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*Two proeminent aspect of cell
functioning which are spectally
‘interest, tng are the manner of
fidre production and the control

of fibre direction™.

Millar & Rudall
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INTRODUCAO

Composic3o gquimica e caracteristicas conformacionais da quitina

A quitina e um polissacarideo linear composto por
mondmeros de n-acetil-D~glicosamina - unidos porvr ligacdes
glicosidicas £-1,4. Cada residuo sofre uma votagdo de 18¢° em
relacgSo ao seguinte, sendo cada par ent3o designado «quitobiose
(Fig. 1).

Di ferentes cadeias s8o reunidas, pela formac3o de
paontes de hidrogénio em pilhas ou "laminas”. Estas pilhas adotam
diferentes disposi¢fes espaciais , ©o gque caracteriza os trés
tipos cristalinos de quitina (RUDALL, 1963; .1969‘ RUDALL &
KENCHINGTON, 1973).

Ne primeiro tipo existe uma disposicso antiparalela das
cadeias cantidas em duas pilhas adjacente; (Fig. 2A). Tal
organiéacﬁo foi primeiramente descrita na cuticula de uma espécie

de inseto (FRAENKEL & RUDALL, 1947) e entio determinada como

caracteristica destas estruturas nos insetos em geral (RUDALL,

b
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Fig. {1 - Segmento de uma cadeia polimérica de guitina, mostrando
1a estrutura quimica e um dimero quitobiose, formado por dois
;siduos de N-acetil-D-glicosamina ligados por liga¢ia B(1+4),

irados de 18@0.
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Fig. 2 - Esquema demonstrando os diferentes tipos cristalinos de

quitina, baseados na disposicdo em que as cadeias poliméricas

assumem em di ferentes l3minas. Estas, em vista transversat,

gstariam dispostas perpendicularmente ao plano do papel.

A Tipo o« - Composto por 13minas paralelas que contém cadeias
antiparalelas.

B. Tipo -~ Compostou por ldminas com cadeias sempre paralelas.

C. Tipo ¥ - Composto por duas l3minas com cadeias paralelas
acompanhadas por uma outra com cadeilas no sentido

INnverso.



19463), tendo sido entdo designado por quitina do tipo o. A
quitina do tipo a é também caracteristica das paredes celulares
dos fungos.

LOT?%QR & PICKEN (199¢) descreveram o sistema quitinoso
das ‘cerdas do poliqueto Adphrodile, tendo encontradeo uma
distribuic3o paralela das cadeias de quitina, a qual designaram
como 'tipo B (Fig. 2B). Mais tarde este sistema foli descrito em
gutros organismos (RUDALL & KENCHINGTON, 1973} e caracterizado
gristalagra?icamente {PERVAIZ & ABDUL-HALEEN, 1975).

A terceira forma cristalina, gquitina da tipo' y (Fig.
2C), possui um arranjo de laminas que conjuga os dois sistemas
acima. Neste caso, duas pilhas com cadeias dispostas no mesmo
sentido se justapfem &3 uma terceira, com cadeias em sentido
contrario (RUDALL, 1963, 1969, RUDALL & KENCHINGTON, 1973).

A& quitina do tipo o apresenta caracteristicas
conformacionais e termodindmicas mais estdaveis, de forma <que os
tipos B e ¥ 80 facilmente convertidos, por bhidrdlise dcida a
quente, no tipo «. Tal convers3oc envolve a interpenetragio de
cadeias de diferentes pilhas, tendo RUDALL (1969 tentado
rexp}icar sus ocorréncia segundo diversos mecanismos hipoteticos.

Finaimente, existe um tipo de quitina Sem
caracteristicas cristalinas encontrado nas paredes- dos esporos
| septados (artrdsporos), de Trycophyton mentagrophytes (PALLACK et
a;ii, 19831 . Neste caso, as cadeias poliméricas estariam

dispersas numa matriz, sem  4gual quer aspecto aparente de



ordenag3o. Neste sistema, a quitiné apresenta-se altamente
resistente 3 =acio enzimatica e ao ataque fungico, o que sem
divida reflete a importdncia da organizacdo molecular e do ‘tipo
de componenté associado na determinacﬁo _das propriedades das
estrufuras quitinosas.

Modi ficacdes quimicas da quitina s8oc raras. Ocorrem
principalmente deacetilagles, provavelmente em.sitios de liga¢3ao
cﬁm outrés componentes (RUDALL, 1%969; RUDALL & KENCHINGTON, 1973)
ou pela acﬁﬁ de deacetilases ;copladas aq sistema
quitina~sintase, produzindo polimetos com alto indice de
deacetilag3o (DAVIS & BARTINICKI-GARCIA, 1984)

Quitina sulfatada foi descrita em um sistema de ceélulas
de insetas em cultura, com presen¢a provavel, tn vive, em discos
imaginﬁrios {KRAMERDV et alii, 1986), enquanto um certo agrau de
carboxilagdo Ffoi sugerido por RUDALL (19463), para explicar a

presenca de algumas bandas de absorc3o de infra-vermelho.

Niveis de organizagio das estruturas quitinosas
. :

Apds a biossintese da quitina a nivel de membrana
plasmatica (CABIB et aliti, 1983), suas cadeias polissacaridicas
passam por um processo de agregagao lateral, dada a formagdo de
de pontes de hidrogénia intermoleculares, conforme o modelo
proposto por HERTH (HERTH, 1980; HERTH & SCHNEPF, 1984). ¢Este
autor descreveu a existéncia de um intervalo entre a

polimerizacdo e a cristalizag3o da quitina, processos que Serlam



modulados pela associacdo com outros componentes.

Quando observadas ao microscodpio eletrbnico, as
ectruturas quitinosas spresentam gquase sempre aspecto alveolar,
com centros gletron-ldcidos e periferia eletron-densa
. (GIRAUD-GUILLE , 1984; HINES & HACKMAN, 1987). Ds alvéolos estio
embebides numa matriz protéica e estdo dispostos de forma
hexagonal, guando presentes em alta densidade ou apresentam
~dist@ncias wvariaveis conforme a estrutura estudada. Isto.
refletiria o primeiro"nivel' geral de organizagcdao, o nivel
molecular <(GIRAUD-GUILLE, 1984). Explicacbes mais simplistas
consideram o centro eletron-ldcido como sendo devido & presencga
das fibrilas gquitinesas, rodeadas pelo material proteéico,
formando assim uma fibra. GIRAUD-GUILLE (1984} sugere que 0O
material elétron-denso, contrastado pelas técnicas normais de
coloragdo ut ilizadas em microscopia eletronica, poderia
constituir-se de fragdes polares de proteinas e a outrsa,
eletran—ldcida, corresponderia a frag8oc apolar. Ela -mesma
questiona, entretanto, onde estaria localizado o componente
polissacaridico neste modelo.

fi partir do conhecimento de que a quitina (TSEZO0S &
VOLESKY, 1982), bem comc a sua derivada quitosana (UGAWA et alit,
1984) sao capazes de adsorver metais; pode-se supor gque cada
alveolo represente exclusivamente uma fibri]; gquitinosa «que,
devido & sua cristalinidade, ligaria metais somente na sua
paeriferia. 0 centro da fibrila permaneceria ndo contrastado,

devido a inacessibilidade ao metal pesado. As proteinas



apresentariam uma contrastagdo moderada, mantendo preenchidos os
‘espagos entre as fibrilas de qgitina.

No segundo nivel, associadas de diferentes formas, as
fibrilas, que em corte transvérsal corresponderiam a um alveolo,
formariam feixes que teriam algumas dezenas de nandOmetros de
didmetro.

Feiwxes interligados formariam laminas qué
constituir—-se—iam no terqeiro nivel de organiza¢cio. Estas laminas
podem atingiv espessufa de été alguns micrOmetros. Algumas
estruturas diferem no tipo de organiza¢8c espacial assumida por
estas laminas, diferindo conseqlientemente nas suas propriedades
mecanicas (NEVILLE, 1984). Uma disposigdo helicoidal estaria mais
adaptada ou apresentarié maior resisténcis a torgoes, enquanto
uma disposi¢3o paralela destas laminas, no que coﬁcerne ao
direcionamento de seus constituintes fibrilares, deveria ser mais
tesistente a deformagoes por dobramentos ou curvaturas (NEVILLE,

19B4; BANERJEE, 1988).
& quitine e.sués associacoes

Algumas diatomaceas, algas unicelulares, apresentam
longos filamentos gque possibilitam a 95tabi}izaq§o de uma dadsa
posigdo da ceélula no plancton & diminuem a sua velocidade de
afundamento. Estes ¥11;Eentos constituem~se na uJnica estrutura

descrita onde a quitina encontra-se como unico constituinte, sem

qualquer tipo de associacio (BLACKWELL et alit, 1947). A quitina



gncontrada nestes filamentos é do tipo £ e apresenta uma alta
cristalinidade, derivada de uma grande proximidade das cadeias
paralelas de n—acetil-D-glicosamina. Neste caso deve ser formado
um grande numerc de pontes de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas, resultando numa estrutura =altamente compacta e
cristalina.

