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APRESENTAÇÃO

A obra “Teorias e Métodos da Biofísica” faz parte de uma série de livros publicados 
pela Atena Editora, e neste volume único, em seus 12 capítulos, apresenta uma 
diversidade de estudos realizados nas diversas áreas da biofísica, bem como relação 
com outras áreas que esta exige nos dias atuais.

A biofísica é uma ciência interdisciplinar na qual se emprega as teorias, 
os métodos ou técnicas específicas da física para resolver questões biológicas. 
Atualmente, com o avanço tecnológico a biofísica está presente na maioria das 
ciências da saúde, tais como: Medicina, Fonoaudiologia, Odontologia, Enfermagem, 
Terapia Ocupacional, Fisioterapia, Bioengenharia e Biomedicina. Na área de Ecologia, 
temos também a biofísica Ambiental. Algumas especializações em biofísica podem 
ser ainda multidisciplinares, como por exemplo: a Bioinformática, a Biologia Estrutural, 
Toxicologia Ambiental e Biologia de Sistemas.

Dessa forma, o leitor poderá encontrar nesta obra, uma variedade pesquisas cujas 
áreas que envolvem a biofísica estão interligadas nas quais muitos pesquisadores 
buscam por soluções emergentes. A interdisciplinaridade entre estas diversas áreas 
aqui citadas é um processo natural e inevitável, pois a formação dos profissionais das 
ciências da saúde ou biológicas, seja qual for a sua formação, necessita da relação 
entre diversas áreas do conhecimento.

Hoje o profissional se destaca pela capacidade de saber inovar e alcançar 
resultados positivos em suas pesquisas com base nas diversas ciências, utilizando 
uma ou mais tecnologias. Isso se faz possível se este profissional tiver conhecimento 
das demais áreas, pois não basta ser bom em uma única ciência, é preciso ser multi-
intelectual.

Nesta obra, portanto, o leitor poderá encontrar parcerias estabelecidas entre 
diversas áreas do conhecimento de diversos departamentos de pesquisa: Engenharia 
Elétrica e de Computação, Semicondutores, Biocalorimetria, Bioquímica Médica, 
Nanotecnologia e Nanomedicina, Bioquímica e Biofísica, Farmácia, Química do 
Estado Sólido, Ciências Médica, Clínica Médica (Nefrologia), Radioterapia, Histologia 
e Embriologia, Biofísica e Radiobiologia, Morfologia e Fisiologia Animal, Nanociências 
e Materiais Avançados.

Logo, este volume é dedicado à interdisciplinaridade nas diversas áreas das 
Ciências da Saúde e Biológica, pois o mercado atual exige uma revolução tecnológica 
e cabe a aos pesquisadores, dessas diversas áreas, buscar conhecer as demandas 
atuais para promover essas inovações de forma interdisciplinar, e não isoladamente. 
Neste sentido, esta obra foi dividida em 6 áreas temáticas da Biofísica: Bioeletricidade, 
Bioestatística, Biomecânica, Biofísica Ambiental, Biomedicina, e Radiobiologia. 

Na área de Bioeletricidade, composta apenas de um capítulo (capítulo1), 
apresentamos uma pesquisa realizada entre os cursos de Engenharias de Computação 
e Elétrica e o curso de Ciências Médicas, em que envolve os Departamentos de Química 
de Estado Sólido, Semicondutores, Instrumentos e Fotônica e o de Clínica Médica 



(Nefrologia). Trata-se da investigação do nível de fósforo no sangue, em que, quando 
este apresenta-se acima do normal está associado a casos de óbitos de pacientes 
renais crônicos. Para isto os autores propõem o desenvolvimento de um transistor 
de efeito de campo sensível a íons (ISFET) que possa ser utilizado para quantificar a 
massa de fósforo no dialisato total final extraída durante o processo de hemodiálise. 

