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Estudios de la matriz organica de la concha nacar del
abulon (Haliotis fulgens)

RESUMEN

La biomineralizaciéon estudia todo lo referente a los procesos y los
mecanismos que utilizan los seres vivos para formar y depositar minerales.
Es un campo de trabajo, que en los ultimos afos ha tenido un gran
crecimiento. Este reciente interés en este campo ha sido a gracias a las
implicaciones que tiene en varias ramas de la ciencia.

La biomineralizacién es un campo con una gran capacidad de
desarrollo, tanto por sus aportaciones a la ciencia basica, como por sus
futuros alcances tecnologicos. Pero aun se tiene un gran desconocimiento
sobre las unidades participantes, asi como de los mecanismos y
funcionamiento preciso del sistema. Por ello es necesario a conocer 1os
elementos que componen este sistema, para después descifrar su
funcionamiento.

En este trabajo se traté de dilucidar algunos de los componentes de la
matriz organica de la concha de los moluscos. Para ello se extrajo la matriz
organica. En ella se observan distintas macromoléculas. Nosotros nos
dimos a la tarea de aislar a alguna de ellas.

Por medio de cromatografia liquida de alta resolucidon en fase reversa,
logramos una purificacion parcial de algunas proteinas. La proteina en

mayor abundancia fue una con una masa molecular relativa de (M) 35
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000. Esta proteina fue electroeluida y posteriormente utilizada para
produccion de anticuerpos policlonales.

La producciéon de anticuerpos policlonales se realizd en conejos de la
cepa New Zealand White, inmunizandolos con la proteina de M, 35 000.
Con el suero sanguineo obtenido de los conejos, se realizaron varias
inmunodetecciones. En ellos se logré observar la produccién exitosa de
anticuerpos para la proteina de interés. Posteriormente los anticuerpos
producidos en los conejos fueron purificados con una columna de Bio-Rad
Affi-Gel Protein A. A partir del 1a.puriﬁcacic')n del anticuerpo, construimos
una columna de afinidad de sefarosa activada con bromida de cianégeno y
acoplada a los anticuerpos. De la elucion de la columna de afinidad, se
purifico una fraccion importante de la matriz organica de la concha del
abulon.

También se realizaron pruebas de cristalizacion de calcita in vitro, por
medio de la técnica de gota sedente. En las cajas de cristalizacion se les
agrego diferentes concentraciones de proteina. Por medio de microscopia
electronica de barrido, se observaron modificaciones al habito del
cristalino de la calcita. Con ello se encontré6 que la concentraciéon de
proteina utilizada tiene la capacidad de modificar la morfologia de la

calcita en concentraciones muy pequenas.
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Studies of the organic matrix of the sea shell of abalone
(Haliotis fulgens)

Abstract

Biomineralization refers to the processes and the mechanisms that living
organisms use to form and deposit minerals. This is a field that holds a
great potential of development in basic science, as well as by its future
technological scope. Current knowledge about participant units in this
phenomenon, as well as the mechanisms and precise function of the
system still obscure. For these reasons it is necessary to know and
elucidate the elements that regulate this system.

In this work we elucidated some of the components of the organic
matrix of the sea shell of the mollusks. The organic matrix was extracted
and different macromolecules isolated by means of reversed-phase HPLC.
We partially purified some protein species. The major protein species was
one with M, 35 000. This protein species was electroeluted and used as an
antigen to produce polyclonal antibodies in New Zealand White rabbits.
Antibodies were purified through Protein A affinity chromatography
column.

We have use an antibody bound to CNBr-activated Sépharose affinity
chromatography column in order to purified the M, 35 000 from the
seashell crude extract. The eluted proteins were used for in vitro calcite

mineralization tests, which were performed using the sitting drop
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technique with different protein concentrations. We wused scanning
electronic microscopy (SEM) to determine how the Mr 35,000 species
regulates the shape, and morphologic patterns of calcite crystals. The
calcite precipitates in spherulitic forms, and groups of three. Our results
showed that the protein species with Mr 35,000 regulates the morphologic

changes in calcite crystals using concentrations at the ng level.



1. INTRODUCCION

1.1 BIOMINERALIZACION: CONCEPTOS Y GENERALIDADES

La biomineralizacién es un area de estudio multidisciplinaria que
abarca tanto el terreno inorganico como el organico y que estudia los
procesos y mecanismos que utilizan los seres vivos para formar y
depositar minerales. Los biominerales llegan a ser especie especificos y
con muy distintas funciones. Este fenomeno aun no se encuentra
esclarecido por completo!?2.

Histéricamente el campo de la biomineralizacion tiene sus inicios en
la primera mitad del siglo XX. En ese momento se descubrieron y se
describieron muchos microorganismos con biominerales, muchos de
estos minerales se identificaron correctamente3, a pesar de 'que la
principal herramienta para estos investigadores fue el microscopio
optico.

En el texto clasico de D'Arcy Thompson de 1917, On Growth and
Form, él considera el secuestro, confinamiento y ordenamiento de
particulas inorganicas a un estado de equilibrio dentro de un
compartimiento protoplasmico, como un fenémeno de considerable
importancia biologicas. En 1922, F.W. Clarke y W.C. Wheeler publicaron
la primera lista de la composicion de varios minerales de origen
biolégico!. En 1930, O.B. Bgggild publicé un trabajo basado
principalmente en la ultraestructura de la concha de los moluscos.

Urist en 1962 establecio: “la naturaleza de los mecanismos locales de



calcificacion es uno de los mas importantes problemas sin resolver de la
bioquimica”.

Entre todos estos investigadores, destaca Heinz Lowenstam. En la
década de los afios 60, las investigaciones de Heinz Lowenstam,
paleoecdlogo del California Institute of Technology, uno de los mayores
promotores € iniciadores de la biomineralizacion, llevaron a descubrir
que muchos animales con habitos migratorios, como aves, abejas,
ballenas, entre muchos otros, elaboran magnetita que les ayuda a
guiarse utilizando el campo magnético de la Tierra. En 1989,
Lowenstam junto con Stephen Weiner (Instituto Weizmann, en Israel)
escribieron un libro imprescindible en este campo “On
Biomineralization”s.

La biomineralizacion se encuentra difundida en todos los reinos de
los seres vivos y se observa en 55 phyla. Estos organismos son capaces
de formar alrededor de 60 tipos diferentes de minerales. Estos
minerales se llaman en la literatura cientifica: minerales biogénicos,
bioceramicas, biominerales, biocompuestos o biomateriales. Algunos
minerales biogénicos como los carbonatos de calcio, se forman a gran
escala en la biosfera y tienen un gran impacto en la quimica oceanica,
son elementos importantes de los sedimentos marinos y de muchas
rocas sedimentarias!.24.

Los biominerales estan formados de macromoléculas (lipidos,
proteinas y polisacaridos) y minerales. Las macromoléculas encontradas
en los carbonatos de calcio se clasifican en tres grupos principales:

glicoproteinas ricas en acido aspartico, glicoproteinas ricas en serina y



acido glutamico, y en el tercer grupo se encuentran las macromoléculas
ricas en polisacaridoss. Los minerales encontrados son muy diversos,
siendo los principales los carbonatos, fosfatos de calcio, silicatos,
sulfatos, y o6xidos’. Ejemplos de estos organismos que contienen
minerales son: las bacterias magnetotacticas que sintetizan magnetita;
radiolarios, diatomeas y crisofitas, que sintetizan materiales silicios; los
moluscos mineralizan carbonatos de calcio para la formacion de sus
conchas y los vertebrados que mineralizan en mayor abundancia la
hidroxiapatita2s.

Las funciones de los biominerales son amplias, siendo una de las
mas conocidas proporcionar un mayor esfuerzo a compresion a los
tejidos. Las propiedades mecanicas de los biominerales se encuentran
en relacion directa a sus funciones, tales como el sostén, el molido, el
cortar y el equilibrio. Aunque también tienen propiedades magnéticas,
opticas, piezoeléctricas, etc?. Normalmente los tejidos biomineralizados
tienen diferentes propiedades mecanicas, que los minerales de origen
geolégico o los producidos por el hombre. La resistencia a la fractura del
nacar es superior a 1500 Jm2, lo cual es significativamente mas grande
que el concreto con 25 Jm™2. La resistencia a la fractura es tan
sorprendente, como el hecho de que la naturaleza ha wutilizado
materiales relativamente simples, como Ca?* y COs3?, para formar
estructuras verdaderamente complejasz?.

Cuando los organismos adquirieron la habilidad para mineralizar
partes de su cuerpo, obtuvieron una ventaja adaptativa!®. Estas

estructuras biogénicas son perdurables al paso del tiempo, es por ello



que constituyen la base para el registro fésil. Los biominerales de los
vertebrados estan ligados con varios problemas de salud como caries
dentales, fracturas de huesos, perdida de la densidad mineral ésea, y
calculos renales!.

En los organismos multicelulares, los biominerales son sintetizados
por una serie de procesos coordinados por células, como los
osteoblastos en hueso y los dentinoblastos en dentina28. Recientemente
se ha observado la participaciéon de hemocitos y células del manto en la
formacion de nacar!!l. Los tejidos mineralizados son formados dentro de
una matriz extracelular. Las células y la matriz extracelular controlan el
tamano, distribucién y forma de los cristales de hidroxiapatita y
aragonita, resultando particulas minerales dentro de proteinas
estructurales. En los moluscos, los biominerales tienen una morfologia
de laminas, columnas e incluso pueden tener diferentes formas
alotropicas de CaCOs. Estos biominerales durante su construccién son
organizados en una forma ordenada, tienen formas bien definidas con
ciertos rangos de tamaro, geometria, simetria y orientaciéon cristalina.

