con éacido ortofosforico 37% en su
superficie de corte, en el cual se puede ver la porcidn de aragonita ubicada en la porcidn
interna de la concha, 67X.

Figura 5: SEM de corte vertical de trozo de concha de abalon rojo descalcificado
superficialmente con &cido ortofosforico 37% durante 6 minutos, en el cual se observa la
porcién de aragonita formada por bandas claras paralelas entre si y que sobresalen
levemente de la superficie correspondiente a las mesocapas organicas (a), y separadas por
aproximadamente 300 um. Entre ellas existe una estructura mas oscura marcada con lineas
paralelas correspondiente a las tabletas de aragonita (b), 170X.
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Figura 6: SEM de trozo de concha de abalon rojo descalcificado parcialmente con acido
ortofosférico 37% por 30 minutos, en cuya porcidn de aragonita se encuentran unas bandas
claras sobresalientes correspondientes a las mesocapas, cada una de las cuales poseen una
cara lisa (a) y una rugosa (b). El interior de la concha esta hacia la esquina inferior derecha
de la imagen, 330X.

Figura 7: A) SEM de trozo de concha de abalon rojo descalcificado parcialmente con acido
ortofosfdrico 37% por 60 minutos donde es posible evidenciar un espesor de 20 um (E) de
una mesocapa, junto con su cara lisa (a), la que presenta cierto grado de rugosidad, 3.300X.
B) SEM de trozo de concha de abal6n rojo descalcificado parcialmente con &cido
ortofosférico 37% por 60 minutos donde es posible evidenciar un espesor de 20 um (E) de
una mesocapa, junto con su cara rugosa (b), que muestra grandes concavidades, 3.300X.
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Figura 8: SEM de trozo de concha de abalon descalcificado parcialmente con &cido
ortofosfdrico 37% por 60 minutos, en el cual se evidencia la transicion abrupta (T) entre la
porcién aragonitica (a) y la calcitica (b), dado por la presencia de una mesocapa y el cese de
la aparicion de éstas. La superficie esta marcada con estrias paralelas a las mesocapas, sin
mayores irregularidades, salvo algunos quiebres de la muestra, correspondientes a las
ranuras oscuras, las que se dan por el secado de ésta, 170X.

500 ym

Figura 9: A) SEM de trozo de concha de abaldn rojo descalcificado parcialmente con acido
ortofosforico 37% por 60 minutos, en donde se revela la transicion entre la porcion de
calcita (a) y el periostraco (b), 170X. B) SEM de trozo de concha de abal6n rojo
descalcificado parcialmente con &cido ortofosférico 37% por 30 minutos, en donde se
revela con mayor aumento la transicion irregular existente entre la porcién de calcita (a) y
el periostraco (b), 670X.
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El Grupo B esta formado por aquellas muestras que fueron sometidas al mismo
procesamiento que las del grupo A, aunque no se efectu6 una descalcificacion, sino que una
desproteinizacion con hipoclorito de sodio 10% durante 24 y 48 horas. De estas muestras se
obtuvieron pequefias porciones aragoniticas, para ser observadas por separado en el SEM, a
nivel de los bordes fracturados debido al corte de los trozos y manipulacién de la muestra, y
a nivel de la superficie horizontal de la muestra en donde se realiz6 la separacion. En
ciertos casos, en trozos de regiones de aragonita, esta separacion se realizo a nivel de la
mesocapa organica a través de su cara lisa que se ubica en contacto con la aragonita en
bloques, la cual se desprendio de la mesocapa. También se separaron a nivel de tabletas,
pero en el borde rugoso unido a la aragonita esferulitica se consiguiod solo en pequefios
sectores, debido a que sus rugosidades ejercen una unidn mas consistente entre ambas
capas. Este desprendimiento se realiz6 con el objeto de visualizar la region de aragonita
con algun remanente de materia organica que mantuviera la organizacion y estructura
normal de la concha, para que a esta matriz se unieran especificamente los anticuerpos
utilizados en este estudio y asi localizar los proteoglicanos que estamos buscando. El
segundo anticuerpo estd marcado con esferas de poliestireno de 1 um, las cuales nos
indican la presencia y ubicacion de estos proteoglicanos.

En un trozo de aragonita desproteinizado por 48 horas fue posible observar uno de
sus bordes en el cual se aprecian las tabletas apiladas, y muy escasa presencia de materia
organica residual, que se encuentra a nivel intertabletas, la cual permite mantener a las
tabletas unidas (Figura 10 Ay B).