Na área de Bioestatística, apresentamos dois capítulos. No capítulo 2, a pesquisa 
foi desenvolvida pelos Departamentos de Morfologia e Fisiologia em conjunto com o 
Departamento de Biofísica 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, estatístico é baseado em dinâmica não linear e costumam 
ser são amplamente empregado na análise e descrição adequada de processos nas 
áreas de química, física e biologia. Neste, o método foi desenvolvido com o objetivo 
de determinar a complexidade de sequências finitas na análise do particionamento do 
polietilenoglicol no nanoporo unitário de alfa-hemolisina inserido em uma bicamada 
lipídica plana. O objetivo foi investigar o processo de chegada e permanência da 
molécula polimérica (analito) no nanoporo (biossensor). No capítulo 3, os pesquisadores 
avaliaram diferentes escpectrômetros utilizados em análises clínicas e laboratórios 
de pesquisa os quais permitem determinar as concentrações de espécimes químicas 
diversas. Por considerarem a aplicabilidade destes dispositivos importante no quesito 
qualidade dos resultados fornecidos, os autores apresentam técnicas de estatística 
e os métodos de obtenção de indicadores de qualidade, por meio da realização de 
experimentos laboratoriais utilizando espectrofotômetros. 

O capítulo 4, inserido na área temática de Biomecânica, trata-se de uma pesquisa 
onde a Oftalmologia e a Estética Funcional, estão intimamente ligadas aos fenômenos 
de transferência de massa estudados na Física. Neste, os autores mostraram 
como a falha da transferência de massa intraocular, por convecção forçada, pode 
afeta o movimento oculomotor e provoca diversas enfermidades, tais como: erro de 
refração, ceratocone, glaucoma de ângulo aberto ou fechado. Sugerindo por fim, a 
necessidade do SUS incluir, em seus procedimentos, a cirurgia corretiva de elevação 
de sobrancelhas, assim como a ANS regulamentar esta cirurgia em todos os planos 
de saúde. 

Na área temática de Biofísica Ambiental, pesquisadores do Laboratório de 
Nanociências e Materiais Avançados realizaram estudos por meio da técnica de 
espectroscopia UV-visível com o intuito de promover uma formação interdisciplinar 
entre alunos de Pós-Graduação. Nesse sentido, os autores desenvolveram 
estratégias experimentais que permitem aos estudantes dominarem o uso da técnica 
de espectroscopia UV-visível para análises qualitativas e quantitativas com uso de um 
corante altamente conhecido e de larga aplicação como é o azul de metileno (capítulo 
5). No capítulo 6, pesquisadores realizaram um levantamento do número de veículos 
na cidade de Recife para verificação da poluição atmosférica. Para eles, a poluição 



atmosférica é comprovadamente um agente causador e de piora do quadro de diversas 
doenças, entre elas doenças respiratórias, câncer de pulmão, acidente vascular 
cerebral e infarto do miocárdio. No capítulo 7, pesquisadores do Departamento de 
Biofísica e Radiobiologia utilizaram o ensaio cometa em hemócitos do moluscos de 
água doce Biomphalaria glabrata, é um biodicador natural utilizados para a detecção 
de possíveis danos no DNA após a exposição ao MMS e para avaliar a potencial 
aplicação para monitoramento da genotoxicidade do ambiente de água doce. 

Na área temática de Biomedicina, o leitor poderá aprofundar seus estudos em 
três capítulos. No capítulo 8, os autores do Departamento de Histologia e Embriologia, 
analisaram e avaliaram a atividade leishmanicida in vitro do extrato etanólico do Allium 
sativum L. frente às formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. 
Na área de Bioquímica Médica no Laboratório de Biocalorimetria (capítulo 9), 
pesquisadores realizaram estudos de uma importante enzima a L-asparaginase, a qual 
é amplamente utilizada no tratamento da leucemia. Tendo em vista a importância de seu 
uso, surgiu a necessidade de buscar alternativas para reduzir seus efeitos adversos e 
aumentar sua estabilidade. Assim a pesquisa resultou na obtenção de nanopartículas 
de quitosana de alto peso molecular sem e com ZnCl2. A alta concentração de 
quitosana, segundo os autores, permite maior incorporação de fármaco, mas aumenta 
o tamanho da partícula, o que não é interessante para a liberação intravenosa de 
fármaco. Já no capítulo 10, os autores analisaram e caracterizaram nanopartículas de 
quitosana-tripolifosfato (QT-TPP) associadas ao fármaco sumatriptano (SMT) como 
uma alternativa na terapia de enxaqueca via uso tópico. 

