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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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CAPÍTULO 1

DESENVOLVIMENTO DE TRANSISTOR DE EFEITO DE CAMPO 
SENSÍVEL A ÍONS (ISFET) PARA QUANTIFICAÇÃO DA MASSA 

DE FÓSFORO REMOVIDO DE PACIENTES RENAIS 
CRÔNICOS NAS SESSÕES DE HEMODIÁLISE

Sergio Henrique Fernandes 
Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP), Faculdade de Engenharia Elétrica 
e de Computação (FEEC), Departamento de 

Semicondutores, Instrumentos e Fotônica (DSIF).
Campinas - São Paulo

Leandro Tiago Manera 
Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP), Faculdade de Engenharia Elétrica 
e de Computação (FEEC), Departamento de 

Semicondutores, Instrumentos e Fotônica (DSIF).
Campinas - São Paulo

Helder Jóse Ceragioli
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 

Departamento de Química do Estado Sólido.
Campinas - São Paulo

Rodrigo Bueno de Oliveira
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 

Faculdade de Ciências Médicas (FCM), 
Departamento de Clínica Médica (Nefrologia).

Campinas - São Paulo

RESUMO: A hemodiálise é um procedimento 
que busca remover o excesso de líquidos e 
de substâncias acumuladas no organismo do 
paciente com insuficiência renal. Substâncias 
como o fósforo em excesso são prejudiciais ao 
organismo, e o controle do seu nível sérico no 
paciente renal crônico durante a hemodiálise 
representa um desafio aos nefrologistas. O 
nível de fósforo no sangue acima do normal 

está associado à casos de óbitos de pacientes 
renais crônicos. Para isto se propõe 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. Inicialmente foi projetado e 
caracterizado o dispositivo eletrólito-isolante-
semicondutor (EIS) para as medidas de pH e 
para as medidas da concentração de fosfato 
em solução. Utilizou-se filmes finos de óxido 
de alumínio (Al2O3) amorfo depositado sobre 
uma estrutura composta de uma camada fina 
de óxido de silício (SiO2) sobre o substrato 
de silício. Com o dispositivo EIS construído 
se obteve uma sensibilidade de 107 mV/pH e 
sensilibidade na medida da concentração de 
fosfato de 347 mV/mg/dl. Para a realização 
das medidas da massa de fósforo no dialisato 
total final, o ISFET será implementado em 
um dispisitivo eletrônico conectado a saída 
da máquina de hemodiálise. Os testes com o 
ISFET serão realizados no dialisato total final 
fornecidas pelo Departamento de Clínica Médica 
(Nefrologia) da Faculdade de Ciências Médicas 
da Universidade Estadual de Campinas, e os 
resultados obtidos serão comparados com os 
realizados em laboratório.
PALAVRAS-CHAVE: ISFET, (Al2O3), 
hemodiálise, fosfato, filmes finos.
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ABSTRACT: Hemodialysis is a procedure that seeks to remove excess fluid and 
accumulated substances in the body of the patient with renal failure. Substances such 
as excess phosphorus are harmful to the body, and controlling their serum levels in 
the chronic renal patient during hemodialysis poses a challenge to nephrologists. The 
level of phosphorus in the blood above normal is associated with cases of deaths of 
chronic kidney patients. For this purpose the development of an ion-sensitive field effect 
transistor (ISFET) is proposed which can be used to quantify the mass of phosphorus 
in the final total dialysate extracted during the hemodialysis process. Initially, the 
electrolyte-insulation-semiconductor device (EIS) was designed and characterized for 
the pH measurements and for the measurements of the phosphate concentration in 
solution. Thin films of amorphous aluminum oxide (Al2O3) deposited on a thin layer 
of silicon oxide (SiO2) layer on the silicon substrate were used. With the built-in EIS 
device a sensitivity of 107 mV/pH and sensibility was obtained for the measurement 
of the phosphate concentration of 347 mV/mg/dl. For the measurement of the mass of 
phosphorus in the final total dialysate, the ISFET will be implemented in an electronic 
device connected to the output of the hemodialysis machine. The ISFET tests will be 
performed in the final total dialysate provided by the Department of Clinical Nephrology 
of the Faculty of Medical Sciences of the State University of Campinas, and the results 
obtained will be compared with those performed in the laboratory.
KEYWORDS: ISFET, (Al2O3), hemodialysis, phosphate, thin films.

1 |  INTRODUÇÃO 

A regulação da homeostase do fósforo é um papel fundamental exercido pelo 
rim (RIZZOLI R.). A manutenção de níveis séricos adequados de fósforo é um desafio 
constante para os profissionais da saúde ligados à nefrologia tanto quanto para os 
pacientes. Retenção de fósforo e hiperfosfatemia (nível de fósforo no sangue acima 
do normal) são comumente presentes nos pacientes renais crônicos e são fatores 
envolvidos na calcificação extra-óssea (YOUNG EW,; KATES DM.). Níveis elevados 
de fósforo também são associados à maior mortalidade nos pacientes em diálise 
(BLOCK GA.). A hemodiálise remove o fósforo por difusão e convecção, mas em geral 
de forma insuficiente para manter um balanço neutro (HOU SH,; GUTZWILLER JP.). 
A limitação para a remoção do excesso de fósforo durante o procedimento dialítico 
se deve principalmente a sua cinética entre os compartimentos intra e extracelular. A 
remoção de fósforo ocorre principalmente nos primeiros 60 a 90 minutos da sessão, 
decaindo a seguir (SCHUCK O.). Isto se deve ao fato do fósforo estar presente 
em grande quantidade no compartimento intracelular e, à medida que o fósforo é 
removido do sangue para o dialisato, há uma transferência de fósforo do intracelular 
para o compartimento sanguíneo, no entanto de forma mais lenta do que sua remoção 
pela diálise (MINUTOLO R). O principal fator determinante da quantidade de fósforo 
removido é o seu nível sérico no início da hemodiálise (SPALDING EM.). No entanto, 
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outros fatores podem influenciar a sua remoção, como fatores hormonais e o estado de 
remodelação óssea. A remodelação óssea, estimulada pelo hormônio da paratireóide 
(PTH), também afeta a remoção de fósforo. Níveis mais elevados do hormônio da 
paratireóide (PTH) estão associados com maior remoção de fósforo (GALLAR P.). Ou 
seja, a remodelação óssea influencia a remoção de fósforo durante a diálise. Dessa 
forma percebe-se que a remodelação óssea seja levada em consideração nos futuros 
modelos de cálculo da cinética do fósforo, assim como na escolha da solução do 
dialisato mais apropriada para cada paciente em tratamento hemodialítico. A remoção 
de fósforo durante a diálise afeta o equilíbrio do metabolismo mineral. Por hipótese 
o metabolismo mineral e ósseo pode, por sua vez, afetar a cinética do íon durante a 
diálise (ALBALATE M.). O método comumente empregado para a determinação da 
quantidade de fosfato removido de pacientes renais crônicos é através de análise 
química da solução do dialisato total final. Amostras do dialisato total final (dialisato 
final + ultrafiltrado) para dosagem de fósforo são coletadas após drenagem no início e 
no final da sessão de hemodiálise, a figura (1) ilustra o ponto de coleta após drenagem. 
Determinação da remoção de fósforo durante a hemodiálise (SIGRIST M.):

Onde:
MP representa a massa de fósforo removida em mg;
CP representa a concentração de fósforo em mg/dl;
VDF representa o volume do dialisato final em litros;
VUF representa o volume do ultrafiltrado em litros.

Figura-1 Ilustração do ponto de coleta das amostras do dialisato total final para dosagem de 
fósforo.