Todas estas estructuras son controladas a través de macromoléculas.

1.2 PRINCIPIOS BASICOS EN BIOMINERALIZACION

Actualmente se conoce una gran cantidad de estructuras biominerales
que se encuentran ampliamente distribuidas en distintos organismos.
Sin embargo, se conoce muy poco sobre las interacciones moleculares
entre los componentes que dirigen la biomineralizacién, aun cuando se

tienen conocimientos basicos bien identificados.



Existen dos tipos de biomineralizacion; la Biomineralizacion
Inducida (Bl) y la Biomineralizacion Controlada (BC). Estas se
presentan en cuatro lugares preferenciales:

e Epicelular: En la pared celular

e Intercelular: En los espacios existentes entre las células

¢ Intracelular: Compartimientos dentro de las células

e Extracelular: Matriz extracelular compuesta de macromoléculas

En la BI, los minerales inorganicos son depositados por una
precipitacion adventicia, ocasionada por interacciones secundarias de
los procesos metabolicos y el medio ambiente. Estos minerales llegan a
ser precipitados en los alrededores de los organismos y/o adheridos en
la pared celular de algunas bacterias. Los cristales formados no tienen
forma, estructura, composicion, ni  organizacion definidas.
Generalmente son pobremente regulares y son heterogéneos, por no
estar bajo el control de una matriz extracelular o celular.

En contraste la BC es un proceso altamente regulado que produce
biomateriales distinguibles por su alta fidelidad, reproducibilidad y
propiedades cristaloquimicas especie especificas. Estos biomateriales
tienen:

e Particulas con medidas uniformes

¢ Composicion y estructuras definidas
¢ Altos niveles de organizaciéon espacial
¢ Morfologias complejas

e Agregacion y textura controlada



e Orientacion cristalografica preferencial
e Construccién altamente ordenada y estructuras a escala
Las estrategias de mineralizacion mas conocidas son a través de
vesiculas de lipidos y matriz extracelular. Las vesiculas de lipidos
controlan procesos intracelulares de deposicion de biominerales,
formando microambientes y en su interior se encuentran proteinas que
participan en la biomineralizacién. El tamarno de las vesiculas (<1-10
um en diametro) generalmente no es compatible con la formacién de
estructuras de mayores dimensiones como el hueso, dientes o conchas.
Los cristales de estos biominerales son construidos en espacios
extracelulares. Estos procesos son regulados a través de células
especializadas que sellan los espacios con la matriz extracelular,
consiste de proteinas solubles, proteinas insolubles y polisacaridos. La
fase mineral es depositada en asociacion con la matriz organica.
Alternativamente, las células trabajan en grupo y en asociacion con la

matriz organicaz.

1.3 ANTECEDENTES DE BIOMINERALIZACION EN
MOLUSCOS

El phylum protostoma ha sido ampliamente estudiado como modelo de
la biomineralizaciéon del exoesqueleto de los moluscos. Especialmente
bivalvos, escafopodos y gasterépodos. La concha de los moluscos
aunque llegan a tener varias formas, generalmente utiliza el mismo tipo

de mineral, CaCO3. Los carbonatos de calcio usualmente se encuentran



en sus polimorfos de calcita y aragonita, y se encuentran separados
espacialmente (Figura 1). Usualmente la capa mas externa de la concha
se encuentra formada por calcita, también llamada zona prismatica
debido a la forma de columna de los cristales, mientras que la region
interna de la concha esta conformada por aragonita. La aragonita es la
zona nacarada. La capa prismatica es depositada primero y luego se
depositada la capa nacarada. El nacar con el tiempo va incrementando

su tamano. La regulacion entre los polimorfismos de la concha se
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Figura |. Diagrama del corte longitudinal de un molusco. En la imagen se presenta las capas del
periostracum, los prismas de calcita y las tabletas de aragonita, debajo se observa la cavidad
extrapalial y el manto. Cavidad extrapalial, EPS; pliegue medio del manto, MF; capa nacarada, NC;
epitelio externo del manto, OE; Pliegue extermo del manto, OF; Pliegue intemo del manto, IF;
Periostracum, P; ranura periostracal, PG; linea palial, PL; musculo palial, PM; nervio palial, PN; capa
prismatica, PR. Imagen tomada de Diffentiation (2003) 71:237-250

encuentra bajo el control de una capa de células del epitelio externo
llamado “Manto”. El manto y la concha se encuentran separados por
una cavidad llamada “extrapalial”, que contiene el fluido extrapaliali2.13.
Los moluscos durante su ciclo de vida pasan por diferentes estadios:
larva, metamorfosis y adulto. Después de que la larva veliger sufre su

metamorfosis, la concha de los adultos comienza a formarse por



secrecion de las células marginales del manto!3. Se ha observado que el
~exoesqueleto de las larvas veliger produce carbonato de calcio amorfo
(ACC), que es parcialmente transformado en aragonita. Estos datos
sugieren que el ACC es un precursor en la formacion de la aragonita en
adultos?<.

El manto es un tejido en forma de una hoja discreta adyacente a la
concha, y es descrito tedricamente como una serie de compartimientos
(Fig. 1). Las principales secciones involucrados en la biomineralizacion
son: 1) la capa de manto, adyacente a la cavidad extrapalial y cercana a
la concha que, incluye parte del borde del manto y 2) La cavidad
extrapalial que contiene al fluido extrapalial. En esta cavidad tiene
lugar la depositacion y la formacion de la concha. Las cé€lulas del manto
regulan el acceso de materiales a la cavidad extrapalial y secretan las
macromoléculas, por un mecanismo todavia no elucidado. Estudios han
indicado que el crecimiento de la concha tiene lugar muy cerca de los
bordes del manto!s. Las células centrales del manto no estan
enriquecidas con membranas intracelulares asociadas con la secrecién,
como en las células del borde. Tsujii en 19762, comprobd que las
células centrales del manto cambian su morfologia a células del borde
del manto, cuando se ha realizado un dano en la concha y necesita ser
reparado, esto quiere decir que las células del borde pudieran sintetizar
la matriz organica necesaria para la formacion de la concha. Esto no
quiere decir que las células centrales del manto no participen en la

formacion de la concha o estén inactivas en dicho proceso.



La cavidad extrapalial teéricamente, contiene la llave para
comprender las condiciones necesarias para la mineralizacién
ordenada. Estudios sobre la composicién elemental del fluido
extrapalial, demuestran que no es tan diferente del agua del mar. Los
valores de calcio en el fluido extrapalial son tan altos como en el agua
del mar o la hemolinfa!2. El fluido extrapalial contiene varios iones como
Na*, K*, Ca?*, Mg2*, HCOz!, CI, SO42, PO43 y ademas de COa's.
Contiene ademas una mezcla compleja de proteinas, mucopolisacaridos,
carbohidratos y probablemente lipidoste.

El periostracum es una estructura organica que cubre la capa
prismatica de la concha, su gruebso varia dependiendo de la madurez de
los organismos y la especie. Esta capa esta formada por las células de la
base del pliegue mas externo del borde del manto. El periostracum
forma una capa de moléculas esclerdticas. Esta estructura
probablemente favorezca a la formacién de la concha por dos vias: Que
el periostracum por su estructura polimérica funcione como un
aislante, separando al fluido extrapalial del medio externo y formando
una conexion entre el borde del manto y la concha. Segundo, algunas
observaciones implican que el periostracum forma un sustrato sobre el
cual se inicie la formacién de la capa prismaticai2!3.

En esta introducciéon se ha dado al lector una base tedrica para
poder entender el campo de la biomineralizacién. En la seccion
experimental se detalla paso a paso el trabajo en la extraccion y
purificacién parcial de una proteina del abulén. A partir la purificacion

parcial se generd anticuerpos policlonales contra una proteina de una
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masa molecular relativa (M;) de 35 000 y se construyé una columna de
afinidad para la misma. Finalmente se detalla la realizaciéon de pruebas
de cristalizacién de calcita in vitro y su interaccién con la proteina de
M: 35 000. En la seccio.n de resultados y discusiones, se presentan los
resultados de cada experimento y su analisis. Consecutivamente en el

punto 6 de la tesis se presentan las conclusiones y perspectivas. Al final
de la tesis se presentan los anexos.

Tabla I. Proteinas Caracterizadas de las Conchas de Moluscos

\]

MSP | Pecten Asociada a la calcita; relacionada a la Sarashina y Endo,
jacobaeus Lustrina A. 2001

MSI 31 Pinctada Localizada en el borde del manto y por Sudo et al., 1997
Jucata tener dominios 4cidos, pudiese estar
asociada a la calcita.

FamiliaN 16 Pincl Exaia del n4car, en relacionada a Ia Miyashita et al.,
(Perlina) Sfucata formacion de laminas de aragonita. 2000

Perlustrina Haliotis Proteina del nacar, relacionada a una Weissetal., 1999,

leavigata proteina de unién a IGF". 2001

AT P -:.J:ii:lr',.

