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La doctrina de Marx suscita en todo € mundo civilizado la mayor hostilidad y € odio de toda la ciencia
burguesa (tanto la oficial como la liberal), que ve en e marxismo algo asi como una "secta perniciosa’. Y no
puede esperarse otra actitud, pues en una sociedad que tiene como base la lucha de clases no puede existir una
ciencia socia "imparcial”. De uno u otro modo, toda la ciencia oficia y liberal defiende la esclavitud asaariada,
mientras que & marxismo ha declarado una guerra implacable a esa eclavitud. Esperar que la ciencia sea
imparcial en una sociedad de esclavitud asalariada, seriala misma absurda ingenuidad que esperar imparcialidad
por parte de los fabricantes en lo que se refiere a problema de s deben aumentarse los salarios de los obreros
disminuyendo los beneficios del capital.
V.l. Lenn
TRESFUENTESY TRES PARTES
INTEGRANTES DEL MARXISMO (1913)

Esta acumulacién originaria desempefia en la economia politica aproximadamente el mismo papel que € pecado
origina en lateologia. Adan mordio la manzana, y con ello e pecado se posesiond del género humano. Se nos
explica su origen contandolo como una anécdota del pasado. En tiempos muy remotos habia, por un lado, una
elite diligente, y por € otro una pandilla de vagos y holgazanes. Ocurri6 asi que los primeros acumularon riqueza
y los dltimos terminaron por no tener nada que vender excepto su pellgjo. Y de este pecado original arranca la
pobreza de la gran masa que aun hoy, pese atodo su trabajo, no tiene nada que vender salvo sus propias personas
y la riqueza de unos pocos, que crece continuamente aunque sus poseedores hayan dejado de trabgjar hace
mucho tiempo. El sefior Thiers, por ggemplo, en defensa de la propriété, predica esas insulsas puerilidades a los
otrora tan ingeniosos franceses, haciéndolo ademas con la seriedad y la solemnidad del estadista. Pero no bien
entra en juego la cuestion de la propiedad, se convierte en deber sagrado sostener que € punto de vista de la
cartillainfantil es € Unico valido paratodos los niveles de edad y grados de desarrollo. En la historiareal € gran
papd o desempefian, como es sabido, la conquista, € sojuzgamiento, € homicidio motivado por € robo: en una
palabra, laviolencia. En la economia palitica, tan apacible, desde tiempos inmemoriales haimperado 4 idilio. El
derechoy € "trabajo" fueron desde épocas pretéritas los Uinicos medios de enriquecimiento, siempre a excepcion,
naturalmente, de "este afo". En realidad, los méodos de la acumulacion originaria son cualquier cosa menos
idilicos.
Karl Marx
El capital, CAPITULO XXIV.
LA LLAMADA ACUMULACION ORIGINARIA

—L ob des Kommunismus—

Er ist vernunftig, jeder versteht ihn. Er ist leicht.

Du bist doch kein Ausbeuter, du kannst ihn begreifen.
Er ist gut fur dich, erkundige dich nach ihm.

Die Dummkdpfe nennen ihn dumm, und die Schmutzigen nennen ihn Schmutzig.
Er ist gegen den Schmutz und gegen die Dummheit.
Die Ausbeuter nennen ihn ein Verbrechen,

Aber wir wissen:

Er ist das Ende der Verbrechen.

Er ist kein Tollheit, sondern

Er ist das Ende der Tollheit.

Er ist nicht das Rétsdl,

sondern die Lésung.

Er ist das Einfache,

Das schwer zu machen ist.

B.Brecht
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Resumen

La biofisica estructural establece las relaciones entre solidos de distinta naturaleza, como los materiales amorfos
y cristalinos en los tegjidos, células y organelos celulares con ciertas funciones bioldgicas. Entender estas
relaciones entre solidos nos llevaria a poder disefiar més'y mejores nanoestructuras para casi cualquier disciplina
cientifica; desde la nanotecnologia, con semiconductores hibridos orgéanico-inorganico, nanotubos,
biomateriales, biomateriales liberadores de farmacos, hasta megores materiales industriales con propiedades
anisotropicas de ata calidad, sintetizados a bajas temperaturas y presiones. Los materiales obtenidos serian
materiales multifuncionales con propiedades predisefiadas por e nmodelo bioldgico que, como en € caso de la
elasticidad de células y estructuras subcelulares estaria relacionada a grado de cristalizacion, siendo este proceso
de cristalizacion, u ordenamiento, un regulador de estas propiedades. Los mecanismos que cambian estas
propiedades y las relaciones que rigen el depdsito de cristales sobre un biopolimero son todavia desconocidos y
de ahi que sea importante su estudio. Se acepta ahora, que la relacion amorfo—cristal es comun en sistemas
biolégicos y que es formadora de tejidos. En estos tegjidos se ha promovido también estudiar las interacciones
entre los solidos cristalinos y los amorfos en e contexto de los cambios de las propiedades (estructurales,
mecanicas, fisicoquimicas, etc.) a través de la biocristalizacié n o biomineralizacion. Hasta ahora, no se conoce
como la maguinaria celula— molecular genera cristales ni como las propiedades en estas estructuras son
modificadas mientras este proceso se desarrolla. Este trabgjo se ha enfocado en obtener informacion estructural,
y de propiedades, de ciertos tejidos que tienen interaccion con cristales, asi como otros que son considerados
como cristales liquidos (membranas de células de Schwann) y, por Ultimo en términos de orden de estructuras
amorfas. En este trabajo se estudian mediante distintas microscopias, analisis térmicos y espectr oscopicos
y de modelado molecular las fases cristalinasy amorfas procedentes de tejido dental y 6seo, de cascar ones
de huevo de avestruz y exoesgueletos del camardén mexicano, asi como da un acercamiento a la
biosilicificacién (diatomeas y esponjas). También se incluye e estudio de membranas de células de
Schwann de neuronas de roedor, para caracterizar sus propiedades mecanicas y relacionarlas con su
orden molecular a gran escala. Este estudio de las propiedades mecanicas de neuronas sometidas a la
cristalizacion de fosfatos se lleva a cabo mediante EFA (Espectroscopia de Fuerza Atémica), siendo este estudio
el primer reporte de este tipo. Los resultados experimentales y tedricos obtenidos indican que para que se dé un
acoplamiento cristal-biopolimero debe existir una relacion geométrica entre ambas fases y que en ocasiones
estas interacciones hibridas pueden generar modificaciones en la estructura electrénica de los biopolimeros; de
forma més especifica esto ocurre cuando el biopolimero es un péptido, debido al carécter resonante del enlace
peptidico. En e caso de la nucleacién en biominerales estudiada mediante modelado molecular, resultan de
central importancia los grupos funcionales aminados como “captores’ de grupos funcionaes en la fase mineral.
Por otro lado, en las estructuras llamadas cristales liquidos bioldgicos, existen dominios de propiedades
mecanicas, que podrian reflgjarse en dominios de actividad biolégica. Con estas observaciones llegamos a la
conclusion genera de que para que se genere una propiedad especifica en la estructura biolégica, debe existir
una el acién especifica (geométrica-estequiométrica) entre las partes integrantes.

Se incluye también un protocolo para intentar modificar las cargas en las puntas de los MFA que en un futuro
podran ser ocupadas para localizacion, a nivel nanométrico, de las regiones con cierta afinidad a estos grupos
funcionales en las puntas del AFM.

Palabras Clave:

Biomineralizacion, Biopolimeros, Pruebas Mecanicas, Difraccion de Rayos X (DRX) por Policristales y
Amorfos, Método de Rietveld, Espectroscopia Infrarroja, Composite, Biomaterial, Microscopia Electronica de
Barrido, de Transmision y de Fuerza Atdmica, Andlisis Térmico Diferencia y Gravimétrico.



SUMMARY

The structural biophysics establishes the relations among solids of different structural nature, as the
crystalline and amorphous materials in the tissues, cells and organels. Understanding these interactions
would carry us to be able to design more and better nano-structures for almost any scientific discipline. For
exampl e the nanotechnology regarding organic-inorganic hybrid semiconductors, nano-tubes, biomaterials,
drug delivery biomaterials, to other better industrial naterials with anisotropic properties. The materials
obtained would be high-perform materials with pre-designed properties that would be related to the degree
of crystalization. Being those degrees of crystallization the regulators of these properties.

The mechanisms that change these properties certainly are not well known and the relations that govern the
deposit of crystals on a biopolymer either. It is accepted now, that the amorphous-crystal relationship is
common in biological systems and that it forms many tissues. In these tissues has been promoted also to
study the interactions between the crystalline solids and the amorphous to know changes their properties
(structural, mechanical, physiochemical, etc.) through the biomineralization processes. Up to now, it is not
known how the molecular machinery generates crystals and neither how the properties in these structures
are modified while this process develops. This work has been focused in obtaining structural
information, and of the properties of certain biological tissues that interact with crystals, as well as
other that they are considered as liquid crystals (membranes of Schwann cells) and its amorphous
structures. In this work the amorphous and crystalline phases in the ostrich egg shells, teeth and
bones, calcified shrimp carapaces diatoms algae and membranes of cells of Schwann and neurons of
rodent are studied to characterize the mechanical properties, as well as the morphological thermal
changes by means of infrared spectroscopy (FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC) Atomic
Force Microscopy and Molecular Modeling. The obtained experimental and molecular modeling results
indicate that in the interface crystal-biopolymer should exist a geometric relationship and that from time to
time it is possible that those hybrid interactions could generate modifications in the electronic structure of
the biopolymer; in more specific form probably when the biopolymer is a peptide. In the peptides the
nitrogen-derived radicals (as the peptide bond or some N-related radicals in lateral chains) could play an
important role in the hybrid interaction. In the polysaccharides the nitrogenderived radicals could play an
important role in the hybrid interaction as well. On the other hand, in the structures called biological liquid
crystals (Schwann cells) the domains are evident. These domains are structures with different mechanical
properties as the bulk that would be able to be reflected in some control of the biological activity. With
these observations we come to the general conclusion that a specific property in the structure is
generated by means a specific hybrid relationship (geometric-stoiquiometry).

Biomineralizacion, Biopolimeros, Pruebas Mecanicas, Difraccion de Rayos X (DRX) por Policrigales y
Amorfos, Método de Rietveld, Espectroscopia Infrarroja, Composite, Biomaterial, Microscopia Electronica de
Barrido, de Transmisiéon y de Fuerza Atdmica, Andlisis Térmico Diferencial y Gravimétrico.



iError! No se encuentra el origen de lareferencia.

Los materiales de origen biolégico poseen una gran gama de propiedades que se deben a su geometria
interna 'y a sus componentes quimicos. Esto es producto de millones de afios de ensayos en un empirismo
natural, es decir, un experimentalismo permanente (Mann, S. 2001). Desgraciadamente para determinar la
geometria de las estructuras y sus componentes quimicos mediante algunas técnicas se debe tener una
estructura casi completamente ordenada, como el caso de un cristal (Sherwood, D.1976) o en la mayoria de
las veces homogénea, mientras que las estructuras bioldgicas no respetan estos dos  Ultimos principios que
los materiales artificiaes tienen (Fig.1).

Fig. 1. Cristales de CaCQ; crecidos en presencia de distintos aminoacidos y sobre un templete de calcita. A) Templete de Calcita
B) Vaterita +Lisina, C) Vaterita + glicina, D) Vaterita + alanina, E) Sobre un sustrato de poliglicina y F) Sobre un sustrato de
polimetionina (Tomado de M anali, F. et al 2002).