Esse processo de avaliação da massa extraída de fósforo durante a hemodiálise 
geralmente só é realizado em pesquisas clínicas, contudo o médico precisa quantificar 
a massa de fósforo removida através do líquido pós-diálise drenado do paciente para 
se conhecer a concentração do íon fósforo no sangue do paciente após a sessão de 
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hemodiálise. Sendo essa análise necessária, pois a medida da depuração da uréia 
calculada pela uréia sérica pode não refletir a remoção total de outros solutos com 
diferentes pesos moleculares e cinéticas, tal como o fósforo (SPALDING EM.). A cinética 
da uréia é bicompartimental e apresenta uma remoção constante no curso da sessão 
de hemodiálise, enquanto o fósforo tem um comportamento multicompartimental 
(SPALDING EM.). Níveis elevados do fósforo no sangue podem acarretar danos 
consideráveis ao organismo humano. Quando em excesso, o íon fósforo sanguíneo 
liga-se ao cálcio circulante, formando o fosfato de cálcio, uma substância insolúvel que 
se precipita nos vasos sanguíneos (BLOCK GA.). O resultado final é a calcificação 
destes vasos, obstruindo o fluxo de sangue. Uma das principais causas de morte em 
pacientes com insuficiência renal são as doenças cardiovasculares como infarto e 
acidente vascular cerebral (BLOCK GA.). Sendo este tipo de análise da concentração 
de fósforo no líquido pós-hemodiálise (dialisato total final) essencial para o paciente 
renal crônico. Neste contexto é por isso que se propõem confeccionar transistor de 
efeito de campo sensível ao íon fósforo que possa ser utilizado na quantificação da 
massa de fósforo removido do paciente renal crônico na sessão de hemodiálise. O 
transistor de efeito de campo sensível a íons (ISFET) (CASTELLARNAU, M.; SANT, W. 
), é uma tecnologia permite produção em massa dos dispositivos, tornando-os de baixo 
custo(MARTINOIA, S.; MIDDELHAEK, S.; WOHLTJEN, H.). No campo dos sensores 
de estado sólido, destacam-se aqueles construídos com tecnologia microeletrônica 
(JIMENEZ, C.; LEE, C. H.; MARTINOIA, S.). O ISFET é um dos mais investigados 
sensores químicos baseado no MOSFET, inventado em 1970 (BERGVELD, P.), não 
apresenta o contato de porta como em um dispositivo MOS convencional. A figura 
(2) ilustra essa diferença e apresenta um diagrama eletrônico comum para ambos os 
dispositivos.

Figura-2: Ilustra a diferença entre o MOSFET e o ISFET e apresenta um diagrama eletrônico 
comum para ambos os dispositivos.

Uma das principais aplicação do ISFET consiste na medida do pH de um eletrólito 
(BERGVELD, P.), uma vez que a tensão de limiar do mesmo varia linearmente com o 
pH da solução. Juntamente com outros sensores, o ISFET possui uma ampla gama 
de aplicações em sistemas de sensores e atuadores, sistemas de realimentação, 
medidas dinâmicas, dentre outras. O ISFET pode apresentar diferentes materiais 
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como dielétrico de porta de acordo com a aplicação do dispositivo. Sua sensibilidade 
depende do material dessa camada de porta em contato com o eletrólito. Dentre os 
materiais mais utilizados se destacam o óxido de silício (SiO2), o nitreto de silício 
(S3N4), o óxido de alumínio (Al2O3), o óxido de tântalo (Ta2O5) e a estrutura Si/SiO2/
Si3N4 (BOUSSE, L.; CASTELLARNAU, M.; MATSO, T.). O ISFET trabalha com o auxílio 
de um eletrodo de referência, como mostrado na figura (2). Um eletrodo de referência 
promove um potencial fixo que não varia e apresenta estabilidade, reprodutibilidade, 
reversibilidades termodinâmica e química, dentre outras características (GALSTER, 
H.). Dentre os eletrodos de referência mais comuns estão o de calomelano (Hg/
HgCl) e o de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Além destes eletrodos comerciais, 
pseudoeletrodos podem ser utilizados em substituição aos eletrodos de referência 
comerciais pela sua maior compatibilidade com a integração em circuitos integrados 
(CASTELLARNAU, M.; ISHIJI, T.). Nesse trabalho, será utilizado ISFET com dielétrico 
de porta formado por uma camada de óxido de silício (camada de passivação) e óxido 
de alumínio (camada sensitiva), sobre um substrato de silício formando uma estrutura 
Al2O3/SiO2/Si, para medidas da concentração do íon fosfato. Com a colaboração do 
Departamento de Clínica Médica (Nefrologia) da Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas, os testes com o ISFET poderão ser realizados 
em amostras do dialisato total final e os resultados serão comparados com as medidas 
da massa extraída de fósforo pelo método convencional.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

Para a fabricação do ISFET, inicialmente foi projetado e caracterizado o dispositivo 
EIS (eletrólito-isolante-semicondutor) para a verificação da sensibilidade do óxido de 
alumínio em relação ao pH e ao íon fosfato.

2.1 Fabricação do Dispositivo EIS

Para a fabricação do ISFET, inicialmente foi projetado e caracterizado o dispositivo 
EIS contendo como dielétrico a sobreposição do óxido de alumínio sobre o óxido 
de silício crescido por oxidação seca a partir de um substrato de silício, formando 
assim a estrutura Al2O3/SiO2/Si. O óxido de alumínio foi obtido por ALD (Atomic Layer 
Deposition). Na fabricação do dispositivo EIS foram utilizadas lâminas de silício tipo 
N com orientação cristalográfica (100) e com resistividade de 1 a 10 Ω/cm. Sobre o 
óxido de alumínio foi depositado um polímero isolante SU8-25 a base de acetato de 
metoxi propanol, um fotorresiste negativo formado por oito grupos epoxi reticulados, 
através do método de fotogravação formando uma estrutura no formato de um poço 
com parede, como ilustrado na figura (3), permitindo que a solução entre em contato 
com o óxido e assim possibilitando que a medida seja realizada somente naquela 
região. Para formar o eletrodo na base inferior do dispositivio foi depositado uma fina 
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camada de alumínio por pulverização catódica (sputtering).

Figura-3: Representação de um dispositivo EIS.

2.2 fabricação do isfet

Na confecção do ISFET serão utilizadas lâminas de Si tipo N com orientação 
cristalográfica (100). A seguir é apresentada a sequência das etapas de fabricação do 
ISFET.

a) Caracterização, medida da espessura e da resistividade da lâmina através 
da técnica de quatro pontas e limpeza RCA completa da lâmina. 

b) Oxidação úmida criando uma camada de dióxido de silício na superfície 
superior da lâmina.

c) Aplicação de uma camada fina de fotorresiste sobre a camada de dióxido de 
silício para fotogravação de fonte e dreno.

d) Usando uma máscara de litografia (1ª máscara), é jogada luz ultravioleta 
apenas em algumas áreas da superfície. A máscara tem um padrão diferente 
para cada área do transistor, de acordo com o desenho que se pretende obter.

e) Remoção da parte do fotorresiste que ficou exposto a luz ultra violeta. 

f) A lâmina passa por um novo banho químico a base de ácido fluorídrico, que 
remove as partes do dióxido de silício que não estão protegidas pela camada 
de fotorresiste.
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g) Remoção da camada restante de fotorresiste.

h) Implantação iônica com boro, fonte e dreno. Nesse processo íons de boro 
são implantados no substrato de silício nas áreas onde não possuem dióxido 
de silício, e implantação de fósforo nas costas da lâmina.