Perlucina Haliotis Lectina tipo C; se une a la quitinaen el Weiss et al., 1999,
leavigata nacar, induciendo la nucleacion de Mann et al., 2000,
CaCOs. Blank et al., 2003

Ann|

AP-7&24 Haliotis Proteina acida del ndcar; interactia con Michenfelder et al.,
rufescens la calcita. 2003

HAaltan el |

*IGF= Factor de crecimiento tipo insulina
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2. OBJETIVOS

a) Extraer la matriz organica de la concha del abulon

b) Analizar y fraccionar alguna(s) macromolécula(s) de la
matriz organica de la aragonita de la concha del abulon.

c) beterminar la actividad biolégica de la fracciéon

purificada-calcita, en experimentos in vitro.

HIPOTESIS

La matriz organica de la concha de los moluscos esta
conformada por una mezcla compleja de macromoléculas.
Estas macromoléculas participan activamente en la
nucleacién, crecimiento, morfologia, organizacién e
inhibicion del crecimiento de los CaCOs en la concha del

abuloén.



3. JUSTIFICACION

La formaciéon de los minerales biogénicos es mas complicada de
entender, en comparacién con los cristales i1norganicos. Es
generalmente aceptado que la mineralizacién ocurre dentro de
compartimientos especificos o en microambientes, los que estimulan la
produccion de cristales en sitios especificos e inhiben o previenen estos
procesos en otros sitios. El detalle de la composiciéon i6nica y el
contenido organico de estos microambientes, en que los cristales son
formados, son poco conocidos. Por ello en esta tesis se ha tratado de
dilucidar los componentes de la matriz organica de la concha del abulon
(Haliotis fulgens). Conocer los componentes del sistema es la base
necesaria para poder llegar a deducir el funcionamiento del mismo. En
el momento en que la ciencia deduzca cualles) es (son) el (los)
mecanismo(s) de la biomineralizacién, podra replicarse su mecanismo in

vitro. Ello nos llevara a una nueva era de los materiales.
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4. METODOLOGIA

4.1 COLECTA DE LAS CONCHAS,

EXTRACTO Y PURIFICACION PARCIAL

Las conchas de abulon azul de Haliotis
fulgens, de juveniles y adultos, fueron
colectadas en la bahia de Magdalena, (Fig. 2)
en las costas de Baja California Sur. Las
conchas de Haliotis fulgens, se lavaron con
agua corriente y las impurezas que rodean a la

concha, como balanos y exceso de sales se

eliminaron. Posteriormente se elimino la capa

de calcita de la concha a través de un lijado,
con el fin de obtener solamente la region
nacarada. Como método base se utilizaron los
trabajos de Karlheinz Mann819 y se realizaron
algunas modificaciones, debido a que no se
logré una repeticion de los resultados. Pero en
términos generales es como se describe a
continuacion.

Primero se limpié la zona nacarada, para
quedar libre de calcita e impurezas. El nacar
libre de impurezas fue triturado y molido en un

mortero de agata. Después fue tamizado en

OBTENCION DEL

Figura 2. Ubicacién de la Bahia de
Magdalena.

Figura 3. Haliotis fulgens

una malla de un diametro de 0.32 mm. El nacar en polvo se incluyo en
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una solucion de acido acético al 10 % se realizd6 una molienda del
nacar con un mortero de agata, en una relacion 1g/10ml. El método
alternativo fue exponer la fraccion de aragonita de la concha,
directamente, al acido acético al 20%, sin triturar, manteniendo la
misma relacion 1g/10ml. En ambos casos, se dejaron reaccionar
durante 12 h, a una temperatura de 4°C. Los extractos obtenidos
fueron centrifugados a 63907 g, 4°C, durante 50 min y concentrados en
un equipo de ultrafiltraciéon (AMICON), se utiliz6 una membrana de
nitrocelulosa con un corte de 3 kDa. Posteriormente se dializdé contra de
Tris base a 25 mM, pH de 7.4, durante 48 hrs. Después fue dializado
contra EDTA 5 mM=224, para eliminar completamente las sales de
metales divalentes (Ca2?*) a un pH neutro. Con los extractos obtenidos
se realizaron electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
con dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE)». A continuacién fueron
dializados contra TRIS 25 mM, 0.01 de TFA y centrifugados, antes de
ser inyectado al RP-HPLC (siglas en ingles de “Cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa”). Los extractos fueron inyectados en una
columna de fase reversa Vydac C42122, Se utilizé un gradiente linear de
0-100% de acetonitrilo con 0.1% de acido trifluoroacético (TFA), a un
flujo de 0.5 ml/min durante 30 o 60 min. Las fracciones colectadas se

concentraron y analizaron por SDS-PAGE.



4.2 ELECTROELUCION

A partir de las fracciones obtenidas en la cromatografia fase reversa, se
obtuvieron diferentes proteinas en un intervalo de pesos entre 100 y 10
kDa (Figura 10). La proteina mas abundante presentd una masa
molecular relativa (M, de 35 000 y en esta se centré nuestro estudio.
Esta banda se cort6 y se electroeluy6. Para la electroeiucion se utilizo
una camara de BIO-RAD modelo mini-protean II cell y un moédulo
Electro-Eluter. El fragmento de gel donde se encuentra la proteina fue
puesto en un tubo de dialisis. El tubo de dialisis se encuentra en
posicion horizontal con respecto a la camara, en una solucién de
corrido, compuesta de 50 mM de Tris/Acetatos, pH 7.4, 0.1% SDS y 0.5
mM de triglicolato de sodio. Se aplicé un voltaje de 10 volts por tubo de
dialisis y un amperaje de 10 mA. Después de tres horas se retiro el tubo
de dialisis y se recuperé la fraccion electroeluida. La solucién el tubo de
dialisis, fue posteriormente dializada contra agua Milli-Q y finalmente |

liofilizada. El liofilizado fue resuspendido en 400 pL de PBS25.%.

4.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS

4.3.1 Inmunizaciones

Para la produccién de anticuerpos, se utilizé la fracciéon electroeluida
como antigeno. Se utilizaron conejos de la cepa New Zealand White, los
cuales se inmunizaron cada 15 dias de forma subcutanea en el cuello.
La primera inmunizaciéon se llevé a cabo con 100 pL coadyuvante de

Freund completo y otra cantidad igual de antigeno. Las siguientes
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inmunizaciones se efectuaron con 50 pL coadyuvante de Freund
incompleto, con ﬁna cantidad igual de antigeno. En la primera, tercera
y cuarta inmunizaciones se realizd6 un sangrado (aproximadamente 1
ml) de la vena marginal de la oreja, para determinar la producciéon de
anticuerpos. La exsanguinacion de los conejos se realizé 15 dias
después de la ultima inyeccién. Después de colectar la sangre, esta se
dejo coagular a temperatura ambiente durante 60 min. Para separar el
suero del coagulo, células sanguineas y cualquier material insoluble
restante; se centrifugo a 16770 g durante 10 min a 4°C. Después el

suero se almacend a 4°C hasta su utilizacion?2s.26,

4.3.2 Inmunotransferencias (Western Blot)

Se corridé un gel SDS-PAGE con la proteina electroeluida y resuspendida
en PBS y se electrotransfiri6 a una membrana de nitrocelulosa, en una
camara BIO-RAD modelo mini-protean II cell y un modulo a Mini Trans-
Blot cell. Con un voltaje de 50 V y un amperaje de 0.2 A. Se observé la
electrotransferencia al tefir la membrana con rojo de Ponceau. Después
se bloqued con leche descremada (blotto). Posteriormente se incubé la
membrana con solucién blotto y el primer anticuerpo (anticuerpo para
la proteina del abulén obtenido de la sangre del conejo), durante una
noche a 4°C, a una dilucién de 1-100. Después se bloquedé nuevamente
la membrana con blotto. A continuacién se incub6 a la membrana con
solucién blotto y el segundo anticuerpo (anticonejo), durante 3 h a 4°C
y con una diluciéon de 1-1000. A continuacién se bloqueo la membrana

con solucion blotto, se lavé con PBS y con agua Milli-Q. Finalmente se



17

revel6 la membrana de nitrocelulosa con 3,3 diaminobencidina

(DAB)?s.26.,

4.4 PURIFICACION DE ANTICUERPOS

Se utilizé una columna de Bio-Rad Affi-Gel Protein A. Con un flujo de 1
ml/min. La solucién de unién fue PBS, la solucion de elucion fue 0.1 M
glicina pH 2.5 y la solucién neutralizadora fue PBS con NaCl 1M. En
cada corrida fueron inyectados 4 ml de suero sanguineo del conejo. La’
solucién eluida se llevé a un pH de 7. Esta solucion se dializé contra

agua Milli-Q y después se liofiliz627.28.

4.5 CONSTRUCCION DE LA COLUMNA DE AFINIDAD PARA

LA PROTEINA DE M; 35 000

Se desarrollaron anticuerpos policlonales para una proteina de Mr 35
000, obtenida de la concha del abulén Estos anticuerpos fueron
acoplados a Sefarosa 4B activada con CNBr (bromida de cianogeno).