En las estructuras bioldgicas, la composicidén quimica varia de un modo exuberante, donde esto a su vez se
traduce en una mayor complejidad estructural. Esta complgjidad estructural esta4 representada por la
interaccion de dos fases principales: una biopolimérica y una cristalina. La fase biopolimérica es una
macromolécula amorfa de alto peso molecular y la fase cristalina generalmente son cristalitos inorganicos
ordenados sobre la fase macromolecular (ver figura 2y tabla 1) y un tercer grado de orden se genera, como
algunos autores |o mencionan, a interactuar todo un complejo molecular que genera orden a largo alcance
en regiones periodicas llamadas dominios. A este dltimo grado de complgidad estructura se le ha
comparado con la estructura de los cristales liquidos y se ha descrito de ella muy poco, aungque se ha
observado en las membranas de las células de Schwann y otros tipos celulares del sistema nervioso (Arroyo,
EJ and Scherer, SS 2000).
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Figura 2. Modelo de interaccién de cristal de calcita (plano[110]) con una superficie de malonato (Tomado de Yang, L. et al. 2003
).

Tabla 1. Diversidad de los mineralesy biopolimer os entre distintos Phyla (M odificacion de la tabla de
Lowenstam HA 1981).
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En los sistemas bioldgicos conviven permanentemente las sustancias amorfas y las cristalinas. La forma en
gue se relacionan ambas fases y las propiedades fisicas y quimicas que le confieren al tejido no estan
actualmente determinadas y se considera que € biopolimero es e responsable de la nucleaciéon y e
crecimiento anisotropico de la fase cristalina.

Es un consenso, mas 0 menos generd, la descripcion que establece que es en los biopolimeros donde se
inicia la nucleacion, aunque la biomineralizacion es un proceso multifactorial que hasta la fecha no ha
podido ser descrito completamente (Mann, 2001), pero se tienen algunos modelos de interaccion ion
biopolimero basados en la interaccion de iones inorganicos con agunos grupos funcionales ubicados en los
monomeros, en este caso |os aminoécidoso |os azlcares.



Existen muchos gemplos de biomineralizacion, como son los huevos, las conchas, los dientes, las
estructuras internas de las plantas, |os exoesgueletos de hongos y de artrépodos y los més conocidos, |os

huesos.
Laestructuracristalina.

La estructura cristalina se caracteriza por la repeticion monétona de la celda unidad. Esta repeticion
monaotona se extiende en las tres dimensiones del espacio, constituyendo un sistema periddico bien definido
y de tradaciones constantes segun direccio nes especificas. La cristalografia es € estudio de las estructuras
internas de los cristales.

En 1912 se encontré que laformay € tamafio de los patrones atdmicos (celda unitaria) de repeticion en un
cristal podian ser determinados pasando un haz de rayos—X através de lamuestra. Este método conocido
como difraccién de rayos—X aparece como una nueva forma de “ver* &omos. Un gemplo de cristal esla

calcita (ver Figura 3).
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Figura 3. A) Esquema del cristal de calcita con posiciones atdmicas en la celda unidad. B) Micrografia de barrido de Monocristal
de calcita (barra= 20 mm). C) Monocristal de calcita'y el efecto de birrefringencia tipico del espato de islandia (obtenidos de

google.de/bilde).

Un material atamente cristalino como el hielo presenta un patron de difraccion de picos bien definidos
como el mostrado en lafigura4a, si 1a substancia en estudio pierde cristalinidad, o es amorfa, como el agua
liquida, se pierde la definicion de los picos y estos se ensanchan (figura 4b).

Los estudios por difraccion de rayos—X se hacian empleando monocristales, en general estos eran de
tamafios relativamente grandes (» cm como para manipularlo con las manos) como el tipico cuarzo

comercial.

Actualmente estos andlisis se hacen también en polvos con una gran cantidad de cristales y de tipos
cristalinos. A este estudio se le denomina difraccién de rayos de polvos y es muy utilizado en ciencia de
materiales. Este tipo de estudios puede complementarse con andlisis computacional (“Método de Rietveld”)



de los espectros de rayos-X. Aunque los biominerales son solidos policristalinos los estudios de rayos-X de
polvos en estos son muy escasos.

N

Figura 4. Difractogramas de dos tipos estructurales de agua. A) cristal de hielo que es cristalino y posee simetria hexagonal. B)
Agualiquida.

Historiay principios basicos.

La estructura de los solidos cristalinos ha sido estudiada sisteméticamente desde la época greco-latina
debido a que muchos objetos cominmente usados estdn compuestos por estos tipos de estructuras. Se
conoce que en esta época ya se proponia la existencia de porciones indivisibles de la materia que ahora
sabemos que existen, que son |os &omos.

En la ciencia moderna € trabgjo de M. Lomonésov (1711-1765) sobre los solidos, de Antoine Lavoisier
(1743-1794), Wilhelm Konrad Rontgen (1845-1923), Max von Laue (1879-1960) y los britanicos William
Henry Bragg (1862—1942) y su hijo William Lawrence Bragy (1890-1971) sobre €l uso de losrayos-X y la
teoria de la difraccion son de gran importancia. Con mas precision la teoria de la difraccion es estructurada
por von Laue y posteriormente por los Bragg.

La cristalografia es el estudio de las estructuras de los cristales. El tipo de enlace quimico en estas
estructuras es normamente el enlace iGnico y metdlico aungque en algunas ocasiones covalente, es decir, un
cristal es una estructura solida con orden atébmico; este orden se reproduce en la estructura macroscopica.

Crecimiento de cristales en biologia.

La termodinamica estudia la transferencia de energia (en particular calor) y sus transformaciones en los
sstemas. Nuestro sistema de estudio, en todo momento, es la estructura biomineralizada; las
macromoléculas y las fases cristalinas.

Los principios que determinan el crecimiento controlado de una fase cristalina sobre un biopolimero no se
saben. Muchas de las aproximaciones a este tema se hacen desde el punto de vista de la fisicoquimica, pues
las leyes que rigen €l crecimiento de cristales abidticos y bioldgicos son las mismas. En € caso de los
cristales bioldgicos las condiciones se generan locamente a partir del control del pH mediante radicales



guimicos con distribuciones geométricas preestabl ecidas que saturan la solucion cerca del biopolimero. Este
control local de la nucleacion y crecimiento de cristales estd relacionado a algunos pardmetros
termodindmicos como la solubilidad y la energia libre.

La solubilidad de una sal inorganica es e numero de moles del solido puro que se disolveran en un litro de
solvente a una temperatura determinada. La disolucién ocurre cuando la energia libre necesaria para romper
los enlaces de la red, DGr es compensada (0 contrarestada) por la energia libre en la formacion de las

especies en e solvente (iones hidratados = DGy, y otros complejos DG,). La energia libre de la solucién esta
dada entonces por:

DG DG — (DGH +DGp) vvvvvvevviniieeiiiie e (1)
De forma general un compuesto iénico sera altamente soluble cuando los radios iénicos del sdlido sean en
cierto grado distintos (que tengan por gemplo coordinaciones y radios iénicos diferentes). De forma
contraria, seran insolubles cuando sean semeantes en simetria y radio ionico. Esto es debido 4
empaguetamiento compacto que se genera a tener estructuras similares.

Producto dela solubilidad (ver nota“ Caculo de Kcy Ksp”).

La energia necesaria para disolver una fase solida esta relacionada con el desplazamiento de las constantes
de equilibrio (producto de la solubilidad K,s) de este sdlido.

Para & caso de un sdlido con iones monoval entes tendremos:

Mn XmU nM ¥ + MX (a) oo eeeeeeee e )

Ko={M " XX}, (3)

Donde {M™}" y {X}™ son las concentraciones efectivas (actividades) de los iones en una solucion en
equilibrio con la fase solida. El producto de la solubilidad, por lo tanto, es una medida del producto de la
actividad en el equilibrio y representa la base para determinar las condiciones termodinamicas para la
precipitacion, esdecir, la disminucion de la energia en unaregion del sistema.

Si e producto de la solubilidad es menor a producto de la actividad (PA) de una

solucion, entonces hay precipitacion hasta que Ks, seaigual a PA y se vuelvaal equilibrio.

{M3=nX {XI=m>S. i) (4)
Ademas hay valores de Ky, (tabla 2) para determinar la energialibre de la solucion DGs:
DGs= -RT LNKgp, veveeerviiieiee e (5)

donde R es la constante universal de los gasesy T la temperatura absoluta (Tomado de Mann, S.2001).



Tabla 2. Productos de la solubilidad (L ogKg) para algunos tipos de minerales
(Tomado de Mann, S.2001).

Mineral Producto de la Solubilidad Configuracion electronica
(Log Ky) del:

Carbonato de Calcio Ca? [Ar]4s’

Monohidratado -7.39

Vaterita -7.60

Aragonita -8.22

Cdcita -842

Fosfatos de Calcio

Brushita (CaHPO x2H,0) -64 -3.2*

Fosfato Octacécico (CagH(PO,)s) -46.9 -6.7*

Hidroxiapatita (Ca;o(POy)s(OH),) -114.0 -7.1*

Fluorapatita (Cayo(POs)s F2) -118.0 -7.4*

Silicatos amorfos -2 S? [Ne]3¢ 3p

Cuarzo -3.7*

Oxidos de hierro

Ferrhidrita -37.0 Fe? [Ar]3dP4s®

Goetita (a-FeOOH) -44.0

Hematita (a-Fe;0s) -42.0

Sulfatos del Grupo 22

Y eso (CaS0O, x2H,0) -5.03

Barita(BaSO,) -9.96 Ba? [Xe€]6s?

Celedtita (SrSO.,) -7.40 S? [Kr]5¢

Otros

Atacamita (Cu,Cl(OH)3) Cu? [Ar]3dY4s

* \Valoresen Mol L™

El producto de la solubilidad no estd completamente entendido para el fendmeno de cristalizacion biolégica
por los distintos sdlidos que se forman como |os que poseen enlaces covalentes (los silicatos).

Esto es, si cerca de un polimero y un grupo de iones en solucion, estos intentaran acercarse entre si por
razones de carécter eléctrico. Si los iones son muy activos, la cantidad de ellos disminuiray habra saturacion
(Sr) en una region dada, 1o que provoca un cambio en la energia libre de Gibbs a que se le conoce como

diferencia del potencial quimico (D), estando este definido por:

donde R es la constante universal de los gasesy T la temperatura absoluta.

Esclaro que s € valor de Sg aumenta, también lo hace € vaor de D, pudiendo generar asi un sdlido

Para que los iones que estan en la cercania de la superficie (por gemplo de nuestro biopolimero) se
acerquen y nucleen, se requiere que la energia interfacia (DG, la energia de interaccion entre los
componentes de la superficie. S esta interaccion es muy elevada, no podra haber acomodo de los iones en
solucién) sea positiva, pero cada vez més pequefia que la energia de los enlaces en bulto DGg, entre los
iones en solucion. Cada una de estas energias estan dadas por:



DGI=4PP S i (7)

Déndes eseslaenergialibre interfacial.

DGe=4pr’ DGy/ 3V m.eeeeeeeeeee e aeanees (8)

Doénde DGy representa la energfa libre/mol asociada a cambio solido-liquido y Vi es el volumen molar . El
punto importante es notar que en estas ecuaciones en funcién del radio (r) el tamafio de la estructura recién
formada tiene un méaximo de energia de crecimiento (DGN') que corresponde a tamafio méximo (r*), ver
Figura5.

DGN =16ps¥P/3KTLASR) cooeiieeeee e (9)

Tamano critico de la estructurar* = 2s V,,/ DGy

Todo esto indica que en un sistema que va a nuclear, factores como la cantidad de iones, |a temperatura, etc.
son de suma importancia. Otro factor relacionado a la nucleacién y crecimiento de aistales biol6gicos son
los templetes moleculares (Mann, S.2001) o biopolimeros en este caso. Aun no esté bien establecido el
papel que juegan algunos radicales en los biopolimeros, aunque parece que €l papel de las regiones écidas
(negativas) es fundamenta (Addadi L and Weiner S,1985). Habria, entonces que discutir el papel de
regiones béasicas (0 positivas).