Las muestras que fueron desproteinizadas por 24 horas se sometieron a
inmunodeteccion. En el caso de aquellas muestras con 2B6 (ABC) a nivel de tabletas de
aragonita, se encontrd esferas tanto unidas a la matriz interlaminar, que cubre a las capas de
tabletas (Figura 11 A y B), como en la matriz intertabular, la que puede apreciarse
claramente dado por la manipulacién de la muestra y la desproteinizacion parcial que
conservo a la matriz intertabular, en tanto que las tabletas contenidas entre ésta fueron
eliminadas durante los lavados post-incubacion (Figura 12 A y B). Por lo tanto estas
muestras, en dichas estructuras, resultan positivas para dermatan sulfato y/o condroitin 4
sulfato. A nivel de la mesocapa organica, en su cara lisa, también se encontré reaccion

positiva (Figura 13 Ay B).
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Figura 10: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abalon rojo desproteinizado
parcialmente por 48 horas, en el que se puede ver uno de los bordes fracturados y las capas
de tabletas apiladas. A) 3300X. B) 6700X.

Figura 11: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abal6n rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de tabletas, en el que se puede
ver uno de los bordes fracturados con tabletas apiladas y la matriz interlaminar en la
superficie, con reaccion positiva a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato tanto en la
matriz que cubre a las tabletas (interlaminar) (flechas) como en la ubicada entre tabletas
(intertabular) (puntas de flecha), A) 1700X. B) 3300X.
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Figura 12: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abalon rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de tabletas de aragonita, en el
que se puede ver la matriz intertabular (it) claramente en la superficie y la matriz
interlaminar (il) con reaccion positiva a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato (flechas),
A) 1700X. B) 3300X. 0

Figura 13: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abalon rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de mesocapa por su lado liso, en
la cual se observa reaccién positiva a dermatéan sulfato y/o condroitin 4 sulfato, A)1.700X.
B) 3.300X.
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En el caso de muestras incubadas con 2B6 (ACII), se obtuvo cortes a nivel de la
capa de aragonita en bloques ubicada a un lado de la mesocapa organica. En la Figura 14 A
y B se aprecia esta superficie en un primer plano. En un segundo plano es posible ver los
esferulitos correspondientes a la aragonita esferulitica, ubicada al otro lado de la mesocapa
orgénica, los cuales no presentan reaccion a condroitin 4 sulfato, al igual que la mesocapa.
A nivel de aragonita en tabletas si se encontré reaccion positiva tanto en la matriz
interlaminar como en la intertabular, aunque mayormente en esta Gltima (Figura 15 Ay B).

Al usarse 3B3 (ABC), junto con el segundo anticuerpo en concentracion de 1:100,
fue posible observar, a nivel de tabletas de aragonita, sobre la superficie formando hileras,
lo que se puede interpretar como especificidad hacia la matriz intertabular, y en menor
grado sobre la matriz interlaminar (Figura 16 A). En otra muestra, con el segundo
anticuerpo diluido en proporcion de 1:200, y con un mayor grado de desproteinizacion en el
sector captado producto de la desproteinizacion desigual y parcial que sufrié la muestra, se
encontrd esferas sobre los bordes de una muestra fracturada a nivel de tabletas, lo que
concuerda con la especificidad hacia la matriz intertabular (Figura 16 B), confirmando que
esta muestra resulta positiva a Condroitin 6 sulfato, encontrandose predominantemente en
la matriz intertabular. En una muestra en la que pudo obtenerse corte a nivel de aragonita
esferulitica, no se encontr6 reaccion a condroitin 6 sulfato (Figura 17 A y B). En cambio, a
nivel de la mesocapa por su cara lisa, si se encontro reaccion positiva (Figura 18 A y B).

Cuando el primer anticuerpo utilizado fue 5D4, y el segundo anticuerpo diluido en
proporcién de 1:200, fue posible visualizar esferas unidas en mayor cantidad a la cara lisa
de la mesocapa y en menor medida a la aragonita en bloques, con la cual esta en contacto
en condiciones naturales (Figura 19 A y B). Por lo que al parecer queratan sulfato esta
presente en la mesocapa en la superficie adyacente a la aragonita en bloques. En otras
muestras sometidas al mismo procesamiento, pero en que el corte permitié visualizar la
aragonita esferulitica, también se encontrd reaccion positiva a queratan sulfato en la matriz
unida a esta estructura (Figura 20). En un corte a nivel de tabletas de aragonita también se
encontrd reaccion positiva, sobre la matriz interlaminar remanente y sobre las tabletas