Comumente, entretanfto, a quitina encontra-se asscciada
a proteinas eg/0ou gutras macromoleculas, caracterizando
biocomplexos. Dentre estas  outras macromoleculas est3o
principalmente outros tipos de polissacarideos estruturais, como
acontece em paredes celulares de alguns fungos . Nestes
organismos, a <9uitina pode ainda estar ausente, sendo entao
substituida por celulose ou, em outros casos, formar associagoes
com ela (FURTADO, 1979). Desta forma, existem variacﬁesrquase que
especificas, permitindo que, além da estruturag¢do e influéncia na
permeabilidade celular, os componentes da parede tenham possivel
papel no reconhecimento celular,

Guitina do tipo ¢ ¢ 0o componente mais caracteristico
das paredes celulares dos fungos. 0 grau de deacetilécﬁo e
variado nos diferentes grupos, sgndo que em _alguns #ungas,
assumé—ée mesmo a presenga de quitosana substituindo a quitina
(DAVIS & BARTINICKI-GARCIA, 1984; WESSELS, 1984). Dos componentes
nSo proteéicos associados, destacam-se os g{icuranos e os
3~glicahos, alguns dos  quais formam complexos resistentes a
hidrolise alcalina, ambés vs tipos sendo reconhecidos como de

importancia em eventos morfogeneticos (WESSELS, 1984).
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As paredes celulares dos ?uhgos apresentam estrutura
complexa, geralmente constituida por diferentes camadas que
_diferem entre si principalmente quanto & disposicio de seus
componentegs fibrilares (FURTQDD, 197@) . Alguns esporas
apresentam mesmp organizagao helicoidal semelhante &quela das
cuticulas de artrdpodos (BONFANTE-FASOLO et alii, 1986).

Alem disto, existem modificagGes durante o crescimento
das ‘hifas que conduzem & transformaclo . da parede apicai
visco-e¢lastica na paredeltubulér altamente resistente (WESSELS,
1984), em parte deQidas a transformacdes | enzimaticas de
B~glucanos, eh parte devidas a cristalizagio da quitina
(VERMEULEN & WESSELS, 19B4).

A perfeita cristalizaclo das fibrilas de quitina parece
desempenhar importante papel no crescimento das hifas, sendo que
o empreglt de agentes que bloqueiam a forma¢3o dos cristalitos,
conduz a falhas em varios processos do desenvolvimento dos fungos
(RONCERD & DURAN, 1985).

Ja em 1247, FRAENKEL e RUDALL descreveram a existéncia
de uma intima associacgu-de proteinas & quitina. A existéncia de
residuos de aminoécidoa junto a remanescentes cutiéulareﬁ
submetidos a extensa hidrolise alcalina sugeriu a possivel

existéncia de ligagdes covalentes entre a quitina e proteinas,
iustifican&o assim a caracterizagio de sisfemas" quitinosos como

glicoproteicos (RUDALL, 1963; LIPKE, 1971; HUNT & NIXON, 1?81).
PICKEN & LOTHAR (195@), reportaram a. existéncia de

certa ordenacio meolecular do componente proteico assocciado &



quitina, quer seja detectada por difracio de rajos X, quer seja
através de anisotropias opticas.

Nos sistemas gquitinosos existe uma pro?usﬁb de tipos
proteicos associados, com notdvel variabilidade na cuticQ}a dos
insetos. Estas estruturas apresentam diferengas gquanto & regifo
cuticular, quanto ao perliodo do desenvolvimento (FRISTOM et alii,
1978; COX & WILLIS, 1987a; 1987h) e entre especies relacionadas
(ANDERSEN, 19488).

Est ruturas cuticulares flexiveis podem ser formadas
pela associag 3o com resilina.. Tais complexos s30 encontrados em
cuticulas flexiveis e plasticas em uma camada particular
conhecida por elastaméro (THURHM, 1964; McIVER & SIEMICK, 1985;
.HINES & HAaCKMAM, 1987) e devem suas - pfopriadades principalmente
ao cardcter elsdstico quase perfeito dessa proteina (ANDERSEN &
WEISS-FOGH, 1964).

Complexos quitinosos podem spfrer modificagdes

adicionais gque levam a formagdo de estruturas altamente
especializadas, destacando-se as estruturas esclerosadas e

as calcificadas.
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Sistemas quit inosos esclerosados

A cuticula da maioria dos insetos e de putros
artrépodﬁs, as casulos de alguns besocouros (RUDALL 8 KENCHINGTON,
1973) e algumas estruturas dos moluscos, como as radulas, (RUNHAM,
1941; RUDALL & KENCHINGTON, 1973; HUNT & NIXON, 1981)
e#empli?icam sistemas quitinosos onde as proteinas associadas &
quitina sofrem adicEgs e modificagBes que conduzem & perda de
agua € ao enrijecimento, através de um complexo sistema de
reagdes que consistem na esclevrose.

Mest es sistemas atribui-se as fungbes de resisténcia
mecinica e dureza 3 porgic protéica, cabendo pouco a quitina
{ANDERSEN, 1i97%) que, entretanto, poderia participar atribuindo
certas plasticidade ao sistema (NEVILLE, 1984).

0 processo de esclerose teﬁ sido extensivamente
estudado em dipteros (LIPKE-et alii, 1983; SUGUMARAN & SBEMENSI,
1987), sendo que varios passos do processo tem sido revelados.
Por éua vez, estudos realizados em cuticulas de gafanhotos teém
conduzido principalmente ao conhecimento das enzimas cuticulares
e suas fungoes especificas (ANDERSEN, 1989). Apesar disto, 2
sequéncia real das reacdes envolvidas permanece desconhecida.

Burante a esclerose, alguns compnstbs de bairo peso
molecular atuam como "fixadores” das proteinas ja 'exportadas,
reduzindo a sua solubilidade e aumentando a sua dureza {(ANDERGEN,

1979), © qQue PpParece ocorrer, ao menos em parte, por interagOes

11



hidrofdhicas COH et alii, 198@).

A reacio de poli?eﬁtideos e proteinas com quinonas
origina uma diversidade de grupos funcionais a partir das cadeias
laterais dos amincdcidos, o <que conduz a alteracoes das
estruturas secundaria e tercidria das proteinas. Acido aspdrtico
aminog terminal, o grupo B-amino de lisina, e residuos de cisteina
reagem facilmente com quinonas, resultando em ligag¢oes entre duas
ou trés proteinas. 0 envolvimento de aminoidcidos contendo enxofre
nos précessmﬁ de endurecimento e pigmentagio e desconhecido,
sendo conhecidas, entretanto, suas reatividades ﬁom dopaguinonas
g sua utiliza¢30 na sintese de melaninas. Residuos de tirosina
tambeém est3oc sujeitos 3 acio de polifenol-oxidases, sendo ent3o
canvertidos a ortogquinonas (LIPKE et alii, 1983).

Ainda, foi comprovada a3 existéncia de ligacBes
covalentes formadas entre os carbonos do anel aromatico de
catecdis e nitrogénios do anel imidazol de residucs de histidina
das proteinas cuticulares (SCHAEFER et alii, 1987), sendo que a
grande proximidade destas ligagOes & <quitina sugere, mas n3o

comprova, o possivel envolvimento desta na formac3o de ligacles

cruzadas.

Existem grandes variag¢Oes guanto as propriedades
biomecinicas das cuticulas em geral, variagdes estas tambeém
encoﬁtradag dentro das cuticulas esclerosadas. Concorrem para

estas ?ariacﬁes a densidade € a dureza destes materiais que,
segundo LIPKE e colaboradores (1983), seriam ditadas por

alteracOes em varios niveis enavaolvendo:
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{ - Hecréscimo na ﬁuluhilidade-de proteinas e lipidios,

£ — Adi¢8o de ligages entre proteinas e entre

proteinas e quitina,

3 — Aumento do peso molecular dos compénentea

polipeptidicos,

4 — Alteracoes no estado de empacotamento das proteinas

e do polissacarideo,

5 — Elimina¢3o de grupos funcionais,

& — Declinio na resposta a agentes de degradagcio

quimica ou enzimdtica,

7 —~ Elimina¢3o de agua, .

8 — Reorientacao das ?iﬁrilas de quitina,

¢ — Pigmentagio (excluindo coloragtes defensivas) e

10 -~ Hodificatﬁes pds-translacionais de estruturas
primarias.

Fica claro a partir destes itens que um decréscimo em
reatividade e uma organizacio Precisa dos companentes
cutitularaa, a0o lado da eliminag3o de dgua, s30 o0s principais
‘eventos relacionados & esclerose.

Qutro fator que parece ter importincia na determinagdo
da rigidez de uma estrutura esclercosada tem sido relacionado _é
espessura das fibras de quitina, aquelas com maiores diadmetros
contribuindo para a ?ormacﬁo.de cuticulas com maiores dureza e
resisténcia. Estudos égbecifiﬁos e abrangentes relacionando estes
dois fatores, vigidez e espessura, nko tém sido desenvolvidos.

Alguns autores, entretanto, baseados em dados experimentais, tem

13



procurado est abelecer esta correlacdo. Assim, foi demonstrado que
# mandibula de gafanhotos, uma das estruturas esclerosadas mails
rigidas até agora conhecida (HILLERTON et alii, 1982) possul
também as fibras de quitina mais espessas, con diﬁmetros‘ entre
140 2 309 nm <CGARDINER & KHAN, 1979).

A ﬁnasmé correlagao foi recentemente assumida para as
cuticulas das asas, também de gafanhotos, sendo que a regido alar
sujeita 2 maior desgaste e as forg¢as de movimentagdo durante o
vBo (regilo da ranhura clavicular basal) apresenfa fibras de @25
nanﬁmetros de didmetro (BANERJEE, 1988), cerca ainda de 1¢ vezes
a espessura das fibras das cuticulas em geral (NEVILLE et aliv,
12767 .

A Drganiza¢5n destas fibras dentro da matriz protéica
teria tanta influéncia nas dureza e na resisténcia das cuticulas
‘quanto os seus didmetros (HILLERTON et alit, 1982),_hajé visto &
existéncia de um "indice de reforgo”, que depende das diregoes
adotadas pelas fibras dentro da estrutura (PARRY, 1988).

adicionalmente, deve—-se salientar que westruturas de
insetos envolwidas em suporte e prote¢3o, como ootecas e alguns
tipos de sedas (KRAMER et alii, 198%9) também est3oc sujeitas a
processos de esclerose, mesmo embora, na maioria dos casos, sejam
completamente livres de quitina ou de qualquer outro
polissacaffdeca estrutural. Isto faz crer que a quitina nio tenha
papél direto neste prd%essc, 6 que ja havia sido assumido por
BRUNET (1%47) . Por outro lado, se a sintese de quitina e inibaida,

existem redugfies nas propriedades das estruturas esclerosadas,

14



como elevagDe @ na‘solubiiidade das proteinas, embora o grau de
esclerose nao se apresente diminuido (CLARKE et alii, 1977). Por
sUa  VezZ, isto deixa claro a participacio da quitina na

gstabilizagio primdéria das proteinas.
Sistemas quit inosos calcificados

" Nest es casos, a matriz orgdnica, quitino-protéica,
associa~se uma mabtriz inorganica, principalmente de nature=za
calcdrea, como acontece em alguns artrdpodos (carangueijos e
1agostas, por exemplo) e moluscos, em suas carapagas e
conchas, respectivamente.