i) Recozimento e oxidação úmida.

 j) Uma nova camada de fotorresiste é aplicada sobre a camada de dióxido de 
silício. 

k) Fotogravação de canal e contatos (2ª máscara). A lâmina passa novamente 
pelo processo de litografia, usando mais uma vez uma máscara diferente. 

l)  As partes do fotorresiste expostas à luz ultravioleta são removidas, expondo 
partes das camadas inferiores, que são removidas em seguida por corrosão.

m) Corrosão da área de óxido de silício que não ficou protegida pelo fotorresiste.

 n) Remoção da camada restante de fotorresiste e limpeza RCA completa.

 o) Fotogravação dos contatos, (3ª máscara). Uma fina camada de alumínio é 
aplicada sobre a estrutura anterior por evaporação.
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p)  O processo de aplicação da camada de fotorresiste e de remoção das 
camadas (4ª máscara) é aplicado mais uma vez, com o objetivo de remover 
as partes indesejadas da camada de alumínio.

q)  Deposição de óxido de alumínio sobre a porta do transistor e retirando o 
excesso pelo processo de litografia tipo lift-off (4ª máscara).

r)  Deposição de alumínio nas costas da lâmina e posterior recozimento.

s) Deposição do polímero isolante e protetor SU8, e retirada do excesso para 
abertura da porta e dos contatos pelo processo litográfico (5ª máscara). 

3 |  CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL

Os filmes finos de óxido de alumínio depositados sobre as estruturas de SiO2/Si 
foram caracterizados estruturalmente pelas técnicas de elipsometria, espectroscopia 
Raman, difração de raios-X.

3.1 Elipsiometria

Nesta análise foi utilizado o equipamento Rudolph modelo Auto-EL Technologies, 
Inc. O elipsômetro fornece dois parâmetros Ѱ e ∆, com estes dois parâmetros e com 
auxilio do software DAFIBM é possível determinar a espessura da camada de óxido e 
o índice de refração do filme fino obtido. Essa medida foi realizada em vários pontos 
da lâmina, dessa maneira foi possível estimar os valores médios da espessura e do 
índice de refração das amostras. A tabela (1) mostra os resultados da elipsiometria 
tanto para o Al2O3 quanto para o SiO2 do dispositivo EIS.
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Tabela-1: Resultados da elipsiometria dos filmes de óxidos do dispositivo EIS.

3.2. Espectroscopia Raman

Nesse experimento as análises foram feitas utilizando a espectroscopia Raman 
do óxido de alumínio no substrato de silício em dois comprimentos de onda, 325 
e 514 nm. Como pode ser visto tanto na figura (4) como na figura (5), o pico nos 
deslocamentos refere-se ao silício (520 cm-1), evidenciando que o óxido de alumínio 
está na forma amorfa.

Figura-4: Resultado da espectroscopia Raman da camada de óxido de alumínio no substrato de 
silício usando um comprimento de onda de 325 nm.

Figura-5: Resultado da espectroscopia Raman da camada de óxido de alumínio no substrato de 
silício usando um comprimento de onda de 514 nm.

3.3. Difração de Raios-X

Nessa análise percebemos que aparece um pico de intensidade relacionado com 
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o óxido de alumínio sobre o substrato de silício, enfatizando que não existe nenhum 
alumínio remanecente do processo de sputtering reativo, figura (6).

Figura-6: Resultado do difratograma de raios-X do filme de óxido de alumínio.

4 |  CARACTERIZAÇÃO ELÉTRICA

Para a caracterização elétrica do dispositivo EIS, foram realizadas medidas 
capacitância por tensão utilizando o analisador de parâmetros semicondutor modelo 
keithley 4200-SCS da Tecktronix Company, como representa a figura (7).

Figura-7: Equipamento para caracterização elétrica do dispositivo EIS.

4.1 Caracterização Elétrica do Dispositivo EIS

Para a caracterização elétrica do dispositivo EIS, foram realizadas medidas 
capacitância por tensão utilizando soluções com diferentes valores de pH e soluções 
com diferentes concentrações de íon fosfato para se determinar a sensibilidade do 
dispositivo.

4.1.1 Medidas de PH 

Para as medidas de pH foram realizadas medidas capacitância por tensão 
utilizando frequência de 10 kHz, o dispositivo EIS foi colocado em uma estação de 
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testes, onde utilizou-se um eletrodo de referência de tungstênio banhado a ouro que 
entra em contato com o eletrólito, e tendo o eletrodo inferior do dispositivo EIS em 
contato com o suporte da estação de testes. A área de contato do dispositivo EIS 
com a solução a ser analisada é determinada pelas dimensões do poço formado 
pelo polímero SU8-25. Para utilização do dispositivo EIS para medida de pH, foram 
utilizadas soluções tampão para calibração de pHmeters comerciais, e as medidas 
foram realizadas em sala escura à temperatura de 20°C. A figura (8) mostra a curva 
capacitância normalizada por tensão em função do pH. Com a medida da capacitância 
por tensão em função do pH, pode-se extrair os valores de VFB para cada um dos 
valores de pH, e com isso obtendo-se a curva VFB em função do pH, como mostra a 
figura (9), e obtendo o valor da sensibilidade de aproximadamente 107 mV/pH.

Figura-8: Curva capacitância normalizada por tensão em função do pH das medidas realizadas 
no dispositivo EIS.

Figura-9: Curva VFB em função do pH utilizada para o cálculo da sensibilidade do dispositivo EIS 
para as medidas de pH.

4.1.2 Medidas da Concentração de Fosfato

Para as medidas da concentração de fosfato foram realizadas medidas 
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capacitância por tensão utilizando frequência de 10 kHz. Foram testadas diferentes 
concentrações de sal de fosfato disolvidos em água. A figura (10) mostra a curva 
capacitância por tensão em função da concentração do fosfato. As medidas foram 
realizadas em sala escura à temperatura de 20°C. Com a medida da capacitância por 
tensão em função da concentração de fosfato, pode-se extrair os valores de VFB para 
cada um dos valores da concentração de fosfato, e com isso obtendo-se a curva VFB 
em função da concentração de fosfato, como mostra a figura (11), e obtendo o valor 
da sensibilidade de 347 mV/mg/dl.

Figura-10: Curva capacitância normalizada por tensão em função da concentração de fosfato 
em solução das medidas realizadas no dispositivo EIS.

Figura-11: Curva VFB em função da concentração de fosfato utilizada para o cálculo da 
sensibilidade do dispositivo EIS para as medidas da concentração de fosfato em solução.

5 |  SIMULAÇÃO DO TRANSISTOR DE EFEITO DE CAMPO

Foram realizadas simulações estruturais e elétricas em relação ao processo de 
fabricação do transistor, como descrito anteriormente no ítem (2.2). Para a simulação 
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das etapas do processo de fabricação foi utilizado o programa ATHENA. A figura (12) 
apresenta a estrutura final simulada do transistor PMOS.

Figura-12: Representação da estrutura final do transistor PMOS simulada pelo programa 
ATHENA em relação ao processo de fabricação.

A figura (13) apresenta o resultado da simulação elétrica do transistor PMOS em 
relação a estrutura anterior. Para a simulação elétrica foi utilizado o programa ATLAS.

Figura-13: Resultado da simulação elétrica do transistor PMOS feita pelo programa ATLAS em 
relação a estrutura final.