descubiertas, vale decir, sobre la matriz intracristalina (Figura 21).
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Figura 14: A) SEM de trozo de porcién de aragonita de concha de abalén rojo
desproteinizado parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de aragonita en
blogues, cuya superficie adyacente a tabletas de aragonita mas préximas, es decir, su matriz
interlaminar, da positivo a condroitin 4 sulfato. Ademas se observa la aragonita esferulitica
(e) al otro lado de la mesocapa (M), ambas sin reaccion positiva, 1700X. B) SEM de trozo
de porcién de aragonita de concha de abalon rojo desproteinizado parcialmente por 24
horas, cortado horizontalmente a nivel de aragonita en bloques, cuya matriz interlaminar y
centros de tabletas (c) dan positivo a condroitin 4 sulfato (flechas), 3300X.

Figura 15: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abal6n rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado a nivel de aragonita en tabletas, en cuya superficie se
diferencia claramente la matriz intertabular que delimita a cada tableta, con reaccidn
positiva a condroitin 4 sulfato (flechas), y la matriz interlaminar sobre cada tableta con
reaccion positiva al mismo anticuerpo (puntas de flecha), A) 1.700X. B) 3.300X.
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Figura 16: A) SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abalén rojo
desproteinizado por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de tabletas, en el que se ve
uno de los bordes fracturados con tabletas apiladas y la matriz intertabular en la superficie,
con reaccion positiva a condroitin 6 sulfato, 3300X. B) SEM de trozo de porcion de
aragonita de concha de abalon rojo desproteinizado por 24 horas, cortado a nivel de
tabletas, en el que se ve uno de los bordes fracturados con tabletas y reaccion positiva
especifica a condroitin 6 sulfato en ios bordes donde yace la matriz intertabular (flechas),
6700X.

Figura 17: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abal6n rojo desproteinizado
por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de aragonita esferulitica, la cual no presenta
reaccion positiva a condroitin 6 sulfato, A) 1.700X. B) 3.300X.
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Figura 18: A) SEM de trozo de porcién de aragonita de concha de abalén rojo
desproteinizado por 24 horas, donde se alcanza a apreciar parte de la superficie lisa de una
mesocapa, 670X. B) SEM de la misma muestra y sector anterior, en la que la mesocapa
exhibe reaccidn positiva a condroitin 6 sulfato, 3.300X.

Figura 19: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abalén rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de aragonita en bloques (a),
donde puede visualizarse la cara lisa de la mesocapa (M) debido a la fractura y
desprendimiento de una porcién de la capa que la cubre. Se observa reaccién positiva a
queratan sulfato en la mesocapa y en la matriz que cubre a la aragonita en blogues, aunque
siendo mayor en la mesocapa. A) 3300X. B) 6700X.
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Figura 20: SEM de trozo de concha de abaldn rojo desproteinizado parcialmente por 24
horas cortado a nivel de aragonita esferulitica, cuya matriz organica presenta reaccién
positiva a queratan sulfato (flechas), 3300X.

Figura 21: SEM de trozo de concha de abaldn rojo desproteinizado parcialmente por 24
horas cortado a nivel de tabletas de aragonita, con reaccién a queratan sulfato en la matriz
interlaminar (flechas) y en su matriz intracristalina (puntas de flecha), 3300X.
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Las muestras controles, obtenidas a partir de cortes a nivel de aragonita en bloques
(Figura 22), de tabletas de aragonita en uno de sus bordes fracturados (Figura 23), y de

aragonita esferulitica (Figura 24), fueron negativas.

Figura 22: SEM de trozo de porcion de aragonita de concha de abal6n rojo desproteinizado
parcialmente por 24 horas, cortado horizontalmente a nivel de aragonita en bloques, donde
no se observan esferas, es una muestra control negativa. En esta imagen es posible apreciar
cada uno de los bloques de aragonita (b), que en este caso son mas irregulares y mas
gruesas que las tabletas pseudohexagonales de la aragonita en tabletas. En la parte superior
se observa una fractura a nivel de esta capa, quedando al descubierto la cara lateral de cada
una de estas tabletas y su espesor (E), 3300X.
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Figura 23: SEM de trozo de concha de abaldn rojo desproteinizado parcialmente por 24
horas cortado a nivel de tabletas, en el cual se visualiza uno de los bordes fracturados
carente de esferas, por lo tanto, es una muestra control negativa, 3300X.

