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;Qué significa la biomineralizacion?

La Biomineralizacion es el estudio de la formacion,
estructura y propiedades de solidos inorganicos
depositados en sistemas biologicos.

Esta es una ciencia emergente gue esta conectada a la
Biologia, la Quimica, la Fisica y la Ciencia de los
Materiales.



BIOMINERALIZACION

Este proceso se puede dividir en los seres vivos en
dos tipos:

e 1) Patoldgico: calculos renales y biliares asi
como la precipitacion cardiovascular.

e 2) No patolégico: como la formacion de
hueso, cascarones de huevo, concha nécar,
formacién de cristales de oxalato de calcio en
plantas.



Biomineralizacion de
Carbonato de Calcio (CaCO,)

e Calcita
e Aragonita

e Vaterita




CaCO, (Calcita
Aragonita)

CaCO;*nH,O
(Amorfo)

®Reserva
®Refuerzo
mecanico




BIOMINERALIZACION de CaCO,

* Addadi, L.; Weiner, S. 1992. Control and Design Principles in Biological Mineralization.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 31, 153-169.

*Mann, S.; Webb, J & Williams, J. P. (ed). 1989. Biomineralization. Chemical and biochemical
perspectives. VCH. N. Y. USA. 541 pp.



...biomineralizacion de CaCO; en

cascarones de huevos...



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/19/Geese_Fruggo01.JPG
http://blog.agirregabiria.net/

..los cascarones de huevos de aves estan compuestos de CaCO;,...

* 96 % CaCOg, 4 % de fase S
organica.

e color blanco. 15cm x 13 §
cm.

* Mg, S, P, Fe,Ba, Mny Sr

s« Cuticula

< PalizadaMineral

ZonaMamiilar

s oY Membrana organica
) fibrilar

e Dauphin, Y.; Cuif, Jean-Pierre.; Salome, M.; Susini, J.; Williams, C. T. 2006. Microstructure and
chemical composition of giant avian eggshells. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 386, 1761-

LIz

* Hincke, M. T.; Gautron, J.; Panheleux, M.; Garcia-Ruiz, J. M.; McKee, M. D.; Nys, Y. 2000.
Identification and localization of lysozyme as a component of the eggshell membranes and eggshell
matrix. Matrix Biol. 19, 443-453



... ¢, Como se forman los nucleos cristalinos de CaCO;?...

~ Nuacleo
cristalino de
CaCO,

- Proteina .

Membrana organica fibriliar

* Fernandez, M. S.; Passalacqua, K.; Arias, J. I.; Arias, J. L. 2004. Partial biomimetic reconstitution of avian
eggshell formation. Journal of Structural Biology. 148, 1-10



...proteinas intraminerales del cascaron de huevo de algunas aves ...

RCA-1 (PM: 16,635.2 + 4 Da)
RCA-2 (PM: 16,347.1 + 2 Da)

Struthio
Camelus(SCA-1 Rhea americana Dromaius  Gallus gallus Anser anser
y SCA-2) (RCA-1y RCA-2) novaehollandiae (OC-17) (Ansocalcina)
_ (DCA-1y DCA- 2) ANCA (PM: 15,300.2 + 4 Da)
SCA-1 (PM: 15,343.2 + 4 Da) DCA-L (PM: 16,3432 £ 4 Da)
SCA-2 (PM: 16,834.1 + 2 Da) DOA-2 (PM: 16.734.1 + 2 Da

77.0
735 697 L
697 636 629
452 458 454 470
DCA2 430 437 432 447 [782

w2 437 444 439 447 |85 824
(Oc-17) 378 373 386 356 (465 423 437

* Mann, K.; Siedler, F. 2006. Amino acid sequences and phosphorylation sites of emu and rhea eggshell C-
type lectin-like proteins. Comparative Biochemistry and Phisiology, Part B. 160-170.