6 |  CALIBRAÇÃO E TESTES DO ISFET

Primeiramente o ISFET será calibrado através das medidas potenciométricas em 
função da concentração do íon fosfato em solução e do pH. Serão utilizados amostras de 
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solução com concentrações diferentes de íon fosfato e soluções tampão de diferentes 
pH. A saída do ISFET será ligada a um circuito de um amplificador operacional e de um 
circuito micro-controlador  para que se possa fazer a interface e aquisição de dados 
em um computador. Após essa etapa os testes serão realizados com o dispositivo 
final onde o ISFET possuirá um encapsulamento com entrada e saída para o fluxo 
do líquido pós-hemodiálise (dialisato total final), permitindo que o ISFET possa fazer 
medidas contínuas da concentração do íon fosfato. Isso será possível conectando 
a entrada do dispositivo a saída de uma bomba de infusão volumétrica que pode 
controlar e medir o fluxo de solução, como ilustra a figura (14).

Figura-14: Bomba de infusão volumétrica para medida e controle do fluxo de solução.

A entrada da bomba de infusão será conectada a saída (drenagem) da máquina 
de hemodiálise. As conexões entre a máquina de hemodiálise, a bomba de infusão 
volumétrica, o dispositivo final contendo o ISFET e a drenagem definitiva, são 
hidráulicas, e sendo elétrica a conexão entre o dispositivo final e o computador para 
aquisição de dados, como ilustra a figura (15).

Figura-15: Ilustração da implementação da bomba de infusão volumétrica e do dispositivo final 
no processo de hemodiálise. 

Os testes com o ISFET serão realizados com as medidas da concentração de 
fosfato em amostras do dialisato total final fornecidas pelo Departamento de Clínica 
Médica (Nefrologia) da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual 
de Campinas, e os resultados das medidas serão comparados com os obtidos das 
análises químicas feitas em laboratório. 
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7 |  CONCLUSÕES

O trabalho mostrou os resultados na obtenção do dispositivo EIS formado pela 
estrutura (Al2O3/SiO2/Si) para as medidas de pH e da concentração de fosfato. A 
camada de intermediária de SiO2 se fez necessário para evitar fuga de cargas da 
solução depositada na camada de Al2O3 para o substrato de Si. Para as medidas de 
pH, o dispositivo EIS construído apresentou uma sensibilidade (107mV/pH), que de 
acordo com a literatura, está bem acima do limite de Nernst. Isto pode ser atribuído 
a maior capacidade de adsorção da área de superfície do Al2O3 amorfo, como 
observado na análise de espectroscopia Raman e de raios-X. E o resultado obtido da 
sensibilidade extraída da curva VFB em função da concentração de fosfato (347mV/mg/
dl), mostrou a alta sensibilidade do dispositivo na detecção do íon fosfato em solução. 
Todos os processos desenvolvidos no EIS serão aplicados ao ISFET para medidas da 
concentração do fosfato no dialisato total final e consequentemente quantizar a massa 
de fósforo extraída do renal crônico durante a sessão de hemodiálise.
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RESUMO: A complexidade de Lempel-Ziv foi 
desenvolvida com o objetivo de determinar 
a complexidade de sequências finitas. Neste 
trabalho, este método estatístico foi aplicado 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). Nossos resultados 
mostram que, sob as condições estudadas, 
o biossensor baseado no nanoporo de alfa-
hemolisina comportou-se como um processo 
estocástico tanto para o tempo de chegada do 
analito na boca do nanoporo quanto para seu 
tempo de permanência no lúmen 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. Alpha hemolysin. 
CLZ. Nanopore. Randomness.
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1 |  INTRODUÇÃO

Métodos estatísticos baseados em dinâmica não linear são amplamente 
empregados na análise e descrição adequada de processos nas áreas de química, 
física e biologia. O aumento na capacidade de processamento computacional, 
juntamente com o desenvolvimento de linguagens de programação e algoritmos 
possibilitaram a disponibilização de programas de simulação e previsão em processos 
que há alguns anos seriam inexequíveis. 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 próximo de 1 são 
consideradas aleatórias; CLZs próximos a zero representam séries determinísticas 
(ABOY et al., 2006). Este método foi empregado em vários estudos para análise e 
inferência da complexidade em: segmentos de DNA (NUNES, 2014), ritmicidade 
elétrica pancreática in silico (NEVES et al., 2014), déficits cognitivos em pacientes 
esquizofrênicos (IBAÑEZ-MOLINA et al., 2017). 

Séries temporais podem ser obtidas por meio da aquisição de registros de 
corrente iônica gerada devido ao fluxo de íons através de nanoporos proteicos (HILLE, 
2001). O poro proteico formado pela alfa-hemolisina (αHL) de Staphylococcus aureus 
é o principal nanoporo empregado no biossensoriamento estocástico (REINER et 
al., 2012). O biossensoriamento estocástico é uma abordagem que se baseia na 
observação de eventos de ligação entre as moléculas individuais de analitos e um 
único receptor (AGUIAR et al., 2015).

O nanoporo de αHL tem sido empregado na detecção de fármacos (KANG et 
al., 2006), polímeros (RODRIGUES et al., 2008, 2011) e até no sequenciamento de 
DNA (DING et al., 2010; FENG et al., 2015). O mecanismo de detecção ocorre com 
a entrada ou translocação do analito através do lúmen aquoso do nanoporo. Cada 
molécula entrante ou translocante produz uma variação discretizada (bloqueio) na 
corrente iônica. O bloqueio é caracterizado por uma amplitude e um intervalo temporal, 
que representa o tempo de permanência (TP) do analito no nanoporo. Outro parâmetro 
importante no biossensoriamento estocástico é o intervalo temporal que o analito não 
está presente no lúmen do nanoporo, ou seja, é o tempo de ausência (TA) (Figura 1). 
Neste contexto empregamos o método da CLZ na análise das séries temporais TP 
ou TA visando inferir se o processo de particionamento do polímero polietilenoglicol 
(PEG) no sistema solução / nanoporo é um processo estocástico ou determinístico.
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Figura 1. Nanoporo unitário de αHL inserido em uma bicamada lipídica plana. (A) Moléculas do 
analito (círculo vermelho) aproximando-se da entrada do nanoporo. Na ausência de analito no 

interior do nanoporo a corrente iônica tem valor máximo. (B) Moléculas do analito translocando-
se pelo interior do nanoporo causando um bloqueio na corrente iônica que flui pelo nanoporo. 

(C) Representação da série temporal de flutuações da corrente iônica do nanoporo. TA 
(tempo de ausência) representa o tempo que a corrente iônica do nanoporo é máxima, ou 

seja, ausência de analito no seu lúmen. TP (tempo de permanência) representa o tempo que 
o nanoporo permanece bloqueado pelo analito caracterizado por um decréscimo na corrente 

iônica.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Experimental 

Todas as bicamadas lipídicas planas livres de solvente foram confeccionadas 
conforme as técnicas convencionais de construção de membranas (MONTAL & 
MUELLER, 1972). Esta técnica consiste basicamente na formação de uma bicamada 
lipídica por aposição de dois filmes monomoleculares de lipídeo sintético, num orifício 
de uma partição de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de 
uma câmara experimental também de Teflon®, contendo soluções aquosas.

Foram adicionados em cada hemicâmara aproximadamente 10 μl de uma solução 
de diftanoil glicerofosfocolina 2% (p/v) em hexano. Decorridos aproximadamente 10 
minutos, com a evaporação do hexano, ocorreu a formação espontânea dos filmes 
lipídicos monomoleculares na superfície da solução aquosa de cada compartimento. 
Posteriormente o menisco do líquido de um dos compartimentos foi elevado por adição 
de mais solução, formando a primeira monocamada. Este mesmo procedimento foi 
realizado no compartimento oposto para a formação da bicamada. A formação da 
membrana foi monitorada usando lupa binocular e principalmente pelo aumento da 
corrente capacitiva basal.

