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Ordem Molecular em Estruturas Biológicas, mais Regra do que Raridade

Benditos os que ao envelhecerem, transcendem-se e pensando o seu pensamento histórico, adquirem consciência de sua evolução (e definem a sua dialética). 

Benedicto de Campos Vidal

São focados, neste texto, fatos históricos de um aspecto restrito da minha vida científica que trás em si uma evolução particular no campo científico (minha dialética histórica nestes campos restrito). É tratado tão somente o que se referiu á determinação de estudo sobre a caracterização de ordem molecular e sua quantificação, bem como os estados de compactação ordenada em feixes de colágeno. Não estão apontados os estudos sobre outros biopolímeros tais como DNA, queratina, quitina e lignina que também foram alvos da minha preocupação.

Terminei o curso superior na USP. No mesmo ano em que a dupla hélice do DNA era descrita, um pequeno detalhe, a escolha das amostras do DNA eram feitas, nessa época, analisando-se lhe sua birrefringência, indicação de sua cristalinidade e ordem molecular.

Após ter levado em consideração as condições do meio científico brasileiro, achei inteligente e estratégico estudar as anisotropias ópticas, i.e. dicroísmo, na época também denominado pleocroismo, e as birrefringências.

Na ocasião, não existiam os cursos de pós-graduação e obviamente nada de orientadores (ou desorientadores). Então, desenvolvi atividades autodidatas e completava meus estudos fazendo um curo noturno no Curso de Farmácia da USP, dedicando-me à bioquímica. Assim, plantei as bases de que precisava por em prática o meu escopo de estudar e quantificar ordem molecular em biopolímeros.

I- Dicroism Linear (DL)

Já era conhecido que colágeno só exibia dicroísmo linear (DL) ao nível do ultravioleta e do infravermelho, nos comprimentos de onda do visível não seria possível determinar-se DL fosse para colágeno ou DNA. A solução que determinei, após meus estudo de histoquímica/topoquímica foi empregar uma molécula planar, ou seja, o azul de toluidina que estava sendo usada nos estudos de histoquímica de matriz extracelular para identificar metacromasia de biopolímeros. Nesta altura, tive a oportunidade de responder a questão “seriam as glicanas ácidas” (AGAG) ao se complexar ás moléculas de azul de toluidina hábeis de apresentar DL extrínseco?  Assim, permitiriam o diagnóstico de serem as glicânas ácidas molecularmente orientadas com respeito às moléculas de colágeno? A resposta é sim, e desse modo publiquei o meu primeiro trabalho científico em revista 1,internacional. A reação internacional não tardou. Já em 1964 o Professor Martin Mathews solicitou permissão para reproduzir micrografias do artigo que foram integradas na forma de livro editado em 1967 “2, THE CONNECTIVE TISSUE”, Anteriormente, o mesmo autor já tinha citado o meu trabalho em foco 3,(Mathews, 19653). 

Em 1975 autores citam este trabalho em consideração e prestam “respectuese homenagem” a BC Vidal (4 frances).

Agora no século 21 continuamos ativos nesse mesmo sentido e somos alvo de citação de artigo publicado em 2000 por 5, Matassa et al. (2007). Ou seja, não vivemos só de lembrança e com meus 87 invernos (por que não tem sido fácil) continuo bem ativo. Esta foi a primeira publicação a descrever e a propor consequências estruturais e fisiológicas. Os resultados desses estudos somam-se aos, abaixo citados sobre Birrefringência de Forma (ou textural). 

Voltamos a publicar sucessivamente trabalhos de natureza quantitativa usando LD, e simultaneamente ensinando outros interessados na matéria. (Detalhes à disposição). Os resultados desses estudos somados com aquele abaixo em apreciação sobre BF valeram afirmação de 6, Módis: “Vidal was the first to show the axiparallel orientation of sulfated GAGAs to the collagen fibers in unstained tendon”  

II- Birrefringência de Forma (BF).

Claro que o espaço-tempo para auto-didatismo, disciplina, e chegar a publicar um segundo trabalho, demandou “contrair” o tempo e o espaço. Então, apareceu a publicação 7, Vidal (1965).