Figura 24: SEM de trozo de concha de abaldn rojo desproteinizado parcialmente por 24
horas, en el cual la aragonita esferulitica aparece carente de esferas, por lo tanto es un
control negativo, 3300X.
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Microscopia Electronica de Transmision

Las muestras del Grupo C fueron descalcificadas completamente y sometidas a la
técnica de inmunoro para localizar los glicosaminoglicanos. Para esto se usaron los
anticuerpos 2B6 (preincubacion con condroitinasa ABC y condroitinasa ACII), 3B3
(preincubacion con condroitinasa ABC) y 5D4.

En cortes localizados a nivel de la porcion de aragonita, que contiene varias
mesocapas, fue posible observar una de ellas, la que aparece como una gruesa franja, de
margen liso por uno de sus lados y margen irregular por el otro, rodeada a ambos lados por
delgadas franjas oscuras paralelas a ella que corresponden a las nanocapas o matriz
interlaminar (Figura 25)

En otro corte, localizado en el area de tabletas de aragonita, se pudo distinguir
facilmente las nanocapas, representadas por franjas oscuras paralelas entre si aunque de
forma irregular debido a la descalcificacion de la muestra que impidi6 la completa
mantencién de la estructura. Aqui se ven claramente unas lineas rectas perpendiculares a las
nanocapas, correspondientes a la matriz intertabular (Figura 26).

Algunos cortes fueron incubados con 2B6 (ABC). Estos revelaron reaccion positiva
a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato tanto a la matriz interlaminar o nanocapas como
a la matriz intracristalina, vale decir, a aquella ubicada entre las nanocapas (Figura 27 A'y
B). A nivel de mesocapa, también se encontrd reaccion, tanto en su espesor medio (Figura
28 A 'y B) como en sus bordes, observandose mayor presencia en el borde rugoso adyacente
a la aragonita esferulitica (Figura 29 A y B). En la aragonita esferulitica no se encontro
esferas.

En las muestras con 2B6 (ACII) se encontrd reaccion a condroitin 4 sulfato tanto en
la matriz interlaminar como en la intracristalina, no asi en matriz intertabular ni en
mesocapa y sus capas adyacentes (aragonita esferulitica y aragonita en bloques) (Figura 30
Ay B).

Al incubarse con 3B3 (ABC), fue posible visualizar, a nivel de tabletas de aragonita,
una reaccion positiva a condroitin 6 sulfato sobre las nanocapas, y entre las nanocapas,
principalmente, en donde se ubica la matriz intracristalina (Figura 31 A y B). En la Figura
28 B se observa una matriz intracristalina mas densa que en la imagen contigua,

posiblemente dado a la manipulacion y descalcificacion de la muestra que provoca un
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desmoronamiento de esta matriz y su compactacion en ciertos sectores del corte. En las
Figuras 32 A 'y B, correspondientes a otros cortes pero con los mismos anticuerpos primario
y secundario, también es posible ver esta reaccion positiva en la matriz intracristalina.
Sobre la mesocapa también existio reaccion, concentrada mas hacia la cara lisa de ésta a lo
largo de su espesor (Figura 33 A y B), aunque también se encontrd en la cara rugosa
(Figura 34 A) y su aragonita esferulitica adyacente (Figura 34 B), sin embargo, estas
regiones no superan en magnitud a la reaccion obtenida en la matriz interlaminar ni en la
intracristalina.

En el caso de los cortes tratados con 5D4, se encontrd reaccion a queratan sulfato
mayormente sobre la mesocapa, aunque también se hallé sobre las nanocapas y en menor
medida sobre la matriz intracristalina (Figura 35 A y B). No se encontrd reaccion positiva
en la matriz intertabular.

Los controles resultaron negativos a todos los anticuerpos a nivel de la matriz
interlaminar, matriz intracristalina, matriz intertabular, mesocapa (Figura 36 A y B),

aragonita esferulitica y en bloques (Figura 37 Ay B).
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Figura 25: TEM de corte de concha de abalon rojo en el cual se aprecia una franja oscura en
posicion vertical, con un margen liso y otro irregular mas oscuro, que corresponde a la
mesocapa organica (M). Entre las concavidades del margen irregular se ve un material
levemente denso, correspondiente a la matriz organica que rodea a la aragonita esferulitica
(ae). En contacto con el margen liso, en cambio, se ubica un material de menor densidad,
que corresponderia a la materia organica correspondiente a la aragonita en bloques (ab).
Mas externamente a estas estructuras se ven muchas lineas negras onduladas paralelas,
Ilamadas nanocapas o matriz interlaminar (n), 3.000X

Figura 26: TEM de corte de concha de abalén rojo a nivel de tabletas de aragonita, en el
cual se aprecian entre las nanocapas (n) unas lineas rectas oscuras (flechas) perpendiculares
a ellas, correspondientes a la matriz intertabular, y ubicAndose entre estas matrices mas
oscuras, la matriz intracristalina (ic) contenida en cada tableta de aragonita, 30.000X.
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Figura 27: TEM de corte de concha de abaldn rojo a nivel de una regién de aragonita en el
cual se observa reaccion positiva a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato (flechas) sobre
las nanocapas (n) y entre ellas. A) 30.000X. B) 50.000X.