A matriz organica pré;Formada, ou peio wmenos alguns de
seus componentes, parece desempenhar importante fungao na
‘regulaclo do crescimento e do tipo cristalino do componente
inorganico (S IKES & WHEELER, 1986)

€ bem conhecido qde na formagao dos o0ssos, onde a
matriz orginica é colagénica, a mineraliza¢3o inicia~se em
espados ou buracos de 35 angstrons da fibrila, formados nas
recides de alinhamentb‘daé moléculas de tropocoldgeno, e sd ent3o
se estendendo 3s regiSes interfibrilares (BERTHET-COLIMINAS et
atit, 1979; LEES, 1987). Atualmente sabe-se que o processo de
calcificac5o depende também da presenc¢a de outros componentes,
principalment @ de natureza dcida da matriz orgdnica dssea (MARKS
& POPOFF, 1988), o que justifica o fato de que tenddes e outras

estruturas ricas em colageno I, n3g se calcifiquem como 0% 0O&SOS
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fazem normalmente.

Por outro lado, o processo de calcificagdo em sistemas
quitinosos e pouco conhecido.

Giraud-Guille (1984) realizou um estudo ultraestruturatl
pormenorizado da matriz org8nica das carapagas de carangueijos,
tendo descrit o aspectos orgyanizacionsis em varios niveis, sem no
entanto mencionar qualquer relagio desta matriz com processos de
calci?icacﬁa.

Argumentaz—-se, entretanto, que a matriz orgfnica, embora

com importante papel nas propriedades biomecanicas destes
sictemas, atuaria simplesmente como “suporte” pars componentes
acidos soluveis superficiais, estes sim, envolvidos na

‘cristalizagao (WEINER, 1984).

Esta estrutura de suporte teria quitina do tipo £ e
proteinas em conformagao £ antiparalela como % principais
constituintes, a quitina dispondo-se quase que perpendicularmente
5 cadeiss polipeptidicas (WEINER & TRAUB, 1980, 1984).

De <qualquer forma & de consensp que a organizagao dos
componentes da matriz orgdnica tém relagdo com o crescimento e
tipo dos cristais de cdlcio, ambos contribuindo para a formag3o

de complexos moleculares caom ordem e propriedades superiores.
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Problematica do trabalho: 0 sistema quitinoso de penas de lulas

Gevalmente, as canchas dos moluscos
possuem natureza quitino-protéica calcificada, sendo que a
yariedade de padrdes estruturais e de simetria destas conchas
refiete um complicado esquema evolutivo.

Segundo DONOVAN (1964), as alteracdes finais nesta
evolucBo teriam conduzido a redugdo das conchas a estruturas n{o
calci?icadas.

No grupo das lulas especificamente, a concha tornpu-se
resquicial e +oi internalizada pelo wanto. Gragas ao seu formato,
este resquicio de concha é conhecido-por "pena', tuja posigldo e
tamanho em relac3o aolcorpa do animal s3o0 mostrados na Fig. 3.

Nas 1lulas, a pena tem pouca particiﬁacﬁo na
gstruturacic, bem como na resiténcia da maior parte do corpo,
fungBes estas agora desempenhadas por um epitelio espesso,
assentado sobre uma base fartilaginosa (HUNT & NIXON, 1981). E
provavel, entretanto, 4que a pena apresente papel estruturé]
importante durante as fases jbvens do desenvolvimento destes
animais.Alem disto em alguns representantes dos cefaldpodos, as
conchas verdadeiras s3o utilizadas como uma c¢8mara de gas que
presta-se a facilitar deslocamentos verticais dos animais na
agua. Nas 1lulas, este tipo de movimentacho di-se por ac3o
dinamica da forte musculatura entio desenvolvida (PACRQRD,

1972 .
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Embora 319uns aspectos bioquimicos das proteinas totais
e da frac¢lo cxnva}éﬁtemente associada tenham sido publicados (HURNT
& NIXON, 1981 ; HUNT & HUCKERBY, 1987) e o tipo cristalino de
quitina bem caracterizade (PICKEN & LOTHAR, 1950; HUNT & NIXON,
1981), detalhes da tomposicao quimic; e caracteristicas
organizacionais do sistema 4quitinoso encontrado nas penas de

lulas sao desconhecidos.

A metodologia proposta para resolucSo da problematica do trabalho

Estudos de difragdo de raios X demonstraram gque as
penas de lulas apresentam certa cristalinidade apos hidrolise.
alcalina (HUNT & NIXON, 1981). Esta cristalinidade ¢ atribuida &
organiza¢io molecular da quifina e pode ser também detectada ao
microscopio de polarizagdo, dada a sua birrefringéncia.

A detec¢do ¢ quantifica¢do de fenomenos anisotropicos
opticos, dentre eles a birvrefringéncia, tém possibilitado a
determinag8o da arquitetura macromolecular e de alteragfes nestes
arranjos por acao de diversos fatores naturais ou experimentais
em varios complexos bioldgicos.

Uma das formas de estudo de um material anisotropico
consiste na construcgio d? curvas de birrefringéncia de forma.

Tais curvas s3o0 construidas tomando-se medidas de retardo opticos
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apos embebic3 o do material em diferentes fluidos com indices de
refracao conhecidos. Curvas de birrefringéncia de forma tém sido
aplicadas com sucesso no estudo de ordem molecular de estruturas
colagénicas (VIDAL, 1?8@b; MELLO ot alii. 1979; VIDAL & CARVALHO,

19894), da gquitina (CASTLE, 1936; FREY-WISSLING, 1948; PICKEN &

LOTHMAR, 1950; VIDAL & CARVALHO, 1986); de sedas(EkEEE

MELLD et alit, 1987) e de

estruturas celulodsicas (FREY-WISSLING, 1948).

Além de curvas de birrefringéncia de forma, a
birrefringéncia e o dicroismo linear extrinseco apresentados por
materiais submetidos a tratamentos por corantes especificos, s80
outros fendmenos que prestam-se enormemente a obtehc%o de
informactes sobre a organizagdo de complexos moleculares (VIDAL,
1943, 1964; 1972; MELLO & VIDAL, 1973, 1977; 1979, VIDAL & MELLQO,
1984; VIDAL & CARVALHO, 1986).

Desta forma, Qiaando a determinagi3o de algumas das
caracteristicas macromoleculares do sistema quitinoso encontrado
nas penas.'Foram empregados testes topoquimicos e eletroforeses
para determinac¢io da sua cumposi¢do quimica e, principalmente,
realizou-~se estudos das anisotropias ©Opticas deste material,
inclusive apds. deproteinizacSo, construindo-se curvas de
birrefringéncia de forma e analisando-se a birrefringéncia e o
dicroismo linear apresentado apds o emprego de alguns dos testes

topoquimicos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ctonchas resquiciais internalizadas
{penas) de lulas da espécie Loligo brasiliensis, provenientes do
litoral paulista e adguiridas em frigorifico local, O0Os animais
utilizados possuiam comprimento do corpo entre 15 e 20 cwm. Apos
dissec¢io, o material fol desidratado em concentragoes crescentes

de etanol, incluido em parafina e seccionado em 1@ um, (s cortes

foram ent3o desparafinizados ¢ submetidos a testes topoquimicos

cu examinados sem coloracio.
Remng3g de proteinas: Penas inteiras foram submetidas & hidrolise

em NaOH 18% a 4%¢ por 72 horas (RUDALL, 196%9) e processadas como

descrito acima.

Testes topoaquimicos

Proteinas:

Radicais eletropositivos totais foram investigados pelo
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uso dos corant €s x4ylidine ponceau 3RS (BHD) a pH (.7 (VIDAL,
197@), sirius vred F3B (GT Gurr) a @,1% a pH 2,7 VIDAL et alil,
1982) e pelo picrosirius. Como controle foi utilizada a reagfo de
bloqueio de grupos amino por acetilagZo (LILLIE, 1258, seguida
das coioracﬁes& acima.

Regi ©es hidrofobicas foram investigadas pelo uso do
B-~anilino~naft aleno-sulfato de siddio (ANS; Kodak — T4B4) a 0,14

em butanol (VIDAL, 1978; 198eb} .

Polissacarideos neutros e glicoproteinas;:
Foi wtilizado o teste do PAS. Também empregou—-se o
Cahgo red {(Riedel) a2 1% em etanol a 50¥ em 3gua (VIDAL &

CARVALHO, 1986 .