Foi um trabalho realmente avançado para seu tempo. Tanto é que serviu de base metodológica para modernos estudos de ordem molecular em tendões por meio de sofisticada metodologia em que os 8,9,(Roth & Freund (1981). Neste trabalho os autores chegaram às mesmas conclusões. Relevante ressaltar que propriedades anisotrópicas ópticas foram reconhecidas como tendo importantes consequências biológicas (Este autor cita 8,9,Roth & Freund, referidos acima). As vantagens que foram introduzidas por minha metodologia foram: trabalhar com tecidos frescos, in natura; poder fazer remoção enzimática das GAGAs e introduzir meios de embebição apropriados; ao mesmo tempo, ou pouco mais tarde, bioquímicos chegaram às mesmas conclusões em termos de repercussão e aplicações da metodologia e da teoria desenvolvida. Pode ainda ser citado o trabalho de 10,Whitaker et al. que desenvolveram estudo sobre cordas tendineae do coração no caso de infiltração de proteoglicanos e de prolapsos de mitral, baseando-se em alguns de meus trabalhos e chegando a importantes conclusões a respeito das alterações de componentes e de arranjos moleculares nesta 10.patologia.
Mais ainda, cerca de 44 anos após minha publicação, 11,Cuccia et al. (2009), abordando questões científicas modernas sobre a quantificação e mapeamento da propriedades ópticas de tecidos, e usando modernos meios para obter imagens por processos de modulação, apontaram até para as aplicações clínicas. Trabalho pioneiro em que os cálculos da birrefringência de forma foram sistematizados e validados de forma inédita, até a modernidade. Veja-se bem, a citação é feita 44 anos (!) após a publicação do meu trabalho. Mais ainda, ao lado da citação do meu trabalho, figura a citação de n° 8, 9,de Roth and Freund (1981) que também quota o mesmo trabalho de Vidal (1965). O que se deve notar é que o excelente trabalho de 8,9,Roth and Freund (1981) versa sobre as propriedades ópticas não-lineares dos feixes de colágeno, eles usando os recursos da "Second Harmonic Regeneration" nesse estudo, usando basicamente as minhas proposições sobre BF citando-as textualmente; mais ainda os mesmos autores voltam a publicar a matéria, um ano depois, e mais uma vez baseiam-se no meu trabalho de 1965.
Também merece destaque o fato de que trabalho sobre ordem molecular e estrutura de bainhas de mielina publicado em 12,Vidal et al. (1980) mereceu em 2007 e 2008, recentemente, citações marcantes (esta nossa publicação esta citada cerca de 20x, ou mais, segundo o “Research Gate”), .
Na atualidade existe uma malha de conhecimentos estabelecendo as relações entre fotônica e BF, em um campo no qual continuo sendo pioneiro, haja vista minhas novas publicações. Incluindo-se as que me levaram a propor a nova concepção de que tendão é: “cristal líquido do tipo “TGB, i.e. “Twisted Grain Boundary” e também propor novas imagens para arranjo de images 3D de “crimp” em colágeno (Para visualiza-las, entre youtube com o meu nome, serão encontradas as imagens imediatamente, youtube benedicto de campos vidal).

Trabalhos que publiquei posteriormente, utilizando medidas cada vez mais acuradas de BF e usando microespectrofotometria, não só confirmaram os resultados anteriores como permitiram detectar o papel dos resíduos de carboidratos na orientação molecular das fibras de colágeno, 13, Vidal, B.C. (1986). O que estes trabalhos apresentaram de inédito foi o emprego sistemático de medidas de birrefringência de forma e intrínseca (cristalina) para que a ordenação molecular pudesse ser deduzida diretamente das propriedades ópticas devidas às diferenças de índice de refração ou permitividade elétrica). Baseando-se em observação anterior 14,Vidal & Mello, (1970), foi desenvolvida pesquisa para mostrar que a dispersão anômala da birrefringência com ponto de transição junto ao máximo do LD in situ pode ser comparada ao efeito Cotton em solução e informar a presença de geometrias moleculares em hélice. A aplicação destes princípios em meticulosa e extensa pesquisa culminou na determinação de que as cadeias de glicanas ácidas apresentam, sob algumas condições, uma geometria helicoidal (15,Mello & Vidal, (1973). 