Se utilizaron los siguientes materiales:

1. Sefarosa 4B activada con CNBr.

2. Anticuerpos policlonales

3. Solucion de ImM HCI

4. Solucion acopladora: 0.1M NaHCOs3 pH 8.3, 0.5M NaCl.
S. Solucion de bloqueo: 0.2M glicina pH 8.0.

0. Solucion de lavado: 0.1M CH3COONa:3H20 pH 4, 0.5M NaCl
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7. Agitador Orbital

Los anticuerpos se dializaron durante toda la noche contra la
solucion de acoplamiento a 4°C. La relacion anticuerpo-sefarosa fue de
3.5 mg de anticuerpo por 5 mg de sefarosa. La sefarosa fue hidratada
en un tubo coénico de 50 ml en acido clorhidrico durante 15 min.
Después se centrifug6 a 377 g durante S min, y se elimind el
sobrenadante. Este paso se repitiéo 3 veces. El gel fue resuspendido en
10 ml de solucién acopladora, y trasferido a un tubo cénico de 15 ml, y
fue centrifugado a 377 g durante S min y se resuspendié en la soluciéon
acopladora con los anticuerpos. La combinacién del anticuerpo y el gel
fueron agitados durante toda la noche. Después de esta incubacion la
mezcla se centrifugdé a 377 g durante 5 min, y se decanté. El gel fue
resuspendido en la solucién bloqueo y centrifugado a 377 g durante S
min. Esta mezcla se dejé agitando durante una noche. Finalmente se
lavé el exceso de anticuerpo con la solucion de lavado y centrifugada la
muestra a 377 g durante S min. El gel se lavo con solucién acopladora y
se centrifugd a 377 g durante 5 min. Se lavé alternativamente con la

solucion acopladora y la solucién de lavado, al menos S veces?7.2,

4.6 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS UTILIZANDO LA
COLUMNA DE AFINIDAD

El acoplamiento de los anticuerpos a la sefarosa fue hecho de acuerdo a

las instrucciones del proveedor?’.2s, La proteina de Mr 35 000 se purifico
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a partir del extracto de la concha del abulén usando la columna de
afinidad. La columna fue generada por conjugacion de los anticuerpos
purificados a sefarosa activada CNBr (Amersham-Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden). La sefarosa acoplada al anticuerpo se monté en una
columna de 0.5 cm de diametro y 15 cm de largo, con un flujo de 1
ml/min. Las solucidénes utilizadas en la columna fueron: Unioén-PBS,
elusion-0.1M glicina pH 2.5 y neutralizadora-PBS+NaCl 1M. En cada
corrida se inyectaron 500 uL de extracto del nacar del abulén. La
solucion eluida se llevo a un pH de 7. Esta solucién fue dializada contra
agua Milli-Q, concentrada con un centricon plus-20, y finalmente

liofilizada27.2s.

4.7 PRUEBAS CRISTALIZACION DE CALCITA IN VITRO

Para el crecimiento de cristales de CaCO3s se utilizé la técnica de gota
sedente. Las soluciones utilizadas fueron; A) Carbonato de amonio
100mM pHS8.2. B) Cloruro de calcio 40 mM pH7. En los pozos se coloco
la prote.ina a una concentraciéon de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5 y 2 ng/uL.
En las condiciones control no se utilizd6 proteina. Los tiempos de
cristalizacion fueron: 24, 48 y 72 hrs. Después de haberse formado
cristales, estos fueron retirados y montados en un portamuestras de

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)29.3s.
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S. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 PURIFICACION PARCIAL DE UNA PROTEINA DE M, 35

000

El nacar es un material compuesto con una organizacion compleja, las
tabletas de aragonita se encuentran embebidas en una matriz organica.
La matriz organica se obtuvo después de desmineralizar el nacar con
acido acético al 10% (en polvo) y 20% (sin triturar). La diferencia entre
ambos extractos de 10% y 20%, radica en la concentracion de proteina.
Mediante el método de Bradford se cuantifico la proteina total obtenida
en un gramo de nacar. En un gramo en polvo se obtuvieron 38.6 ug de
proteina y en el nacar sin triturar se obtuvieron 46.9 ug de proteina. En
la matriz organica del nacar se detectaron varias proteinas, visualizadas
con electroforesis SDS-PAGE (Fig. 4). La visualizacién con electroforesis
es la misma para ambos extractos. En el carril 4A se presentan los.
marcadores. En el carril 4B, se observan varias especies de proteinas,

se marcaron las mas abundantes.

A

Figura 4. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE. Carril A, marcadores: 209, 124,
80, 49.1, 34.8,28.9,20.6 y 7.1 kDa. Carril B, extracto ¢rudo.
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Por el mayor rendimiento de proteina obtenido con el nacar sin
tnturar, se utilizo solo este método de extraccion. Este extracto se
inyecté a una columna de fase reversa C4, obteniendo el perfil de
elucién que se muestra en la figura 5. La fraccion donde se obtuvo una
mejor visualizacién de proteina fue a una concentracién de 75% de
acetonitrilo. La fraccién eluida con 75% de acetonitrilo se recirculé en la

columna, sin obtener una mejor resolucion.

Figura 3. La fraccion donde se obtuvo una mayor cantidad de proteina fue eluida a los 75% de
acetonitrila.

En el analisis de la fraccién de 75% de acetonitrilo con SDS-PAGE se
observé una mezcla de proteinas (Fig. 6). Donde la mas abundante es
una proteina de M, 35 000. En la figura 6B, se presentan diferentes
bandas de proteinas y la proteina de My 35 000. La banda de M. 35 000
fue cortada del gel y electroeluida. La electroelucion se empleé para

obtener la proteina pura y utilizarla para producir anticuerpos
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policlonales (Fig. 7). En el carril B, se observa pura la proteina de M, 35

000.

Figura 6. En el carril A se presentan los marcadores con un peso en kDa de: 250,
150, 100, 75, 50, 37 y 25. En ef camil B la fraccion eluida con 75% de
acetonitrilo.

Figura 7. En el carril A se presentan los marcadores con un peso en kDa: 200,
116,97, 66, 35,21, 14y 6. En el carrit B; se observa la proteina de M, 35 kDa.
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A pesar de haber seguido el método de Mann, no se obtuvieron los
mimos resultados. Es de resaltar que en esté estudio se trabajo con otra
especie y es posible que el cambio de especie haya tenido un papel
importante’®. Ademas hay que resaltar que la mayoria de las proteinas
asociadas al fendémeno de biomineralizacién en moluscos, han sido
aisladas e identificadas a partir de mARN (Tabla 1). Otros autores
también se han encontrado con problematicas similares al tratar de
purificar proteinas a partir de este tipo de extractosi”3?, sin que haya
una explicacién clara. La purificaciéon parcial de la proteina de Mr 35

000 fue la base para el trabajo posterior.

5.2 PRODUCCION DE ANTICUERPOS Y PURIFICACION DE
ANTICUERPOS

A los comnejos les fue inyectado el antigeno de la proteina electroeluida,
como se establecid en el método experimental. Con las muestras
obtenidas se realizaron los western blot y se realiz6é la purificacién de

anticuerpos.

5.2.1. Inmunotransferencias (Western Blot)
Antes de la primera inmunizaciéon se realiz6 un sangrado, para
monitorear el nivel de anticuerpos. Después la primera y las

subsecuentes inyecciones de antigeno con coadyuvante de Freund, se
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realizaron sangrados en la vena marginal de la oreja del conejo. Con el

fin seguir la respuesta del conejo al antigeno.

En la figura 8, se presenta un western blot donde fue utilizado suero
de conejo, después del cuarto refuerzo con el antigeno. En el carril 8A,
corresponde a los marcadores. En el carril 8B, se observa claramente
una sola banda que pertenece a la proteina electroeluida y reconocida
por el anticuerpo del suero del conejo, esta se encuentra debajo del

marcador de 39 kDa.

Figura 8. En el carril 9A
corresponde a {os
marcadores, los pesos en
kDa son los siguientes:
39, 30, 16.6 y 8.2.En el
carril B se observa la

protelna electroeluida y-

reconocida por el
anticuerpo.

Figura 9. En el carril
A, se encuentran los
marcadores: 103, 77,
50, 343, 28.8 y 20.7
kDa. En el carril B, se
observa una sola banda
correspondiente a2 la
proteina electroeluida
y reconocida por e}

anticuerpo purificado.

En la figura 9 se presenta el western blot donde fue utilizado como
anticuerpo primario, los anticuerpos purificados con la columna de
proteina A. En el primer carril se distinguen los marcadores. Mientras
en el segundo carril se encuentra una sola banda, arriba de el marcador

de 34.3 kDa. Esta banda pertenece a la proteina electroeluida y
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electrotransferida, que fue reconocida por el anticuerpo purificado del
suero del conejo con la columna de proteina A.

A partir del la purificacion del anticuerpo, se logré construir una
columna de afinidad de sefarosa activada CNBr (Amersham-Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) acoplada a las IgG. Con el objetivo final de

purificar la proteina de M. 35 000.

5.3 PURIFICACION DE PROTEINAS DEL ABULON POR
MEDIO COLUMNA DE PROTEINA AFINIDAD A UNA
PROTEINA DE M, 35 000.

Mediante cromatografia de afinidad, se logré obtener una fraccién con
proteinas del abulén. Se analizé la elusion con SDS-PAGE donde se
observan tres bandas importantes. La mas abundante es una proteina
con una M; de 35 000. En el carril A de la figura 10, se presentan los
marcadores moleculares. En el carril B de la figura 10, se presenta la
elusion concentrada de la columna de afinidad. La proteina mas
abundante tiene una M; de 35 000. Con esta columna se pueden
obtener 6.9 ug de proteina total, a partir de 1 g de nacar. En la figura
11, se presenta un western blot, donde el carril A pertenece a los
marcadores, el carril B a el extracto obtenido de la desmineralizacion
del nacar y el carril C es la fraccion eluida de la columna. En el carril
(C) de la figura 11, se presentan dos bandas importantes una de menos
de 34 kDa, la segunda por arriba de 34 kDa. Es probable que la

proteina de M 35 000 forme dimeros.
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Figura 10. Gel de electroforesis. Carril 11, marcadores: 130, 77, 43 y 31.
Carril B, elucién de la columna de afinidad.