Glicosaminoglicanos acidos:
Foram empregados o azul de toluidina (Merck aG) aos pH
4,6 e 2,5 2 0o azul de alcian 86X (GFT Gurr) aos pH 2,5 e 1,0

(LISON,i?éO;I.EU & SPICER, 1944).
Microscopia de_fluorescéncia
Cort es nioc corados bem como aqueles tratados pelo
ANS-butanol foram examinados em microscopia de fluorescéncia,

utilizando-se equipamento Zeiss com filtro de excitagio II111 em

combinacio com wvarios filtros de barragem.
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Microscopia de polarizacho

Os cortes histoldgicos n3o0 corados bem como aqueles
submetidos a0Os testes topoquimicos . }oram examinados em
microscopio de pelarizaglo Zeiss. 0 sinal da birrefringeéncia
detectada foi verificado atraveés do uso do compensador de mica,
vermelho de pyimeira ordem, bem como atraves rda compensagio da

birrefringénc iz do material pelo método de Sénarmont.

i — Curvas de birrefringénecia de forma:

Foram construidas curvas de birrefringéncia de forma =a
partir de med idas de retardos opticos apresentados por cortes
histoldgicos nio corados do material controle | e daquele
Fidro]isado relos meétodos de Sénarmont e de Braece-Koehler
(Compensador A/1€). As medidas foram rea}izadas apos embebig¢do
dos cortes em =2gua, misturas de dgua e glicerol, glicerol puro,
Gleo mineral mneutro (nujol) e dleo Cargill (n = 1,53) por cerca
de'BOlminutos . 0 comprimentoc de onda utilizado para as medidas
fpi de 546 nnl,_qbtida com o0 uso de filtro Schott.

2 - Dicroismo linear:

Cortes corados pelos xylidine poncesu, sirius red,

picrosirius e Congo red foram examinados a microscopia de
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polarizacio a fim de se determinar a ewxisténcia de dicroismo
lingar, i.e. absorg3c preferencial segundo o0 posicionamento
paralelo ou perpendicular do lonso eixo do material em relagdo ao

azimute do vetor elétrico da luz.

3 —~ Rels¢Bes entre birrefrinogéncias @ a espessura dos

cortes:

as birre?ringéncias intrinseca e de forma de penas de
lulas hidrolisadas foram medidas ém cortes histoldgicos com
diferentes espessuras. As medidas foram efetuadas com o usoc dos
rompensadores de Sénarmont (L74) e de Brasce-Koehler ((A/10 e
A/20). 0Os incrementos das birrefringéncias total e intrinseca em
fungao da espéssura dos cortes foram examinados apos embebigio em
agua & em glicerina a B@ﬂ, respectivamente. 0s resultados foram
submetidos a regressao linear e ao teste de correlagdo de
Pearson, pava 0% quals fol utilizado o programa "Statgrééhics -~
Statistical Gréphics System”. Os valores de retardo optico ?oram

tomadas como wvariaveis dependentes da espessura do corte.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo

dodecilsul fato de sodio (SD0S-PAGE?}

s componentes das benag de lulas extraiveis por wureia
gM em tampio Tris—-HC1 @,2M a pH 6.6 e por cloreto de guanidina
(GnC1) 4M em tampSo acetato @,24 a pH 5,8 foram submetidos a
SNS-PAGE, segundo ZINGALES (1984) . Inicialmente empregou-se a
eletroforese em disco com &%; 1@¥%; 1i% e 12,5% de concentrac3o
final de acrilamida.. Qtilizanﬁo sempre gel espagador a 4,8¥%
cantendo ureia. As dimensies dos geéis foram de @,5 cm de difmetro
por 6,9 cm de comprimento. A corrida foi realizada com 4,5
mA/tubo (Fonte: Auje, Japio).

Tendo © gel a 11% na eletroforese em disco apresentado a
melhor resolugio de bandas, foram realizadas ent3o eletroforeses
‘em placa wvertical com géis contendo essa concentragio de
acri}amida e com dimenstes de 12 cm X 15 cm. A cor;ida foil
realizada com 23 mA de intensidade de corrente e 60V de diferenca
de potencial iaicial.

As amostras foram dissolvidas em tamp3o Tris-HC1 ©,05M
a pH 6,8 contende SDS a 2%, em presenga ou n3o de
2-mercaptoetarncol a 1% como agenfe redutor. 0 tampio de corrida
nos dois casos foi Tris-glicina ©,5M a pH 8,8,

0s geis foram corados pelo coomassie brilliant blue
R250 (éio*rad} a @,ESiuem solugd3o de metanol: acido acético: agusa
(4:1:%); pelo fast green FCF a @,5% em acido acetico a 2,84 ou

csubmetidos & impregnagio pela prata (NIELSEN, 1984). A presenca



de glicoprote inas foi determinada aplicando-se o teste do PAS ao
gel apods a covrida.

s pesos mpleculares aparentes das diferentes bandas
foram estimados a partir da migracio de padrdes de peso molecular
(Sigma), tendo sido utilizados a anidrase carbdnica (PM = 29 000
Da), a albumina de ovo (PM = 45 000 Da) e a albumina de soro

baoving (BSAH; PM = 46.000 Day.
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RESULTADOS

s cortes histonldgicos de penas de lulas exibem uma
formacSo compacta (Figs. 4 e 5), diferindo do material submetido
3 hidrolise alcalina que apresenta-se formado por feiwxes que,
embora com locais de contato, s8oc relativamente 1livres (Figs.
46-8).

0s feixes observados nos cortes do material hidrolisado
éarecem representar cortes transversais de lamelas (F195A$~8).
Ecta formacio lamelar é especialmente observada quando algumas
delas se destacam ou quando o material parece. ter spnfrido uma

fratura, o que torna evidente o empilhamento destas lamelas.

Testes topoquimicos

As respostas aos testes topoquimicos estio resumidas na

Tabela I. .
Destaca~se a colorabilidade ao wulidine ponceau, sirius
red e picrosirius no material hidrolisado, embora em menor

intensidade que aquela apresentada pelo material nao tratado.
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Fig.

5

3 -~ Corte n8o corado de pena de 1lula, Loltgo

brasiliensis, examinado 2 microscopia de polarizag3o.

170X
Fig. 4 - Birrefringéncia do material
Fig. 5 ~ Aspecto do material da figura anterior apos

compensacdo da birrefringéncia.

298



Corte n3o corado de pena submetida 3 hidrdlise
alcalina, examinado ao microscopiao de polarizacho.

. . . ~ s . . . (n )
Fig. & ~ Birrefringéncia do material posicionado a 45
com relagdo ao polarizador. 170X
Fig. 7 - Compensac8oc da birrefringéncia mostrada na
figura anterior. 170X
Fig. B - Mesmo material das figuras anteriores, en

maiaor aumento e em posi¢cio de exting8o0 da birrefringéncia.
420X )
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Tabela I =~ Caracteristicas topogquimicas das penas de Loligo brasiliensis,

-k v a - S - ot e e b o s B - = 0 v T A . . ot .

Resultados
Testes controle hidrolisado Dbservacdes Referéncias
Pas +H B & _ Polissacarideos neutros e glicoproteinas Lison {(1940)
Congo red +H ++ Polissactarideos Wood (1980},
Vidal &
Carvalho{{Y84}
Yylidine Ponceaul{XP) +++ ++ Radicais eletropositivos totais;dicroismo Vidal {197@)
Desaminagde + XP + + ' Reatividade de grupos amino
Sirius red ' +44 +44 Cores anomalas de interferéncia e
dicroisao
. Picrosirius (PS5} s R Coloragdo diferencial; dicroismo
{laranja) (vermelhal
Desaminacio + PS - - Reatividade de srupos amino
ANS - butanol ++ - Regiles hidrofobicas Vidal(1978)
Azul de toluiding
(aT: pH 2,9 4 - 6AGAs sulfatadas e carboxiladas Lison(1%69)
AT pH 4,0 + - GAGAs sulfatadas e carboxiladas Lison(1969)
Azul de alcian .
(44) pH §,8 +4 + GAGAs sulfatadas : Lev e Spicer
. £1944)
A pH 2,9 + + GAGAs sulfatadas e carboxiladas Lison {1940}

s o . - —— - - J—

(++4+) - Coloragdo intensa
{ +#) ~ Coloracdo moderada
{ +} - Coloragio fraca

{ ~ ) - Nio corado



A coloragldo pelo picrosirius € diferencial, sendo laranja para os
cortes nao tu*atados e vermelha para o material bhidrolisado. A
hidrolise @alcalina remove parte do -material PaS-positivo
encontrado no controle, resultando numaAcoloracﬁo menos 1ntensa
apos tal tratamento. 0Os cortes de péna ndo hidrolisada coram-se
fracameqte em verde pelo azul de toluidina nos wvalores de pH
utilizados. A intensidade de coloracio pelo azul de alcian a pH
1,0 e maior aue aquela obtida a pH 2,5. Tanto o material
hidroli;ado quanto aquele n3o tratado coram—-se intensamente pelo

Congo red.
Microscopia de fluoresceéncia

Cortes de penas ndo corados apresentam uma palida
Ffuorescéncia natural azulada. Esta fluorescéncia e abolida pelo
tratamento hidroliticeo.

Por sua vez, os cortes tratados pelo ANS-butanol exibem
Fluor@scéncia-azu} ﬁaracteristica. Se © material tratado pelo
ANS—butanol‘Fur observado em microscopio de fluorescéncia, tambem
gquipado para a microscopia de- polarizagac, substituindo-se o
fFiltro de supressdo por um analisador, pode-se estimar a
birrefringéncia do material, provocada pela deposicﬁc ordenada

das moléculas do ANS (VIDAL, 1978). No presente caso, tal

bhirrefringéncia nio fol encontrada.

31



Microscopia de polarizaciao

Birrefringéncia

0 material nZo hidrolisado, de formacao compacta, exibe
birrefringencia positiva (Fig. 4), apresentando linhas
longitudinais 9que nd3o se compensam junto & wmaior parte do
material (Fig. 3), embora possua extingio total. Por sua  vez,
o material hidrolisado mostra birre?fingéncia também positiva,
{(Figs. &6 e 7; 9-e 19}, com extingdo parcial apenas (Fig. 8).