Laestructura amorfa

Cuando la solidificacion ocurre muy lentamente los &omos pueden arreglarse hasta formar lo que
conocemos como orden cristalino. En el caso de que e enfriamiento ocurra muy répidamente la estructura
existente en e liquido, es decir, la estructura con ato grado de desorden, se mantiene. Tipicos solidos
amorfos son los vidrios, aungque en biologia o son también los polimeros. Una forma de visudizar los
amorfos es mediante una curva de distribucion radial. Una curva de distribucion radia es la gréfica que
relaciona en el ge x distancias en el espacio y en el ge y la cantidad de &omos que se encuentran en esa
distancia. Para un amorfo ideal no existirian distancias en las que hubiera una concentracion de atomos
(Figura 5a), pero en laredlidad si existen estas distancias en los amorfos (Figura 5b). El caso més extremo
de orden lo tienen los cristales en que estas concentraciones de atomos a ciertas distancias son bandas, es
decir, sblo estan presentes para esta distancia x, algunos aomos y para la distancia xp+1 td vez no haya
ningun &omo (Figura 5¢).

" H voltiimen molar de unasustanciaeslarelacion del volimen dela muestra de cierta sustancia por la cantidad de esta

misma sustancia (en moles). En el caso de un gasideal, es el volumen que ocupa un mol de esta sustancia (0.022414 n¥mol ™ o
22.42 L/mol).
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Figura 5. Gréficas de distribucion radial de distintos sélidos. A) Gréfica de la distribucion radial de un amorfo ideal. No se
observan grupos de &omos preferenciales para un radio determinado. B) Grafica de la funcién de distribucion radial en un amorfo
real y C) Funcion de distribucion radial en un cristal.

Amorfos no poliméricos (Vidrios)

La estructura de los amorfos no poliméricos es semejante a la de los liquidos. No existe un arreglo definido
de largo alcance y sus propiedades el ésticas son isotrépicas. (Zalen, R. 1983).

Amorfos poliméricos

Son compuestos moleculares de cadena larga. Su composicion quimicaesabasedeC,H, O, N, F, P, Sy Si
aungue pueden presentar otros elementos. En la mayoria de los casos € Cy S son la columna vertebral de

las cadenas (Zallen, R. 1983).
Biopolimeros

La polimerizacion es la reaccion que hace que los mondmeros se unan. El nUmero de mondmeros en una
cadena es denominado “grado de polimerizacion”. Cuando la polimerizacion y € grado de polimerizacion
son regulados mediante moléculas bioldgicas o dentro de la célula por la maquinaria molecular celular se
denomina a este producto biopolimero y su forma tridimensional es ramificada, los tamafios de estas
moléculas son casi constantes ya que son sintetizadas biol 6gicamente. (Reyes e Hinojosa, 2000).

L as propiedades, reflgjo de la composicion y de la microestructura

El estudio de las propiedades mecénicas de los tegjidos bioldgicos y especiadmente de los tejidos
biocristalinos resulta ser de gran interés debido a sus inusuales propiedades de tensién, compresion y corte
(Einhorn, T.A. 1996.). En la ciencia de materiales la evauacion de estas propiedades es muy interesante,
especiamente cuando se relacionan con la microestructura, debido a que las interacciones entre las fases
cristalinas y amorfas modifican las propiedades del tejido en su totalidad. Cabe decir que estas interacciones
son desconocidas y hasta ahora no hay un patrén estructural o fisicoquimico conocido a que respondan,
(Bourgeat-Lami, E. 2002)

Tomando en cuenta que las propiedades elésticas de los solidos se deben a las interacciones atémicas y
moleculares (Stollberg, R. and Fitch, F. 1975), las propiedades mecanicas de materiales multicompuestos
incluyendo la elasticidad, se deberan a las propiedades de cada componente y a la interaccion entre estos.

En los tgjidos, células y estructuras subcelulares las interacciones entre las fases macromoleculares y la
cristalina son las responsables de las propiedades elasticas. También el tipo de arreglo de cristales define las



propiedades mecénicas esto debido a que los mismos cristales tienen propiedades anisotropicas
dependiendo de su geometria. (Bell, M.Set al, 2002).

Por esto es interesante realizar estudios de las estructuras biopoliméricas y las asociaciones de estas a las
fases cristalinas; incluyendo en los andlisis la evaluacion de las propiedades térmicas del conjunto. Esto es
posible actuamente mediante € uso de distintas técnicas como la difraccién de rayos X de polvos, la
caorimetria de barrido diferencial, € modelge molecular y distintas microscopias electronicas
convencionales, asi como la microscopia de fuerza atomica. Esta Ultima ha avanzado y desarrollado la
posibilidad de hacer estudios dindmicos en materiales de origen biologico (Alonso,JL and Goldmann, WH
(2003)).

M ecanica

Las interacciones entre las fases cristalinas y amorfas modifican las propiedades mecanicas de un tegjido en
su totalidad, son generalmente desconocidas aungque se ha propuesto una interaccion principa mente
geométrica entre el poliedro de coordinacion del ion inorganico y la macromolécula

Tomando en cuenta que las propiedades elasticas de los solidos se deben a las interacciones atbmicas y
moleculares (Stollberg, R. and Fitch, F. 1975), las propiedades mecanicas se deberan a las propiedades de
cada componente y alainteraccion entre estos.

Estas interacciones entre la fase macromolecular y cristalina son las responsables de las propiedades
elésticas en los tgidos, células y estructuras subcelulares. También el tipo de arreglo de cristales genera

nuevas propiedades mecanicas, esto debido a que los mismos cristales tienen propiedades anisotropicas
dependiendo no sblo de su geometria, sino de las distintas propiedades de |os planos cristalinos que pueden

tener distintas energias de enlace entre ellos (Bell, M.S,, et al. 2002).

Fisicoquimica.

La fisicoquimica es précticamente sinénimo de termodindmica. Cuando hablamos de las propiedades
fisicoguimicas y su relacion ala estructura, nos referimos a los cambios termodindmicos que se generan a
modificar una estructura ya sea esta cristalina o amorfa. Un gjemplo de esto es la disminucién de laDG en
un sistema hibrido ya que de ello depende e crecimiento de la fase cristalina.

ﬁaa“%

(Figura 6).

Figura 6. Modelo de interaccion de iones con el solvente (en A) y distintas caras de una fase cristalina (B). Estas interacciones

disminuyen la enemgia libre del sistema haciéndolo mas estable. A) lon sodio en solvente (NC 7) y B) Sodio con montmorilonita
(de: Sposito, G, et al 1999) donde la flechaindicalaregion de disminucion de la energialibre.



Biologia

Las propiedades de los cristales deperden de los planos cristalinos expuestos, |os cuales son ocupados por
los sistemas biol 6gicos para realizar funciones preestablecidas.

La reactividad quimica, la expansion térmica y las propiedades mecanicas son las caracteristicas
aprovechadas por las estructuras bioldgicas para enfrentarse al medio. En cada estructura biomineralizada
hay ejemplos de esta “Ingenieria molecular” que nuclea y sintetiza estas estructuras fuera de equilibrio
llamadas biominerales.

En la figura 7 se muestra un gjemplo del crecimiento anisotrépico de cristales en dos moluscos (Pinna
nobilis Linnaeus, 1758 y Pinctada martensii, Dunker, 1872).
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Figura 7. Diagrama del desarrollo del alineamiento de los nanocristales de calcita y aragonita en las valvas de las especies A)
Pinna nobilis (Linnaeus, 1758) y en B) Pinctada martensii (Dunker, 1872).Las reflexiones de los planos (006) y (104) indican

gue los prismas de las capas externas estan orientados perpendicularmente a la superficie de la concha y que los ges a, b son
paralelos a ésta. Las reflexiones (002) y (112) de la aragonita indican que las tabletas nacaradas se orientan homogéneamente.
Las flechasindican ladireccién del crecimiento (Checa, AG and Rodriguez-Navarro AB 2005).

Los ges ¢ de los prismas de calcita se orientan perpendicularmente a la superficie de las conchas. Esto
puede ser debido a que en los cristales de calcita, la mayor resistencia a las fuerzas aplicadas en ella, estaen
las caras a, b que son las que quedarian expuestas a estar 10s ges ¢ perpendiculares a la superficie de la



vava; a este fendbmeno se le llama texturizacion u orientacion preferencial (Checa, AG and Rodriguez-
Navarro AB 2005).

Otro gemplo de la orientacion preferencial de cristales en un sistema vivo es el de |los cascarones de huevo
(Garcia-Ruiz, J. M, et al 1995), en donde ocurre el mismo fenébmeno que en las valvas antes mencionadas;
los ges ¢ de los cristales se ordenan perpendicularmente ala superficie del cascardn.

Lasestructuras hibridasde origen biolégico
Los materiadles hibridos en biologia son también composites. Estos son materiales multicomponentes,

generalmente constituidos por fibras reforzadas o mezclas de ceramicas y polimeros con propiedades
bioldgicas. Sus propiedades son variadas pero las mas generales son (Ozin, G.A et al 1997):

1 Contienen dos 0 més fases estrechamente rel acionadas.
2. Las fases estan relacionadas por mecanismos de adhesion en la interfase.
3 L as propiedades del material compuesto son distintas de |os materiales que componen cada fase.

Los materiales multicomponentes sintéticos tienen generamente una forma homogénea, lo que los
hace isotrépicos en muchas de sus propiedades. En cambio, las estructuras boiminerales tienen distintas
formas y estan estructuralmente predeterminados para una cierta funcion. La diversidad estructural es muy
grande en este caso. Pueden ser estructuras esferoides, barras cubiertas con un material amorfo (Mann, S.
2001), tubos con un relleno de distinta densidad a la del cristal, que a su vez pueden o no estar rodeados de
una “cuticula’ de material amorfo (Degens, ET, 1989.), etc. La localizacién de estas estructuras puede ser
en la region extracelular, citoplésmica y hasta dentro de los organelos con una gran variedad de tipos
cristalinos y hasta organelos completos mineralizados como €l caso de magnetosomas (Esquivel, D. et al
2002.) o regiones especificas en los organelos, como el caso de los dominios cristalinos en las membranas
celulares. Estas estructuras pueden ser cristales organicos o inorganicos. Desde e punto quimico hay
cristales organicos (oxaato de calcio en foma de wewelita y weddelita) e inorganicos y dentro de esos
ultimos, algunos con enlaces metalicos y propiedades magnéticas (magnetita y goetita). Estas estructuras
producto de la fisicogimica biolégica son la base de la complejidad estructural de los organismos vivos que
podria ser utilizada para la sintesis de nuevos materiales de alto rendimiento.

De ser posible explicar las propiedades de los materiales bioldgicos se corseguiria disefiar materiales con
propi edades semejantes a estos. Por otro lado, la evaluacion de las propiedades térmicas mediante DSC han
podido establecer las interacciones entre una fase mineral (apatita) y una amorfa (colageno tipo 1). Asi toda

esta complgiidad estructural fisica y quimica debe ser usada como herramienta para disefiar nuevos
materiales.

Huesoy diente

El tejido 6se0 y € dental, en términos biol6gicos, son considerados como tejido conectivo y, en ciencia de
materiales, como composites igual que €l resto de las estructuras biominerales. El estudio de las estructuras
biol6gicas hibridas puede alcanzar varios fines como; entender las relaciones estructura-funcion, dentro de
un marco evolutivo, entender los mecanismos de origen, disefio y uso tecnoldgico. El hueso es considerado
en biologia un tegjido conectivo especializado y éste tiene algunas funciones principales; servir de sostén,
proteccion a tejidos y érganos y amacenar iores, asi como aojar células hematopoyéticas. Lo anterior
podria resumirse en dos Unicas funciones; mecanicas y metabdlicas (Weiner, S, et al. 1999). En generd, los



procesos de biomineralizacion son poco entendidos por su gran complgjidad. Esto no es una excepcién para
el tgjido Gseo.

