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APRESENTACAO

Aobra “Teorias e Métodos da Biofisica” faz parte de uma série de livros publicados
pela Atena Editora, e neste volume Unico, em seus 12 capitulos, apresenta uma
diversidade de estudos realizados nas diversas areas da biofisica, bem como relagéao
com outras areas que esta exige nos dias atuais.

A biofisica é uma ciéncia interdisciplinar na qual se emprega as teorias,
0s métodos ou técnicas especificas da fisica para resolver questées biologicas.
Atualmente, com o avanco tecnoldgico a biofisica esta presente na maioria das
ciéncias da saude, tais como: Medicina, Fonoaudiologia, Odontologia, Enfermagem,
Terapia Ocupacional, Fisioterapia, Bioengenharia e Biomedicina. Na area de Ecologia,
temos também a biofisica Ambiental. Algumas especializagcbes em biofisica podem
ser ainda multidisciplinares, como por exemplo: a Bioinformatica, a Biologia Estrutural,
Toxicologia Ambiental e Biologia de Sistemas.

Dessa forma, o leitor podera encontrar nesta obra, uma variedade pesquisas cujas
areas que envolvem a biofisica estdo interligadas nas quais muitos pesquisadores
buscam por solucbes emergentes. A interdisciplinaridade entre estas diversas areas
aqui citadas & um processo natural e inevitavel, pois a formacéo dos profissionais das
ciéncias da saude ou biologicas, seja qual for a sua formacgéo, necessita da relacao
entre diversas areas do conhecimento.

Hoje o profissional se destaca pela capacidade de saber inovar e alcancgar
resultados positivos em suas pesquisas com base nas diversas ciéncias, utilizando
uma ou mais tecnologias. Isso se faz possivel se este profissional tiver conhecimento
das demais areas, pois nao basta ser bom em uma Unica ciéncia, € preciso ser multi-
intelectual.

Nesta obra, portanto, o leitor podera encontrar parcerias estabelecidas entre
diversas areas do conhecimento de diversos departamentos de pesquisa: Engenharia
Elétrica e de Computacdo, Semicondutores, Biocalorimetria, Bioquimica Médica,
Nanotecnologia e Nanomedicina, Bioquimica e Biofisica, Farmacia, Quimica do
Estado Sélido, Ciéncias Médica, Clinica Médica (Nefrologia), Radioterapia, Histologia
e Embriologia, Biofisica e Radiobiologia, Morfologia e Fisiologia Animal, Nanociéncias
e Materiais Avangados.

Logo, este volume é dedicado a interdisciplinaridade nas diversas areas das
Ciéncias da Saude e Bioldgica, pois 0 mercado atual exige uma revolucéo tecnolégica
e cabe a aos pesquisadores, dessas diversas areas, buscar conhecer as demandas
atuais para promover essas inovagoes de forma interdisciplinar, e nao isoladamente.
Neste sentido, esta obra foi dividida em 6 areas tematicas da Biofisica: Bioeletricidade,
Bioestatistica, Biomecanica, Biofisica Ambiental, Biomedicina, e Radiobiologia.

Na éarea de Bioeletricidade, composta apenas de um capitulo (capitulo1),
apresentamos uma pesquisa realizada entre os cursos de Engenharias de Computacao
e Elétrica e o curso de Ciéncias Médicas, em que envolve os Departamentos de Quimica
de Estado Sélido, Semicondutores, Instrumentos e Fotbénica e o de Clinica Médica



(Nefrologia). Trata-se da investigacao do nivel de fésforo no sangue, em que, quando
este apresenta-se acima do normal esta associado a casos de Obitos de pacientes
renais cronicos. Para isto os autores propdem o desenvolvimento de um transistor
de efeito de campo sensivel a ions (ISFET) que possa ser utilizado para quantificar a
massa de fosforo no dialisato total final extraida durante o processo de hemodialise.