Figura t1. Carril 1A, marcadores: 208, 105, 53, 34, 23, 17, 7. Carril B,
inmunodeteccién de proteinas en el extracto. Carril C, inmunodeteccion de
proteinas en la elucién de la columna de afinidad.
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5.4 ESTUDIOS DE CRISTALIZACION DE CALCITA In Vitro

En esta parte experimental nuestro objetivo fue saber si la proteina de
M: 35 000, tenia algiin efecto sobre la cristalizacion de la calcita,
mediante cambios en la morfologia de los cristales de carbonatos de
calcio, al ser crecidos en presencia de dicha proteina. Para ello se utilizo
la técnica de difusidn de vapor en gota sedente (Fig. 12}. La técnica de
gota sedente es uno de los métodos mas ampliamente usados para
crecimiento de cristales. Debido a que es un meétodo rapido, donde se

observan una gran variedad de condiciones.

Figura 12. La técnica de difusién en fase vapor en gota sedente.

Las concentraciones de proteina anadidas a las cajas de
cristalizacién fueron 20, 40, 60, 80, 100, 150 y 200 ng/ul, estos
intervalos son los convencionalmente utilizados en experimentos de
cristalizacion de calcita con proteinas y otros polipéptidos#0-44,

En nuestros experimentos control de cristalizacién in vitro, la calcita
presenta su clasica forma romboédrica (Fig. 13). El crecimiento de
cristales en la ausencia de la proteina, es siempre en romboedros

perfectos.
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Mag= B.00KX 2 pm CONTROL-02 . Detector = SE1

EHT = 20,00 kv Date :25 May 2004

gt

Figura 13. Cristal de calcita crecido en gota sedente. Solucién A: (NH,)* CO,
100mM y pH 8.2. Solucién B: CaCl, 40 mM y pH 7.

En la figura 14, se presenta una modificacion al habito cristalino
de la calcita debido a la adicion 20 ng/uL de proteina, en 24 h de
crecimiento. La proteina de M; 35 000 es un factor determinante en el
cambio del crecimiento y morfologia de los cristales de calcita. El
romboedro comienza a mostrar escalones de crecimiento sSucesivos en

sus bordes.
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Detector = SE1 Mag= 3.00K

Figura 14. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/pl de proteina.
Durante 24 h.

Mag= 7.00 KXY

Figura 15. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/pl de la proteina.
Durante 24 h.
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En la figura 15, se observa un aumento de la figura 14. En esta
imagen se presentan los escalones de crecimiento bien definidos y otros
que comienzan a formarse en los bordes del cristal. También se
observan pequenos cristales sobre los escalones. Por las imagenes
mostradas, se considera que el crecimiento sucesivo es controlado o
modulado por la proteina. Ademas este crecimiento pareciera emular

las laminas que se presentan en las conchas de los moluscos.

Detector = G5E1 ; Mag= 15.00 K

Figura 16. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/ul de la protefna.
Durante 24 b,

En la figura 16, se observa la figura 15 con aumento sobre la
esquina derecha. Esta figura muestra claramente, lo mencionado
anteriormente, es de resaltar la claridad de la formacién de los
escalones de crecimiento y su regularidad. En la figura 16, se observan
ademas los pequenos cristales que se encuentran depositados sobre los

escalones de crecimiento.
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Detector = SE1 2 ¥ Mag= 3.00KX

Figura 17. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/ul de la proieina.
Durante 48 h.

Detector = SE1 Mag= 7.00K¥

Figura 18. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/pl de la proteina.
Durante 48 h.
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En la figura 17, se observa la misma condicién, con la diferencia de
-haber crecido durante 48 h. En esta imagen se aprecia como el
crecimiento de los escalones ha redondeado los bordes del cristal. El
crecimiento de los escalones en forma de laminas, han cubierto la
mayor parte de las caras cuadradas del cristal, a modo de verse
ligeramente redondeado. Se trata de un crecimiento sucesivo, que dara
finalmente la forma de un esferulito. En la figura 18, se presenta una
magnificacién de la figura 18. En esta imagen se aprecia claramente el
crecimiento sucesivo, como si fueran olas de crecimiento, formando
laminas. En la figura 19, se observa un mayor aumento de las olas de

crecimiento.

Figura 19. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/pl de la proteina.
Durante 48 h.
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En la figura 20 se presenta una modtficaciéon del habito cristalino de
la calcita debido a la adicién de 20 ng de proteina en las gotas de
cristalizacion. La diferencia con las anteriores fotografias radica en el
tiempo de cristalizacién, este cristal tiene un tiempo de cristalizacién de
72 h. Basicamente en este cristal el crecimiento de las laminas ha sido
tal que la forma romboédrica desaparecid6 por completo. En su lugar se

observan formas de esferulitos claras.

Mag= 700KX  2um Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date ;25 May 2004

Figura 20. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 20 ng/pl de la protelna.
Durante 72 h.

En la figura 21 se presenta un cristal con 60 ng de proteina, en 72 h
de crecimiento. En este cristal permite observar el crecimiento a partir
de los bordes para dar otros esferulitos.

En las figuras 22 y 23, se presentan los resultados de la adicién de
100 ng de la proteina en las gotas de cristalizacién. Se presentan

agregados esferuliticos en grupos de tres, también se observa que son
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policristalinos. Ademads, se observan escalones de crecimiento del
proceso cristalizacion a lo largo de los agregados esferuliticos, lo cual

demuestra una morfologia compleja y parte del mecanismo de

crecimiento cristalino.

Mag= 8.00KX 2um
EHT = 20.00 kW ) Date :25 May 2004

Detector = SE1

60ng/ul

Figura 21. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 60 ng/ul de la proteina.
Durante 72 h.

Los moluscos modulan el crecimiento y forma de los cristales de su
concha por medio de tres mecanismos importantes. Modificando las
condiciones de precipitacion (lones y pH), por medio de las células del
manto. La matriz organica de las conchas de los moluscos contiene
macromoléculas, y estas controlan la nucleacion, crecimiento y la
morfologia de los minerales de las conchas, a través de la formacién de

una matriz que actuia como templante o molde para la cristalizacion.



35

Mag= 300KX 10m 100na/ul Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :25 May 2004

Figura 22. Cristal de calcita crecido en gota sedente con {00 ng/ul de la proteina.
Durante 72 h.

Mag= 1000KX 2um Detector = SE1
100ng/ul
EHT = 20.00 kv Date :25 May 2004

G g

Figura 23. Cristal de calcita crecido en gota sedente con 100 ng/pl de la proteina.
Durante 72 h.
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Se realizd exitosamente el aislamiento de proteinas por medio de
anticuerpos y la construccién una columna de afinidad. Estas proteinas
tienen la capacidad de modificar la morfologia de la calcita en
concentraciones muy pequenas. Estas macromoléculas se agregan o se
unen sobre la superficie del cristal, modificando la tasa de crecimiento y
carnbiandé la morfologia romboédrica caracteristica de la calcita, a una
forma esferulitica policristalina.

En experimentos de cristalizacién de calcita, se ha demostrado como
clertas impurezas han promovido la formacién de esferulitas. Es posible
que estas impurezas alteren la solubilidad de la calcita y que la
solubilidad se vea incrementada cambiando la morfologia. Estas
impurezas tienen interacciones sobre los bordes y esquinas del cristal,
dado que las esquinas y bordes son puntos de alta energia, llegando a
ser inestables. El resultado de esta inestabilidad es un incremento en la
solubilidad, favoreciendo la disolucién en ciertas caras especificas del
cristal y favoreciendo el crecimiento de otras, resultando en una forma
esféricass.o,

Kaplan y colaboradores®, disenaron péptidos con una secuencia
consenso de caseina cinasa tipo Il y observaron sus efectos sobre la
cristalizacion de la calcita. En estos experimentos se encontro
carbonatos de calcio en forma de esferulitas. Los péptidos tienen una
secuencia consenso [SerThr|-Xaa-Xaa-[AspGlu|, esta secuencia
pertenece a un sitio de fosforilacion casina cinasa tipo II. Comparando
esta informaciéon con los resultados obtenidos en el anexo 3, se podria

especular que probablemente la proteina tiene esta fosforilacion y
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ademas estaria en congruencia con la teoria de que los grupos acidos de
las proteinas participan activamente en el proceso de biomineralizacion.
En coincidencia con otras proteinas biomineralizantes como la

sialoproteina y osteopontinas3s.

En la figura 24 se presenta un modelo tedérico de la calcita en forma
romboédrica y presentando sus caras cristalograficas. Este modelo se
disen6 con el programa FACES. En la figura 25 se presenta un modelo
de la calcita, presentando las caras cristalograficas donde pudiera estar
interactuando la proteina de M, 35 000. Estas caras son: 232, 202, 122,
312 y 12-11. Estas son las caras que probablemente estén
interactuando con la proteina, pero no hay datos experimentales para

confirmar lo anterior.