Figura 28 A y B: TEM de corte de concha de abalon rojo a nivel de la mesocapa en el cual
se observa reaccion positiva a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato sobre el espesor
medio de la mesocapa (M), en dos sectores distintos. A) 50.000X, B) 50.000X.
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Figura 29 Ay B: TEM de corte de concha de abaldn rojo a nivel de la mesocapa (M) en el

cual se observa reaccion positiva a dermatan sulfato y/o condroitin 4 sulfato (flechas) sobre
el borde rugoso adyacente a la aragonita esferulitica (ae), A) 50.000X, B)50.000X.

Figura 30: A) TEM de corte de concha de abaldn rojo a nivel de una region de aragonita en
el cual se observa reaccion positiva a condroitin 4 sulfato sobre las nanocapas (n) indicado
con la flecha, y entre ellas (punta de flecha), es decir, sobre la matriz intracristalina,
85.000X. B) TEM de corte de concha de abal6n rojo a nivel de una region de aragonita en
el cual se observa reaccion positiva a condroitin 4 sulfato sobre una nanocapa (n) en la cual
se aprecian dos esferas juntas (flecha), 85.000X.
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Figura 31: A) TEM de corte de concha de abaldn rojo donde se encontré reaccion positiva
para condroitin 6 sulfato sobre las nanocapas y mayormente entre ellas, es decir, sobre la
matriz intracristalina, 50.000X. B) TEM de corte de concha de abalon rojo donde se
encontré reaccion positiva a condroitin 6 sulfato principalmente sobre la matriz
intracristalina, 85.000X.

Figura 32: A) TEM de corte de concha de abalon rojo donde existe reaccion positiva a
condroitin 6 sulfato sobre la matriz intracristalina, en un pequefio sector concentrado entre
dos nanocapas (n), 50.000X.B) TEM de corte de concha de abalén rojo donde cuya
reaccion positiva a condroitin 6 sulfato es evidente entre las nanocapas (n), es decir, sobre
la matriz intracristalina, 85.000X.
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Figura 33: A) TEM de corte de concha de abalon rojo a nivel de la mesocapa (M) en el cual
se observa reaccion positiva a condroitin 6 sulfato (flechas) sobre el espesor de la mesocapa
mas cercano a la cara lisa de ésta, 85.000X. B) TEM de corte de concha de abaldn rojo a
nivel de la mesocapa (M) en el cual se observa reaccion positiva a condroitin 6 sulfato
(flecha) sobre el espesor medio de la mesocapa, 85.000X.

Figura 34: A) TEM de corte de concha de abal6n rojo a nivel de la mesocapa (M) en el cual
se observa reaccién positiva a condroitin 6 sulfato (flecha) sobre el borde rugoso de la
mesocapa el cual delimita con la aragonita esferulitica (ae), 85.000X. B) TEM de corte de
concha de abaldn rojo a nivel de la aragonita esferulitica (ae) en el cual se observa reaccién
positiva a condroitin 6 sulfato (flechas) en su matriz, 50.000X.
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Figura 35: A) TEM de corte de concha de abalon rojo donde se encontro reaccion positiva a
queratan sulfato sobre la mesocapa, en mayor magnitud que en el sector de la imagen
siguiente, 50.000X.B) TEM de corte de concha de abaldn rojo donde se encontrd reaccion
positiva a queratan sulfato sobre las nanocapas (n) (flechas) y en menor cantidad sobre la
matriz intracristalina (punta de flecha), aunque no se vio asociado a la matriz intertabular,
85.000X.