El hueso y diente son tglidos mineralizados con sales de carbonato de hidroxiapatita (CHAp), una sa no
estequiométrica de la hidroxiapatita (HAp) minera cuya formula quimica €s Caj;o(POs)s OH,, CON uN
contenido promedio del ion COs* entre & 5y 8%. La razén del estudio de la presencia o ausencia de la
concentracion y posicion de este ion en la estructura del biomineral, radica en que le confiere distintas
propiedades a algunas caracteristicas como morfologia, dureza y otras (Weiner, S., et al. 1999). En ciencia
de materiales, estos tgidos son considerados, como ya se menciond, materiales compuestos, pues estan
formados por més de unafase. EI mineral presente en estos tejidos, puede variar sus propiedades, seguin los
iones incluidos, y esto forma parte de uno de los grandes temas actuales de investigacion. Otro de los
fendmenos no comprendidos es como la fase biopolimérica nucleay se asociaa policristal.

Celda Unidad y Microcristal del Carbonato de Hidroxiapatita

No se conoce exactamente la forma de los cristales de CHAp en huesos y dientes, se han considerado las
formas de placas y agujas sin que ninguna cuente con el consenso general. Hay investigadores que proponen
gue la morfologia de los cristales depende del procedimiento de obtencion de los mismos. (Carter, G.
Joseph. 1990).

En términos de la celda unidad (Gpo. espacia P&/m; No. 176), su composicion ionica es muy variada,
posee una simetria hexagonal (Figura 6), que en la parte méas externa tendria seis calcios connimero de
coordinacion 9 (denominados calcio tipo 1) vy, d interior de estos, tres calcios con nimero de coordinacion
Siete (calcios tipo 2), en medio de todos ellos hay iones hidroxilo considerados de poca estabilidad
(Eanes,E.D. 1979).

CALCIO (1) Iones OH

FOSFATG——*

CALCIO (2)

Figura 8. Modelo de cristal de apatita. Se presentan los distintos tipos de calcio (1 y 2 como nimero de coordinacion 7 'y 9
respectivamente) y los fosfatos (NC 4).

Las regiones de mayor interés son las que estén relacionadas con los posibles sitios de sustitucion de los
carbonatos que actualmente son desconocidos (Wu, Y, et al. 2002))

A los iones OH de los cristales del CHAp se les ha asignado un grupo de caracteristicas “inusuales’ a
ciertas temperaturas, como son la conductividad i6nica y la susceptibilidad eléctrica (Reyes-Gasga,J et



al.1999). Estos fendmenos han sido estudiados ampliamente en esmalte dental, € cual esta compuesto por
CHAPp en cerca de un 95% (Simmer, J.P., Fincham AG. 1995) y son hasta ahora dudosos.

Apatita en Hueso y Diente

El hueso provee a plasma sanguineo (Guyton,1989) de iones para poder mantener la homeostasis del
organismo a partir de hormonas. La informacion acerca del funcionamiento homeostatico en e hueso no es
reciente (Ochoterena, I. 1945) y la literatura lo confirma. Los sistemas de integracion ionica a plasma no
solo contemplan la reabsorcion de sustancias por sistema excretor sino también la integracion de materiales
presentes en hueso, sin haber a nuestro alcance una definicion clara de si esta reinsercion ésea de iones, esta
relacionada con la fase amorfa o la fase cristalina (Vaughan, J.M. 1970). Todos estos sistemas de control del
mineral éseo no son conocidos completamente, por la organizacion organico-inorganico. Otro factor que
dificulta estos estudios son las fases inorganicas que no son cristalinas. Al referirse a la interaccion de
amorfos con materia cristalino, no solo nos referimos a la coldgena tipo | y a carbonato de hidroxiapatita
sino a otros inorganicos también como los posibles precursores del mineral 6seo y desde luego también a
otros tipos de proteinas, que se considera, estan relacionadas a la sintesis biol6gica de este tgjido (Carter, G.
Joseph. 1990).

Colagena Tipo |

La colagena tipo | es una de las proteinas caracteristicas del tgjido 6seo (Rossert, J. & de Crombrugghe, B.
1996) y esta altamente preservada en los distintos grupos de vertebrados y esta presente en una gran
variedad de invertebrados (Adams, E. 1978). El conocimiento de las caracteristicas estructurales de los
biopolimeros que se asocian a los biominerales, nos permite proponer mecanismos de nucleacion y
crecimiento de cristales de origen biolégico. La colagena tipo | nos lleva a acercarnos al grupo de
mecanismos que originan e tegido 6seo pues muchos autores proponen que la nucleacion de los bnes
inorganicos, como en hueso o diente, se da en esta compleja macromolécula (fig. 9), aunque hay muchos
model os de asociacion entre las fibras de colagenay los cristales de Carbonato de Hidroxiapatita (Glimcher,
M.J, et al. 1957, Weiner, S. & Traub, W. 1986).

Hgura 9. Modelo helicoidal de Glicina-Prolina-Hidroxiprolina. Vista perpendicular a eje longitudinal de las cadenas; la unién
de tres de estas cadenas formala colagenatipo |, esta unién es mediante puentes de hidrogeno.



Cascar 6n de huewo de aves

Los cascarones de huevo de ave son los biominerales més estudiados, pero no estén entendidos. Estas
estructuras complejas estdn compuestas por 4 elementos estructurales principales que son: 1. capa
organica, 2. capa de conos, 3. capaen palizaday 4. capa cristalina (ver figura 10).

HU: 15K 0. 29400

Figura 10. Esta micrografia de Barrido muestra en detalle las distintas capas en un cascarén de huevo de avestruz. A) Capa
orgénica, B) Capade conos, C) Capaen palizaday D) Capa cristalina (Tormedo de Feng Q. L. 2001).

El contenido mineral de este material es calcita, aunque algunas personas han reportado también apatita
(Mann, S, 2001). La fase biopolimérica estd compuesta por péptidos (ovocleidina, ansocalcina, ovocalixina,
€fc), y quizés por proteoglicanos, que son semejantes a los del huevo de ganso y gallina. La proteina posee
aproximadamente 132 aminoacidos y es rica en cisteina (Mann K y Siedler F, 2004). Para la sintesis de
materiales hibridos, esta estructura resulta de gran interés, debido a que los cristales se sintetizan de forma
ordenada y con tamafios predeterminados a una tasa de » 5.0 g/dia (Mann, S. 2001). La forma en como
interactla la fase polimérica y la fase cristalina no es aln conocida. También resulta interesante que la
edtructura se genera en un medio no celular (en € fluido uterino, en la porcion distal del oviducto). Parece
gue e proceso de mineralizacion inicia con € depdsito de calcita sobre materiales organicos en la
membrana organica del huevo. Posteriormente el crecimiento de los cristalitos es radial y debido al
acelerado crecimiento se genera una estructura columnar compacta (Nys, Y ., et al, 2004)

La Ceda unidad de la Calcita (CaCO3)

Esta estructura cristalina con grupo espacial R3c (hexagona) es de suma importancia para la biologia
(Figura 11). Su importancia radica en que es la fase inorganica mas exitosa en los sistemas biologicos. Las
estructuras que forma pueden ser estromatolitos, cascarones de huevo conchas de moluscos y crustaceos.
Algunos autores opinan que en & origen de la vida, la concentracion de Ca™ en € océano donde la vida
inici6, fue extremadamente baja y da origen a la concentracion intracelular de C&* (» 100 nmol LY). Es
importante mantener las bgjas concentraciones de Ca ya que € ion Cat+ interacta muy facilmente con las
partes de las macromoléculas que son oxidantes causando enlaces entre estas, desestabilizando la
maquinaria celular. La posibilidad de enlazarse a las macromoléculas y otros iones se debe quizés a que sus
electrones estan poco locaizados debido a una estructura electronica esférica ([Ar] 4s?) y radio ionico

relativamente grande (» 1.94 A). (Degens, ET, 1989).



Es importante en la estructura de la calcita la presencia del ion COs>. Este ion es triangular casi plano y
tiene un par electrénico resonante (Yang, L., et al., 2003).

CaCO, & MnCO,

S.G. R3¢ (No. 167)

hexagonal
CaCO; (calcita): MnCO, (magnesita)

a=4.9837 A a=4773 A
c=10.192 A c=10.192 A

Figurall. Estructura de la calcita en forma de poliedros de coordinacién. Los poliedros de coordinacion 8 (rojos) corresponden
al calcio y los de coordinacion 3 (azules) a carbonatos. El gje ¢ de la celda unidad es perpendicular a las caras de los triangulos

del carbonato. i
Exoesqueleto de Camar 6n

El exoesqueleto de camardn esta compuesto principalmente por afa quitina, proteinas, glicoproteinas y
regiones mineralizadas de CaCOs. Este material es relativamente sencillo y por lo tanto Util para estudiar el
fendmeno de biomineralizacion. Lo que lo hace extremadamente sencillo es la composicién macromolecular
de alfa quitina (Figura 12) y cuya fase mineral es calcita presentandose como manchas color blanco, y cuya
fase amorfa (Mikkelsen, et al. 1997).es un carbonato de calcio amorfo y se presenta como manchas de color
café.

o _ ;
Fgura 12. Modelo de a-quitina, basado en la celda unidad de la alfa quitina; los colores son Rojo-oxigeno, verde-carbon, azul-
nitrégeno y blanco-hidrégeno.



Aunque es més sencillo que los otros biominerales, su complejidad sigue siendo un obstaculo para conocer
los fendbmenos que subyacen esta mineralizacion. La fase mineral, esta compuesta por cristales de calcitay
otros minerales amorfos que no han sido completamente estudiados.

Se han reportado otras fases cristalinas que son también derivadas del CaCO3z; como la icaita (ikaite) y €
CaCQ; hidratado.

Lo interesante de los estudios de mineralizacidn en exoesquel etos de crustéceos es que discuten las partes
fundamentales del sistema que controla € crecimiento de la fase minera (Mikkelsen, et al. 1997). Es
importante recalcar que la calcita prefiere crecer en forma de romboedros pero a interactuar con la fase
biopolimérica se generan estructuras esferoides. (Jimenez-Lopez, C, et al 2003).

Biosilicificacion (Diatomeas)

La macromolécula que determina la mineralizacion de SO, en sistemas biol6gicos no es alin conocida. Los
materiales derivados del silicio tienen importancia especial por sus usos en electrénica, su alta resistencia
mecanica, su uso para la sintesis de ceramicas, etc. Conocer cdmo se forman estas estructuras biol6 gicas
traera la posibilidad de diseflar materiales nanoestructurados (Bai J., et al, 2004). Por su estructura interna,
los minerales de silicio se dividen en dos grupos:

a) Los cristalinos como e cuarzoy
b) los amorfos como el 6palo.

En las diatomeas d SO, solido no es cristalino, sino amorfo como en e dpalo (Figura 13).

Figura13. Modelo de la estructura interna del épalo. En este mineral, aungue los poliedros de coordinacion 4 del SiO, poseen la
misma estructura que en el cuarzo, no hay orden cristalino (periodicidad). Podria ser que esta falta de orden fuera aprovechada
por las macromoléculas paraformar el solido.