Figura 24. Modelo del cristal de calcita
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i i

Figura 25. Modelo del cristal de calcita. En este modelo se muestran las probables
caras de calcita que pudieran interactuar con la proteina.

Los cambios en la solubilidad de la calcita probablemente
promovieron el crecimiento sucesivo, en las caras cristalograficas
mostradas en la figura 25. Por medio este crecimiento sucesivo se
formaron los escalones de crecimiento y las lammas comenzarén a
formar los esferulitos. Los experimentos demuestran que la proteina
tiene influencia sobre el proceso de crecimiento del carbonato de calcio
in vitro. Pero hacen faita experimentos con datos cristalograficos, para
profundizar en la estructura. Estos experimentos son necesarios para

entender el proceso de biomineralizacion en los carbonatos de calcio.
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6. Conclusiones

. La composicion de la matriz organica de la concha nacar del

abulén es altamente compleja.

° Se purificé parcialmente la proteina de M; 35 000 por medio de
RP-HPLC.

. Se crearon anticuerpos policlonales que reconocen a esta
proteina.

. Es el primer reporte de purificaciéon de proteinas relacionadas con

la biomineralizacion en moluscos, a través de una columna de
afinidad por medio de anticuerpos.
. La proteina de M; 35 000 tiene una influencia sobre el

crecimiento de la calcita in vitro.

7. Perspectivas

. Inmunolocalizacién de la proteina de Mr 35 000 en el nacar y el
en tejido del manto.

= Secuenciar los aminoacidos de la proteina.

= Diseniar oligonucleétidos especificos para amplificar el gen que
codifica a la proteina.

= Diseno y construccion de un vector de expresion para un sistema
Eucarionte.

= Buscar la estructura cristalina de la proteina.
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ANEXO 1

Técnicas Experimentales

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)
En 1924, De Broglie demostréo avances teéricos sobre las propiedades
ondulatorias de un haz de electrones acelerados, esto permitié que se
realizaran trabajos experimentales como los de Busch en 1926, quien
encontré la forma de hacer lentes para haces electronicos. Posteriormente
varios cientificos se consagraron a la construccion de un microscopio que
utilizara haces de electrones acelerados como radiacion de iluminacién.
Solo dos grupos llegaron a la meta en el mismo ano, 1932. Briche y
Johannson, construyeron un prototipo con lentes electrostaticas. Otro fue
el de Knoll y Ruska, con lentes electromagnéticas. En el arno de 1934,
Ruska agrego una lente condensadora en su prototipo, logrando obtener
por primera vez mayor poder de resolucion que en el microscopio de luz.
Un microscopio electronico requiere que el espacio en que se van a mover
los haces de electrones este libre de particulas que puedan interactuar con
los electrones. Por ello es necesario crear condiciones de vacio y alto vacio
(~10-7 torr), para no afectar en la trayectoria de los electrones*9-52.

Hoy en dia, se utilizan de forma muy regular en las ciencias biologicas,
dos tipos de rhicroscopios: el microscopio electréonico de trasmision (MET) y
el microscopio electronico de barrido (MEB). El MEB proporciona imagenes

y datos fisicos y quimicos de la superficie de cuerpos generalmente opacos
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a los electrones, por medio de un delgadisimo haz de electrones que
recorre dicha superficie y de detectores que traducen las sefiales que de
ella emanan, transformandolas en corrientes eléctricas que se emplean en
formar una imagen en un monitor de televisions:.

En el ano de 1935, Knoll construyé el primer MEB con una resolucién
del orden de 100 pm. Los microscopios, actuales cuentan con una
configuraciéon basica como sigue: 1) el sistema de iluminacion formado por
el candn de electrones, un conjunto de lentes condensadoras y el sistema
de deflexién responsable del barrido del haz electréonico; 2) el
portamuestras; 3) los sistemas de deteccion de las diferentes emisiones; 4)
el sistema de visualizacién de la imagen. Con este tipo de equipo se ha
desarrollado una amplia variedad de microscopias por electrones
secundarios, retrodispersados, Auger, etc. Ademas, puede hacerse analisis
quimico y, actualmente cuentan con dispositivos para hacer difracciéon de
electrones. En un MEB, un haz de electrones con una energia de 1 y 50
keV y en un vacio de 107 bars, se hace incidir sobre una muestra gruesa,
generando una serie de interacciones, elasticas e inelasticas, un producto
de estas ultimas son los electrones secundarios, cuyas energias son del
orden de 3-S5 eV. Este haz electronico se focaliza sobre la superficie de la
muestra, se producen una serie de fenémenos, entre los cuales destacan;
la emision de electrones secundarios con energias de unas pocas decenas
de electréon-voltios y la reflexion de electrones primarios que dan lugar al

haz de electrones retrodispersados de alta energia. La corriente emitida por
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la muestra se recoge y amplifica, los cambios de aumento se (39)
consiguen variando el tamano del area barrida en la muestra, mientras se
mantienen constantes las dimensiones de la imagen en la pantalla, del
orden de 10 * 100 cm. En general, los aumentos pueden vanar entre 10x y
200 000x. La imagen de la muestra, se forma con la totalidad de los
electrones procedentes de la misma; esto es, los electrones
retrodispersados y los electrones secundarios. Los electrones, son
detectados por un centellador y un fotomultiplicador. Los electrones
retrodispersados frecuentemente son direccionales, sélo revelan detalles de
la muestra que estén en linea con el sistema de deteccion, mientras que
los secundarios, al no tener esa limitacién, muestran una imagen de

apariencia tridimensional {topografia de la nuestra)s2.

El Método del “Ion Sputtering”

Las muestras biologicas son malas conductoras de la electricidad, por lo
tanto se necesita para su observacion un tratamiento, él cual nos aportara
los siguientes beneficios;

1) Impedir que la muestra se cargue eléctricamente, de otra manera, al
recibir el impacto del haz de electrones la muestra se cargaria
eléctricamente en forma negativa y se distorsionaria la imagen o se podria

impedir su formacién.
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2) Facilitar la disipacién del calor producido por el bombardeo del haz ‘de
electrones, el cual podria producir serias alteraciones de la muestra.

3) Aumentar la resolucion.

4) También se ha reportado que este proceso puede ayudar a aumentar la
estabilidad mecénica de la muestra, puesto que el recubrimiento metalico
€s una pelicula continua que cubre tanto la superficie de la muestra como
la del portamuestra, contribuyendo de esta manera a su sujecién. Aunque
a este punto lo consideramos muy controversial.

El método del “ion Sputtering” utiliza el fenémeno fisico denominado
lonizacion que tiene lugar en un gas a bajo vacio cuando se aplica un alto
voltaje a dos electrodos entre los que se interponen las moléculas gaseosas
residuales. Debido al voltaje aplicado, los electrones se aceleran hacia el
anodo y en su trayecto chocan con moléculas de gas, fendmeno que se
manifiesta por emitir una luminiscencia o brillo dando lugar a un ion
positivo y un electréon libres; en estas condiciones las moléculas de gas
forman un plasma. Los iones positivos son atraidos hacia el catodo y los
electrones hacia el anodo. Los iones positivos chocan contra el catodo con
una energia proporcional al voltaje aplicado a los electrodos, liberando
finas particulas del metal del que estd constituido. Estas particulas se
dispersan en todas direcciones en trayectorias erraticas no rectilineas.

El fenémeno que se denomina “cathode sputtering” consiste, en que sobre
el catodo se monta el metal con el que se va a recubrir la muestra y ésta,

la situamos cerca del anodo; el resultado es que se recubre con las
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particulas metalicas desprendidas del metal y la muestra queda recubierta
uniformemente.

El diseno basico de un “jon sputter” consiste en una campana de vidrio
en la que puede hacerse vacio con una bomba mecanica. Dentro de la
campana estan dispuestos el catodo y el anodo sobre el que existe un
dispositivo para sujetar el portamuestra con la muestra.

Frecuentemente, el catodo se dispone en un plano superior y el anodo
en uno inferior, aunque pueden estar en el mismo plano. El aparato se
completa con un sistema que proporciona alto voltaje e indicadores de
vacio, voltimetro y amperimetro; asi como los mandos para modificar estos

parametross:s2.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION EN

FASE REVERSA (RP-HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), por
sus siglas en ingles) se ha establecido como una de las herramientas mas
utilizadas para analisis y purificacion de biomoléculas. E1 RP-HPLC tiene
la capacidad de separar polipéptidos de secuencia muy similar por no
decir casi idéntica, polipéptidos que difieren por un solo aminoacido
pueden ser separados por esta técnica. En la figura a, se ilustra la gran
resojuciéon del RP-HPLC, en la imagen se observa la separacion de

variantes de insulina, las cuales tienen un peso molecular de alrededor de
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53 kDa con solo ligeras diferencias entre las secuencias de aminoacidos.
La RP-HPLC es capaz de separar la insulina humana de la insulina de
conejo, que difieren solamente en un grupo metilado (la insulina de conejo

contiene una treonina mientras la insulina humana contienen una serina.

m Treonina
Conejo
A Serina
Vaca Humana
U .
Oveia | \ Acerdo
Pollo b g
It
Rata |
0 Minutos 25

Figura a. Resolucidon que puede ser obtenida con la cromatografia
en fase reversa. La insulina de conejos y la humana, tienen
diferencia en un aminoacido.