Apos colora¢lo pelos xylidine ponceau (Fig. 11), sirius

red e picrosirius (Figs. 13 ¢ 17) © material apresenta-se comw

maiores intensidades de birrefringéncia, segundo avaliagao
visual. A birrefringéncia do wmaterial corado pelo xylidine
ponceau apresenta cor de interferéncia vermelha, com extingao

quase total. Corado pelo picrmsifius, o material exibe cores de
interferéncia verde, laranja e vermelha (Fig. 14), sendo que o
material hidrolisado apresenta birrefringéncia com  extin¢3o
parcial apenas (Fig. 18), indicando é inexistencia de um arranjo

predominantemente paralelo das moléculas do corante, como

aconteceu com aquelas do xylidine ponceau.

32



Fig.

?-19 - Corte de pena hidrolisada observada a wmicroscopia de

polarizacdo sob compensador de mica, vermelho de
primeira ordem. 170X,

Fig . 9 - Material posicionado paralelamente & direg8o
de maior indice de refrac3o do compesador (p).

Fig . 1¢ - Idem, perpendicular 0 » do compensador .
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Fig,

i1

- UQLorte de pena nSo hidrolisada, corado pelo
Xylidine ponceau e examinado ao micfoscépio de polarizacic
Fig. 11 - Birrefringéncia do material. Parte do
material, pasicionadarparaleiamente a0 analisador,
encmntra*ge.em posigio de‘extincﬁa (seta). 70X.

Fig. 2 e 13 - Dicroismo lingar. Absorgio
apresentada pelo material em posi¢io .paraiela

(Fig. 12) e perpendicular {(Fig. 13 é dire¢io de

propagacdo da luz polarizada. 170X
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Fig.

14-i&

.,.,15 |

- QCorte de pena nd3o hidrolisada, corado pelo
Picrosirius. 420X.

Fig. 14 - Birrefringéncia do material corado. Notar
as cores de interferéncia da mesma.

Fig. 15 e 16 -~ Dicroismo linear apresentado pelo
material da Fig. 14, posicionado paralela
{(Fig. 13) e perpendicularmente (Fig. 1@) a0 einxo de

Propagac8o da luz polarizada
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Fig.

i7

2o

Corte de pena hidrolisada, corado pelo picrosirius
e observado em microscodpio de polarizac3o. 420X.
Fig. 17 - Aspecto da birrefringéncia mostrada pelo
material corado.

Fig. 18 ~ Material direcionado paralelamente a0
polarizador, em posicio de extingdo da birrefringéncia.
Fig. 19 e 20 - Dicroismo linear, Aspectos da
absor¢3o da luz polarizada pelo material posicionado
paralela (Fig, 19) e perpendicularmente (Fig. 2¢)
a0 seu eixo de propagacio.
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Dicroismo linesr extrinseco

Tanto o material nﬁﬁ tratado como aquele hidreolisado
exibemrdicroismu linear extrinseco positivo quando lcmradus pelo
xwylidine ponceau, sirius red e picrosiriué (Figs., 12 e 13; 15 e
164; 19 e 20@), com intensidades crescentes na ordem apresentada. 0
dicroismo mails intengo,-apresentado pelo material nBo tfatado
apds coloragdo pelo picrosirius exibia diferentes intensidades de
laranja, enguanto o material hidrulisado exibia cores vermetlha,
quando posicionado paralelamente a0 pclarizédor, e rosea, quando

em posicio perpendicular.,

Curvas de birrefringéncia de forma

fs curvas de birrefringéncia de forma construidas para
cortes de penas submetidas ou n3o & hidrolise alcalina s3o
mostradas na Fig. 21. Os perfis das duas curvas sao semelhantes,
com wvalores de retardo opticos maiores para s} material
hidrolisado. A curva obtida para o material hidrolisado tem seu
ramoc esquerdo mails inclinado.. 0 ponto de menor retardo,

relacionado & birrefringéncia intrinseca do material, localiza-se

nos dois casos emn = 1 435 (glicerina B0¥) .
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'Fig. 21 - Curvas de birrefringeéncia de forma construidas para

os cortes de penas nio tratadas ¢ ) e submetidas
a hidrolise alcalina (= = - —~ — — ). Cada ponto representa a media
de 2@ medidas, acompanhada do respectivpo desvio padrao. @I =

retardos dpticos; n = indice de refracio do meio de embebicio
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Relactes entre as birvefringéncias intrinseca & de forma e a

espessura dos cortes

Os wvalares de retardo optico apresentados pelo material
hidrolisado em cortes de diversas espessuraé sap mostrados ha
Fig. P2. Os paramgtros das regresﬁﬁés lineares realizadas para os
valores de retardo optico referentes as birrefringéncias total e
intrinseca sao apresentados na Tabela II. Os coeficientes de
correlac3o, bem como a andlise de variidncia, mostrados na Tabelsa
11 demonstram a existéncia de grande idenéidade entre os valores

experimentals e as equacoes calculadas.
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Fig. P2 - Curwvas construidas com medidas de retardo optico
referentes as birrefringéncias total <(a) e intrinseca (b} de
penas de lulas em cortes histoldgicos com diferentes espessuras

e as respectivas retas obtidas por regressio linear.
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Tabela Il - Parimetros da andlise de regressio dos valores de retardos opticos como

variaveis dependentes da espessura dos cortes de pena de lula, 1oligo brasiliensis

— o e o T - o, Mt o o o o o e ot S vy T S B R WS S S e L e SR A N S e S e A A A A . S ——— o ———— -

Intercepto Inclinagdo WValor F Coeficiente de
correlac3o

Birrefringéncia total 1,145 2,493 1037,27 % ¢,9019
(embebig3o em 2gua)
o GL=e38/1%
Birrefringéncia intrinseca 0,786 2,715 449,20% 9,8443
(embebicio em glicerol BGY) :

: GL=178/1

v e Ve T o o i ke S AT Sl T W R TR VY TR T ) e e [ o e ey o o o e o i B PP M T T FY A Y (TS A e i o o P o b e i A R UL AU W S S T TS T T TR TEE L ——

% p{0.01¥%; altamente significativo.
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SD5-PAGE

0D padrio eletroforetico do material extraido de penas
de lulas ¢ mostrado nas Figs. 23 e 24. Embora a uréia e o GnCl
sejam ambos agentes caotropicos, no presente caso eles extraem
diferentes componentes da pena de .lula, como demonstradﬁ pelos
padrBes eletroforéticos, . A presenca do @2-mercaptoetanol como
ageﬁte redutor muda o padr3o de bandas da amostra extraida por
ureia, tornando aparente a presenga de trés bandas principais,
com pesos moleculares aproximados de 59.000 Da, 30.000@¢ Da e
17 @00 Ba, identificadas na Fig. 24. 0 wmaterial extraido por
GnCl1 destaca—se por. sua insensibilidade a reducao pelo
E—mer;aptaetaﬁol.

Ndo foram detectadas diferencas entre  os padroes
obtidos pela colorac3o pelo fast green FCF (Fig. 24) e pela
impregna¢io pela prata. Por sua vez, a resolug3o de bandas na
eletroforese em disco (Fig. 23) parece ser melhor que aquelas
ocbtidas peia eietroforese em placa vertical (Fig. 24).

Todas as bandas obtidas pela eletroforese em SHS-PAGE ¢
coradas pelo fast green FCF Foréﬁ reativas ao teste do PAS.

Us pesos moleculares aparentes, caiculados atraves da

migrac3o de padroes de peso moleculares sdo mostrados na Tabela

III.
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Fig. 23 - Eletroforese em disco de proteinss soldveis de penas de

lulas em gel a 11%. Coloracao pelo coomassie brilliant

biue R250,
A -~ Material extraido pror ureia
B - Material extraldo por urédia e reduzido por

2~mercaptoetanol
L - Material extraido por GnCl
o - Material extraido por GnCl e reduzido por

Z2--mercaptoetanol

E - BSA («); PM = &46.000 Da.
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66 kD

43 kD
s 30 kD

Fig. 24 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a i11% de

proteinas de penas de Tulas, corada pelo fast green FCF .

A - Proteinas extraidas por uréia

B - Proteinas extraidas por uréia e .reduzxdas por
R-mercaptoetanol. As pontas de setas indicam as
trés principais bandas obtidas apos redu¢lo.

€ - Proteinas extraidas por GnCl

D - Proteinas extraidas rpor GnCl e reduzidas por
g-mercaptoetanol

E - Padrdes de pesos moleculares .
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tbhela IIT - Pesos moleculares das diferentes bandas obtidas por
letroforese de extratos de penas de lulas, estimados a partir da

‘gracio de padroes de peso molecular.

UREIA GuCl

igracio R¥ Peso moleculér Migracio R¥ Peso molecular

3,85 , 3392 73.000

6,15 D419 45 . ¢00

6,40 , 5639 43.000

4,90 L4079 . 39.000 7,00 L6167 38500
7,75 , 4828 32 560

8,35 . 7337 28.500 8,40 7977 27 . 500

8,%@ , 7841 25.500 8,90 . 7841 25.500

1e,10 | , BB?9 20.000 ' 10,00 , 8811 20 . 300
10,45 , 7207 ig.50@

1,82 L2519 : 17 . 000 ' i¢,9¢ 9664 17 . 002

Padrbes de pesoc molecular

Migraciao R¥ Peso molecular
3,8¢ , 3348 b6 .000
6,59 —- , 770 43 . 00¢

7,75 6828 30 .000
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Discussao

Ectrutura, composi¢io e orientacSo macromolecular

Os cortes de pena hidrolisada revelam a natureza
lamelar destas estruturas, especialmente detectada quando se
observa uma regilo de fratura do material, o que ndo pode ser
obhservado no material ndo hidrolisado.

0 aumento da intensidade da birrefringéncia conforme
tais lameléé s80 empilhadas, sem no entanto apreﬁentar diferentes
cares de interferéncia, demonstra o | caracter aditivo da
birrefringéncia e neste caso, relaciona-se & existéncia &e um
direcionamento concnrdante das fibras que compoem as diferentes
camadas.

A hidrolise alcalina pafece dissociar as lamelas uma das
oﬁtras. Isto sugere a existéncia de um material cimentante,
provavg}mente protéico[ que mantém unidas tais lamelas, formando
assim a estrutura compacta observada nos cortes de penas nio
hidrolisadas.