Hasta e momento no hay un modelo para la interaccion entre la fase cristdina y la fase biopolimérica en
diatomeas y tampoco se ha demostrado qué molécula es la responsable de esta mineralizacion, aungue
algunos autores han propuesto que debe ser una molécula con regiones aminadas o por |0 menos con
regiones de pH basico (Perry CC and Keeling- Tucker T, 2000, Kréger, N., et al., 2001, Cha, JN. et al,
2000).

En estas moléculas se dan las condiciones para que e Si(OH)4 (&cido ortosilicico) polimerice hasta formar
Opal o segln las siguientes reacciones comenzando con el acido silicico (Si(OH)4) disuelto en agua:



Si(OH),+Si(OH);0" — (OH),Si-O-Si(OH)-+OH "~ (1)
SilOH ) O +acido disilicieo = acido tnsilicico +OH (2)
b

SI(OH ) 4+ (acido disilicico ) —acido tnsilicico +OH (3)
SitOH O +acido tnsilicico — acido tetrasilicico +OH -~ (4)

acido disilicico + acido dislicico = acido tetrasilicico +OH - (3)

Si{OH)+{Ohigomero ) = Oligomero+OH (6)

Figura 14.Reaccion de polimerizacion del Si(OH),. Obsérvese que se desprotona el acido ortosilicico Si(OH), ; 1o queimplicaque
son necesarios en este medio los radicales OH™ o un pH mayor a7.
Posibles macromoléculas responsables de la biosilicificacion del SIO,

En los afios recientes se han identificado tres tipos de macromoléculas que son candidatos para redizar la
biosilicificacion en las algas diatomeas:

El primer grupo (en agas) es € de las N-metilpropilaminas o LCPA (Long Chain Polyami nes). Este
grupo de poliaminas poseen una porcion similar a la estructura de las putrescinas y esta unido
covaentemente alas silafinas (Fig. 15).
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Figura 15. Poliamina de cadenalarga. En el recuandro verde, la seccién parecida ala putrescina.

El segundo grupo (esponjas) corresponde a las Silicateinas (Silicatein-a) que son proteinas del tipo de la
Catepsina. Estas contienen un arreglo repetido de multiples hidroxilos (en realidad hay tres tipos, a, b y g,
la de mayor concentracion es la a y las tres son muy semejantes en sus secuencias). Estas estructuras
pueden promover la condensacion de silicatos y de polimeros de siloxano (siloxane) organicamente
modificados, provenientes de los alcdxidos de silicio. La diferencia entre esta molécula y las otras, es que
para esta si existe un modelo de reaccion quimica para la formacién de 6palo (a pH neutros y condiciones
normales de presion y temperatura).La silicateina a se distingue por tener una secuencia de aminoécidos
hidroxilados serinay tirosina. Un gjemplo de secuencia de esta molécula es la Ser-Ser-Cys-Thr-Tyr, Ser-
Ser-Arg-Cys- Ser- Ser- Ser-Ser, que posee una gran cantidad de ? OH y también tioles.

El tercer grupo (diatomeas) es el de las Silafinas (Fig. 16). Se identificaron tres tipos: SilafinalA; (S1Aj),
S1A, y Silafina2 (S2). SilafinalA; (S1A;): Este tipo posee tres polipéptidos casi idénticos,




ricos en lising, arginina y serina. SilafinalA; (S1Az): Es igual ala S1IA con una repeticion adicional del
t| pO S].A Silaffin-1A4
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Figura 16. Moléculas de Silafina. Los aminoacidos estan representados por el cédigo de letras. Las modificaciones de las lisinas
son las cadenas |aterales. El tercer tipo parece no tener gran implicacién en la biomineralizacion. Esta molécula posee las LCPA.

No se sabe si estas moléculas tienen una estructura de alfa hélice o de hoja beta. Tampoco se sabe como es
la interaccion de estas moléculas con la fase inorganica o € é&cido silicico, aunque existen modelos donde
una parte de la superficie del SIO, se integra en € poliedro de coordinaciéon del Silicio oxigenos de la fase
biopolimérica (Figura 17).
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Figura 17. Modelo de interaccion SiO, y la pared celular en una alga diatomea (Tomado de Perry CC and Keeling-Tucker T,
2000).

Los logros més considerables en el desarrollo de nanoestructuras de silicio han sido las microesferas de

S0,H,0 (6palo) y algunas microfibrillas de este mismo materia. En € primer caso de las microesferas
es inconsistente que se desee comparar 1o biolégico con lo geoldgico, pues en mineraogia también se

encuentran microesferas (figl8 ay b). La Unica diferencia clara entre e biomineral de SiO,H,0 (6palo)
y e inorgénico es € tamafio de las esferas. Nada que se pueda comparar a las complejas estructuras
sintetizadas por la misma naturaleza bioldgica (Fig 18).



Figura 18. Esferas de 6palo (SiO,xnH,0). A) Procedentes de un mineral (obtenida de http://minerals.gps.caltech.edu/#Silica) y
B) de la precipitacion de Si(OH),4 mediante silafinas (barra= 1.0 nm). Puede observase que la Gnica diferencia es el tamafio.

Figura 19. Dos gjemplos de agas diatomeas. A la izquierda Gomphonema mexicanum (Grunow) y a la derecha Aterinella sp.
Nétense las pequefias estructuras de SiO, en forma tubular con contenido de materia organica del organismo (a) de Nélida

Abarcay b) de http://www.oceanproaguatics.com/shop/images.

Paosiblesinteracciones Si? Orgéanico

La importancia de conocer los enlaces asociados a Silicio y ala porcién organica radica en la posibilidad
de generar nanomateriales de silicio, hasta el momento no desarrollados. Las posibles interacciones entre la
fase de Opalo y la macromolecular son de gran importancia para poder generar un modelo de interaccion.
En este caso existe un problema para la determinacién de esta interfase, el cual consiste en que las bandas
de FT-IR para SIO, - H,0 se tradapan con todas las bandas de los organicos (Tabla 3). Otra dificultad en €l
andlisis de los sistemas Si? Organico es la complejidad de estas



Tabla 3. Frecuenciasen €l infrarrojo para cuarzoy organicosrelacionados a algas diatomeas (K ovac
N, et al. 2004, Coates, J 2000, Leandro, S, et al. 2003).

Bandas I norganicas Numero de onda (cm” ) Tipo de enlace
En € cuarzo » 777
527 S
470 } Union SFO-Si
lon Silicato S0, * 1100-900
lon Fosfato PO,’ 3 1100-1000
SOH 945
Tetraedro SiO4 1100, 471
Banda Orgéanica
Amidal 1652 Cc=0
Amidall 1554 N-C=0 **:-N

Organo-silicatos

950-400, etc Interaccién buscada

estructuras (Figura 20) que, como podra suponerse, en las diatomeas resulta ain mas complgjo que en los
Otros casos.
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Fig 20. Estudio por FT-IR de diatomeas (Tomado de Kovac N, et al 2004) de dos distintos meres. Obsérvense las bandas que
diferencian a cada espectro.

Cristales Liquidos en la membrana de axones mielinizados

Muchas enfermedades derivadas del sistema nervioso periférico y centra (e.g., enfermedad de Diente de
Charcot-Marie y esclerosis multiple, respectivamente) estan relacionadas a la degeneracion de la mielina.
Un nuevo acercamiento ve a la membrana de la cdula de Schwann como una superficie de contenido
quimico estequiométrico y de gran orden molécular 1o quela hace tener caracteristicas de un cristal liquido
(Trapp, B.D. et al., 1995, Scherer, S.S. 2000). Son consideradas asi por que tienen moléculas especificas
localmente como en dominios moleculares (Schrer, S.S. 2000). El uso de AFM para generar imégenes y
mapas de fuerza es Util en la obtencion de datos sobre la estructura interna de estas células, la cual es
altamente complegja. (ver figura 21).
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Fgura 21. Esquema de axén mielinizado. En estaimagen se muestrala regién del nodo de Ranvier.

Estas células también poseen una gran complgjidad estructural por los dominios moleculares y también por
las bandas que poseen estas celulas (Fig. 22). Estas bandas son vistas en axones periféricos y del sistema
nervioso central (Figura 22). Se cree que estan compuestas por una molécula llamada caveolina-1.

Figura 22. Imagen de axones del sistema nervioso central con dominios en las membranas de la mielina (De: Del Rio Hortega, P
1992).



OBJETIVOS

Proponer un modelo para explicar la relacion entre la estructura y las propiedades de materiales de origen
bioldgico con estructuras cristalinas y amorfas. En este trabgjo fueron empleados huesos de mamifero,
cascaron de huevo de avestruz Strutio camelus, exoesgueleto de camardn Penaeus aztecus y diatomeas
Nabicula pelliculosa.

Proponer un modelo para explicar la interaccion hibrida (organico-inorganico) haciendo énfasis en los
sitios de union entre € biopolimero y lafase cristalina

Identificar en las membranas de las células de Schwann dominios de propiedades mecanicas.



2. Materialesy M étodo

2.1. Diffraccién de rayos X (DRX) para polvos

Para la DRX las muestras fueron pulverizadas en un mortero de &gata y puestas en un postamuestras de
vidrio. Los cascarones de huevo de avestruz fueron tratados como muestras con simetria plana, para
determinar si |os cristales estan orientados preferencialmente y en quén plano lo estarian.

Se empled un difractdmetro Siemens D5000, radiacion CuKa (35 kV, 25 mA), gonidémetro vertica fijo,
monocromador de grafito y contador por centelleo fueron usados. Los datos se colectaron usando un
tamafo de paso de 0.5° sobre un rango de 10°-70°, para 2?. Paralos patrones de DRX en los que se aplico
e méodo de refinamiento de Rietveld € tamafio de paso fue 0.02°, 10s contando cada paso (modo de
paso/barrido). Esta técnica fue usada para estudiar muestras de cascaron de huevo de avestruz en su
interior y exterior, bgo tratamientos térmicos, asi como la membrana organica del cascarén.
Exoesquel etos mineralizados de camardn mexicano fueron analizados también.

El método Rietveld implemetado para el programa FULLPROF fue usado (R.A. Young (Ed.) 1993) para
refinar las estructuras cristalinas (RodriguezCarvga, J. 1981). Una funcién pseudo-Voigt modificada por
Thompson, Cox and Hastings (Thompson, P 1987) fue elegida para generar los picos de difraccion. Los
siguientes 19 parametros independientes fueron refinados con el grupo espacia R-3 ¢ (No. 167): punto
cero, factor de escala, tres coeficientes del polinomio para e fondo, tamafio de la celda unidad, ancho a la
mitad del pico, pseudo-Voigt y pardmetros de asimetria para la forma del pico, la posicion, factores
térmicos de isotrpia, paralas capas internas, y dos parametros de orientacion preferencial de acuerdo con la
funcion usada en los refinamientos Rietveld, para la capa externa, donde sigma es €l angulo entre € vector
de orientacion preferencial [001] y la direccion normal a los planos de difraccion (figura 23 en técnicas

usadas).

2.2. Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Para esta técnica se usd un microscopio electronico de transmision TEM 100CX JEOL. Las piezas fueron
cortadas con una hoja de diamante para hasta tener un grosor de 250 a 500 pm. Posteriormente fueron
pulidas con papel de carburo de silicio, Nim. 1000 y agua, hasta obtener un grosor de aproximadamente
100 pum hasta que un pequefio hoyo se formo cercano al centro. Entonces la muestra fue suficientemente
delgada para observacion mediante MET. Después las muestras fueron cubiertas con una capa de carbon
de» 20 nm paradisminuir € dafio y evitar que se carguen eléctricamente debido al bombardeo e ectrénico.