A última área temática é a Radiobiologia, composta de dois capítulos promissores 
para as pesquisas atuais. Essa área vem crescendo em interdisciplinaridade, 
principalmente devido o crescimento das pesquisas em Medicina Nuclear, em 
Engenharia Biomédica e das técnicas de obtenção de imagem, as quais sofrem 
constantes avanços tecnológicos. Com isso, no capítulo 11, os autores investigaram 
a ação radioprotetora do extrato bruto da casca de Anadenanthera colubrina sobre os 
embriões 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 capítulo 12, com o intuito de fornecer mais dados sobre os efeitos da radiação 
ionizante no sistema nervoso central, os pesquisadores avaliaram a atividade elétrica 
cerebral de ratos expostos à radiação ionizante através do exame de eletrocorticograma 
(ECoG) e pode-se observar alterações nas ondas cerebrais através do uso de dois 
métodos matemáticos: a Transformada de Fourier (TF) Complexidade de Lempel-Ziv 
(CLZ) concluindo que a exposição a essa radiação causa alterações eletrofisiológicas, 
que incluem diminuição da complexidade e modificações nas ondas cerebrais.

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos nas 
Ciências da Saúde e Biofísica, 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 áreas das Ciências da Saúde e Biofísica.

Sabrina Passoni Maravieski
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi usar o 
ensaio cometa em hemócitos do moluscos 

de água doce Biomphalaria glabrata, para 
a detecção de possíveis danos no DNA 
após a exposição ao MMS e para avaliar a 
potencial aplicação para monitoramento da 
genotoxicidade do ambiente de água doce. 
O Biomphalaria glabrata (B. glabrata) é um 
bioindicador ambiental utilizado, de forma 
eficaz e sensível, para identificação de agentes 
genotóxicos, enquanto que o metanosulfonato 
de metila (MMS) é reconhecido como agente 
genotóxico utilizado no ensaio cometa como 
controle positivo em células de mamíferos, 
mas nunca foi testado em B. glabrata. Neste 
estudo moluscos B. glabrata foram expostos 
ao MMS (0,3 mM) e avaliados por meio do 
ensaio cometa. Foi observado efeito genotóxico 
do MMS sobre B. glabrata, onde 90 % dos 
nucleóides do grupo tratado apresentaram 
dano ao DNA, verificado pela migração de 
DNA cromossomal e consequente formação 
de cauda. O ensaio cometa com B. glabrata 
pode, assim, proporciona o estudo da ação 
de agentes químicos sobre o meio aquático 
de forma sensível e preventiva e o MMS 
pode ser utilizado como controle positivo dos 
experimentos. 
PALAVRAS-CHAVE: Ensaio cometa, 
Biomphalaria glabrata, MMS

ABSTRACT: The aim of the study was to use 
the comet assay on haemocytes of freshwater 
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snail Biomphalaria glabrata, for detection of possible DNA damage after exposure to 
MMS and to evaluate the potential application for genotoxicity monitoring of freshwater 
environment. Biomphalaria glabrata (B. glabrata) is an environmental bioindicator 
used in an effective and sensitive way to identify genotoxic agents, whereas methyl 
methanesulfonate (MMS) is recognized as a genotoxic agent used in the comet assay 
as a positive control in mammals, but has never been tested on snails. In this study B. 
glabrata mollusks were exposed to MMS (0.3 mM) and evaluated by the comet assay. 
A genotoxic effect of MMS was observed on B. glabrata, where 90% of nucleotides 
from the treated group showed damage to the DNA, verified by chromosomal DNA 
migration and consequent tail formation. This study confirmed that the comet assay 
applied on Biomphalaria glabrata haemocytes may be a useful tool in determining the 
potential genotoxicity of water pollutants and MMS can be used as a positive control of 
the experiment. KEYWORDS: Comet assay, Biomphalaria glabrata, MMS.

1 |  INTRODUÇÃO

Devido as diversas atividades humanas, milhares de substâncias nocivas 
são liberadas diariamente no meio ambiente podendo causar impactos danosos 
aos organismos vivos (AMORIM et al., 2003). Dentre os diferentes ecossistemas, 
o meio aquático é um dos principais locais para descartes de resíduos industriais, 
esgotos domésticos e outros. Estas substâncias podem acarretar prejuízos para a 
sobrevivência das espécies e consequentemente um impacto ambiental que deve ser 
avaliado (CAJARAVILLE et al., 2000).