Figura 36: A) TEM de corte de concha de abaldn rojo a nivel de la regién de aragonita en el
cual no se observa reaccién sobre la matriz interlaminar (n), intracristalina (ic) ni
intertabular (it), 50.000X. B) TEM de corte de concha de abalén rojo a nivel de la
mesocapa (M) en el cual se observa reaccion negativa en su espesor medio, 50.000X.
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Figura 37: A) TEM de corte de concha de abaldn rojo a nivel de la mesocapa (M) (zona
mas oscura a la derecha), en el cual no se observa reaccion sobre su borde rugoso ni sobre
la matriz de la aragonita esferulitica (ae) (zona mas clara y con materia organica irregular a
la izquierda), 50.000X. B) TEM de corte de concha de abalon rojo a nivel de la mesocapa
(M) en el cual no se encontré reaccion en su borde liso (bl) y en la matriz de la aragonita en
bloques (ab), 50.000X.
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DISCUSION

La concha de abaldn rojo, asi como la de los moluscos en general, esta compuesta
por tres secciones macroscopicamente identificables en un corte transversal de ella: en su
parte mas externa, cubriendo por completo a la concha, se encuentra el periostraco, que es
una estructura proteica; la seccidn intermedia corresponde a una gran capa o porcion de
calcita, y hacia el interior, en contacto con el manto, se ubica una gruesa capa o porcion de
aragonita (Zaremba et al., 1996). A través de microscopia de transmision (TEM) y de
barrido (SEM) fue posible reconocer cada una de estas zonas, e identificar la organizacion
particular de la porcién de aragonita y de sus componentes organico y mineral. Esta
formada por bandas organicas, las mesocapas, separadas por espacios ocupados por las
tabletas de aragonita, las regiones de aragonita, cuyas tabletas a su vez estan rodeadas y
compuestas por matriz organica (Lin y Meyers, 2005).

Estudios realizados en variadas bioceramicas han demostrado la presencia de ciertas
moléculas en la matriz organica de éstas. Los proteoglicanos han sido hallados en concha
del picoroco (Fernandez et al., 2002), en las formaciones calcareas de algunos corales, en
gastrolitos y en estructuras dseas. Es por esto que no se puede descartar su presencia en la
concha de abalon, y su posible participacion en el proceso de mineralizacion y consecuente
crecimiento de la concha, lo que estaria atribuido a sus moléculas sulfatadas y su
contribucion en el proceso de formacion de los cristales de carbonato de calcio (Arias et al.,
2004). Ademés se han encontrado sulfatos en la matriz orgénica de la concha de otros
moluscos (Nudelman et al., 2006), por lo que estas moléculas sulfatadas contenidas en
proteoglicanos podrian estar presentes en la concha del abaldn.

Utilizando anticuerpos monoclonales especificos reconocidos por segundos
anticuerpos marcados con esferas de poliestireno de 1 um se determind la presencia de
dermatan sulfato, condroitin 4 sulfato, condroitin 6 sulfato y queratan sulfato a través de
SEM. También se buscaron a través de TEM, en este caso se realizo la técnica de inmunoro
y se usaron segundos anticuerpos marcados con esferas de oro de 10 nm. Todos los
proteoglicanos fueron hallados en la matriz orgéanica de la concha de abaldn rojo, pero con

una distribucién diferente.
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Dermatan sulfato y condroitin 4 sulfato se ubicaron tanto en la matriz interlaminar,
0 sea, en aquella que cubre a las tabletas, como en la intertabular que se encuentra entre
tabletas, viendose una mayor intensidad de condroitin 4 sulfato en la matriz intertabular. La
reaccion observada sobre la matriz interlaminar también puede deberse a una reaccion
sobre la matriz intracristalina, la cual es dificil distinguir a través de SEM, pero por medio
de TEM si es posible, y es asi como corroboramos la presencia de dermatan sulfato y
condroitin 4 sulfato en aquella matriz. A nivel de la mesocapa, en su cara lisa y rugosa se
encontré dermatan sulfato, pero sélo en la cara lisa se hallé condroitin 4 sulfato (aunque no
se lograron obtener imagenes de esto) y también en la matriz de la aragonita en blogques
adyacente.

Condroitin 6 sulfato fue hallado en la matriz intertabular e interlaminar, aunque a
través de TEM se confirmé su presencia en la matriz intracristalina en mayor magnitud que
en la matriz interlaminar o nanocapas. No se hallé sobre la matriz que rodea a la aragonita
esferulitica.

Queratan sulfato fue encontrado en la mesocapa, matriz interlaminar e
intracristalina, en orden decreciente de intensidad, no asi en la intertabular. También a nivel
de la matriz que cubre a la aragonita esferulitica, y en la matriz de la aragonita en bloques,
aungue en menor magnitud.