2.3. Microscopia Electronica ce Barrido de Bajo Vacio (MEBBV)
Las muestras se fijaron en € portamuestras mediante una cinta de carbon sin ningan tratamiento adicional.
Un microscopio LVSEM JSM-5900LV fue usado. El microscopio trabgjé a un vacio de 1-250 Pa (0.01-

2.5 Torr) y un voltge de aceleracion de 520 kV. Con este instrumento se hizo paralelamente andlisis
guimico mediante espectroscopia de energia dispersiva (EED) con una resolucion de 61 eV.

2.4. Microscopia de Fuerza Atomica (MFA)



Exoesgueleto de Camardn. Se ocupd un microscopio JEOL Scanning Probe Microscope (JSPM-4210).
Las muestras fueron lavadas con agua destilada y puestas directamente para su observacion. EI modo de
contacto fue usado para obtener las iméagenes.

Axones mielinizados. Las fibras fueron estudiadas en solucion fisiolégica de PBS con microscopio a
furerza atdmica “3D-MFP’ (Atomic Force Microscope, Asylum Research, Santa Barbara, CA) acoplado a
un microscopio Optico. Puntas triangulares (forma de V), 115 um de longitud y 17 pum de ancho
(NanoProbes, Digita Instruments, Santa Barbara, CA) fueron usadas. La constante de resorte fue 0.072
N/m. Se realizaron mapas fuerza de 64x64 pixeles y 32x32 pixeles. Se usaron neuronas silvestres y
mutadas P22

2.5. Calorimetria de Barrido Diferencial (CBD)

Calorimetria de barrido diferencia (CBD o en ingl. DSC) fue llevada a cabo en un Therma analysis
System 9900, Du Pont 910 (médulo para CBD). El rango de calentamiento fue constante (10 °C / min) en
atmosfera de aire. Las muestras de nuestros materiales siempre pesaron entre 1.0 y 2.0 miligramos.

2.6. Espectroscopia Infrarroja (FT—IR)

Las muestras fueron molidas y mezcladas con polvo de KBr (relacion 100:1) y comprimidas en pastillas.
Se uso un espectrometro Nicolet 680 FT—IR.

2.7. Modelos Fisicoquimicos con Hyperchem (MF)

Hueso: Modelo Molecular. Fragmentos de superficies de hidroxiapatita fueron construidos mediante
ATOMS Version 6.0 (de Shape Software) para Windows extendiendo y editando la celda unidad. Los
fragmentos resultantes representan los planos (100) y (001) y tienen aproximadamente un tamafio de

38 32y 32 27 A. Parael modelado usamos los modelos de un plano (100) y dos (001) del lado en que son
ricos en fosfato y calcio respectivamente. Se usO la mecénica molecular MM+ incluida en e paguete
HyperChem Version 5.1 package (de HyperCube Inc., Canada). Como modelo de colagena se usd un
nanopéptido  Gly- L-Pro-L-Hyp-Gly-L-Pro-L-Hyp-Gly-L-Pro-L-Hyp con terminaciones en forma de
Zwitterion y con estructura a-helicoidal. Se selecciond € modelo de cristal y se import6 a la ventana de
HyperChem. Los modelos de cristales fueron congelados y la geometria de la parte peptidica optimizada.
Se uso e agoritmo de gradiente conjugado Polak-Ribiere y un gradiente de minimos cuadrados de 0.01
kcal A' moll. Para encontrar posibles conformaciones de minima energia se probaron distintas
orientaciones de las moléculas sobre los planos cristalinos asi como dindmica molecular para relgjar las
estructuras ya optimizadas (tamafio de paso, 0.001 ps; tiempo 1.5 ps; temperatura de la simulacion, 300°
K).

Exoesgueleto de Camar 6n: Modelo Molecular. Fragmentos de superficies de calcita (100), (001) y (104)
(Trigonal, space group R 3 c, No. 167) fueron construidos mediante ATOMS Version 6.0 (de Shape
Software) apara Windows extendiendo y editando la celda unidad. Estos planos fueron puestos a interactuar
con tres unidades triméricas de a-quitina (Ortorombica, GE P2:2,2;). Las moléculas organicas fueron
puestas a interactuar en distintas conformaciones con respecto a los planos. Para los planos (104) dos
configuraciones; paralela y perpendicular, fueron usadas. En éstas, las moléculas organicas fueron puestas
con sus ges longitudinales paralelos o perpendiculares a la direccién (010) de la calcita. Los modelos de
cristales fueron congelados y |a geometria de la parte orgénica optimizada. Se uso el agoritmo de gradiente
conjugado Polak-Ribiere y un gradiente de minimos cuadrados de 0.005 kcal A mol y dindmica



molecular para relgar las estructuras ya optimizadas (tamafio de paso, 0.001 ps y una temperatura de la
simulacién, 300° K).

Biosilicificacion

Experimental. Cultivos axénicos de Navicula salinarum en distintos momentos de desarrollo fueron
proporcionados muy amablemente por el Prof. Engel G. Vrieling y Han Van deer Strate (Marine Biology,
U. Groningen, Holanda). Los experimentos de FTIR fueron hechos en e Depto. De Quimica Universidad
de Aveiro, en Portugal por la Profra. Ivonne Delgadillo. Se uso un espectrometro Bruker |FS-55)

Simulacion Fragmentos de dpalo y &cido silicico construidos mediante Hyper Chem 5.1. con un tamafio
aproximado de 8 8x2A se usaron para hacerlos interactuar con las moléculas. Se usd la mecénica
molecular MM+ incluida en el paquete HyperChem Version 5.1 package (de HyperCube Inc., Canada). Los
modelos de estructuras de SIO2, S2N4 y Si(OH)4 fueron optimizados y puestos a interactuar con los
distintos biopolimeros. Se usd e algoritmo de gradiente conjugado Polak-Ribiere y un gradiente de
minimos cuadrados de 0.01 kcal A* mol?. Se usd una dindmica molecular para relgjar |as estructuras ya
optimizadas (tamafio de paso, 0.001 ps; tiempo 1.5 ps; temperatura de la simulacion, 300° K).

El andlisis se desarroll6 con varios model os de biopolimeros (ver tabla4).

Tabla 4. Esquema del proceso de simulacion de tres tipos de moléculas reportadas como
bioslicificantes. En cada caso se hace una evaluacion de las posibles conformaciones secundarias
(paso 1) de las moléculas. Esta es dependiente de su naturaleza quimica, por gemplo, s una es de
caracter aminoacidico, se prueban conformaciones alfa 'y beta.

Characteristics Silicatein (aminoé&cidos), Silafin y LongChain Polymaines

Encontrar en la molécula:

1. MM+ Moléculasola . , . .
1. unaconfiguracon de minima energia.

2. MM+ Molécula 2. una configuracion de minima energiay simular los sitios de
con’5 Si(OH)4 interaccion del (SiOH)..

3. MM+ Molécula 3. Simular un medio hipotonico de (SIOH)4

con 5 Si(OH)4y Agua 4. Extraer de las simulaciones las porciones interactuantes con €l
4y 5 PM3 (SiOH)a.

Fragmento de 5. Simular los espectros FTIR de lainteraccion molécula-(SiOH),

molécula més
cercano a Si(OH)4




3. Resultados
Hueso y diente
Microscopia de Fuerza Atomica (MFA)
El tgjido con apatita se distingue por tener una baja cantidad de material amorfo y de forma general esta

asociado a fibras de coldgena. En nuestros estudios con microscopia de fuerza atdbmica de tejido dental, se
pudo observar lafase de fibras (tal vez correspondiente a colégenatipo 1) y lafase mineral (Figura 23).

i 2 4 il 8 10 12 14

Figura 23. Micrografia de fuerza atomica (trazo de deflexién) de corte de diente. L as flechas sefialan posibles fibras de coldgenay
los tridngul os probabl es sitios de nucleacion de la fase apatitica.

El andlisis de la microestructura de este tegjido no se hace aqui pues es una de las estructuras mas estudiadas
debido a su importancia médica. Con esto se quiere decir que las descripciones de la miscroestructura
pueden encontrarse facilmente en revistas especializadas en linea.

Otro de los aspectos importantes de estos tejidos (de Apatita-coldgena tipo 1), y que son discutidos en este
trabajo son las interacciones entre ambas fases.

Calorimetria de Barrido Diferencial (CBD)

Uno de los resultados més importantes de este trabagjo se obtuvo mediante la CBD (o DSC). Las muestras
estudiadas son huesos y distintos extractos de colagena tipo | (ver Figura 24). Los picos exotérmicos se
consideran agqui como debilitamiento de enlaces entre las fases (cristalinay amorfa). En hueso (Figura 22A)
son los picos exotérmicos a» 345° Cy & hombro a » 445° C.

Para la colagena tipo | de hueso y la comercia (Figura 22B y C) respectivamente las exotermas
caracteristicas estan a aprox. 180° C (para C), 210 °C (para B), 300 ° C (C), 350° C (para B), 500° C (para
C) y 550° C (para B) (obsérvese que normamente la coldgena Sigma reacciona a 50°C menos que la
extraida del hueso).

No se pone el termograma de la apatita por que sus transiciones térmicas son a mas de 1000°C (» 1300°C).
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Figura 24. DSC de hueso y distintos extractos de mlégena de este. A) Hueso sin tratamiento, B) Colagena extraida por
calentamiento C) Colégenatipo uno comercia (Sigma-Aldrich C-9879) y D) Lineabase.

Este resultado puede deberse a la interaccion de la parte amorfa con la cristalina. Esta observacion s basa
en e hecho de que la temperatura de reaccion maxima de la colédgena es cercana a los 500°C y al estar
asociada alafase minera esta disminuye hasta » 340° C manteniendo el valor de DH casi constante, que en
este caso es de » -8.0 kJg. Esto quiere decir que la colagena tipo | que se quema en e hueso, reacciona
antes que la misma molécula sin estar asociada a la fase mineral.

Espectroscopia I nfrarroja

Mediante esta técnica se identificaron las bandas relacionadas a la parte protéicay la parte mineraizada en
el tgjido 6seo (Fig 25 hueso) y en €l extracto orgénico (Fig 25 colagena extraida de hueso). Con este andlisis
puede verse un aumento de la barda de la amida Il (»1200 cnt %) y un aumento en la Amida Il (»1550
cm’ 1) en relacion a la amida | 1680 cm’ 1), es decir, en @ extracto organico la amida | y Il son muy
semejantes, mientras que en el tejido 6seo la amida |l es claramente mayor ala amida ll. Esto sugiere una
interaccidn entre los planos cristalinos de la apatita con porciones de la proteina quizas relacionados, a su
vez, a enlace peptidico (ver también &l apéndice de FT-IR para biopolimeros aminados).
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Figura 25. FT-IR de hueso, de colagena comercial y colagena extraida de hueso. A la izquierda puede verse el FTIR de la
colagena extraida con la aparicion de la banda de la amida 111 (»1200 cm’ *) y un aumento en la Amida Il (»1550 cn? ) en
relacion a la amida | (1680 cmy’ %). Esto puede dar indicios de la interaccion HAp? Colégena tipo |. A la derecha una
ampliacién del cuadro discontinuo con una representacién del enlace peptidico y lassefiales amida.

En e estudio del tgjido 6seo mediante FT-IR se observan cambios en las amidas |1 y [l (Fig 25). Son dos
bandas (ver Apéndice 2) que estan relacionadas a los egtiramientos fuera del plano para N? H,y
estiramientos de N? C del enlace peptidico (esquema del enlace peptidico a la derecha). Esto querria decir
tal vez que la interaccion hibrida que da lugar a la union apatita-coldgena modifica alguno de estos
enlaces. Lareduccion delabandaamidall (Figura 25 derecha) en hueso identificariacomo probable sitio
de interaccion alaregion del enlace peptidico.