< w wle ~
— RN IR I |
= - [}
¥ E X o olun Voo g EEEDZ aH..HaH_l.rH,.Hm,.H.H
<c<<|z-—>|<<] o0 0vox Jooooovovooo
V||W|||Lv z>zz SrIraaar > TAAATTTHT

W
L

<< s <)o

RRR_AQOQRA

T
TrTrrrTrTl00 >
]

Vo 00 TN IR DY

o< C—Y_C_YYYY_..HF
o= KKKK-E«HE—KK

OO0 O0O000O0

-, -,
|||-|||\..

| Wiy Wiy Wiy iy N 1

WA N T Ryl R Ry VN WA Ry Wi

v

(URU) WRUNUR VY] O WY - — — — — — — — —

_I_S—_I—S S—N_S 5__|

TITITTII|EJ

ww

000 o=

L
<X
zzz[xx ]z
n
L

K F SLE

= OZO0O0ZWo Wwe
SSS&S_D?ETE?E?_
AAA“AAU P aZ00
LLLLLLM ____E_
_

ryrwiewoyow

EE_DD D—EK

0 0w @ » ol w
VOLVOVLOO

a0 Jnw

DN_._..__._..__._.._—_H_._.._
(]

IITITITTITI|Z

OLO+-KFF®

E|JD|ID S|C

O T T T T T T W WW T e — O OO~ O~ MmMoooO-ooOo® — 0 W MWL D W
NN OO 00N W W WO oo oW WO oD DD - OO0 — O

o 0o 48 o o
TR G Ty g A0 Ty Qg0 T g YN T a0
fdadag09d<g 0 Q2400442 b g0 g T D d4g0dss b Sgc0acag T
JUog=z00003 O00dg=Z0 05 0U0U=ZOUO0OU0Ls U0OQ0=z00U00s 0O0OU=ZO0O0O0 5
rom<rondOI ook O x0N<x0n0l OoONL<EQWOOT rxow<erxownoOI

to de

ineéamien

secuencias

e Al

F. 2006. Amino acid sequences and phosphorylation sites of emu and rhea eggshell C-

type lectin-like proteins. Comparative Biochemistry and Physiology, Part B. 160-170.

* Mann, K.: Siedler,



...proteinas con dominios similares al de Lectina tipo-C (CTLD)

EPN
QPN
WND

Estructura CTLD Sitios de union a calcio

0C-17
en CTLDs

« Zelensky, A. N.; Gready, J. E. 2005. The C-type lectin-like domain superfamily. FEBS Journal. 272, 6179—-
6217

* Reyes-Grajeda, J. P.; Moreno, A.; Romero, A. 2004. Crystal Structure of Ovocleidin-17, a Major Protein of
the Calcified Gallus gallus Eggshell. Journal of Biological Chemistry. 279, 40876-40881.




Grupo espacial

P3,21  (OC-17)

Parametros de celda (A)

a=b=58.26 c= 82.46

Angulos

o= 90.00 B=90.00 y=120.000

Limite de Resolucion (A)

1.5

Volumen de la celda 279888.008
unitaria

Rmerge(%o) 0.63
NuUmero de moléculas en 1

ASU

Mosaicity: QE2

Cristal de Ovocleidin-17. Escala de barra = 0.1mm



Estructura 3D de la OC-17
a 1.5A de resolucién

Patron de Difraccién




Mapa de densidad electrénica a 1.5 A




Molecular surface and electrostatic potential




... proteinas intraminerales (CTLD) sin conservacion de los

motivos de unién a Ca?*...

SCA-2 RERAGCAKGWIPFDGRCYGFFPQELSWRRAEGF CQRLGARTHLBASIHSEE
OC-17 --DPDGCGPGWVPTPGGCLGFFSRELSWSRAESF CRRWGPGSHLBAAVRSAA
SCA-1 - ---DKCPKGWLDFRGNCYGYFRYELPWKRAEAWC CRSIRAGAHLBASIHTSE
RMBP . SGKKFFVTN-=-=--=-—-—-HERMPF SKVKAL CSELRG---TVBAI PRNAE