Na area de Bioestatistica, apresentamos dois capitulos. No capitulo 2, a pesquisa
foi desenvolvida pelos Departamentos de Morfologia e Fisiologia em conjunto com o
Departamento de Biofisica e Radiobiologia de uma Faculdade Rural. Na pesquisa foi
utilizando o método da complexidade de Lempel-Ziv (CLZ), o qual permite calcular
a complexidade de uma série temporal sem a necessidade de longos segmentos
de dados. Este método, estatistico € baseado em dinamica néo linear e costumam
ser sdo amplamente empregado na analise e descricdo adequada de processos nas
areas de quimica, fisica e biologia. Neste, 0 método foi desenvolvido com o objetivo
de determinar a complexidade de sequéncias finitas na analise do particionamento do
polietilenoglicol no nanoporo unitario de alfa-hemolisina inserido em uma bicamada
lipidica plana. O obijetivo foi investigar o processo de chegada e permanéncia da
molécula polimérica (analito) no nanoporo (biossensor). No capitulo 3, os pesquisadores
avaliaram diferentes escpectrémetros utilizados em analises clinicas e laboratorios
de pesquisa o0s quais permitem determinar as concentracdes de espécimes quimicas
diversas. Por considerarem a aplicabilidade destes dispositivos importante no quesito
qualidade dos resultados fornecidos, os autores apresentam técnicas de estatistica
e 0s meétodos de obtencédo de indicadores de qualidade, por meio da realizacéo de
experimentos laboratoriais utilizando espectrofotdmetros.

O capitulo 4, inserido na area tematica de Biomecanica, trata-se de uma pesquisa
onde a Oftalmologia e a Estética Funcional, estdo intimamente ligadas aos fenbmenos
de transferéncia de massa estudados na Fisica. Neste, os autores mostraram
como a falha da transferéncia de massa intraocular, por conveccao forcada, pode
afeta 0 movimento oculomotor e provoca diversas enfermidades, tais como: erro de
refracdo, ceratocone, glaucoma de angulo aberto ou fechado. Sugerindo por fim, a
necessidade do SUS incluir, em seus procedimentos, a cirurgia corretiva de elevacéo
de sobrancelhas, assim como a ANS regulamentar esta cirurgia em todos os planos
de saude.

Na area tematica de Biofisica Ambiental, pesquisadores do Laboratorio de
Nanociéncias e Materiais Avancados realizaram estudos por meio da técnica de
espectroscopia UV-visivel com o intuito de promover uma formacgéo interdisciplinar
entre alunos de Pos-Graduacdo. Nesse sentido, os autores desenvolveram
estratégias experimentais que permitem aos estudantes dominarem o uso da técnica
de espectroscopia UV-visivel para analises qualitativas e quantitativas com uso de um
corante altamente conhecido e de larga aplicagdo como € o azul de metileno (capitulo
5). No capitulo 6, pesquisadores realizaram um levantamento do numero de veiculos
na cidade de Recife para verificagcdo da poluicdo atmosférica. Para eles, a poluicdo



atmosférica é comprovadamente um agente causador e de piora do quadro de diversas
doencas, entre elas doencas respiratdrias, cancer de pulméo, acidente vascular
cerebral e infarto do miocardio. No capitulo 7, pesquisadores do Departamento de
Biofisica e Radiobiologia utilizaram o ensaio cometa em hemécitos do moluscos de
agua doce Biomphalaria glabrata, € um biodicador natural utilizados para a detecgéao
de possiveis danos no DNA apds a exposicdo ao MMS e para avaliar a potencial
aplicacao para monitoramento da genotoxicidade do ambiente de agua doce.

Na area tematica de Biomedicina, o leitor podera aprofundar seus estudos em
trés capitulos. No capitulo 8, os autores do Departamento de Histologia e Embriologia,
analisaram e avaliaram a atividade leishmanicida in vitro do extrato etandlico do Allium
sativum L. frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Na éarea de Bioquimica Médica no Laboratério de Biocalorimetria (capitulo 9),
pesquisadores realizaram estudos de uma importante enzima a L-asparaginase, a qual
€ amplamente utilizada no tratamento da leucemia. Tendo em vista a importancia de seu
uso, surgiu a necessidade de buscar alternativas para reduzir seus efeitos adversos e
aumentar sua estabilidade. Assim a pesquisa resultou na obtenc&o de nanoparticulas
de quitosana de alto peso molecular sem e com ZnCl2. A alta concentracdo de
quitosana, segundo os autores, permite maior incorporagao de farmaco, mas aumenta
o tamanho da particula, 0 que nao é interessante para a liberacéo intravenosa de
farmaco. Ja no capitulo 10, os autores analisaram e caracterizaram nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato (QT-TPP) associadas ao farmaco sumatriptano (SMT) como
uma alternativa na terapia de enxaqueca via uso tdpico.