Comprender el mecanismos de interacciéon de los polipéptidos con la
superficie de la fase reversa, es importante para entender las causas de las
separaciones que suceden en el RP-HPLC. La separacidon de pequenas
moléculas implica la particion-reparticion de moléculas entre la fase movil
y la fase estacionaria hidrofébica. Los polipéptidos son absorbidos a la

superficie hidrofébica después de entrar a la columna y permanecen
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absorbidos hasta que la concentracién de los modificadores organicos
alcanzan la concentracién critica necesaria para causar la desabsorcién y
liberar a los polipéptidos de la columna.

Los polipéptidos unidos a la columna se encuentran en una fase de
reposo en la fase estacionaria, con una gran parte de la biomolécula
expuesta a la fase movil y solo una parte de la molécula (el pie hidrofébico)
en contacto con la superficie de la fase reversa. Por lo tanto, es entendible
como el RP-HPLC separa a los polipéptidos, basado en las sutiles
diferencias de las moléculas. Las diferencias proceden de su secuencia de
aminoéacidos y las diferencias en su estructura en €l espacio.

Al numero de modificadores organicos (como acetonitrilo) necesitados
para separar a los polipéptidos de la superficie reversa, es llamado numero
Z1, pues la desabsorcién tienen lugar dentro de una luz muy estrecha de
concentracién. Por ello la retencion es completa hasta alcanzar la
concentracion critica de los modificadores organicos, la separacion es un
evento subito. La desabsorcién subita de los polipéptidos produce bandas
agudas de los mismos.

Los polipéptidos son muy sensibles a la concentracién del modificador
organico, en la figura b, se ilustra la sensibilidad a la concentracion. Los
tiempos de retencién del polipéptido, cambia enormemente al modificar la
concentracion del agente modificador, en este caso acetonitrilo. Por ello el

gradiente de lavado tiene muy pocos cambios por unidad de tiempo2!.22,
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El polpéptido
entra a la columna
en la fase movi El pofipéptido
P es absordido a la
superficie de la cdumna

El polipéptido es separado

. delasuperficle de la columna,
=l ciando la concentracién de los

! modficadores organicos

glcanzan su valor critico

Figura b. En esta imagen se ilustra la fase mdvil y la fase estacionaria en la columna
de fase reversa.

Microscopia de Fuerza Atomica (MFA)

En la década de los afos 80, aparecio el microscopio de efecto tanel, este
microscopio gener6 imagenes reales de superficies con resolucién atémica.
Fue inventado en 1981 por G. Binnig y H. Rohrer (IBM, Zurich). El
microscopio de efecto tunel fue el ancestro de todas las técnicas de
microscopicas de sonda de barrido (MSB). Mas de 25 técnicas diferentes de
SPM son conocidas hoy en dia. Sin embargo, las técnicas mas
ampliamente utilizadas son Microscopia de tunel de Barrido (MTB) y MFA.
El MTB, fue la técnica mas dominante en la investigacion de MSB en sus
primeros estados de desarrollo. Actualmente la microscopia de fuerza
atomica se ha convertido en la técnica mas dominante, con relacion al
numero de publicaciones reportadas con su uso.

Los MTB usan una punta, la punta conduce un voltaje de polarizacion

aplicado entre la punta y la muestra. Cuando la punta &s acercada
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alrededor de 10 A de la muestra, los electrones de la muestra comienzan a
construir el tunel a través de la abertura de 10 A. (Figura c} Los resultados
del tunelaje aunque precisos, varian con el espacio entre la muestra y la
punta, y esta senal es usada para crear una imagen MTB. Para que el
tunelaje tenga lugar, la muestra y la punta deben ser conductoras o
semiconductoras. El MTB mide la corriente de tunelaje (quantum
mechanical tunneling current) entre una punta metalica y una superficie
conductora. Esta es una diferencia importante con el FMA, que sera

discutida mas adelante.

ponta
1=CGVeBkd
)
0% de
g amente| | ooy e
\

muestra

Figura c¢. Diagrama de las interacciones entre la punta y la
muestra en MTB.

La precisiéon del tunelaje es una funcién exponencial de la distancia; si
la separacién entre la punta y la muestra cambia en 10% (un orden de 1

A), la precision del tunelaje cambia en un orden de magnitud. Esta
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dependencia exponencial se encuentra dada por la marcada sensibilidad
del MTB.

La mayor aplicacion del MFA es la obtenciéon de imagenes de alta
resolucion de diferentes superficies de maternales. Los materiales pueden
ser desde metalicos hasta materiales compuestos o biomoléculas. Cuando
se utilizan muestras con superficies rigidas y ultra planas, se puede tener
una resolucion atémica. El uso de una celda de fluido en el MFA, puede
permitirnos  observar fenémenos en condiciones liquidas, como el
plegamiento de proteinas en tiempo real. En el MFA se pueden evaluar
diferentes propiedades de la muestra como topografia superficial,
propiedades de friccidn de la muestra con microscopia de fuerza

lateral/{riccion (MFL/MFF), composicion quimica de la superficie con

NFM: (1+2)-(34)
FFM: (143)}-(2+4)

Lager

Superticie de
la Muest

Figura d. Representacién esquemdtica del sistema de AFM. El vinculo punta-cantilever es
reflectado por la topografia superficial de la muestra. Las deflexiones del cantilever son

proyectadas con sisterna de 1é4ser.
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microscopia de fuerza quimica (MFQ), diferencia en la elasticidad con
microscopia de modulaciéon de la fuerza (MMF) y las propiedades
magneéticas con microscopia de fuerza magnética.
La resolucion unica de la mayoria de las técnicas de MFA es basada en
la unién de una punta ultra-puntiaguda a un cantilever flexible vy a
ceramicas piezoeléctricas muy precisas, los cuales hacen un barrido en el
plano x-y con una precisién nanométrica. Los piezoelementos se mueven
en la direccion 2, por ejemplo para mantener una fuerza constante entre la
sonda y la muestra. Por ello un control preciso del barrido es realizado en
las tres direcciones (x, y y 2). El MFA realiza un barrido de la superficie de
la muestra con la punta, con un acoplamiento de varias micras y a
menudo menos de 100 A en diametro. El barrido sobre ]la superficie de la
muestra y registra la interacciones entre la punta y la superficie, por lo
que el cantilever puede arquear o ser apartado. Las interacciones incluyen
fuerzas electrostaticas de repulsidn y atracciones de van der Waals (las
fuerzas de van der Waals dependen de la distancia entre la punta y el
cantilever), descritas por el potencial de Lennard-Jones, fuerzas capilares y
fuerzas de friccién. Un detector registra las deflexiones del cantilever, lo
que permite que estas sean capturadas en una computadora para generar
un mapa de la topografia superficial (Figura d).
En MFA se cuentan con dos tipos comunes operacién (Figura e); el modo
de contacto y modo de no contacto. En la zona de contacto, el cantilever se

sostiene a menos de unos pocos angstroms de la superficie de la muestra,
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y las interacciones interatémicas entre la punta y la muestra son de
repulsion. En la zona de no contacto, el cantilever se sostiene de décimas a
clentos de angstroms entre la punta y la muestra, y las interacciones
interatémicas entre el cantilever y la muestra son de atraccién. Esta
combinacion genera una imagen topografica (tridimensional) de la

superficie de la muestrass.

(A} Modo Contacto (B) Modo de Golpecs Ligeros

Figura e. A) En el modo de contacto la punta esta en permanente contacto con la superficie de la muestra.
Ofrece imagenes de alta resolucién. B) El modo de golpeos ligeros, utiliza una punta oscilante. La punta no
entra en contacto con la muestra durante los movimientos laterales durante el barrido. El modo de golpeo
ligero nos ofrece informacién sobre la topografia de la muestra.
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Produccion de anticuerpos

La inmunogenicidad, es la habilidad de una molécula para inducir una
respuesta inmune. Lo anterior es determinado por la estructura quimica
de la molécula o secuencia de aminoacidos y por la respuesta del animal
huésped a la molécula. La respuesta es mediada por el sistema inmune del
animal huésped. Los anticuerpos son miembros de una familia de
moléculas, las inmunoglobulinas, que constituyen una rama humoral del
sistema inmune y conforman aproximadamente el 20% de las proteinas
plasma en humanos?’. Los anticuerpos son sintetizados primariamente por
células especializadas (linfocitos). Los linfocitos se replican y pasan por un
proceso de diferenciacién para reconocer el antigeno. El antigeno es
reconocido por un receptor de membrana desarrollado por los linfocitos,
anticuerpo. La unién de un antigeno a una molécula superficial (antigeno)
de un linfocito B virgen, es un requisito absoluto para la respuesta inmune
(producciéon de anticuerpos al antigeno). Esta unién determina la
especificidad de los anticuerpos resultantes. Con estos antecedentes
basicos se han disenado estrategias y protocolos para la produccion de
anticuerpos. Un paso fundamental en la obtencion de un buen anticuerpo,
es la pureza del antigeno que sera inyectado en el animal huésped. Un
método rapido y eficiente de obtener un antigeno, en forma pura a partir
de un extracto que contenga n numero de proteinas, es en geles de
poliacrilamida. Asi puede cortar la banda del gel deseada y ser

electroeluida para obtener el antigeno puro, que posteriormente sera
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inyectado. El antigeno generalmente es inyectado al animal, conjugado con
algin adyuvante. Un adyuvante es un estimulador no-especifico de la
respuesta inmune. Un buen adyuvante es esencial para inducir una fuerte
respuesta a los antigenos. El adyuvante mas comunmente usado, por su
eficacia, es adyuvante de Freund. Los animales con los cuales se trabaja
para producir anticuerpos son varios, dependiendo del interés. El conejo
es el organismo mas utilizado para la produccion de anticuerpos
policlonales, pues de él se puede obtener una buena cantidad de suero
sanguineo, de alrededor de 60 a 80 ml. Los animales como ratas, ratones y
hamsteres, no son generalmente escogidos para la produccion de
anticuerpos policlonales, debido a sus muy bajos niveles de suero
obtenidos. Los conejos son sencillos de cuidar, manejar, pueden ser
sangrados repetidamente y sus anticuerpos son faciles de purificar.