A& existéncia de Ffaimxas mais claras intermeando o
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material bifre?ringente nao hianlisadé, apds compensagiao, revela
a existéncia de lamelas formadas por fibras com direg3o de
deposigio diferente ou ainda, refere-se & substancia cimentante.

Est ruturas escierasadas ndo respondem a testes
topoguimicos . Este fato tem sido relacionado a nao
dispuniﬁilidade dos radicais reativos por impedimentos espaciails
(estéreo arranjamento) ou ainda por comprometimento dos radicais
investigados em ligacBes. intermoleculares (RUNHAM, 1961; MELLO &
GARAFALD, 1?284&; MELLD et alii, 1987).

Os cortes histoldgicos de penas de lulas foram reativos
é todos os testes topoquimicos empregados, o que demonstra a
disponibilidade quimica e espacial dos componentes investigados.

A fraca colora¢clo verde exibidé pelo material
ndo hidrolisado corado pelo azul de té}uidina indica a existéncia
darradicais éciaos, ionizados neste valor de pH, relativamente
raros & distantes entre si, o suficiente para nio caracterizarem
um fendmeno ortocromatico (TOEPFER, 1970).

As intensidades de colorac3o pelo azul de alcian aos pH
8,5 e 1,0 diféfem daquelas relatadas normalmente para estruturas
que possuem vradicais carboxilicos e suifatados livres. HNestes
casos, a maior coloracio é obtidé a pH 2,5, 9quando estes
dois radicais estao ionizadng, Contrariamente, a pH 1,0 somente
aqueles sulfatados estariam habeis em ligar moléculas do corante,
concorrendo para uma menor intensidade de reagdo. (s resultados

obtidos neste trabalho, no entanto, podem significar que o arul

de alcian poOssui outras maneiras de ligagao que nao



eletrostdtica, como ja reportado por MARSHQLL & HOROBIN (1973)
e/ou este corante poderia ser gquelado atraves do cobre de suas
moléculas pela quitina, que ¢ capaz de adsorver metais (TSEZOS &
VOLESKY, 1982, como o© ?aé a sua derivada‘ guitosana (OGAWA et
alir, 1984). Neste caso, o pH teria inf]uéncia sobre a formac¢do
do complexo quitina-metal. RUNHAM (1961) propbs mecanismo
semelhante paya Justificar a reatividade da quitina presente em
vradulas de Patella vulgatla ao azul de alcian e a reacao de Hale
para_glicoaaniinoglicanus acidos.

0 Congo red ligva-se a polissacarideos por pontes de
‘Hidrogénio <Q€)DD, 198%) e e especialmente utilizado na coloracio
de mucinas (CONN, i947) e corpos amiloides. No caso presente, as
colaoracOes apr—esentédas pelos dois materiais s3o t8o intensas que
impossibilitam a detec¢do de diferengas entre eles. 0 gue poderia
acarretar diferengas na resposta ao Congo red seria a remogaoc de
glicoproteinas que, possivelmente, ligassem moleéculas do corante
a sua poveao glicidica, colaborando com a colorabilidade do
material nao t ratado.

A intensa colorabilidade que o material ndo hidréiisado
apresentou apos tratawento pelo gslidine ponceau, pelo sirius red
e pelo picrosirius relaciona-se a existéncia de radicais
eletropositivos, comumente atribuidos a grupos amino livres
pertencentes as proteinas. A reatividade do material hidrolisado
é atribuida & presenga de grupos amino ionizdveis n3o acetilados
da quitina, jd& que a hidrdlise alcalina € tida como eficiente na

remocio de proteinas. A existéncia de grupos amino n3o acetilados
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pode ser devida a deacetilacﬁo_Provocaaa pela hidrdlise ou ainda
4 exposicac de tais grupos em sitios de ligacl0 entre a quitina e
proteinas (RUDALL, 1963} RUDALL & KENCHINGTON, 1%973).

Embora nao existam. diferengas na colorabilidade do
material n3o tratado e aquele hidrolisado, frente &s coloracdes
pelo xﬁlidirxe ponceau e sirius red, .a calorabilidade pelo
picrosirius € diferencial. 0 material controle cora-se em tons de
laranja, enquanto o material hidfolisado cora-se em vermelho.

A tonalidade laranja exibida por estruturas proteicas
coradas pelo picrosirius compie-se de uma mistura de cores,
vermelha do corante (sirius vred) e amarela do acideo picrico
presente na solugdo corante. Pode-se ent3o afirmar que a
coloracso vermelha apresentada pelo material hidrolisado ¢ devida
4 sua reatividade exclusiva com o cofante e pao com o acido
picrico. Desde que a colorabilidade de ambos materiais e abolidsa
pela reaglo de bloqueio dos grupos amino, pode-se concluir gque a
ligacgio das moléculas do sirius red da-se por interacoes
elefrostéticas com 0s grupos amino,. enquanto a ligag¢ao do acido
picrico ocorre-de outra forma gue n3oc eletrostatica, com outras
regibes das proteinas.

A deposigio orientada &e moléculas do ANS foi relatada
quando a secrecio salivar de Bombus atratus foi tratada pelo
ANS-~butanol (MELLO & VIDBAL, 1979, combinando-se ohservagcao. de
fluorescéncia e anisotropia (VIDAL, 1978), Este tipo de secrecan
& rico em a~fibroina (MELLD & WVIDAL, 1979), uma proteina com

predominancia em aminoacidos com cadeias laterais curtas, O que



possibilita uma alta agregacio lateral‘de suas cadeias e com isso
alta cristalinidade. & deposicio do ANS pOde ser orientada devido
a sua estrutuva molecular plana e rigida, além da existéncia de
ordenacio mol ecular dos sitiné hidrofobicos do material onde o
coranté se deposita (MELLO & VIDAL, i979). A n3o constatacao
deste fendbmeno em cortes n3a hidrolisados de penas de lulas,
examinados da mesma forma, sugere uma distribui¢do n3o arranjada
dos sitios hidrofébicos onde ¢ depositado o ANS ou, mais
provavelmgnte , estes sitins sejam grandes o suficiente para
alojar um bom numero de moléculas deste corante, estas sjm, Sem
orientacgio preferencial. Isto corroboraria as suposigOes de HUNT
& NIXON (41981 ) sobre a existéncia de uma estrutura globular, a0
menos em parte, do componente proteico presente nas penas de
lulas.

6 remocio de parte do material PAS-positivo pela
hidrolise alcalina indica a existéncia de radicais. glicidicos
associados as proteinas removidas, constituindo glicoproteinas,
6 que foi comprovado pelas eletroforeses.

fs e letroforeses demonstram ainda a existéncia de pelo
menos 1@ compoanentes glicoproteicos. Este numero € maior que
aquele referido por HUNT & NIXUQ (1981) .

& mudanga do padr3o eletroforético do material extraido
por ureéia em Presenca de g-mercaptoetanol demonstra gue a pequena
quantidade de residuos de cisteina encontrada na frac3o soldvel
das proteinas da pena (HUNT & HUCKERBY, 1987) esta envolvida na

eastabilizacio de complexos protéicos formados pelos tres
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componentes principais encontrados apéé redﬁcﬁa_

Corado quer seja pelo xylidine ponceau, pelo sirius red
ou pelo picrosirius, o material  apresenta birrefringéncisa
positiva, com cores de interferéncia vermelha no primeirg caso e
verdeé, amarelas e vermelhas em varios tons e combinacles nos
gutros dois. Estas cores de interferéncia da birrefringénecia s3o
semelhantes aquelas obtidas para agregados de moléculas do sirius
red e aquela de feixes de colageno corados da mesma forma (VIDAL
el alii, 1982 .

As cores de interferéncia resultam da intéracﬁo de cada
comprimento de& onda da luz policromatica ubilizada com o material
corado e refletem variacdes na concentracio desse material.

A présenca'de cores de interferéncia em cortes de penzn
cbradmﬁ pelo sirius red e pelo picrosirius resultam da n3o
homogeneidade na distribuic3o do material protéico .ao longo do
corte, como acontece com feixes de colageno tratados coﬁ estes
corantes (VIDAL et alit, 198B2), sendo que, apresentadas mesmo por
cristais do corante, estas cores de interferéncia relacionam~se a
quantidade € a0 estado de agregacio das moléculas do corante.

A inexisténcia de correlag¢io ldgica entre a natureza do
fenbmeno € a composigio quiﬁica do material 1inviabiliza =a
“utilizac8o das cores de interferéncia da birrefringéncia, obtidas
pela coloraclo com o picrosirius na identificagio de diferentes

‘tipos de coldgeno, como foi propasto  por JUNQUE IRA e

colaboradores (1979).
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Por sua vez, a analise do dicroismo linear consiste num
dos metodos mais refinados para a determina¢io de organizacSo
maolecular (NORDEN, 1977). Este fenbmeno anisotrodpico dptico
baseia-se na absor¢3o diferencial da luz polarizada pelo material
ﬁcrado, canforme sua orientacBo em relagdo a0 azimute do vetor
elétrico da luz, causada pela associagdo orientada do corante a
um substrato biologico macromolecularmente organizado.

0 dicroismo linear apresentado pelo material em estudo,
apos colorac8o pelos xylidine ponceau, sirius red e picrosirius,
indica gque o componente proteico presente nas penas de lulas
possui rad;cais eletropositivos organizados de modo a determinar
uma deposigaoc ordenada das moléculéﬁ dos corantes. A maioar
participa¢io dos grupos amino das proteinas na colorabilidade e
no dicroismo 1inear apresentado @ sggerida pelo fato de que a
quantidade de grupes amino restantes apos hidrolise € bem
reduzida, ~ como comprovado por experiment o
microegpectrofétométrico. aplicando-se o corante Coomassie
Brilliant Blue G250 a cortes histoldgicos (CARVALHO & VIDAL, 1989
- Trabalho n3o publicado).