As consequências da ação das substâncias poluidoras podem ser percebidas por 
meio de alterações fisiológicas, comportamentais, malformações, mudanças nas taxas 
de crescimento, reprodução ou até mesmo a morte de toda a comunidade, impactando 
diretamente a estrutura do ecossistema (RESH, DAVID & VH, 1993; CLEMENTS, 
2000). As malformações causadas por alterações da molécula de DNA, podem ser um 
risco também para a saúde humana, por ser repassada por meio da cadeia alimentar 
(JHA, 1998). Estas alterações podem estar relacionada com o surgimento de doenças 
congênitas, doenças genéticas (mutagênese) e degenerativas, envelhecimento celular, 
câncer, entre outras (ERDTMANN, 2003).

Para o monitoramento e identificação do grau de dano sofrido nos seres vivos 
de um ecossistema impactado, se faz necessário a utilização de técnicas que 
avaliem os parâmetros físico-químicos relacionados com os danos surgidos nos 
organismos expostos a estes agentes teratogêgicos. O Ensaio Cometa (teste de 
células individualizadas em gel de agarose) vem sendo utilizado em diversas áreas de 
conhecimento, incluindo biomonitoramento ambiental, genética toxicológica, radiação 
biológica, processos de reparo de DNA e ecotoxicologia genética (GONTIJO & TICE, 
2003 VERÇOSA et al., 2017; FOWLER et al., 2017). É uma técnica desenvolvida 
para detectar quebras no DNA de forma preventiva (pré-mutagênese) (KAMMANN 
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et al., 2001; DE LAPUENTE et al., 2015). As células, avaliadas por esta técnica, que 
possuírem elevado grau de dano no DNA apresentam uma forma semelhante a de um 
cometa, pois ocorre aumento na migração de DNA cromossomal do núcleo (SPEIT & 
HARTMANN, 1999; SIDDIQUI, KHANVILKAR & VINEETA, 2017). 

O molusco Biomphalaria glabrata (B. glabrata), considerado um bioindicador 
ambiental (CLAXTON, HOUK & HOUGHES, 1998; DE FREITAS TALLARICO et al., 
2014; ARAÚJO et al., 2018; SILVA et al., 2018) foi utilizado recentemente para avaliar 
alterações ao DNA através do ensaio cometa (GRAZEFFE et al., 2008). A hemolinfa 
deste animal contem hemócitos (células de defesa) que irão estar em contato direto 
com os contaminantes. Portanto, este tecido é apropriado para o teste do cometa 
(VILLELA et al., 2006). Neste estudo, moluscos B. glabrata foram expostos à substância 
genotóxica metanosulfonato de metila (MMS), com a finalidade de observar dano à 
molécula de DNA, por meio do ensaio cometa, estabelecendo um controle positivo para 
futuro experimentos envolvendo moluscos e agentes químicos na área da biofísica 
ambiental.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Animais

Foram utilizados moluscos adultos da espécie B. glabrata pigmentados, 
apresentando 10-14 mm de diâmetro de concha, oriundos do Moluscário do Laboratório 
de Radiobiologia localizado no Departamento de Biofísica e Radiobiologia da UFPE. 
Os animais foram mantidos em recipientes de polietileno com capacidade para 20 L de 
água filtrada e declorada (ph 7,0 e temperatura de 25 ± 2°C) e alimentados diariamente 
com alfaces (Lactuca sativa) frescos e livres de agrotóxicos.  

2.2 Exposição ao metanosulfonato de metila (MMS)

Para realização dos experimentos foram formados dois grupos com cinco 
espécimes cada. Os moluscos do grupo um foi exposto ao MMS (0,3 mM) da Acros 
organics por 24 horas. Enquanto que os espécimes do grupo dois (controle) foram 
exposto a água filtrada e declorada. Após o período de exposição os moluscos foram 
submetidos ao ensaio cometa.