Após a construção da bicamada lipídica realizou-se a incorporação de um 
único nanoporo pela adição de uma alíquota de α-hemolisina na solução de uma 
das hemicâmaras. Posteriormente, adicionou-se o polietilenoglicol monodisperso de 
peso molecular 1294 (PEG 1294) ao compartimento oposto da câmara experimental 
e registrou-se a corrente iônica fluente através do nanoporo. Todos os experimentos 
foram realizados em condições de fixação de voltagem (20 a 100 mV, ∆=20 mV), solução 
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banhante composta por KCl 4 M, Tris 5 mM, pH 7,5 e em temperatura controlada 23±2 
ºC. Um condutivímetro (Radiometer Analytical, CDM230) foi utilizado na determinação 
da condutividade de todas as soluções utilizadas nos experimentos.

Com a finalidade de minimizar a interferência de perturbações mecânicas 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 estimulação, 
monitoração e aquisição dos registros era constituído por um gerador de onda 
triangular, um amplificador de patch clamp Axopatch 200B (Molecular devices, Foster 
City, CA), uma placa conversora analógico-digital (PCI 6024E da National Instruments 
Corporation ou DIGIDATA 1440 da Molecular Devices) acoplada a um microcomputador 
IBM PC compatível. Os registros de corrente iônica através dos nanoporos foram 
processados a 15 kHz e aquisitados a 100 ou 250 kHz. A conexão das soluções da 
câmara ao sistema de medidas elétricas se deu através de pontes salinas do tipo 
Ágar-KCl (3% em peso de Ágar em KCl 3 M) e eletrodos de prata-cloreto de prata 
(Ag/AgCl). A alfa-hemolisina foi adquirida da Calbiochem (USA) e o lipídeo diftanoil 
glicerofosfocolina da Avanti Polar Lipids (USA) (Figura 2).

Figura 2. Representação esquemática da montagem experimental. (A) Câmara de Teflon. (B) 
Formação da bicamada lipídica e inserção de um poro nanométrico no orifício de um filme 

de Teflon o qual separa dois compartimentos contendo solução eletrolítica. (C) Diagrama da 
interface eletrônica para monitoramento e registro da corrente iônica.

2.2 Teórico

2.2.1 QUB

Os registros de corrente iônica 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 é um método de cálculo de complexidade e avaliação da 
aleatoriedade em um sinal unidimensional ou sequências finitas. É considerada uma 
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medida não paramétrica de complexidade que reflete o padrão da série (LEMPEL; ZIV, 
1976; ABÁSOLO et al., 2006; GÓMEZ et al., 2016). Para calcular a CLZ é necessário 
transformar a série temporal em uma sequência binária que é gerada a partir da 
comparação 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 é 
menor do que a média será representado por 0. Deste modo obtém-se uma sequência 
formada por 1 e 0 (ABÁSOLO 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 sequência 0-1 

gerando um P = s(1), s(2),…, s(N), com s(i) definida por:

 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 subsequência de caracteres consecutivos é encontrada no processo de 
escaneamento. Finalmente, c(n) é normalizado de modo a obter uma medida de 
complexidade independente do comprimento da sequência. Para uma conversão 
binária, o limite superior de c(n) é dado por b(n) =n/log2(n), e c(n) pode ser normalizado 
via b(n):

O resultado do cálculo da CLZ é entre 0 e 1. Quanto mais próximo de 1 for o 
resultado maior a CLZ e mais aleatório será o comportamento do sinal, quanto mais 
próximo o resultado for de 0 menor será a CLZ, indicando que a série tem maior 
auto-similaridade (ABOY et al.,2006; NEVES et al., 2014; GÓMEZ et al., 2016). Os 
resultados foram analisados pelo teste estatístico de Kruskal-Wallis e post hoc de 
Dunn.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A figura 3 representa o registro típico da corrente iônica através do nanoporo da 
αHL na presença de PEG1294 na concentração de 2 mM. Nota-se que os bloqueios 
(variações discretizadas) correspondem a presença de uma molécula do PEG 
no lúmen 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 polímero.
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Figura 3. Registro da corrente iônica do nanoporo de αHL na presença de PEG. A entrada de 
uma molécula do PEG provoca o bloqueio temporário da corrente iônica (TP) e a saída da 

molécula resulta no retorno da corrente iônica do nanoporo ao seu valor máximo (TA). Voltagem 
aplicada: 40 mV. 

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

Os altos valores de CLZ (aproximadamente igual a 1) obtidos para sequência 
dos tempos de permanência nos estados abertos e bloqueados podem sugerir, 
matematicamente, que os nanoporos de αHL, nas condições estudadas neste 
trabalho, se comportam como um biossensor estocástico. As análises com a CLZ 
mostraram uma alta complexidade nas duas concentrações de PEG testadas e em 
todas as voltagens aplicadas. Não houve diferenças significativas nos valores de CLZ 
nas diferentes voltagens e concentrações para um p<0.05 através do teste de Kruskal-
Wallis (Tabela 1).

                 CONCENT. 

VOLTAGEM

1mM 
TP              TA

2mM 
TP              TA

20mV 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

60mV 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 análises das séries temporais da 
corrente iônica do nanoporo de αHL na presença de PEG 1294, nas concentrações de 1 e 

2mM, e aplicação de voltagens de 20 a100mV (média±desvio padrão), p<0.05.



Teorias e Métodos da Biofísica Capítulo 2 23

4 |  CONCLUSÕES

O particionamento do polietilenoglicol monodisperso 1294 no sistema solução/
nanoporo da αHL é modelado adequadamente por um processo estocástico de alta 
complexidade.
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RESUMO: A espectrofotometria é um método 
biofísico que se baseia na relação existente 
entre a absorção de luz e a concentração de 
uma substância em solução amplamente 
utilizado em laboratórios de análises clínicas e 
laboratórios de pesquisa, pois permite determinar 
as concentrações de espécimes químicas 
diversas. Diante da ampla aplicabilidade do 
espectrofotômetro, é importante haver uma 
boa capacitação teórico-prática dos usuários, 
bem como métodos adequados para avaliar 
os indicadores de qualidade do equipamento, 
garantindo assim, a obtenção de resultados 
experimentais ou clínicos satisfatórios. Os 
parâmetros de validação de métodos analíticos 
envolvem, entre outros, Especificidade, 
Sensibilidade, Exatidão e Precisão. Dessa 

forma, o objetivo do presente estudo foi 
fomentar a experiência de alunos com a 
prática de biofísica, apresentando técnicas 
de estatística e os métodos de obtenção de 
indicadores de qualidade, por meio da realização 
de experimentos laboratoriais utilizando 
espectrofotômetros. Foram avaliados quatro 
espectrofotômetros da marca Kasuaki®, modelo 
IL-226, que são rotineiramente empregados nas 
aulas práticas da disciplina Física e Biofísica 1 
da Universidade Federal de Pernambuco, com 
a realização de 35 leituras em cada um deles. 
Os resultados obtidos demostraram existir uma 
diferença na exatidão dos equipamentos. Dessa 
forma sugere-se, como desdobramento deste 
estudo, a análise dos conceitos de exatidão, 
sensibilidade e reprodutibilidade. 
PALAVRAS-CHAVE: Indicadores de qualidade. 
Medidas de dispersão. Métodos analíticos. 
Métodos biofísicos. 