A ultima area tematica é a Radiobiologia, composta de dois capitulos promissores
para as pesquisas atuais. Essa area vem crescendo em interdisciplinaridade,
principalmente devido o crescimento das pesquisas em Medicina Nuclear, em
Engenharia Biomédica e das técnicas de obtencdo de imagem, as quais sofrem
constantes avancgos tecnolégicos. Com isso, no capitulo 11, os autores investigaram
a acao radioprotetora do extrato bruto da casca de Anadenanthera colubrina sobre 0s
embrides de Biomphalaria glabrata e os resultados obtidos mostraram que o extrato
da casca de A. colubrina apresentou uma discreta atividade radioprotetora. E por fim,
no capitulo 12, com o intuito de fornecer mais dados sobre os efeitos da radiacéo
ionizante no sistema nervoso central, os pesquisadores avaliaram a atividade elétrica
cerebral de ratos expostos a radiac&o ionizante através do exame de eletrocorticograma
(ECoG) e pode-se observar alteracbes nas ondas cerebrais através do uso de dois
métodos matematicos: a Transformada de Fourier (TF) Complexidade de Lempel-Ziv
(CLZ) concluindo que a exposicao a essa radiacao causa alteragdes eletrofisiologicas,
que incluem diminuicdo da complexidade e modificacées nas ondas cerebrais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicagao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnoloégicos nas
Ciéncias da Saude e Biofisica, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena
Editora.



Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes,
professores e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias promovendo a
interdisciplinaridade nas diferentes areas das Ciéncias da Saude e Biofisica.

Sabrina Passoni Maravieski
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RESUMO: A complexidade de Lempel-Ziv foi
desenvolvida com o objetivo de determinar
a complexidade de sequéncias finitas. Neste
trabalho, este método estatistico foi aplicado na
andlise do particionamento do polietilenoglicol
no nanoporo unitario de alfa-hemolisina
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inserido em uma bicamada lipidica plana. O
objetivo foi investigar o processo de chegada
e permanéncia da molécula polimérica (analito)
no nanoporo (biossensor). Nossos resultados
mostram que, sob as condicbes estudadas,
0 biossensor baseado no nanoporo de alfa-
hemolisina comportou-se como um processo
estocastico tanto para o tempo de chegada do
analito na boca do nanoporo quanto para seu
tempo de permanéncia no lumen do poro.
PALAVRAS-CHAVE: Biossensor. Alfa-
hemolisina. CLZ. Nanoporo. Aleatoriedade.

ABSTRACT: The complexity of Lempel-Ziv
developed with the purpose of determining the
complexity of finite sequences was applied in this
work to analyze the partitioning of polyethylene
glycol in a single nanopore of alpha-hemolysin
inserted in a planar lipid bilayer. The objective of
this study was to investigate the process arrival
and permanence of the polymer molecule
(analyte) in the nanopore (biosensor). Our
results show that under the conditions studied
the biosensing with alpha-hemolysin nanopore
behaved as a stochastic process both for the
time of arrival of the analyte at the mouth of the
nanopore and for its permanence time inside
the pore.

KEYWORDS: Biosensor.
CLZ. Nanopore. Randomness.

Alpha hemolysin.
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11 INTRODUCAO

Métodos estatisticos baseados em dinamica né&o linear sdo amplamente
empregados na andlise e descricdo adequada de processos nas areas de quimica,
fisica e biologia. O aumento na capacidade de processamento computacional,
juntamente com o desenvolvimento de linguagens de programacao e algoritmos
possibilitaram a disponibilizacdo de programas de simulagao e previsao em processos
gue ha alguns anos seriam inexequiveis. O método da complexidade de Lempel Ziv
(CLZ) permite calcular a complexidade de uma série temporal sem a necessidade de
longos segmentos de dados.