H P SCA-2 HQAIVSMLASSQPYSDSEEEAGEE
s Allneamlento 0OC-17 LRLLAELLNASRGGDGSGEGADGR

RP LGRRNWEWSD GTKLDYG
RP AGSRSWRWSD GTAPRFA

; SCA-1 HRAIAKFI S---QYHHGEEE - - -- EDW, FR-- -WNSVWAWID GSKKHYS
de secuencias RMBP NKAITQEVAK- - - - TSAF | TDE VTEGQFMYVT GGRLTYS
SCA-2 SWYRDVFLRRR-----A CVALEDTTDFATWDVEL CSDRKPFI CEYRT
OC-17 SWHRTAKARRGG---R CAALRDEEAFTSW AARP CTERNAFV C KAAA
SCA-1 ALDDDDYPKGK----H CAVLDESSGFLSWDNDS CGERNAFI CKCTA
RMBP NWKKDEPNDHGSGED CVTIVDNG---LWNDIS CQASHTAV CEFPA

1

N acleo
cristalino de
CaCoO,

Proteina

Membrana organica fibriliar

¢ interaccion con
fones carbonato?

e http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html



http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html

1. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS SCA-1 Y SCA-2

> Protocolo de aislamiento y purificacion

EXTRACCION

* Lavar con
abundante aguay
fraccionar en
trozos grandes

= Lavar, EDTA5 % (1 h, 4 °C)

= Secar atemp. ambiente.

= Mortero-polvo cascaron
= Extraer ac. acético 10 %

(20 mL/g polvo cascardn, 36-48 h, 4
OC)

= Filtrar extracto (eliminar trozos de
cascaron, 0.2 pm )

= Concentrar-Amicon-YM3

PREPARACION DE LA MUESTRA
ANTES DEL HPLC

= Dializar (5x10 vol., ac. acético 5 %,
eliminar iones calcio)

= Precipitar fraccion soluble (sulfato
de amonio, 24 h).

» Centrifugar (90 min, 4 °C, se
descarta sobrenadante, se
resuspende el botdén en ac. acético 5
%)

= Dializar (5x10 vol., ac. acético 5 %,
eliminar el sulfato de amonio)

« Filtrar, PVDF, 0.2 pm.
* Muestra lista para HPLC

HPLC-FASE REVERSA (C-18,
acetonitrilo, TFA 0.1 %) o Exclusion
molecular Sephadex-75.




2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA

DE LAS PROTEINAS SCA-1 Y SCA-2

(kDa) L )
188 —> —— SCA-1 =—>
62 —p -
49 - SCA-2 =—>
38 —Pp e 1500 = SCA_Z ﬁ
28 —p
18 —p
— W <« sSCA>2
145 - .4— SCA-1 b)
a) _ 4:3 BID min
— -
-— -
2 —
-
e
18 KDa i
i SCA-2 SCA2 —» )
" «— 18kDa
14 KDa -
SCA-1
' 14 kDa
c) ! e

Figura 1. a) SDS-PAGE 12.5 % (extracto intramineral), b) Cromatograma del
extracto intramineral (HPLC fase reversa), c) Proteinas SCA-1 y SCA-2



5. INTERACCION DE LAS PROTEINAS SCA-1 y SCA-2
CON IONES CARBONATO

=

VOLTAMPEROMETRIA CICLICA =
POTENCIOSTATO/GALVANOSTATO /
AUTOLAB PGSTAT 30.

EA: ALAMBRE DE PLATINO
ER: CALOMEL SATURADO, E=0.241V

versus NHE
POTENCI OSTATO-
GALVANOSTATO

ET ER EA
“«—r _
] AV E T : electrodo de trabajo
E R : electrodo de referencia
_ E A : electrodo auxiliar
Electrolito ——
(LiCIO,) L | > AV : voltaje entre ET y ER

I: corriente entre ET y EA

Liliana Marin-Garcia, et al., Crystal Growth and Design 8 (2008) 1340-1345




...Interaccion proteina-carbonato...