A pesquisa sobre cartilagem durante a ossificação endocondral, que exemplifica bem a aplicação de toda uma metodologia quantitativa acurada no estudo dos diferentes níveis de organização molecular da matriz extracelular nas diferentes regiões epifisárias, foi publicada em 16,Vidal (1977). Do ponto de vista epistemológico senti logo a necessidade de desenvolver e de ter sempre em mente uma teoria em que a organização e a hierarquia dos componentes da matriz extracelular figurassem como ponto importante. Assim publiquei parte da minha Tese de Livre Docência 17, (Vidal (1966)15 na qual consta:

"Depending on changes in the functional stimuli of mechanical and biochemical nature, local transformations take place (metabolic changes, concentration of the mucopolysaccharides and collagen precursors) acting in the systems as a feedback device. Such a device would work on the factors of entry into the fibroblastic system establishing modifications which will keep the homeostasis. "Considero esta minha proposição o centro de uma teoria de regulagem e controle, tipo biocibernética, funcionando ao menos localmente. A partir desta data, venho melhorando esta hipótese cujo valor heurístico tem se confirmado não só em meus trabalhos, e também em publicações internacionais de outros autores. Neste contexto desenvolvi a teoria de que o colágeno seria um verdadeiro transdutor, baseado em suas propriedades piezoeléctricas que dependem em última análise, do estado de agregação e ordem molecular dos sistemas biocompostos nos quais esta glicoproteína toma parte.
Atualmente a concepção de que a ordenação molecular está presente no citoesqueleto e na matriz extracelular já é comum e o fato em si é relacionado com as interações citoesqueleto-matriz extracelular, estabelecendo correlações e interpretações no campo das funções celulares e da matriz extracelular.
Então, só para citar livros de texto atuais, encontram-se no Molecular Biology of the Cell (Alberts et al, 2002 - Garland Publ. Cia.) as seguintes considerações: "...the high degree of order within the cells can be transmitted to the extracellular matrix through the orientation of the macromolecules that cells secrete",  e que: "...an ordered extracellular matrix influences the organization and behavior of the cells it contains". No que se refere às estruturas ósteo-cartilaginosas, Trelstad e Birk (1984), no livro The Role of Extracellular Matrix in Development (Alan R. Liss Inc., NY, , p. 519-523), estabelecem, incansavelmente, relações entre níveis de ordem celular e matriz extracelular como fatores importantes na arquitetura tecidual e nas propriedades piezoeléctricas. 

Se internacionalmente fui o primeiro a propor a mais provável direção das proteoglicanas através de observações e medidas acuradas de anisotropias ópticas, com reais contribuições no campo das medidas de birrefringência, in situ, no Brasil então a liderança neste terreno não me pode ser contestada.  Não estão aqui relacionados os trabalhos sobre as propriedades anisotrópicas de DNA e de seus complexos com proteínas que também foram pioneiros no nosso País. Esta exposição tem por finalidade acompanhar o meu Curriculum Vitae e revela assim a minha satisfação em ter desenvolvido um espírito combativo para vencer as dificuldades impostas pela incompreensão, preconceito, política e oportunismo daqueles têm detido as vantagens e o poder nas mãos.

Bem, chega de lembranças e passado. Dai a pergunta: Agora do século 20 para o 21, qual é a expressão BF?
“ΔF, BF is the type of anisotropy found in mixed bodies wherein asymmetrical particles of a given refractive index are dispersed with a preferential orientation in a medium of different refractive index. At least one dimension of