Uma série temporal corresponde a um conjunto de dados coletados em diferentes
intervalos de tempo. O valor da CLZ correlaciona-se com a estocasticidade ou
determinismo de uma série temporal. Séries temporais com o CLZ préximo de 1 séo
consideradas aleatérias; CLZs proximos a zero representam séries deterministicas
(ABOY et al., 2006). Este método foi empregado em varios estudos para analise e
inferéncia da complexidade em: segmentos de DNA (NUNES, 2014), ritmicidade
elétrica pancreatica in silico (NEVES et al., 2014), déficits cognitivos em pacientes
esquizofrénicos (IBANEZ-MOLINA et al., 2017).

Séries temporais podem ser obtidas por meio da aquisicdo de registros de
corrente iGnica gerada devido ao fluxo de ions através de nanoporos proteicos (HILLE,
2001). O poro proteico formado pela alfa-hemolisina (aHL) de Staphylococcus aureus
€ o principal nanoporo empregado no biossensoriamento estocastico (REINER et
al., 2012). O biossensoriamento estocastico € uma abordagem que se baseia na
observacao de eventos de ligacdo entre as moléculas individuais de analitos e um
unico receptor (AGUIAR et al., 2015).

O nanoporo de aHL tem sido empregado na detecgcédo de farmacos (KANG et
al., 2006), polimeros (RODRIGUES et al., 2008, 2011) e até no sequenciamento de
DNA (DING et al., 2010; FENG et al., 2015). O mecanismo de deteccéo ocorre com
a entrada ou translocacdo do analito através do lumen aquoso do nanoporo. Cada
molécula entrante ou translocante produz uma variagdo discretizada (bloqueio) na
corrente i6nica. O bloqueio é caracterizado por uma amplitude e um intervalo temporal,
gue representa o tempo de permanéncia (TP) do analito no nanoporo. Outro parametro
importante no biossensoriamento estocastico é o intervalo temporal que o analito nao
esta presente no lumen do nanoporo, ou seja, € o tempo de auséncia (TA) (Figura 1).
Neste contexto empregamos o método da CLZ na andlise das séries temporais TP
ou TA visando inferir se o processo de particionamento do polimero polietilenoglicol
(PEG) no sistema solucgdo / nanoporo € um processo estocastico ou deterministico.

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 2
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Figura 1. Nanoporo unitario de aHL inserido em uma bicamada lipidica plana. (A) Moléculas do
analito (circulo vermelho) aproximando-se da entrada do nanoporo. Na auséncia de analito no
interior do nanoporo a corrente i6nica tem valor maximo. (B) Moléculas do analito translocando-
se pelo interior do nanoporo causando um bloqueio na corrente idnica que flui pelo nanoporo.
(C) Representacao da série temporal de flutuagdes da corrente ibnica do nanoporo. TA
(tempo de auséncia) representa o tempo que a corrente idnica do nanoporo € maxima, ou
seja, auséncia de analito no seu limen. TP (tempo de permanéncia) representa o tempo que
0 nanoporo permanece bloqueado pelo analito caracterizado por um decréscimo na corrente
iGnica.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Experimental

Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram confeccionadas
conforme as técnicas convencionais de construcdo de membranas (MONTAL &
MUELLER, 1972). Esta técnica consiste basicamente na formacédo de uma bicamada
lipidica por aposicéo de dois filmes monomoleculares de lipideo sintético, num orificio
de uma particdo de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de
uma camara experimental também de Teflon®, contendo solucbes aquosas.

Foram adicionados em cada hemicamara aproximadamente 10 ul de uma solugéo
de diftanoil glicerofosfocolina 2% (p/v) em hexano. Decorridos aproximadamente 10
minutos, com a evaporac¢ao do hexano, ocorreu a formagcédo espontanea dos filmes
lipidicos monomoleculares na superficie da solu¢do aquosa de cada compartimento.
Posteriormente 0 menisco do liquido de um dos compartimentos foi elevado por adi¢cao
de mais solucédo, formando a primeira monocamada. Este mesmo procedimento foi
realizado no compartimento oposto para a formagcéo da bicamada. A formacéo da
membrana foi monitorada usando lupa binocular e principalmente pelo aumento da
corrente capacitiva basal.