O O
O ONe:
O

Y

) .
O ," Registro de la senal
C /f’ volt amperomét rica
| NTERACCI ON

PROTEI NA- CARBONATO



...Interaccion proteina-carbonato...

Blanco (sin proteina adsorbida sobre ET)

150

« 0.1 mol L LiCIO,

100 -
e adiciones sucesivas
de Na,CO;

50

T(PA)

e 100 mVst

- 10 pg cada una de las |1
proteinas |

E (V vs SCE)

50 SCA-1 0. SCA-2

100 100

50 - 50 4

| (HA)
| (uA)

50 - -50 1

-100 T T T T T 1 '100

E (V vs SCE) E (V vs SCE)

Liliana Marin-Garcia, et al., Crystal Growth and Design 8 (2008) 1340-1345



..Interaccion proteina-carbonato...

. SCA-1

- — SCA-2
— Blanco

o ol N w A O O ~ (o]
- I I I I I I |

Proteina intramineral

0 2 4 6 8 10 12 14

Concentracion de iones carbonato (mM)

Liliana Marin-Garcia, et al., Crystal Growth and Design 8 (2008) 1340-1345



3. ESTUDIOS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ

Malvern Nano S

Detector
173¢°
e M A
L aser Analito




...estudios de dispersion dinamica de luz (DLS)...

Correlacién perfecta
1.00

— — Ecuacion Stokes-Einstein:
Coeficiente de difusion

traslacional (D)

KT
A 3mnD

Particulas grandes

Correlacion

Particulas pequefias

Tiempo



..determinacidn de los estados de agregacion de las
proteinas SCA-1y SCA-2 en funcion de la temperatura...

SCA-1 en agua (sin filtrar) SCA-2 en agua (sin filtrar)
2000 1

I\ 1000 |
| [
1500 a 800 -

[ \ 600 -

1000 | M | \
- */‘ X 400

500 - ‘ \\ / 200 -

Diametro hidrodinamico (nm)
*~— B
Diametro hidrodinamico (nm)
o

Temperatura (°C) Temperatura (°C)




iSe forman templados de SCA-1 en presencia de CO;?’!

Nucleo cristalino de
carbonato de caicio

1

|

Templado de proteina
con d,, constante




4. INFLUENCIA DE LAS PROTEINAS SCA-1 Y SCA-2 SOBRE
LA CRISTALIZACION DEL CARBONATO DE CALCIO

Cristales de CaCO,

Cubreobjetos con
cloruro de calcio +
proteina

v

—» Carbonato de amonio

0.1 M CacCl,
0.1 M Carbonato de Amonio
Proteinas: 50, 100, 200 ng

—— 100 microns

o 1 . Calcita/SCA-2

100 microns

3. Calcita/0C-17 4. Calcita/lisozima

100 microns




... estudios de DLS: ¢Se forman templados de proteinas?...

Nucleo cristalino de
carbonato de calcio

Templado de proteina
con d, constante

FLUIDO UTERINO:
10 mM Ca?*
70 mM CO,*

Memp,
ran .
a O"ganiCa f’bl'll
ar

 Fernandez, M. S.; Passalacqua, K.; Arias, J. |.; Arias, J. L. 2004. Partial biomimetic
reconstitution of avian eggshell formation. Journal of Structural Biology. 148, 1-10.



Estudios de agregacion a traves de DLS
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Experimento de adicion: 10 mM, 70 mM, 100mM of Na,CO,

SCA-1
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Ansocalcina obtenida del cascaron de huevo de ganso: :

a) filtered, b) 10 mM, c) 70 mM, d) 100mM of Na,CO,
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DLS on Lysozyme at: a) filtered, b) 10 mM, c) 70 mM, d) 100mM

of Na,COs,
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Hydrodynamic radius/nm