the particles must be small relative to the wavelength

of light; “Wiener´s (1912) equation is valid for mixed bodies structured by only two components, the optical retardation (OR), which is expressed by: OR = f1f2(n12 – n22)2/[(f1 + 1)n22 + f2n12], where f1 and f2 are relative partial volumes of the components that have the refractive index n1 and n2, respectively, such that (f1 + f2) = 1.” É importante ressaltar que “n12 and n22 são “an dielectric constant for a given frequency, (n12 = ∈1 and n22 = ∈2)”. “In many studies ε is measured to calculate the ΔF or interferometry is used to measure the refractive indices (Vidal 1970)”. In the case of collagen bundles, ΔF depends on the partial volume of the components f1 + f2, such that if f1 is 80% of the total composition of the structure the f2 will be 20% of the total. This has quantitative correspondence in the BF curve profile. The principles and properties of ΔF/BF have been researched systematically by physicists for both academic and utilitarian purposes. The definition of Bêche and Gaviot (2003) is directly related to the definition of ΔF: “In optics, an anisotropy property on the permittivity tensor, called form birefringence, occurs in sundry multiple quantum wells consisting of two constituents.” Note-se muito bem que esta definição nada mais é que uma paráfrase do enunciado e formula de Wiener (1912!!!), ou seja permanece válida até hoje. No meu caso valeu a “pena” manter-me nessa linha de pesquisa.
“Currently, the physical principles ΔF is being applied extensively in the field of photonic structures.” Têm sido relatadas patentes para produzir refletores multicamadas dotados de BF ou ΔF. Ainda, há espelhos seletivos construídos com base nos princípios da BF.  Há inúmeros relatos de estruturas de silício exibindo BF para atender a funcionalidades específicas. O propósito aqui não é escrutinar essa matéria, é só mostrar que no século 21 a BF fornece um amparo científico sólido para atividades científicas de ponta. Entretanto um exemplo importante para relacionar com nosso trabalho é a publicação de “Neale et al. (2005) Nature Mat. 4:530-532” que descreve a construção de um nano-motor com base na birrefringência de forma, esta nano-máquina entra em movimento quando um feixe de luz incide sobre ela, a causa é a formação de um momento fotônico gerado pela BF da estrutura. Inspirando-me nestes dados, levantei a hipótese de que as asas iridescentes de borboletas, consideradas exibindo fenômenos fotônicos deveriam ter BF e exibirem imagens birrefringentes semelhantes às ultraestruturas vistas em ME; mais ainda, deveriam estruturalmente ter dicroísmo linear ao nível do visível e do FT-IR, como demonstramos, Trabalho feito e publicado mostrou que as texturas birrefringentes encontradas nas escamas das asas de borboletas eram semelhantes às descritas em ME. Principalmente, as medidas revelaram que a birrefringência era do tipo BF. 

As escamas também apresentavam dicroísmo linear ao nível do visível e também ao nível do infravermelho, como foi demonstrado por nossas medidas em microespectrofotometria de FT-IR polarizado. É bom lembrar que estes fenômenos são causados ao nível da estrutura manométrica periodicamente orientada e por macromoléculas menores que um comprimento de onda, na linha do visível, somando-se às vibrações moleculares de LD ao nível do FT-IR. Assim, baseando-me nos resultados de Neale et al., 2005, propus em minha publicação “could a photonic moment be generated in the wing(s) at the level of their scales influencing the wings biomechanical properties?” Eis aí um desafio para os ecólogos.

Algumas cópias de declarações de autores internacionais sobre o meu trabalho estão à disposição de alguém que possa estar interessado/a.
Concluo, tenho consciência que o meu trabalho enobrece a minha carreira acadêmica e o meu país.

Desculpem-me, não me interpretem mal. Mas esse é um comportamento bíblico/sabedoria ou mais genericamente exemplo de comportamento, Cristo teria dito aos seus discípulos “... ninguém acende uma lamparina ou vela e a põe embaixo da mesa” ou ainda “... vós sois o sal da terra, dão sabor aos alimento e tem poder conservador (impedem o crescimento bacteriano)”. Sou discípulo da verdade, sou um acadêmico/cientista, e respeito às religiões, no que elas expressão sabedoria. 

Referencias


- Vidal BC (1963) Protoplasma 56:529-536.
2- Matews, M. Biochemical J. (1965) 96:710-715.

3- Biophysical aspects of acid mucopolysaccharides relevant to Connective Tissue Structure and function”. In THE CONNECTIVE TISSUE 1967

4- frances 

5- Matassa et al. (2007)

6- Módis, L. (1990). Organization of the Extracellular Matrix: a Polarization Microscopic Approach. CRC Pres. Boca Raton, Ann Arbor, Boston 

7- Vidal, BC (1965) Protoplasm 59:472-479.

Roth , S; Freund, Biopolymers (1981) 20: 1271-1290. J. Appl. Cryst. 15:71-78.

8- Roth , S; Freund,  I. (1982) J. Appl. Cryst. 15:71-78.

9- Piez, K.A.; Reddi A.H. (1984)  Molecular and aggregate structuresof the the collagens, in Extracellular Matrix  Biochemistry, ed. Piez & Reddi











10- Whitaker et al.  (1987)  Brit. J. 57: 264-269

11- Cuccia et al. (2009)  J. Biomed. Optics 14: 024012-1-024013