Apbs a construcdo da bicamada lipidica realizou-se a incorporagdo de um
Unico nanoporo pela adicdo de uma aliquota de a-hemolisina na solu¢ao de uma
das hemicamaras. Posteriormente, adicionou-se o polietilenoglicol monodisperso de
peso molecular 1294 (PEG 1294) ao compartimento oposto da camara experimental
e registrou-se a corrente idnica fluente através do nanoporo. Todos os experimentos
foram realizados em condicdes de fixagao de voltagem (20 a 100 mV, A=20 mV), solugéo
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banhante composta por KCI 4 M, Tris 5 mM, pH 7,5 e em temperatura controlada 23+2
°C. Um condutivimetro (Radiometer Analytical, CDM230) foi utilizado na determinacgéao
da condutividade de todas as solucdes utilizadas nos experimentos.

Com a finalidade de minimizar a interferéncia de perturbacées mecanicas e
eletromagnéticas, toda a montagem do sistema experimental foi mantida sobre uma
mesa de amortecimento de alta performance (TMC 63-500, USA) e blindada por uma
gaiola de Faraday. Em todos os experimentos o sistema utilizado para estimulagéo,
monitoragcdo e aquisicdo dos registros era constituido por um gerador de onda
triangular, um amplificador de patch clamp Axopatch 200B (Molecular devices, Foster
City, CA), uma placa conversora analégico-digital (PCl 6024E da National Instruments
Corporation ou DIGIDATA 1440 da Molecular Devices) acoplada a um microcomputador
IBM PC compativel. Os registros de corrente ibnica através dos nanoporos foram
processados a 15 kHz e aquisitados a 100 ou 250 kHz. A conex&o das solucbes da
camara ao sistema de medidas elétricas se deu através de pontes salinas do tipo
Agar-KCl (3% em peso de Agar em KCI 3 M) e eletrodos de prata-cloreto de prata
(Ag/AgCl). A alfa-hemolisina foi adquirida da Calbiochem (USA) e o lipideo diftanail
glicerofosfocolina da Avanti Polar Lipids (USA) (Figura 2).

R
B

Particlo
de Trfloa
a) CAMARADE  b) NANOPORO de oHL ¢) INTERFACE ELETRONICA
TEFLON INSERIDO NA
BICAMADA LIPIDICA

Figura 2. Representacdo esquematica da montagem experimental. (A) Camara de Teflon. (B)
Formacao da bicamada lipidica e inser¢cdo de um poro nanométrico no orificio de um filme
de Teflon o qual separa dois compartimentos contendo solugéo eletrolitica. (C) Diagrama da
interface eletrGnica para monitoramento e registro da corrente iénica.

2.2 Teébrico
22.1 QUB

Os registros de corrente idnica foram segmentados em séries temporais de TP’s
e TA’s através do Software QuB (www.qub.buffalo.edu) e analisado pelo método do
CLZ.

2.2.2 Lempel-Ziv

O Lempel-Ziv € um método de calculo de complexidade e avaliagdo da
aleatoriedade em um sinal unidimensional ou sequéncias finitas. E considerada uma
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medida n&o paramétrica de complexidade que reflete o padrao da série (LEMPEL; ZIV,
1976; ABASOLO et al., 2006; GOMEZ et al., 2016). Para calcular a CLZ é necessario
transformar a série temporal em uma sequéncia binaria que € gerada a partir da
comparacao de cada ponto de tempo da série com uma média de todos os pontos na
série.

Se o valor do ponto é maior do que a média, passa a ser representado por 1, se €
menor do que a média sera representado por 0. Deste modo obtém-se uma sequéncia
formada por 1 e 0 (ABASOLO et al., 2006).