Los controles en ambas técnicas, SEM y TEM resultaron negativos para los
resultados expuestos, por lo tanto se considera que existe una presencia y distribucion
particular de estos glicosaminoglicanos a través de la materia organica de la concha de este
molusco, pero no se puede necesariamente descartar su existencia en algunos casos, debido
a la ausencia de cortes que exhiban correctamente algunos sectores especificos de la
concha, situacion que se gener6 a causa de la manipulacion de las muestras y a la
desproteinizacion parcial, factores que crearon zonas con diferente cantidad de matriz
organica y mantencién de la estructura. S6lo podemos descartar la presencia de condroitin 6
sulfato en la matriz de la aragonita esferulitica, y determinar variaciones en la intensidad de
distribucion de cada proteoglicano a lo largo de la concha, tal como se describié en el
parrafo anterior.

El crecimiento de la concha ocurre en ondas sucesivas posterior a la aparicion de la

calcita y el periostraco, y se caracteriza por la aparicion ciclica de las mesocapas entre
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regiones de tabletas de aragonita (Su et al., 2002; Lin y Meyers, 2005). Las primeras
estructuras en generarse son la calcita y el periostraco. Probablemente la primera capa en
crearse a partir del manto es una mesocapa organica, a modo de sustrato para las siguientes
capas de tabletas de aragonita, tal como sucede en la concha de picoroco, en la que una
lamela, formada por quitina y otras moléculas organicas, aparece en una primera fase para
dar origen a la calcita (Fernadndez et al., 2002). Sucede algo similar en el modelo de
biomineralizacion de la cascara de huevo de gallina, en la cual se genera en primer lugar las
membranas de la cascara formadas principalmente por colageno tipo X actuando a modo de
sustrato para el depdsito de las mamilas o centros de nucleacién que daran origen a la
palisada calcitica (Arias y Fernandez, 2001). Ya creada una region de aragonita aparece
nuevamente otra mesocapa Yy asi sucesivamente, tal como ocurre en la concha de picoroco,
en la que hay alternancia entre lamelas y regiones de calcita (Fernandez et al., 2002).

Dentro de los componentes encontrados en la mesocapa se encuentra el queratan
sulfato, el cual estaria involucrado en el proceso de biomineralizacién al participar en la
nucleacion de cristales de carbonato de calcio, tal como se ha visto en variadas
bioceramicas, tales como concha de picoroco (Fernandez et al., 2002), urolitos (Escobar,
2006) y cascara de huevo (Arias y Fernandez, 2001). En la concha de abalon encontramos a
este glicosaminoglicano principalmente localizado en la mesocapa, lo cual es concordante
con lo anteriormente propuesto. También fue encontrado en otros sectores, con excepcién
de la matriz intertabular, cuya ausencia en esta zona no podemos confirmar plenamente,
pero podriamos sospechar que no se halla aqui ya que esta situacién seria concordante con
el hecho de que en general el queratan sulfato se encuentra asociado a la quitina (Fernandez
et al., 2002; Arias y Fernandez, 2003b), y la matriz intertabular carece de ella, a diferencia
de la matriz interlaminar y la mesocapa, en las cuales podemos confirmar la presencia de
este proteoglicano.

Los otros proteoglicanos presentan distintas preponderancias en cada sector de la
concha. Condroitin 6 sulfato se encontré6 mayormente asociado a la matriz intracristalina, es
decir, a aquella contenida dentro de cada tableta de aragonita, y en la matriz interlaminar, y
en menor medida en la intertabular y mesocapa. Esto también tiene cierta semejanza con la
distribucion que se da en la concha de picoroco, en la que este proteoglicano se ubica sélo
entre las lamelas, entre los cristales de calcita (Fernandez et al., 2002). Dermatan sulfato y
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Condroitin 4 sulfato también se ubican en estas zonas, sin mostrar grandes diferencias en la
intensidad entre distintas zonas, pero siendo menor ésta sobre la mesocapa. En la céscara de
huevo se observa algo similar; la palisada, formada por columnas de calcita y matriz
organica, contiene un proteoglicano llamado ovoglican, que estd formado por dermatan
sulfato y un tipo de condroitin no sulfatado. En cambio, en la estructura desde la cual se
genera la palisada, vale decir, en las mamilas, que corresponden a los centros de
nucleacion, se encuentra el proteoglicano mamilan, formado por queratan sobresulfatado,
encargado de ligar moléculas de calcio para la biomineralizacién y formacién de la palisada
(Arias y Ferndndez, 2001). Morfoldégicamente existe otra similitud en esta zona en
particular. La mesocapa posee un lado liso y otro rugoso, el cual estd en contacto con la
aragonita esferulitica. Este tipo de aragonita es el primero en aparecer posterior a una
mesocapa, la cual presenta a este nivel una serie de irregularidades dadas por concavidades
y monticulos, los cuales se asemejarian a las mamilas, para dar origen a los esferulitos y
posteriormente a la aragonita en tabletas, en el huevo, a la palisada calcitica. Posterior a la
aragonita en tabletas aparece en forma abrupta una capa de aragonita en bloques y una
nueva mesocapa, lo que a su vez coincide con el cese la mineralizacion con el deposito de
una capa de proteinas hidrofébicas llamada cuticula en la céscara de huevo (Arias y
Fernandez, 2001), cumpliendo una funcion semejante a la mesocapa.