ABSTRACT: Spectrophotometry is a biophysical 
method based on the relationship between 
the light absorption and the concentration of 
substance in solution. It is widely used in clinical 
laboratories and research laboratories, because 
it allows the determination of the concentration 
of several chemical specimens. Due to the 
wide applicability of the spectrophotometer, 
it is important to have a good theoretical 
and practical training of the users, as well as 
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adequate methods to evaluate the quality indicators of the equipment, thus guaranteeing 
satisfactory experimental or clinical results. The validation parameters of analytical 
methods involve, among others, Specificity, Sensitivity, Accuracy and Precision. The goal 
of the present study was to encorauge the experience of students with the biophysical 
methods, presenting statistical techniques and methods of obtaining quality indicators, 
through laboratory experiments using spectrophotometers. Four spectrophotometers 
of the Kasuaki®, model IL-226, that are routinely used in the practical classes of the 
discipline of biophysics of the Federal University of Pernambuco, with 35 readings in 
each one. The results obtained showed a difference in the accuracy of the equipment. 
In this way, the analysis of the concepts of accuracy, sensitivity and reproducibility is 
suggested as the outcome of this study.
KEYWORDS: Quality Indicators. Measures of dispersion. Analytical methods. 
Biophysical methods.

1 |  INTRODUÇÃO

A investigação científica na área das ciências da vida, associada aos 
conhecimentos da química e da física, permitiu o desenvolvimento de inúmeras 
técnicas e metodologias analíticas (CISTERNAS; VARGAS; MONTE, 2005). A 
espectrofotometria está entre estas técnicas e é amplamente utilizada em laboratórios 
de análises clínicas e laboratórios de pesquisa, principalmente nas investigações 
bioquímicas, físicas, químicas e farmacológicas (CERRI et al., 2017). 

A espectrofotometria, juntamente com a fotocolorimetria, é um método biofísico 
que se baseia na relação existente entre a absorção de luz e a concentração de uma 
substância em solução, permitindo determinar as concentrações de espécimes químicas 
diversas, como carboidratos, proteínas, lipídios, colesterol entre outras (HIRANO et al., 
2001). No âmbito clínico, a análise quantitativa de biomoléculas presentes nos fluidos 
biológicos (urina, plasma ou soro) é essencial para a compreensão de disfunções 
metabólicas desencadeadas por alguma patologia.

Por meio da espectrofotometria, aplicada às análises clínicas, e por outras 
tecnologias, diretrizes da área médica foram sendo estabelecidas para a condução de 
um diagnóstico mais consistente e assertivo, possibilitando assim um encaminhamento 
terapêutico eficaz (CERRI et al., 2017).

Além das inúmeras aplicações nas análises clínicas e na pesquisa científica, a 
espectrofotometria pode ser também aplicada na área odontológica. O espectrofotômetro 
está entre os instrumentos mais precisos, úteis e de fácil utilização para mensuração 
de cor, sendo capaz de fornecer o espectro de emissão de luz dos dentes vitais ou 
extraídos e dos materiais restauradores (DIESEL, 2011).

A espectrofotometria também é utilizada em diversos setores da indústria, 
principalmente têxtil, alimentício, químico e farmacêutico, que utilizam em seus 
produtos e processos os mais variados tipos de corantes. Alguns corantes sintéticos 
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utilizados em alimentos, como também em medicamentos e cosméticos, apresentam 
potencial toxicológico e por conta disto se faz necessária a realização de medidas 
espectrofotométricas para o controle de qualidade de tais compostos (SANTOS et al., 
2010). No Brasil, a utilização destes corantes é normatizada pela ANVISA (Agência de 
Vigilância Sanitária) (BRASIL, 1977).

Diante da ampla aplicabilidade do espectrofotômetro, é importante se ter uma 
boa capacitação teórico-prática dos usuários, bem como métodos para avaliar os 
indicadores de qualidade do equipamento, garantindo assim, a obtenção de resultados 
experimentais ou clínicos satisfatórios.

Alguns parâmetros utilizados na validação de métodos analíticos são: 1) 
Especificidade, que pode ser definida como a capacidade do método em detectar o 
analito de interesse na presença de outros componentes; 2) Sensibilidade, entendida 
como a capacidade do método em distinguir, com determinado nível de confiança, 
duas concentrações próximas; 3) Exatidão, definida como a concordância entre o valor 
real do analito na amostra e o estimado pelo processo analítico; e 4) Precisão, que 
é o parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas efetuadas na mesma 
amostra, normalmente expressa como o desvio-padrão, variância ou coeficiente de 
variação (CV) de diversas medidas (BRITO, 2003).

Esses parâmetros são de extrema importância para a validação de qualquer 
método analítico desenvolvido, possibilitando o conhecimento das limitações e da 
confiabilidade nas medidas realizadas nas análises. Os parâmetros a serem avaliados 
irão depender do propósito do método. No entanto, a exatidão e a precisão do método 
constituem parâmetros sempre estudados, independente do seu propósito, exceto 
para métodos com objetivo apenas qualitativo. Os instrumentos utilizados na medição 
de volume, temperatura, massa, entre outros, devem apresentar o máximo possível de 
exatidão e precisão (BRITO, 2003; MUNDO EDUCAÇÃO, 2018).

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi fomentar a experiência de alunos 
com a prática de biofísica, com as técnicas de estatística e com os métodos de obtenção 
de indicadores de qualidade, por meio da realização de experimentos laboratoriais 
utilizando espectrofotômetros, mais especificamente, analisando a dispersão das 
medidas de absorbância apresentadas por estes equipamentos.

2 |  METODOLOGIA

Foram avaliados quatro espectrofotômetros da marca Kasuaki®, modelo IL-226 
(Figura 1), rotineiramente empregados nas aulas práticas da disciplina Física e Biofísica 
1, ministrada para os cursos das áreas de saúde e biológicas da Universidade Federal 
de Pernambuco-UFPE. Os números de série de cada equipamento são: 20152166 
(equipamento 1); 20152167 (equipamento 2); 20152168 (equipamento 3); e 20152169 
(equipamento 4).
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Para as medidas de absorbância, foram utilizadas cubetas de vidro e uma 
solução aquosa do corante vermelho neutro a 0,00125% (p/v). Para calibrar o “zero” 
de absorbância utilizou-se como “branco” uma cubeta contendo água destilada. Todos 
os equipamentos foram ligados dez minutos antes de iniciar os testes, tempo requerido 
para estabilizá-los. Após este tempo, foi selecionado o comprimento de onda de 520 
nm nos espectrofotômetros, o qual corresponde ao fotopico da substância utilizada, 
motivo para sua escolha.

Figura 1: Vista externa do espectrofotômetro, marca Kasuaki®, modelo IL-226.
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

Na tentativa de diminuir o erro das medidas experimentais foi utilizada uma única 
cubeta para todas as medidas. Em cada medida, adicionava-se 3 mL de vermelho 
neutro a 0,00125% (p/v) à cubeta e em seguida a colocava no primeiro compartimento 
do porta-cubeta do primeiro equipamento. Após a leitura, retirava-se a cubeta e a 
colocava no segundo equipamento, este procedimento se repetia até chegar-se ao 
quarto equipamento. 

Como foi observado que a localização lateral da cubeta no porta-cubeta altera de 
modo significativo os valores medidos para a absorbância, padronizou-se a posição de 
inserção da cubeta neste suporte, sendo todas as medidas realizadas com a cubeta 
posicionada na porção mais à esquerda do porta-cubeta, como pode ser observado 
na figura 2. 

Ao final desta rodada de medidas, desprezava-se a amostra e adicionava-
se uma nova amostra à cubeta, repetindo-se o procedimento descrito acima. Para 
realização de uma adequada análise estatística, foram feitas trinta e cinco medidas de 
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absorbância em cada um dos equipamentos. Na leitura dos valores de absorbância 
foram consideradas três casas decimais. 