M odelos Fisicoquimicos con Hyperchem

En los model os de HyperChem para determinar |as posibles interacciones del nanocristal de Apatita con la
fase colagénica se pudo observar que la energia de interaccién favorece al plano (001) rico en calcios. Esto
implica que en este modelo |a fase polimérica deberia tener cargas negativas, aunque fueran parciaes. En
este sentido, € modelo colagenoide ofrece los ? C=0 del enlace peptidico para acercarse a los Ca tipo 2
del plano de la apatita.

Las probabilidad de interaccion entre los modelos de colagenay apatitatuvieron el siguiente orden:

(100) < (001)PO,*’ < (001)C&™* (ver Figura 26a-c)



Estos resultados son consistentes con la modificacion de la banda relacionada a la amida 1l (Fig 26). Lo
que podriaindicar que esta interaccion Ca?* y parte del enlace peptidico se daen € tejido 6seo.

Figura 26. Fragmentos del modelo de interaccion Apatita-colagena para MM+a-c) y modificacion del enlace peptidico (d). (a)
Modelo del plano (100), (b,c) modelos de los planos (001), con fosfatos (b) y lados ricos en calcio (c). Lafigura (d) es un modelo
de lo que ocurre con los electrones del enlace peptidico a interactuar con la fase cristalina, especialmente con |os planos ricos en
calcio; o que es consistente con el estudio calorimétrico y deinfrarrojo.

Cascar 6n de huevo de avestruz

Diffraccion derayos X (DRX)

En e cascardn de huevo de avestruz se observan dos distintos difractogramas que corresponden a la parte
externa o cristalina y a la interna de conos y palos (Figura 25 izg. y der. respectivamente). Es posible
observar que la disposicion de cristales en la parte externa sea muy distinta a la parte interna. En el exterior,
el gecdelos cristales es perpendicular ala superficie del cascardn.

En € interior, este gje es pardelo a la superficie. Posterior a calentamiento de la muestra hasta 550 °C €l
arreglo de los cristales cambia. Los cristales del interior se ordenan de igua forma que los cristales del

exterior (Fig 27y 28).
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Figura 27. DRX de polvos en cascarén de huevo de avestruz. En ambas gréficas la linea sélida corresponde a resultado del
refinamiento Rietveld y las cruces sobrepuestas a este, el resultado experimental. Del lado izquierdo, la capa externa o cristalina
del cascaron de huevo y a la derecha la capa interna o capa en palizada y de conos. En la parte inferior la diferencia entre €l
refinamiento y lo experimental y las lineas vertical es corresponden alas reflexiones de Bragg.
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Figura 28. Esquema de las distintas capas del cascarén de huevo de avestruz antes y después del tratamiento térmico. Lafoto ala
derecha de MEBBYV.
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Figura 29. DRX de polvos en cascarén de huevo de avestruz bajo tratamientos a distintas temperaturas. Se observa un
ordenamiento de los cristales al aumentar la temperatura.

Microscopia Electrénica de Transmision

En MET, se observan cristales rodeados de un polimeo (figura 30 A y B) que le confiere estabilidad al
cristal cuando interactta con €l haz electronico.

Figura 30. Micrografias de MET de muestras de cascaron de huevo de avestruz sin tratamiento. Los cristales de calcita
corresponden a bs regiones de cono y en palizada. A) Esta imagen de campo oscuro muestra cristales en una envoltura
polimérica. B) En esta imagen de campo claro se muestra un cristal asociado a un biopolimero (flechas blancas). En este caso, el
polimero le confiere estabilidad al cristal de calcitaante el haz de electrones.



Microscopia Electronica de Barrido de Bajo Vacio (MEBBV)

En estas imagenes de MEBBYV se puede observar, en las capas de conos y de palizada, cierta homogenei dad
gue posiblemente es dada por el biopolimero. Esto es posiblemente un indicador de que la mineralizacion es
mediada por esta macromolécula alin no descrita. Sorprendentemente al ser tratada térmicamente hay un
arreglo de la estructura (Fig 31). Este arreglo es coordinado quizéas por € biopolimero en combustion.

Figura31. Micrografias de MEBBV de cascarén de huevo de avestruz sin y con tratamiento. A) Sin tratamiento, B) Calentada a
550° C por 30 min. C) Capa en palizada desprendida durante €l calentamiento del cascarén completo y D) Polimero fibroso de la
membrana orgénica. Para todos los casos la barra de escala = 20um

En lafigura 31 B se observala estructura del cascarén de huevo una vez tratada a 550° C lo que quiere decir
gue la parte mineral que se observa son la caras ab de los cristales de calcita. En € andlisis dlementa se
observa distinto contenido de C y N a distintas profundidades del cascarén, lo que indica tal vez que la
cantidad de biopolimero varia dependiendo de la region (ver en Articulos publicados en revistas y extensos
Heredia, et al. 2005 Mat Sci and Eng C).

Espectroscopia Infrarroja

El estudio por FT-IR muestra |as tipicas bandas para la calcita (CaCOs) estan marcadas en la Figura 32
como2-5,7y 8, paaC-H como 1Yy paralosfosfatos como 6 (Fig 32). Es notorio que la banda observada
a1655 cnt’ 1 (amidall) esté asociada a las amidas de polisacéridos y proteinas.
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Figura32. FT-IR de cascaron de huevo de avestruz a distintas profundidades. O) Capa externa, |) Capainternay M) la separada
durante el calentamiento. Bandas para la calcita, CaCOz son 2-5, 7y 8y para GH laly paralosfosfatos|a6.

Exoesqueleto de Camar 6n

Diffraccion derayos X (DRX)

En e exoesgueleto de camardn Peneaus aztecus solo se encontrd quitina-a y calcita, aunque no se desecha

la posbilidad de que e difractograma (Fig. 33) de la quitina se sobreponga a minerales amorfos
relacionados al calcio.
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Figura 33. Difractograma de rayos? X de: a) Polvo de las manchas blancas del exoesqueleto de camaron P. aztecusy b)
Difractograma de la calcita. La contribucion del amorfo se debe a la quitina-a. La mayor reflexién de la calcita correpsponde a
plano (104) aunque los cristal es tengan forma esférica.
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En este caso es importante recalcar que la estructura mineral de la calcita no es esférica, salvo algunas raras

excepciones, lo que indica que € biopolimero (quitina-a) podria controlar € crecimiento de la estructura
mineral



Microscopia Electronica de Barrido de Bajo Vacio (MEBBV)

Esta técnica muestra que la fase minera (calcita) esta en forma de esférulas muy geomeétricas de tamafios
entre 0.1y 0.5um (Fig 34).

Camaran

Figura 34. MEBBV de las esférulas de calcita del exoesqueleto del camardn P. azetcus. A laizquierda, el material cristalino
sobre la fase amorfa de a-quitina; a la derecha, ampliacién de la imagen. El tamafio de estas estructuras es generalmente entre
100-200 nm.

Microscopia de Fuerza Atdmica (MFA)
Mediante AFM, se encontraron algunas diferencias en la topografia de las muestras dependiendo de la

presencia 0 ausencia de manchas blancas. Las muestras con manchas blancas (fig 35) posee una topografia
muy irregular con surcos distinguibles.

Figure 35. Imégenes de AFM de |la topografia del exoesqueleto del camar6n en una esférula de calcita. Distintas topografias y
rasgos geométricos pueden ser encontrados dependiendo de la presencia o ausenciade cristales de calcita.

Las bandas pararelas en la imagen de MFA se deben a un efecto en e barrido. Esto se determina por que
son compl etamente paralelas.

Espectroscopia Infrarroja

El espectro de FT-IR muestra toda la serie de bandas relacionadas a la calcita 2523, 1800, 1451, 880y 719
et yalaa-quitina 3267, 2962 y 2891 cm? (Fig.36).



Bandas intensas son encontradas cerca de 1655 y 1555 cmit. Ambas son tipicas de las amidas y son los
estiramientos de |os grupos carbonilos, por ggemplo los de la quitina (?c=o, usualmente Ilamados

‘amida I'), y a dvH (‘amida I1"), respectivamente. Comparando con el espectro de la muestra sin minerales
(recuadro de la figura 36), se observa que los picos de las amidasy € estiramiento de los C-H en la muestra
con minerales son menos pronunciados. Estas diferencias pueden ser debidas a la interaccion del polimero
con e cristal (3267 cmY).
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Figura 36. Espectro de FT -IR de exoesqueleto de camardn con minerales 'y (en el recuadro) sin minerales. Se muestra toda la
serie de bandas relacionadas a la calcita 2523, 1800, 1451, 880y 719 cni'y alaa-quitina 3267, 2962 y 2891 cmi*,

M odel os Fisicoquimicos con Hyperchem

La minima energia para los distintos planos de la calcita se presentan en la tabla5b. La mayor estabilidad se
encontré en el plano (104), lo que coincide con lo observado por otros autores. El siguiente plano con
mayor energia de interaccion a la macromolécula fue € (104) pero con otra orientacion en la
macromol écula.

Tabla 5. Energias de interaccion entre distintas configur aciones macromoleculares y distintos planos
crigtalinos. El primer atomo dela lista representa una orientacion de la macromolécula en que este atomo
predomina, lo mismo para €l caso delos planoscristalinos.

Crystal face First clement from the a-chitin_ and the second clement
from the erystal plane (in keal mol')

O—Ca H—Ca H—CO -0
10 16,96 215
o1 -8.558 30,303 17285 200,162
|04 {Parallel) 205 222 456

104 (Perpendicular) 17. 10,38 -19.09




En e modelo molecular con el minimo de energia (-22.45 kcal/mol) hay dos tipos de interacciores de los
recuadros A) La de los radicales — C=0 con C&f* y B) —NH and CO3? dela Figura 37.

p

Figura 37. Ir12teracci ones crista-amorfo de la configuracion de minima energia. A) La de los radicales —C=0 con ca* yB) —
NH and CO;~



Bioslici ficacién (Diatomeas)
Espectroscopia Infrarroja

L os espectros infrarrojos del alga obtenidos experimentalmente (Fig 38, 39) muestran claramente las bandas
(o picos) caracteristicas de la amida | (esta corresponde casi exclusivamente a los estiramientos de los
grupos C=0 y su frecuencia se encuentra en el rango entre 1600 y 1700 cm’ 1. La posicién de esta banda
esta influenciada por la conformacion del esqueleto covaente y e patron de los enlaces hidrégeno), del
enlace siloxano organico, silicato o tal vez Si—O—Si (»1100 ¢’ 1) y del silanol

(S—OH) que se localiza cercade 990 cnt 1. )
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Figura 38. Espectro de FT-IR de células completas de la diatomeas Navicula pelliculosa. Se muestra la serie de bandas
relacionadas d O-S-O a 1106 y 840 cm’. La serie de bandas incluidas en la banda entre 3600 y 3000 cni® pueden estar
relacionadas con los —OH del aguay del silanolaunque de algunos polisacéridos también. La banda marcada como 3689 indica

que en esta muestra hay —OH sin puentes de hidrégeno. La banda més ancha, entre 3600 y 3000 cm! puede relacionarse a
polisacaridos y —OH del aguay del silanol.
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Figura 39. Espectro de FT-IR de las fristulas de Navicula pelliculosa. Se muestra la serie de bandas relacionadas a Si-O-Si a

1100, 1077 y 789 cmi™. La serie de bandas incluidas en la banda entre 3600 y 3000 cni* estan relacionadas con los —OH del
aguay del silanol. Sorprendentemente la banda amida | sigue estando en el estudio; su origen debe ser discutido detenidamente
pues tal vez esté relacionado alamicro- y nanoestructura de la frustula donde quedarian atrapados fragmentos del biopolimero.