1400 1

1200 1

1000 1

800 1

GO0 1

400 1

200 1

-1.2945x2 + 76.566x - 92.554
R#=0.91531

Temperature/°c

a5




MECANISMO PROPUESTO PARA LA INTERACCION PROTEINA-CARBONATO Y
PARA LA OXIDACION DE ESTE EN UN ELECTRO DE PASTA DE CARBONO

N
4
\x 0 0 .'hl"l"Ir
2 ‘o c’f \C—G'/
2CO; +PROTEIN —— B 3 p
b 9
5 .-~"HN #FH%-,H -
e His
. CARBONATE INTERACTION SITE |

COMPLEX PROTEIN-CARBONATE
(1)

el; —
—

b—c-—0-0-c—0

)

(1) e

i

[IRTINI]

. CARBONATE INTERACTION SITE |
COMPLEX PROTEIN-PERCARBONATE
(1)




DATOS RECIENTES SOBRE LA ESTRUCTURA 3D DE SCA-1

Det.A Ch2

1500+

1000+

500+

1 Exclusién molecular

SCA-1
SCA-2 |

Cristalizacion de SCA-1

7S wenty
50-
37
25
20 :
SCA-2 SCA-2
SCA1 oA
15
10

C.D. Rayana Ruiz Arellano,
Ph.D. Thesis




Grupo espacial P2,2,2 (SCA-1)
Par ametr os de celda (A) a=32.67 b=5591 c= 72.06
Angulos a=90.00 b=90.00 g=90.00
Limite de Resoluciéon 50
(A)
Volumen delacelda 131623.328
unitaria
Rmerge(%) 0.145
Numer o de moléculas 1
en ASU
Mosaicity: 0.70
Grupo espacial P3,21 (OC-17)
Par ametr os de celda (A) a=b=58.26 c= 82.46
Angulos a= 90.00 b= 90.00 g=120.000
Limite de Resolucién (A) 1.5M
Volumen delacelda 279888.008
unitaria
Rmerge(%) 0.63
Numero de moléculas en 1
ASU
Mosaicity: 0.20




Comparacion de las dos estructuras SCA-1y OC-17

SCA-1 con puentes disulfuro



Superposicion de ambas proteinas

Ovocleidina-17 (azul) con Estrutiocalcina-1 (rojo)




“We all know that crystals nucleate and grow from saturated
solutions. And so they do in vitro, but not necessarily in vivo.
Biology has chosen another pathway., crystals are grown from an
unstable solid colloidal phase, almost devoid water!”

!

“MANY ANIMALS DO NOT FORM THEIR CRYSTALS
DIRECTLY, THEY FIRST PRODUCE A TRANSIENT
PRECURSOR MINERAL PHASE THAT SUBSEQUENTLY
TRANSFORMS INTO THE MATURE PHASE”

Stephen Weiner, J. Structural Biology 163 (2008) 229-234. Review



Valdria la pena volver a la vida a animales extintos para entender
algunos de los procesos de Biomineralizacion?

NATIONAL _
GEOGRAPHIC




Mi gran deseo...

e :mm‘ - = -

Aepyornis eggs Muséum national
d'Histoire

= K| —

' . \ .
Elephant Bird Skull of an Elephant bird
s L \\;,»«L T

l S _ A .._'

Dodo-bird Oxford University MNH
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CONCLUSIONES

Los minerales que son producidos o sintetizados en seres
vivos, permiten desarrollar propiedades vy funciones
especificas en combinacion con macromoléculas bioldgicas.

Estos biominerales participan inclusive en la estereo
selectividad quimica, para elegir la incorporacion de L-
aminoacidos en proteinas y D-azilcares en polisacaridos, asi
como en la sintesis de sencillas y grandes biomoléculas hasta
los grandes complejos macromoleculares proteina-DNA o
proteina-RNA.

La formacion de huesos, dientes y algunas otras formas de
estructuras biologicas, quizas siguen las teorias de
crecimiento cristalino, pero la morfologia (no-cristalografica)
quizas esta gobernada por genes.

La relacion: estructura-funcion, no puede atribuirse
solamente a la resolucion estructural de una sola biomolécula,
sino que requiere de la resolucion estructural de varias
macromoléculas y los aspectos quimicos que rigen dichos
procesos.
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