Figura 2: Posicionamento da cubeta no porta-cubeta do equipamento.
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

Os dados obtidos foram inicialmente analisados quanto à normalidade de sua 
distribuição, utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk (nível de significância de α=0,05), 
e estatística descritiva incluindo mediana, intervalo interquartil (IIQ) e intervalo de 
confiança da média para as amostras com distribuição normal. Na análise estatística 
foi utilizado o programa R CRAN v.3.4.2.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para avaliar o espalhamento dos dados obtidos foi utilizada a medida de dispersão 
da absorbância. Destaca-se que dispersão dos dados é um conceito que diz respeito 
a como e o quanto os dados estão próximos ou distantes entre si.

Nos resultados obtidos foram encontrados quatro outliers (medidas atípicas), dois 
nas medidas realizadas com o equipamento 2 e dois nas medidas com o equipamento 
3. Estes foram excluídos do conjunto de dados. Em sequência foram obtidos os 
resultados de cada equipamento, que serão descritos nos próximos parágrafos.

As medidas obtidas no equipamento 1 tiveram uma mediana de 0,6910. Como 
evidenciado na figura 3, os dados não apresentaram distribuição normal. Fato 
confirmado através do teste estatístico de Shapiro-Wilk (p-valor<0,05).
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Figura 3: Distribuição de frequência das medidas obtidas com o equipamento 1 (n=35).
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

As medidas obtidas no equipamento 2 tiveram uma mediana de 0,6560. Como 
evidenciado na figura 4 e comprovado estatisticamente, os dados não apresentaram 
distribuição normal (p-valor<0,05).

Figura 4: Distribuição de frequência das medidas obtidas com o equipamento 2 (n=33).
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

As medidas obtidas no equipamento 3 tiveram uma mediana de 0,6280. Como 
evidenciado na figura 5 e comprovado estatisticamente, os dados apresentaram 
distribuição normal (p-valor>0,05). Com 95% de confiança pode-se afirmar que a média 
da população de medidas do equipamento 3 encontra-se entre 0,62725 e 0,62819. O 
valor da média obtido no equipamento 3 foi de 0,627727.
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Figura 5: Distribuição de frequência das medidas obtidas com o equipamento 3 (n=33).
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

As medidas obtidas no equipamento 4 tiveram uma mediana de 0,6510. Como 
evidenciado na figura 6 e comprovado estatisticamente, os dados apresentaram 
distribuição normal (p-valor>0,05). Com 95% de confiança pode-se afirmar que a média 
da população de medidas do equipamento 4 encontra-se entre 0,64969 e 0,65115. O 
valor da média obtido no equipamento 4 foi de 0,650428.

 

Figura 6: Distribuição de frequência das medidas obtidas com o equipamento 4 (n=35).
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

O quadro 1 mostra um resumo da análise estatística dos dados. Pode-se observar 
que o intervalo interquartil (IIQ) apresentou uma pequena amplitude, isto aconteceu 
como consequência da pouca dispersão das medidas.

Equipamentos n Mediana Distribuição normal ? IIQ

EQ1 35 0,6550 Não 0,003
EQ2 33 0,6560 Não 0,002
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EQ3 33 0,6280 Sim 0,002
EQ4 35 0,6510 Sim 0,003

Quadro 1: Análise estatística obtida para cada um dos quatro equipamentos.

Na figura 7 pode-se observar de outra forma o comportamento da dispersão dos 
dados e suas respectivas medianas, representadas pelas linhas mais escuras nas 
caixas do gráfico. Com destaque para a semelhança das medianas do equipamento 
1 e do equipamento 2 e para uma discrepância da mediana do equipamento 3, em 
relação aos demais. Ressalta-se também o pequeno grau de dispersão das medidas 
realizadas pelos quatro equipamentos, como pode ser observado pelos intervalos 
interquartis. 

Figura 7: Boxplots comparativos dos dados obtidos com os equipamentos.
Fonte: Elaboração dos autores, 2018.

A literatura em estatística aponta o uso de boxplot como uma das alternativas para 
identificar valores discrepantes (outliers) (BARNETT; LEWIS, 1994; SCHWERTMANA; 
OWENSA; ADNANB, 2004; CARTER; SCHWERTMAN; KISER, 2009; LI et al., 2016), 
que muito provavelmente são frutos de erros esporádicos nas medições. Na análise 
dos boxplots, as caixas com amplo “corpo” demonstram valores espalhados para as 
medidas. Estes, quando não controlados, podem vir a influenciar no resultado final de 
testes estatísticos e consequentemente na conclusão da pesquisa.

Uma técnica que pode ser aplicada com o objetivo de complementar a avaliação 
dos dados é a análise de variância (ANOVA), ou ainda, seu equivalente para quando 
os dados não possuírem distribuição normal, o teste Kruskal-Wallis. Em caso de 
constatação de diferença estatística em pelo menos um grupo (amostra), deve-
se aplicar um pós-teste para identificação do grupo ou dos grupos que diferem dos 
demais. O ANOVA é uma ferramenta estatística aplicável para comparação de médias 
quando se há pelo menos três grupos de dados com distribuição normal. Entretanto, 
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quando há somente medidas de dois grupos e estas possuírem distribuição normal, 
o teste t para amostras independentes é o indicado para a comparação das médias.

No presente estudo estes testes não foram aplicados pelo fato de existir um 
considerável número de medidas de mesmo valor (empates), carecendo de outros 
testes que fogem de seu escopo. Contudo, todas estas ferramentas são recursos 
úteis para o conhecimento do funcionamento de equipamentos utilizados em pesquisa 
acadêmica. O contato de alunos de graduação com estes conceitos favorece a 
familiaridade com estas metodologias.

Entretanto, há necessidade de uma ampliação na análise das medidas realizadas 
por estes equipamentos, avaliando-se outras características, igualmente importantes, 
dos equipamentos como a exatidão, a sensibilidade e a reprodutibilidade. Os dados 
obtidos sugerem existir uma diferença na exatidão dos equipamentos. Assim sugerimos, 
como desdobramento deste estudo, a análise dos conceitos de exatidão, sensibilidade 
e reprodutibilidade. Cabe ressaltar que este não consistiu em um objetivo do presente 
trabalho.

4 |  CONCLUSÕES

O presente trabalho representa uma iniciativa positiva no sentido de promover 
a capacitação dos alunos de graduação da disciplina de Biofísica da UFPE, 
proporcionando uma avaliação crítica na obtenção de medidas com equipamentos de 
laboratório.