M odelos Fisicoguimicos con Hyperchem (MF)

La serie de nimeros de onda de las bandas obtenidas mediante la smulacion se muestran en la tabla 4.
Estas bandas fueron simuladas poniendo en & método PM3 los grupos quimicos mostrados. Esto podria
tener errores de interpretacion por dos motivos: El primero es que aungque € método PM3 es € que mas se
gjusta alos valores obtenidos experimentalmente (manual HyperChem), estos valores no son igualesy, por
otro lado, los FT-IR de grupos funcionales no tienen influencia de otros grupos quimicos que en la
naturaleza modifican la posicién de los picos en e espectro (Fig 41).

Tabla 6. Frecuencias (en cml) obtenidas mediante simulaciones a partir de Hyper Chem 7.1. En estas

frecuencias ssmuladas puede obtener se informacion relacionada a la interaccion SiO./Si(OH),4 con la
fase molecular (entre paréntesislos experimentales).

Grupo Frecuencia (en cmi™)
S—0—C 1627.5, 841.7, 579
S—O 1030

c—O 2299

C—S 1095

S—N 1035

0—S—O 1122

S—0—S 976, 866 (1080)




Tabla 7. Energias obtenidas de los modelos de interaccion de distintas macromoleculas y los grupos

SI0,/Si(OH)a.
Characteristics  Silicatein  Aminoécidos Slarna LongChain Polymaines
dternadoss@  Polares@  aternados®  Polares b aelix b-gheet Heterogeneous Homogeneous
-433 7072 1085 -7.15n¢ -287.68 -365.86 n=5 n=7 n=5 n=7
MM+ nc Heterogeneo 1224 11576¢c  (1.5ps)
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Figura40. Simulacién dela interaccion de la silafina (Silaffin a-helix, los &tomos negros centrales corresponden a carbones de la

ésta molecula) con una moléculade silanol (Si(OH),) en solucion. Ladistancia entre ambas molécul asse sefiala con unaflechay
las moléculas de agua se representan en color verde (la energia de interaccion es ca. -3739.6 kca/mal). En esta simulacion la

importanciade los grupos amino tienen gran afinidad alos grupos silanol.
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Figura 41. Simulacion del espectro de FT-IR de la interacccion silafinasilanol (factor de correccion 0.80). La serie de bandas
relacionadas al SiO; se localizan entre los 1000 y 700 cmi*. La serie de bandas cercanas a 3360 cni' (muy pequefias) pueden
estar relacionadas con los—OH del aguay del silanol aunque de algunos CH también. Labanda a 1634 corresponde alaamidall
(1634 cmi ). Esta simulacién semeja a los resultados en el FTIR de las frastulas (fig 50) donde de la fase biopolimérica

sobresalelaamidal y un corrimiento en las bandas de | os orgéanicos.




Cristales Liquidos en la membrana de axones mielinizados
Microscopia de Fuerza Atomica (MFA)

Los axones mielinizados y desmielinizados observados mediante AFM muestran diferencias en su
topografia y estructura. Las diferencias mas notables entre |la topografia de los axones w (silvestre) y t
(tembloroso) son las depresiones de los nodos de Ranvier en losw y lafalta de estosen lost (ver Figura 42
ad).

Las diferencias en rugosidad entre ambos tipos celulares pueden relacionarse también a las estructuras
internas como puede ocurrir en otras células y especialmente en neuronas (Parpura V et al., 1993,
Radmacher M 2002, Méelling, M. et al., 2003, McNally, H A and Borgens R B 2004, Melling, M., et al.,
2001, Henderson E, et al., 1992).

En los mapas de fuerza los axones w tienen un cambio de MY en e nodo de Ranvier y en lost no se puede
apreciar regionalizacion de estas propiedades.

Figure 42. Imagenes de AFM (modo de contacto) de un axén mielinizado. La n indicanodo de Ranvier y p region perinodal. @) es
laimagen de deflexion y en el recuadro una imagen de microscopia Optica b) Es la imagen de las alturas, |as regiones mas claras
son las més altas. cy d son laimagen de deflexion y aturas, paralaregion nodal, respectivamente.

También se observan regiones con modulos de elasticidad de 22 KPa, |o que indicaria que € contenido
molecular de estas estructuras podria estar relacionado a procesos altamente dinamicos (Fig 42, 43y 44). A
estas estructuras se les llama dominios axonales o bandas de Cajal, aungue no hay realmente un acuerdo en
su nombre.
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Figura43. Dominios estructurales de la membrana de células de Schwann. Estos dominios estructurales refuerzan la tesis de que
estas estructuras son cristales liquidos. Estas estructuras son denominadas bandas de Cajal

Mapasde Fuerza

En los mapas de fuerza de dos axones, uno w y otro t se aprecia que hay diferencias en la easticidad en
distintas regiones. El ax6n es més elastico en las regiones del nodo de Ranvier y también sobre las bandas

de Caa.
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Figura44. Iméagenes de AFM y mapas de fuerza. A laizquierda el axén w y aladerecha el t. (a, b) mapas de fuerza (elasticidad,
lo més oscuro es lo més duro y 1o més suave, lo més claro) (c, d) en el modo también de mapas de fuerza (este caso la altura, 1o
mas claro eslo mas alto y lo méas bajo es o méas oscuro) y (e, f) laimagen del trazo de la deflexion.



DISCUSION

Hueso y Diente

El hecho de que se discuta la forma de los cristales de apatita en € tejido éseo y la direccion de su

crecimiento o € papel que juegan los distintos iones en su morfologia sdlo nos dice que es poco conocido
el por qué del origen de lamorfologia de los cristalitos de apatita.

El caso de lainteraccion del cristal de apatita con la parte biopolimérica no es menos compleja. Basados en
los resultados que dicen que los cristales de apatita crecen en direccion del ge ¢y los espectros infrarrojo
de cada ura de las fases en €l tgjido 6seo, podemos intuir que el calcio de la fase mineral y las regiones
aminadas de |a fase biopolimérica son de granimportancia en la interaccién hibrida. Los resultados de los
estudios calorimétricos refuerzan esta hipétesis al tener una disminucion en la ental pia de combustion de la
fase de colagena. Al existir este cambio en la entalpia de combustion de la fase de colagera se llega a otra
hipétesis de més relevancia: la fase cristalina modifica la estructura electronica de la fase de colagéna en
alguna region de electrones resonantes. Para este caso, € Unico candidato resulta ser €l enlace peptidico. El

modelaje molecular MM+ fortalece esta propuesta en dos sentidos. Uno de ellos es € crecimiento y

orientacion de los crstales de apatita que es € de minima energia y es la relacion del plano ¢ con la
moléculay por otra parte el acercamiento del C&* alaregion del enlace peptidico, que podria modificar la
estructura el ectrénica de este.

Cascar 6n de huevo de avestruz

La complgja estratigrafia del cascaron de huevo de avestruz y su contenido organico no hacen posible
alguna interpretacion rapida de esta estructura. La porcién organica puede corresponder a un polisacarido
semejante ala quitinay esto se deduce de la banda relacionada a las aminas. En caso de ser una proteina el
espectro de FTIR presentaria otras bandas caracteristicas de los péptidos. Es importante recalcar que la
presencia de esta molécula modifica la estabilidad térmica de los cristalitos de calcita a hacer
experimentos de MET. En este caso se observan cristales de calcita bien definidos que normamente estan
asociados a una capa organica. En estos experimentos se observé que estos cristalitos son mas estables al
haz de electrones, 1o que podria indicar una interaccion quimica entre la porcion organica y la inorganica.
Por otro lado, €l calentamiento hasta 550°C separa claramante a cascaron en dos capas, |0 que nos hace
creer que e biopolimero esta relacionado a lainteraccion de ambas capas.

Exoesqueleto de camar 6n

Los FTIR de esta estructura muestran las bandas relacionadas a la calcita asi como a la a—quitina.
Al comparar e espectro de la muestra de quitina asociada a la calcita 'y la que no lo esta apreciamos
diferencias en la intensidad del pico correspondiente a estiramiento C-H, que en la muestra con manchas
de mineral es menos pronunciada y se presta a una amplia discusion. Esto puede ser e resultado de la
interaccion organica—inorganica (hibrida), en la que e ambiente organico estd menos ordenado con
respecto ala quitina sin minerales, orientdndose algunos &omos hacia la superficie del cristal (por ejemplo
la banda a 3267 cnil). Esta suposicion se refuerza mediante el modelado molecular pues se encuentra que
la interaccion de menor energia (o0 de mayor estabilidad) es justamente la que reproduce esta interaccion.
Esta interaccion de minima energia resulta del plano (104) con la fase biopolimérica en los grupos O del
biopolimero con el CO3 del cristal. Esto se refuerza con los datos experimentalesen los que € primer plano
cristalino inhibido por la interaccion con macromoléculas es justamente € (104). De los experimentos de
AFM se infiere que la estructura cristalina puede estar bajo € control de la macromolecular mediante la
interaccion de estos ciertos grupos funcionales a los iones.



Biosilicificacion

Los espectros infrarrojos del alga obtenidos experimentalmente (Fig 38 y 39) muestran claramente las

bandas (0 picos) caracteristicas de la amida | y |l (estiramientos de los grupos C=0, entre 1600 y 1700

cm’ 1). Laposicién de esta banda esté influenciada por la conformacion del esqueleto covalente'y el patrén
de los enlaces de hidrégeno, del enlace siloxano orgénico, silicato o tal vez S—O—Si (»1100 cm’ 1) y del

silanol (S—OH) que se localiza cerca de 953 cm’ 1. Sorprendentemente se produce una molécula a ciertos
tiempos que interactGia con la biosilica y esto se ve por las bandas a 3680 cmt. Las energias de interaccion

de algunos grupos se presentan en la Tabla 8. En & modelado se observa unacercamiento de Si(OH), a una
region rica en >NH, lo que es otro indicio de que este tipo de enlace se puede dar. Una evidencia de que
este enlace puede estar presente, es la banda de estiramiento cercana a 879 cmi ™.

Membranas de Axones midlinizados de ratén

La neurona mielinizada es mas elastica en las regiones de Ranvier que en € resto de la estructura, 1o que se
podria deber a un tipo especifico de macromoléculas en estas regiones (e.g.canales idnicos). Esta
observacion indica que la membrana de la clula de Schwann si presenta dominios en donde es més
elastico, por lo que si presenta un comportamiento de cristal liquido.



CONCLUSION

Las estructuras estudiadas aqui son atamente jerarquicas y fueron formadas mediante la accion de uno o
varios biopolimeros bien estructurados. Estos biopolimeros posiblemente sirvan de templetes para iones
inorgénicos y en las estructuras hibridas, las regiones ligadas a aminas. Es de gran importancia, segin
nuestros modelos, la distribucion geométrica de grupos “captores’ de iones inorganicos, pues es de esta
forma que se obtiene una determinada fase mineral. En caso de que sea una fase minera no cristalina
(6palo), los poliedros de coordinacion que poseen una distribucion determinada a mayor escala es 1o que
establecera la formacion del biomineral, esto a inicio de la formacion del biomineral. En relacion a su
mantenimiento, podemos decir que también hay moléculas que permanecen interactuando con el minera
biologico para impedir su degradacion ambiental o fisiologica. Saber s una molécula que se encuentra
interactuando con un biomineral esta relacionada a su mineralizacion o a su mantenimiento es un gran
problema, pues hacer estudios dependientes del tiempo implica saber en qué momento una molécula es
mineraizaday s esta molécula permanece en € mineral a posteriori. Un gjemplo de este tipo de estudios y
gue, como se explica en e texto, es bastante novedoso es el caso de las diatomeas. En €l caso de estas algas
el estudio ofrecid resultados sorprendentes debido a que es un sistema de menor complejidad estructural.
En este sistema (lo que en un futuro puede tener implicaciones en otros biominerales) presumiblemente
hay distintos tipos de enlaces hibridos.
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