A complexidade de uma série pode ser medida da seguinte forma:

Seja uma série X = x(1), x(2),..., x(N) que é convertida numa sequéncia 0-1
gerando um P = s(1), s(2),..., s(N), com s(i) definida por:

_ {0,595(;) < média
S T4, ses() = média

Depois, esta cadeia de caracteres (P) é escaneada da esquerda para a direita
e um contador de complexidade C(n) é aumentado em uma unidade cada vez que
uma nova subsequéncia de caracteres consecutivos € encontrada no processo de
escaneamento. Finalmente, ¢(n) é normalizado de modo a obter uma medida de
complexidade independente do comprimento da sequéncia. Para uma converséao
binaria, o limite superior de ¢(n) é dado por b(n) =n/log2(n), e ¢(n) pode ser normalizado
via b(n):

c(n)
b(n)

O resultado do calculo da CLZ é entre 0 e 1. Quanto mais préximo de 1 for o

CLZ =

resultado maior a CLZ e mais aleatdrio sera o comportamento do sinal, quanto mais
préximo o resultado for de 0 menor sera a CLZ, indicando que a série tem maior
auto-similaridade (ABOY et al.,2006; NEVES et al., 2014; GOMEZ et al., 2016). Os
resultados foram analisados pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis e post hoc de
Dunn.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 3 representa o registro tipico da corrente idnica através do nanoporo da
aHL na presenca de PEG1294 na concentracdo de 2 mM. Nota-se que os bloqueios
(variagdes discretizadas) correspondem a presenca de uma molécula do PEG
no lumen do nanoporo. Similarmente a outros relatos (ROBERTSON et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2008) a amplitude dos bloqueios é praticamente constante e se
deve a monodispersidade do polimero.
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Figura 3. Registro da corrente idnica do nanoporo de aHL na presenca de PEG. A entrada de
uma molécula do PEG provoca o bloqueio temporario da corrente ibnica (TP) e a saida da
molécula resulta no retorno da corrente ibnica do nanoporo ao seu valor maximo (TA). Voltagem
aplicada: 40 mV.-

Pela escassez de trabalhos que inferem matematicamente as propriedades
estocasticas do bloqueio e desbloqueio em biossensores baseados em nanoporos
proteicos (Movileanu et al. 2005), utilizamos a CLZ para ajudar a esclarecer o perfil da
translocacao de moléculas em nanoporos. O Lempel-Ziv € uma medida bastante usada
para caracterizar a complexidade em sinais biol6gicos (HU; GAO; PRINCIPE, 2006;
HUDETZ et al., 2016). O CLZ é um método de calculo de complexidade e avaliacao da
aleatoriedade em um sinal unidimensional ou sequéncias finitas.

Os altos valores de CLZ (aproximadamente igual a 1) obtidos para sequéncia
dos tempos de permanéncia nos estados abertos e bloqueados podem sugerir,
matematicamente, que os nanoporos de aHL, nas condi¢cdes estudadas neste
trabalho, se comportam como um biossensor estocastico. As analises com a CLZ
mostraram uma alta complexidade nas duas concentracdes de PEG testadas e em
todas as voltagens aplicadas. Nao houve diferencas significativas nos valores de CLZ
nas diferentes voltagens e concentracdes para um p<0.05 através do teste de Kruskal-
Wallis (Tabela 1).

CONCENT. 1mM omM
VOLTAGEM TP TA TP TA
20mVv 0.9662+0.0051 0.8459+0.0516 0.9760+0.0104 0.8965+0.0174
40mV 0.9704+0.0007 0.8717+0.0167 0.9762+0.0177 0.8937+0.0091
60mVv 0.948+0.02720 0.9095+0.0101 0.9669+0.0088 0.9114+0.0051
80mV 0.9211+0.0715 0.9075+0.0597 0.9656+0.0012 0.9290+0.0125
100mV 0.9500+0.0143 0.9354+0.0315 0.9557+0.0166 0.9546+0.0114

Tabela 1. Resultado obtido a partir do algoritmo da CLZ nas analises das séries temporais da
corrente ibnica do nanoporo de aHL na presenca de PEG 1294, nas concentragdes de 1 e
2mM, e aplicacéo de voltagens de 20 a100mV (média+desvio padrdo), p<0.05.
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4|1 CONCLUSOES

O particionamento do polietilenoglicol monodisperso 1294 no sistema solucéo/
nanoporo da aHL é modelado adequadamente por um processo estocastico de alta
complexidade.
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