2.3 Ensaio cometa

O ensaio alcalino do Cometa foi realizado como descrito por Singh e col. (1988), 
com algumas adaptações. Para cada animal duas lâminas de microscópio foram 
cobertas com agarose de ponto de fusão normal 1,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em 
PBS (livre de Ca2+ e Mg2+). Foi coletado 100 μL de hemolinfa de cada animal, através 
de estimulo sucessivo da região podal, que culmina na liberação de hemolinfa pelo 
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animal. Este volume de hemolinfa foi homogeneizado em 100 μL de agarose de baixo 
ponto de fusão, e colocado sobre a lâmina coberta com a agarose de ponto de fusão 
normal. Após solidificação a 4°C (5-10 min), as lâminas foram incubadas em solução 
de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10 %, pH 
10,0) por 12 h a 4°C. Após lise, as lâminas foram colocadas em cuba de eletroforese 
horizontal (10 cm x 28 cm) e imersas em tampão alcalino, pH 13,0 (EDTA 1 mM e NaOH 
300 mM) por 20 min e submetidas a eletroforese (0,74 V/cm, 150 mA) por 20 min a 
4°C. As lâminas foram então neutralizadas com tampão Tris 0,4 M, pH 7,5 por 15 min, 
fixadas com álcool absoluto por 10 min e coradas com SYBR safe (Invitrogen). Foram 
analisadas 100 células por animal em microscópio de fluorescência (Nikon H550L) em 
aumento de 400x, com um filtro de excitação de 450-490 nm, filtro de emissão de 500-
550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. A análise visual dos danos nos hemócitos 
foi realizada de acordo com Jaloszynski e col. (1997), que consistiu na classificação 
dos cometas em categorias (0 a 3). Cada uma dessas categorias representa, de forma 
crescente, a extensão do dano ao DNA. Por exemplo, na categoria 0 os cometas não 
apresentam cauda, na categoria 3 os cometas apresentam cabeça pequena e cauda 
longa contendo a maior parte do conteúdo de DNA (dano máximo).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O efeito genotóxico do MMS foi avaliado sobre hemócitos de B. glabrata por meio 
do Ensaio Cometa. No ensaio foi observada a presença de cauda e diminuição da 
cabeça dos nucleóides do grupo exposto ao MMS em comparação ao grupo controle 
(Figura 1). A análise visual dos cometas demonstrou que 90% dos nucleóides do grupo 
exposto ao MMS (0,3 mM) apresentaram dano ao DNA entre as categorias 2 e 3, 
indicando migração do DNA cromossomal danificado comparado ao grupo controle. 
Portanto, a concentração de 0,3 mM de MMS foi capaz de induzir dano ao material 
genético do B. glabrata.

Figura 1. Imagens de cometas, a partir de hemócitos expostos ao MMS de Biomphalaria 
glabrata, corados com SYBR safe. Categoria zero (0) representa a ausência de dano genético, 

e as categoria de 1-3 indicam dano ao DNA de forma crescente. (Fonte: Autor).
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Estudos recentes utilizaram o MMS em ensaio cometa com diferentes sistemas 
biológicos, desde células de mamíferos (COLLIN, DUšINSKÁ & HORSKÁ, 2001), peixes 
(LEMOS et al., 2005) e moluscos (Corbicula flumínea) (RIGONATO, MANTOVANI & 
JORDÃO, 2005). Este agente genotóxico demonstrou eficácia na indução de danos 
ao DNA avaliados por meio do ensaio cometa em B. glabrata. O MMS é um agente 
alquilante que atua sobre os centros nucleofílicos do DNA formando monoadutos (tipo 
de ligação química), por meio de uma reação de substituição (JENKINS et al., 2005). 
Diferentes resposta celulares são ocasionadas pela formação de monoadutos, como: 
parada na replicação, inibição da transcrição, parada no ciclo celular, reparo do DNA 
e morte celular (WANG & LIPPARD, 2005).

4 |  CONCLUSÕES

A utilização do Ensaio Cometa com B. glabrata possibilita a obtenção de 
informações a nível molecular, o que permite estudar a ação de agentes químicos de 
forma sensível e preventiva. O MMS, nas condições descritas neste trabalho pode ser 
utilizado como controle positivo nos experimentos de genotoxicidade com hemócitos 
de B. glabrata expostos a agentes químicos. Reforçando a utilização destes animais 
como bioindicadores de ambientes aquáticos. 
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