Los anticuerpos igual que muchas biomoléculas pueden ser purificados. El
principio usado para ello es el bioreconocimiento, es decir; separar
proteinas a partir de las interacciones reversibles entre una proteina (0 un
grupo de proteinas) y un ligando especifico. Este ligando especifico se
encuentra acoplado a una matriz de sefarosa. Este principio ofrece una
muy alta selectividad, resolucién y se puede recuperar la proteina de
interés en estado activo?. La proteina A presenta una alta afinidad para la
region Fc de los anticuerpos policlonales y monoclonales IgG. La proteina
A es una proteina bacteriana de Staphylococcus aureus, esta proteina

cuenta S regiones que se unen a la region Fc de las IgG. Asi que una vez
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acoplada la proteina A en una matriz de sefarosa, se convierte en una

herramienta extraordinariamente til en la purificacién de anticuerpos?s-2s.

Construccion de la columna de afinidad

Aun no se han publicado datos para la purificacién de proteinas de la
concha del abulén por medio de cromatografia de afinidad. Por lo tanto
una parte importante del proyecto fue establecer las condiciones
necesarias para el ligamiento y elucién de proteinas del abulén a los
anticuerpos policlonales inmovilizados en la columna.

La matriz de sefarosa 4B es fisica y quimicamente estable bajo condiciones
experimentales. Como el uso de proteinas inmovilizadas depende en la
absorcién especifica, la matriz debe estar libre de cualquier efecto de
absorcion no especifica, que pueda obscurecer la separacion. El poro de la
sefarosa 4B tiene una abertura de 20 millones de daltons, capaz de
acoplarse a moléculas grandes, y esto asegura el acoplamiento.

El método de bromida de cianogeno es el resultado de la unién de éste,
con las macromoléculas. El acoplamiento se da de forma covalente. La
bromida de cianogeno reacciona con los grupos hidroxilo de la sefarosa
para formar grupos imidocarbonatos. El acoplamiento se lleva acabo entre
los grupos imidocarbonatos con los grupos amino de la proteina para
formar enlaces covalentes estables.

La columna de afinidad fue preparada a partir de los anticuerpos

policlonales producidos por conejos de la cepa New Zealand White. Estos
“STA TESIS NO SALL.
DE LA BIBLIOTECA
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anticuerpos policlonales fueron acoplados a una matriz de sefarosa 4B

activada con CNBr2s-28.
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ANEXO 2

Caracterizacion fisica de la concha de Haliotis fulgens

TERMOGRAVIMETRIA FUERZA ATOMICA

Se realiz6 una caracterizaciéon preliminar de la estructura topografica de la
zona nacarada de la concha del abulon. Estos estudios se realizaron a
través de microscopia de fuerza atémica (MFA) y microscopia electrénica
de barrido (MEB). En este experimento fue importante el analisis de la
estructura del nacar, sin la fase organica. Para ello, se realizaron analisis
termogravimétricos, con el fin de observar la temperatura de
descomposicion de la materia organica sin afectar la estructura cristalina
de la aragonita.

En la figura I, se muestran dos termogramas. En el termograma de la
figura IA, se observa que la temperatura de descomposicion de la aragonita
mineral se encuentra en alrededor de 650 °C y con un maximo de reaccion
de alrededor de 870 °C. Mientras en la aragonita de origen biogénico,
figura 1B, la descomposicion comienza a los 340 °C y tiene un maximo de
reaccion de alrededor de 640 °C. Con estos resultados queda de expuesto,
las grandes interacciones que existen entre la fase mineral y la fase
organica de la concha nacar del abulon. Pues ellas son suficientes hacer
de la aragonita biogénica un material termodinamicamente menos estable.
También con estos resultados resaltamos que a una temperatura inferior
de 340 °C, logramos eliminar a la fase organica sin llegar a la temperatura

de descomposicién de la aragonita.
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Figura I. En la figura (A) se observa que la temperatura de descomposicién de la
aragonita mineral es de alrededor 650 °C. Mientras en la aragonita biogénica (B), a los
340 °C es la temperatura de Ja descomposicion de la fase organica y la temperatura para
la aragonita es de alrededor 450 °C.

Microscopia Electréonica de Barrido (MEB)

En la figura II, se presentan fotografias de los cortes de la concha nacar
obtenidas por MEB. En las muestras sin tratamiento térmico, figuras I[JA y
1B, no fue posible observar detalles morfolégicos de los especimenes. En
contraste, las muestras con tratamiento térmico, figuras IIC y IID, fue
posible observar que la concha nacar se encuentra constituida por capas
de aragonita. Estas capas minerales se organizan con morfologias de folhas
apiladas. Durante el uso experimental estas capas se desprendian al

menor contacto. Haciendo la comparacién de las imagenes, podemos
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entender que la fase organica se debe encontrar entre cada folia, quedando

de manifiesto que la fase organica le da cohesién y fortaleza al material.

Figura II. En las fotografias I1A y IIB, se observan las muestras de concha néacar sin
tratamiento térmico. En las fotografias IIC y IID, se observaciéon las muestras de
concha nécar con tratamiento térmico. En ellas se¢ muestran las capas de aragonita.

Microscopia de Fuerza Atémica (MFA)

En las muestras utilizadas para MFA se utilizdo el mismo protocolo que
para MEB, la diferencia estriba en que las muestras para a MFA no
necesitan un recubrimiento metéalico. En las fotografias obtenidas por
MFA, sin tratamiento térmico se observaron estructuras de tipo columnas

o prismaticas. Mientras en las muestras con tratamiento térmico, se



observaron  morfologias de
granulos. Estos cambios en la
superficie de la concha, pueden
ser debidos a la
descomposicion de la fase
organica cambia la topografia
de la muestra en forma drastica
o bien simplemente al
descomponerse la fase organica
permite observar morfologias
gue estaban cubiertas. Por lo
que, es necesario realizar mas
experimentos similares - para
llegar a conclusiones con mayor
fortaleza, y determinar un

mecanismo claro.
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Figura I1I. En la figura IIIA se muestran las
morfologias de prismaticas de Ja concha nacar
del abuldn. En la fotografia IIIB se observan
los granulos encontrados en las muestras con
tratamientos térmicos.
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ANEXO 3

La elucion obtenida por medio de la columna de afinidad, fue utilizada para realizar un
inmunoblot contra algunas proteinas de otros tejidos mineralizados. Los anticuetpos fueron
anticuerpos policlonales para staloproteina, esteopontina, colagena y CP23 (proteina del
cemento de los dientes). Todas las anteriores son proteinas relacionadas con la
biomineralizacién de tejidos dseo. Osteopontina (1), sialoproteina (i1), Colagena (iit) y CP
23(iv). En los westerm blots anteriores, se observa la misma banda. Es decir, todos los
anticuerpos policlonales a las proteinas mencionadas detectaron un epitope o bien puede ser
un artificio de la técnica. Si fueran reconocimientos auténticos, probablemente estén
reconociendo una secuencia para la fosforilacion Ilamada CK2_PHOSPHO (CKI1I).

Este sitio fue observado por primera vez en la Caseina cinasa tipo I], esta es una proteina
cinasa cuya actividad es independiente de calcio. Tal vez en estas proteinas la fosforilacion
interactue con el calcio.

Figura 3. Western blots utilizando otros anticuerpos policlonales para proteinas relacionadas con
biomineralizacién en mamiferos.
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The abalose scastell & an acellolar eceramic conraming
arganic and morgenic phases that are scquenfally assembled
during the development of maflusk The scashell usuatly 13
conshtuied by calclum carbonates The mar  abundsnt
1soferms arc aragonite and calcife; these mincrals are spatially
scparated e distinct parts af the shell  Previous studies haye
demansirated that the praeins that myolve the arganic mafre
of the shell participate in the nuckestian, growth and formation
of minerals The argame matrix of the nacre of Heliots fulges
wis anslyzed using reversed-phase HPLC. electropharesis and
mmunalegical charecterizanon. During the analysis of the
soluble matroe we ohserved 3 complex protein mixtore, with
proteins of an ample rank of mokcular werght By means of
reversed-phase HPLC we separsted several fractions  of
protems from the scashefl extract With clectropharesis we
observed that the most abundant proteins hawe apprexrmated
weights of 17 and 35 kDa. The catuma frsctzon contaning 17
and 35 kDa proteins was further resolved by SDS-FAGE to
separate the two protems. Gel pieoes contaming 35 kD was
excised and the protein clectracluted The 33 kDa protemn was
used to immunize rebbits for polyclonal antibody production.
Once purified, the antbody, was used to purify more 33kDa
protein by affmity column The 33 kDa protein was used for
In wrro kests of calac crystalzsnon
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