Toda esta secuencia de eventos debe ocurrir mediada por una matriz organica, la
cual estd compuesta, entre otras moléculas, por proteoglicanos. De acuerdo a los resultados
antes detallados, existe una distribucion diferencial de estos glicosaminoglicanos en la
region de aragonita y sus distintos elementos. Segun aquello, la matriz interlaminar posee
los proteoglicanos de dermatan sulfato, condroitin 4 sulfato, condroitin 6 sulfato y queratan
sulfato, pudiendo tener todos alguna funcion en el proceso de ensamblaje de las tabletas de
aragonita, hasta que se genera una capa de aragonita en bloques, en cuya matriz
encontramos condroitin 4 sulfato y queratan sulfato. En este caso estos proteoglicanos
estarian involucrados en el cambio de morfologia de aragonita en tabletas a la forma en
bloques, aunque probablemente condroitin 4 sulfato cumpla una funcién mas importante.
De esta manera se da paso a la mesocapa, la cual posee todos los proteoglicanos, aunque
que el queratan se encontrd en mayor cantidad al comparar su ubicacion en otras regiones

de la concha. A continuacion se genera la aragonita esferulitica, con una matriz que
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contiene sélo queratan sulfato, para dar origen consiguientemente a otra etapa de tabletas,
como si éste proteoglicano estuviera involucrado significativamente en la nucleacion de la
aragonita esferulitica y de las tabletas de aragonita. Los otros proteoglicanos estarian
influenciando, por lo tanto, la disposicion y morfologia de los cristales de aragonita,
principalmente, determinando su presencia en la forma de tabletas o bloques.

Gracias a este estudio nos hemos acercado un poco mas al entendimiento de la
formacion de la concha, al confirmar la presencia de estas particulares moléculas en la
concha de este molusco y corroborar la existencia de una distribucion desigual a través de
las distintas estructuras de ella, revelando la intervencion diferencial de estos
proteoglicanos en la formacién de la concha.

Resumiendo, el proceso de biomineralizacion ha conservado un patron general dado
por las moléculas involucradas, algunas de las cuales se conservan en todas las
biocerdmicas, y otras que irdn variando dependiendo el tipo de organismo que la genere, las
condiciones en las que se encuentra, el tipo de mineral a formarse ya sea aragonita, calcita o
vaterita, el sustrato en el cual se crea, y una serie de factores que probablemente ain no

conocemaos.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que:

1. La concha de abalon rojo estd constituida por tres estructuras macroscopicamente
identificables: el periostraco, porcion de calcita y porcion de aragonita.

2. En la porcion de aragonita existe una organizacion jerarquica dada por la alternancia de
capas gruesas de materia organica (mesocapas), entre las cuales se genera otro tipo de
orden determinado por pilas de tabletas ensambladas entre finas capas de matriz
orgédnica (matriz interlaminar e intertabular), a su vez que cada tableta posee un
entramado organico entre sus cristales (matriz intracristalina).

3. En la matriz organica de la concha de abaldn rojo se identificd la presencia de dermatan
sulfato, condroitin 4 sulfato, condroitin 6 sulfato y queratan sulfato.

4. Estos proteoglicanos presentan ubicaciones diferentes en la region de aragonita de la
concha: queratan sulfato se encuentra principalmente en la mesocapa organica, dermatan
sulfato y condroitin 4 sulfato especialmente en la matriz interlaminar e intertabular, y
condroitin 6 sulfato en la matriz intracristalina con mayor importancia., también en la
interlaminar e intertabular. Condroitin 4 sulfato también se encontr6 en la matriz que
cubre a la aragonita en bloques.

5. La nucleacion de los cristales de aragonita estaria influenciada por queratan sulfato,
debido a su ubicacion principal en la mesocapa organica, estructura de aparicion anterior
a la aragonita. Queratan sulfato ademas estaria determinando la morfologia esferulitica
de la aragonita.

6. Los otros proteoglicanos también estarian involucrados ya sea funcionalmente o
estructuralmente en el desarrollo de la concha, dada su distribucion diferencial,
influenciando posiblemente la morfologia de los cristales de aragonita ya sea en la forma

de tabletas o bloques.
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