Desta maneira, tais achados s3o fortes indicadores da
existéncia de uma ordenag¢do macromolecular do componente proteico

presente nas penas de lulas.

Utcawp

LIBLIOTECA cEnvRaL
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Organiza¢do molecular e estado de agregacSo

A birrefringéncia apresentada por cortes histoldgicos
de penas de lulas, antes e apos hidrolise alcalina, sofre
alteracles que acompanham variacOes do indice de refrac3o do meio
de embebi¢3o indicando a participac¢3o de um componente de forma
(birrefringéncia de forma) na birrefringéncia total exibida pelo
matevial.

Assume-se que materiéis com birrefringéncia de forma
positiva possuam moléculas com natureza assimétrica, sendo
seme lhantes a2 bastonetes cuja rede cristalina guarda certa
relagoOes de dimensOes com o comprimento de onda da luz wuwtilizada
(FREY—NISSLING, 1948; MoDIS, 1974).

Contrariamente ao perfil &a curva de birrefringéncia de
fqrma coi?ruida para tendbes quitinosos (VIDAL 8 CARVALHO, 1986),
que se aproxima a uma parabola, existe para o presente material
uma assimebtria dos ramos da curva em relac3o a um eixo imaginario
‘que passe pelo sew pontoc minimo. Tal tato relaciona-se a
diferencés entre as fragdes vojumétricas da micela cristalina e
do meio de embebigdo, o que € mais acentuado no material
hidrolisado.

Comparando—ge as curvas obtidas para o material antes e
apSQ hidrolise alcalina, nota-se que os valores obtidos s3o mais
afastados gquando o meio de embebig3o € a agua ou glicerina a &90%

e 403 . Tendo—-se em vista a polaridade da quitina, em especial 0
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tipo B enconktrado nas penas, dque & mafﬁ facilmente hidratado
(PERVAIZ & aBIOUL-HALEEH, 1979), descérta*se a possibilidade de
que este aumento de retardos opticos seja devido . a uma contrac3lo
do material em resposta a diferengas de hidrofnbiciﬂade entre o
meio de embeb icdo e o material hidrolisaﬁa,

Por outro lado, a obtengio de -valeres SUPEeriores ao
longn de toda a curva construida para o material hidrolisado
relaciona-se provavelmente a wuma maior intera¢cdo entre as
fibrilas de quitina, o que possibilitaria a formascio de novas
pontes de hidrogénio, resultando em uma estrutura maié agregada e
com maior cristalinidade.

Reforga estas idéia, o fato observado de. que a pena
deproteinizada € menos soldvel em acido fdrmico a 88% do que o
materiéi nao tratado (HUNT & NIXON, 1981). Isto claramente indica
uma maior estabilidade do sistema, de acordo com o suposto acima.

Apesar desta maior.estabilidade frente ao tratamento
acido pelo material hidrolisado, € de consenso que a presenga de
uma matriz embebendo fibrilas concorreria para o estabelecimento
de biocomplexos com propriedades biomecdnicas superiores (JENSEN
& NEISS~FOGH; 1962; SANWYER & GEORGE, 1%¢84). Adicionalmente, a
existéncia de uma ordenagio mgiecular nesta matriz embebente
seria outro  fator que atuariﬁ no aprimoramento das
‘caracteristicas Fisio}égicas, além de wecénicas, de complexos
macromoleculares bioldgicos (VIDAL, 1963; 1964; VIDAL & MELLO,
1984) . )

Num sistema como o encontrado nas penas de lulas, parte
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das proteinas atuaria mantendo um afastamento entre as Fibrilas,
0 que concorreria para que a estrutura se tornasse mais pldstica,
O que ja foi sugeride par HUNT e NIXON (1981).

Alguns dos cnmpchentés proteicos” encontrados poderiam
estar envolvido na formacio de “"pontes” éntre diferentes fibras
de uma mesma lamela e ainda participar como cimentante, mantendo
unidas diferentes lamelas, impedindo o livre deslocamento entre
elas,

No caso de estruturas compostas por quitina do tipo £,
como nas penas, as proteinas que constituem a matriz onde estlo
embebidas as ¥ibrilas de quitina, atuariam ainda reduzindo a
5ensibi}id§de a hidratacio e & degradac8o enzimatica (BLACKWELL &
WETIH, 1984). |

Ambas as curvas de birrefringéncia de forma obtidas
possuem o pont o com valores minimos de retardo dptico localizado
em n = 1,435 (glicerina -8BOX). Este ponto relaciona-se a
birrefringéncia intrinseca do material e corresponde aquele
encontrado para tenddes quitinosos (VIDAL & CARVALHQ, 1986).

Descartando-se a possibilidade de que wvariagoes nas
espessuras dos cortes fossem as responsaveis pelas variagodes na
birrefringencia intrinseca, alteragoes nos valores de retardo
aoptico referentes a birrefringéncia intrinseca seriam promovidos
por mudangas na conceqsracﬁo de elgtrons poplarizaveis e pela
dispersido dos dipolos de todas as transicdes eletrdnicas do
material (LANDOWNE, 1983; VIDAL & CARVALHO, 198%a).

0 maior wvalor de retardo optico referente a
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birrefringénc ia intrinseca do material hidrolisado em relag3o ao
material n3c tratado relaciona-se a uma maior cristalinidade do
primeiro. Tal fato envolve a #déia de existéncia de um fendmeno
de auto-compensacao provocada pela orientag3o n3o concordante dos
momentos de transicio de sleétrons presentes em grupos de ligacOos
moleculares de componentes extraidos pelé hidrolise, em relacBo
aqueles da guitina, de tal sorte a subtrair parte de sua
birrefringénecia intvinseca.

Alem disto, HUNY e HUCKERBY (1987) descreveram a
existencia de residuos de aminoacidos no polipeptideon
covalentemente associado a quitina que, segundo eles, facilitaria
a ado¢B8o de uma conformagio pregueada ("B-pleated sheet”). Para
acomodar—se¢ aos nossos achados, tais polipeptideos elongados
deveriam estar inclinados em rela¢3o ao longo eixo das fibrilas
quitinosas.

Entretanto,- alem de possuirem 1)3 de seus aminoacidos
representados por glicina, 0 que em parte justifica a suposigao
de HUNT e HUCKERBY (1981), este polipeptideo pussui ainda 1710 de
seu conteudo em aminodcidos em tirosina e 1/10@ em praolina, o que

aumentaria a possibilidade de ocorréncia de uma conformagao

HE L cae . . .
globular, ao Iﬂgﬁi em parte, Jja gque estes udltimos aminoacidos sao
habeis em formar sitios hidrofobicos e formar falhas em
estruturas secunddrias da molécula (“B-turn inducer’”; FREEDMAN,

1979), respectivamente.
Pode—se supor também, 3 ocorréncia de uma distorgao das

cadeias de quitina, apds remoc3o das proteinas, o gque concorreria
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para um melhoyr alinhamento das mesmas e maiores wvalores de
retardec odptico devido a birre?ringéncia intrinseca. Esta
distor¢do dar—se-ia em fungBo da adogSo de uma nova geametria
pélo agregada cristalino como.um todo, o que, segundo DE UOE
(1964), poderia determinar uma nova direcin preferencial de
oécilécSo.

Estas.observagﬁes nio decrescem o meérito dos achados
concernentes a0 dicroismo linear e das conclusdes deles
décgrrentes,

A pena é mals uma estrutura quitinosa por nos analisada

e que apresenta birrefringéncia positiva independente do indice

de refrag3o do meio de embebicd3o utilizado, que tem sempre
variado entre » = 1,333 en = 1,530 e, com excegao do Oleo
Cargill (n = 41,532), tem sempre caracter hidrofilico. Estes dados

discordam de achados anteriores que descreveram a existéncia de

birrefringéncia intrinseca negativa para a
quitina, atribuidos a ligagdo "'HSC=O do grupo acetilaming,
supostamente com dive¢io perpendicular ao longo ©ixo da

molecula (FREY-WISSLING, 1948; PICKEN & LOTMAR, 1950).

Estas discrepancias podem ser atribuidas & ocorréncia
de wvariagBes da birrefringéncia intrinseca de um material
anisotropico em fun¢doc da natureza dos meios de embebigio
utilizados (CASSIM & TAYLOR, 1?55). Alem disto, tais wvariacdes
tém sido descritas para outros sistémas como feixes de colagenco
(VIDAL et aliil, 1975, VfDAL, 19B@a; PIMENTEL, i981), queratinas

de alto peso molecular (VIDAL & CARVALHO, 198%a) e fibras de
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poli-y-benzil—L-glutamato (VIDAL, 1986;.

Var i agbes devidas a este fator especifico foram também
gncontrados em estruturas quitinosas (CASTLE, 1936,
FREY-WISSLING, 1%948). Neste casos, existe ainda uma inversido do
sinal éa birre fringéncia, o gue ndo foi encontrado para os outros
sistemas mencionados acima.

As alteragdes encontradas para a quitina parecem n3o
estar relacionadas & .hidrcpaticidade do meio de embebi¢io
(CASTLE, 1936), mas sim a outros fenfGmenos tais como A& associa¢lo
orientada de gmmpmnentes dos meios de embebi¢3o ou a sua
penetracdo incompleta (CASTLE, 1536; FREY-WISSLING, 1948; ASCENZI
& BONUCCI, 196&61; VIDAL & CARVALHO, 1986), sem relacionar ainds
peguenas variacoOes metodolodgicas como a forma e o periodo de
embebic3n & o comprimento de onda da luz wutilizada na medidas.

Tais fatos adwvogam mais uma vez a maior adequac&o dos meios de
embebic30 squi utilizados, quais sejam, dgua, misturas de dgua e

glicerol e glicerol puro, além do nujol.

W

Relagdes entre birrefringéncias e espessura do corte

A an=zlise da variag3o da birrvefringéncia em fun¢ido da
espessura dos carteer ao lado de outras metodologias, foi
utilizada recentemente para se averiguar a influéncia da nido
homogeneidade da espessura de cortes histoldgicos nos valores de

retardo optico gquando se comparam diferentes estados fisiologicos
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de uma estrutura anisotropica (VIDAL &.CARUALHO, 198%9h)

Como constatado em feixes de colageno (VIDAL &
CARVALHG, 1?Eﬂ?b) existe péuca variagdo de valores de retardo
optico apresentado por peﬁas hidrolisadas, -em turno.de um valor
medio (ou medianc -~ resultado n3o mbstrado) para uma dada
espessura do corte, possibilitando assim 0 seu uso na deteccio de
alteractes de ordenac3o macromolecular,

Tai'estudo demonstra =a dependéncia direta dos valores
~de retardo dptico da espessura do material anisotrdpico e, além
disto, a homogeneidade do material dentro do intervalo de
espessuras examinadas.

Como a birrefringéncia total depende da fracao
volumétrica dos Ffilamentos constituintes do material, a
inclinagdo da curva obtida para incrementos nesta bi%re#ringéncia
em fungdo da espessura do corte deve ser ditado pela geometria
especifica de suas moléculas e do estado de agregacdoc em que se
gencaontram, sendo estes os mesmos fatores que determinam a
incltinag3o das curvas de birvefringéncia de forma (VIDAL &
CARVALHO, 1?895}, embora discriminem parametros diferentes.

| Por outro lado, ja que os incrementos  especificos da
birrefringéncia intrinseca que atompanham aumentos na espessura
do corte relacion%?se a densidade de elétrons polarizaveis,

estatisticamente orientados no material anisotrépico% Estes

incrementos poderiam talvez ser utilizados na determinaciao da
densidade superficial de elétrons polarizaveis, tendo-se em m3os

alguns fatores dimensionaveis que resultam na birrefringéncia.
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Embora tais fatores venham sendao estimados para
proteinas (CASSIM et alii., 1948; LANDOWNE, 1985) eles sdo
totalmente desconhecidos para polissacarideos. Para estes, neimn
mesmo a localizagao das transigdes eletrdnicas polarizaveis
responsaveis pela birrefringéencia & ;onhécida.

Assumindo-se como positiva a birrefringéncia intrinseca
da quitiqa, o posicionamento dos grupos acetilamino estando a 52°
de inclinag3o cumlrelacﬁo ao longo eixo da cadeia (PERVAIZ &
ABDUL-HALEEM, 1975) e a existéncia de uma protuberfncia lateral
na cadeia polimerica devida a ligagd3o C=0 (REVOL et alii, 1988),
pode—-se admitir a existéncia dé transigoes eletranicas paralelas
an longo eixo da cadeia, como tambeém ocorre na celulose, a qual
tambem apresenta birrefringeéncia intrinseca positiva
(FREY-WISSLING, 1948). @adicionalmente, estas transigoes na
quitina devem saobrepor a maior contribuicio dos grupos
acetilamino para uma birrefringéncia intrinseca.

A natureza exata destas transicoes eletronicas
respunséQ915 pela birrefringéncia intrinseca da quitina e da

relulose permanece por ser determinada.
Perspectivas de trabalhe

Quitina e proteinas associam-se na formagido do complexo
quitinoso encontrado nas penas de lulas. A ordem molecular
apresentada pelo polissacariden € acompanhada pela  ordenag3o

molecular do componente proteico, como sugerido pelas

1



anisotropias (bhirrefringéncia @ dicroismo linear) exibidos pelo
material tratado por corantes especificos para proteinas e pelas
curvas de birTe?ringéncia de forma .

Entretanto, a .arquitetura do - complexo quitingso
encontrado nas penas, com a pProposigio &e modelos especificos,
permanece por ser estabelecida. Isto so seria possivel apods  a
determingcﬁo das dimensdes dos componentes fibrilares e da
conforma¢8o molecular das proteinas associadas a quitina,
principalmente atraves do emprego de teécnicas de difragio
elétranica opu de raios X.

Finalmente, uma questdo evolutiva concernente ao sistema
aqui estudado refere—-se a0 mecanismo gque ¢conduziu 3 nao
calcificacao das penas de lulas. Como primeira hiéétese, este
fato teria ocorrido dada a perda de proteinas dcidas, tidas como
responsaveis pelo processo de caleificagio nas conchas atuais.
Por outro lado, a n3o calcificacﬁo poderia ser devida 3
internalizacao da concha.

Desta « forma, a caracterizagio dos diferentes
componentes proteicos, especialmente dada a presenca daqueles com
‘baixo peso moﬁecular (== 17 .0600 Da), poderia dizer da presenga de
polipeptideos hdbeis em induzir o processo de calcificacao,
principalmente realizando-se estudos comparativos com outros
sistemas relacionados e que estejam sujeitos a mineralizac¢do.
Caso tais componentes sejaﬁ encontrados, o) papel da

internalizagd0 na n3o calcificac3o0 das penas de lulas poderia

ser delimitado.
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CONCLUSGES

1 - MNas penas de Loligo brasilienstis o material
quit inoso se apresenta sob a forma de camadas, unidas
entre si por uma material cimentante de natureza

proteica. Estas camadas s3o0 formadas por feixes que
assumem dire¢aoc predominantemente paralela entre si e

nas diferentes caoamadas.

2 - Comno demonstrado pela reatividade  aos testes
topoquimicos, existe na pena uma disponibilidade gquimica
e espacial de radicais reativos, diferindo de alguns

outros sistemas quitinosos. .

7 - A coloracio pelo azul de alcian, exibida pelos cortes

histoldgicos de pena deve dar-se por agao quelante da

quitina.
4 - Existem ao menos 1@ componentes glicoprotéicos ligados
de forma naop covalente & quitina, como demonstrado

pela eletroforese em poliacrilamida.
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5 - A reatividade aos corantes xylidine ponceau, Sirius
red e picrosiriu§ e a presenca de' dicroismo linesr na
pena demonstram a existéncia de ordenacio
macromoliecular para grupos amino ionizaveilis,

.principalmente de proteinas, o que dita de certa forma

uma ordena¢ioc delas proprias.

6 - 0 wmaterial exibiu birvefringeéencia de forma, antes e apos
hidrolise alcalina, como demostrado pelas variagoes de
retardo dptico, seguindo variagOes do indice de refracao
do meio de embebi¢3oc e birrefringéncia intrinseca em

n = 1.4353 (glicevina B9¥).

7 - Com base nos maiores valores de retardo optico devidos
a2 birrefringéncia intrinseca obtidos no material
hidrolisado, admite~se uma predominancia de transigoes

eletronicas polarizaveis paralelas ao longo eixo dos

feixes quitinosos.
8 - Existe correlacﬁa linear entre os wvalores de retardo

Ooptico & a espessura dos cortes para as birrefringéncias

“total e intrinseca apresentadas por penas hidrolisadas.
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Maioures graus de cristalinidade e de agregagao,
atribuidos a uma maior proximidade, maior interaéﬁo. e
formac¢do de pontes de hidrogénio entre as fibrilas de
quit ina, foram constatadas apds hidrdlise alcalina,
sendo que parte do componente proteico atuaria como uma
matriz, mantendo afastadas as fibrilas de quitino,
tornando a Ppena mais plastica e menos susceptivel 3

hidratag3o e a degradag3o enzimatica.
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ResumMo

0 sistema quitinoso da concha resquicial de Loligo
arasiliensis foi estudado atraves de eletroforese em
sglimscrilamida, de testes topogquimicos e da microscopia de
solarizac3o.

.0 material most?é*ﬁe intensamente reativo aos xulidine
ponceau, sirigﬁ redte picrosirius, bem como apresenta incrementos
na birrefringéncia e intenso dicroismo linear 4quando examinados
sob luz polarizada, o que de;munatra a existéncia de erdenagfo
molecular do componente protéico aﬁéoaiadm~é quitina. 0 material
responde positivamente 505 Congg red ¢ PAS e reage fracasmente
com o azul de alcian e o azul de toluidina,

_A eletroforese ent poliacrilamida demonstrou a
existencia de pelo menaé 10 componentes glicoproteicos asscociados
de forma n3o cowvalente a quitina. Alguns destes componentes
Formam complexos es}abilizados por pontes dissulfeto.

Curvas de birrefringéncia de forma construidas parsa
cortes histoldgicos demostraram a existencia de maiores
crictalinidade e agregagio lateral das fibrilas de quitina arpas
hidrolise alcalina, o agque faz supor. que as groteinas atuem
mantendo certo afastamento entre aé componentes fibrilares,

atribuindo plasticidade ao sistema, além de reduzir sua

susceptibilidade & hidrata¢3o e & degradacdo enzimatica.






SUMMARY

The chitin system of Loligo brasilienstis- pen was
gtudied threough electraphofesis, topochemical tests and
polarization milcroscopy. -

Pen sections present intense reactivity to xylidine
ponCeau,.siritta red and picrosirius stains, as well as exhibit
increases in birefringence and conspicuous extrinsic linear
dichroism under polarized light, what suggests on the existence
0of molecular ordering in the association of the protein molety to
chitin. Positive responses to Congo red and PAS beside weak
reaction to alcian blue and toluidine blue were alaq
demanstrated.

5DS-~polyacrylamide gel electrophoresis highlighted the
présence of at least 1¢ glycoproteins associated non—covalently
to chitin, some of them making up disuifide—bonded complexes.

Form hirefringence curves constructed with retardation
measurements Showed that hydrolised pen has higher crystallinity
and lateral aggregation of chitin fibrils. This fact support the
assumption that proteins act mantaining apart the Fibrillar
components and ascribe plasticity and resistence to hydration and

enzymatic degradation to this system.
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