Os alunos tiveram a oportunidade de constatar, na prática, que os equipamentos 
apresentaram medidas com pequena dispersão. Entretanto, observou-se a necessidade 
de investigação da exatidão destes equipamentos.
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APÊNDICE

 Tabela com os valores de absorbância medidos nos quatro equipamentos 
utilizados neste estudo:

EQ1 EQ2 EQ3 EQ4
1 0,654 0,653 0,626 0,645
2 0,657 0,656 0,627 0,648
3 0,658 0,657 0,629 0,648
4 0,659 0,658 0,629 0,649
5 0,658 0,658 0,628 0,649
6 0,657 0,657 0,629 0,651
7 0,654 0,655 0,626 0,649
8 0,655 0,655 0,627 0,648
9 0,654 0,654 0,627 0,649
10 0,652 0,653 0,625 0,646
11 0,656 0,656 0,629 0,65
12 0,654 0,655 0,627 0,649
13 0,654 0,655 0,627 0,65
14 0,654 0,655 0,626 0,65
15 0,655 0,656 0,626 0,65
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16 0,655 0,655 0,628 0,651
17 0,654 0,655 0,628 0,651
18 0,655 0,656 0,628 0,652
19 0,655 0,656 0,627 0,652
20 0,655 0,656 0,629 0,651
21 0,655 0,656 0,628 0,65
22 0,655 0,656 0,628 0,651
23 0,655 0,656 0,629 0,651
24 0,655 0,656 0,629 0,651
25 0,656 0,656 0,63 0,652
26 0,658 0,659 0,628 0,655
27 0,658 0,659 0,626 0,654
28 0,653 0,656 0,625 0,651
29 0,652 0,654 0,63 0,649
30 0,653 0,655 0,628 0,648
31 0,658 0,66 0,628 0,653
32 0,657 0,658 0,628 0,652
33 0,657 0,658 0,63 0,653
34 0,658 - - 0,653
35 0,659 - - 0,654
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RESUMO: Neste capítulo é mostrado 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. Em 
adição, sugere a necessidade do SUS incluir, 
em seus procedimentos, a cirurgia corretiva 
de elevação do supercílio, assim como a ANS 
regulamentar esta cirurgia em todos os planos 
de saúde.
PALAVRAS-CHAVE: Cirurgia corretiva; 
Glaucoma; Ceratocone; Convecção forçada; 
Transferência de massa intraocular

ABSTRACT: It is shown, in this chapter, how 
the failure of intraocular mass transfer, by 
forced convection, can affect oculomotor 
movement and causes several diseases, 
such as refractive error, open or closed angle 
glaucoma, keratoconus. In addition, it suggests 
the necessity of the SUS to include, in its 
procedures, corrective surgery of elevation of 
eyebrows, as well as the ANS to regulate this 
surgery in all the health plans.
KEYWORDS: Corrective surgery; Glaucoma; 
Keratoconus; Forced convection; Mass transfer

1 |  INTRODUÇÃO

Para facilitar as exposições, deste capítulo, 
o primeiro autor será mencionado como paciente. 
Em 1996 o paciente apresentava os primeiros 
sintomas de presbiopia, então, para suprir suas 
necessidades, o paciente iniciou as pesquisas, 
usando exercícios oculares. Os exercícios 
foram logo interrompidos devido a recorrência 
de uveite anterior, de causa desconhecida, 
no olho esquerdo. Esta inflamação sempre é 
acompanhada de dor discreta na região superior 
nasal da esclera esquerda, então, o paciente 
descobriu o instante anterior ao início da 
inflamação. O paciente percebe um incômodo 
ocular e a dor só é percebida ao pressionar a 
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região superior nasal da esclera esquerda, através da pálpebra. Os trabalhos foram 
retomados no ano 2000, após a prática da técnica de relaxamento ocular.

Em uma pesquisa, com longa duração, é impossível a condução solitária, então, 
é necessária a manutenção de uma equipe, para discutir as hipóteses e comparar com 
os resultados obtidos pelo paciente.

2 |  FUNDAMENTO TEÓRICO

Na visualização binocular, a curvatura de cada córnea varia conforme a direção 
de seu eixo visual.

Para justificar a afirmativa é analisado a seguinte situação: Na visualização 
binocular, um olho é colocado frontal a um círculo, em um plano perpendicular ao seu 
eixo visual. Neste caso, o círculo é projetado na retina do olho frontal como um círculo, 
e esta imagem é enviada ao cérebro. Existem duas hipóteses:
I. A córnea não muda a curvatura com a direção do eixo visual

O círculo é projetado na retina do olho contralateral como uma elipse, e esta ima-
gem é enviada ao cérebro. O cérebro superporá a imagem do círculo, originário do 
olho frontal, e com a imagem da elipse, originária do olho contralateral, para inter-
pretar uma imagem superposta, com formato geométrico indefinido. Esta super-
posição tem a mesma precisão matemática que a visualização monocular, porque 
as imagens, que estão superpostas, não têm a mesma forma geométrica. Esta 
hipótese contraria a percepção humana, em que “dois olhos enxergam melhor 
que um só olho”.

II. A córnea muda a curvatura com a direção do eixo visual
O círculo é projetado na retina do olho contralateral como um círculo, e esta ima-
gem é enviada ao cérebro. O cérebro superporá a imagem do círculo, originário 
do olho frontal, e com a imagem do círculo de mesmo diâmetro, originário do olho 
contralateral, para interpretar uma imagem superposta, com formato geométrico 
de um círculo. Este círculo superposto tem o dobro da precisão matemática que a 
visualização monocular, porque as imagens, que estão superpostas têm a mesma 
dimensão e forma geométrica, e ainda possibilita ter as projeções ajustadas. Esta 
hipótese combina com a percepção humana, em que “dois olhos enxergam me-
lhor que um só olho”.

3 |  ESTUDO BIBLIOGRÁFICO

O movimento ocular é realizado através de doze músculos, oito músculos retos, 
e quatro músculos oblíquos. O sistema oculomotor é controlado por três pares de 
nervos cranianos, dois pares ipsilaterais, o oculomotor (III-NC) e o abducente (VI-NC), 
e um par contralateral, o troclear (IV-NC). O terceiro nervo craniano regula o esfincter 
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da pupila, controla a motricidade dos músculos, reto medial, reto superior, reto inferior, 
oblíquo inferior, elevador da pálpebra superior, ciliar e inerva os músculos intrínsecos 
do bulbo ocular. O quarto nervo craniano controla a motricidade do músculo oblíquo 
superior. O sexto nervo craniano controla a motricidade do músculo reto lateral. (Bicas 
– 2003). O movimento ocular recebe grande influência dos movimentos ciliares, 
pupilares e das pálpebras superiores.

Existem três rotações monoculares, (duções) (1) adução e abdução em torno 
do eixo vertical (súpero-inferior), (2) sursundução (elevação) e deorsundução 
(abaixamento) em torno do eixo transversal (látero-medial), e (3) exciclodução 
(exciclotorção) e inciclodução (inciclotorção) em torno do eixo longitudinal (ântero-
posterior), (Bicas – 2003).

Em 1619, Scheiner, (apud Werner L, et al. – 2000), um astrônomo e jesuíta 
alemão, observou, pela primeira vez que a visualização monocular, através de um 
pequeno orifício em uma cartolina, consegue perceber o mesmo alvo em diferentes 
distâncias para diferentes ângulos de visualização.

Silva H. D., et al. 2012, mostra, através de simulação, como os resíduos 
metabólicos aglutinados e desidratados formam lentes intraoculares que produzem os 
efeitos descritos em 1619, Scheiner, (apud Werner L, et al. – 2000), e como a miopia, 
hipermetropia, presbiopia e astigmatismos, produzem seus respectivos sintomas, 
conforme a disposição das aglutinações dos resíduos intraoculares.

A principal função dos músculos retos é fixar a projeção do alvo na fóvea, (Silva 
H. D., et al. 2018), e, na visão binocular, em conjunto com o cristalino, é manter os 
eixos visuais em mesmo plano. A principal função do músculo obliquo superior é mudar 
a curvatura da córnea para fazer a fusão da imagem projetada na retina nasal, com a 
imagem projetada na retina temporal contralateral, (Silva H. D., et al. 2018).

4 |  ANÁLISE E RESULTADO

Os movimentos de exciclodução (exciclotorção) e inciclodução (inciclotorção) em 
torno do eixo longitudinal (ântero-posterior), descrito por Bicas – 2003, são patológicos. 
Estes movimentos existem por causa da dificuldade do músculo obliquo superior variar 
a curvatura da córnea. Este movimento ocular provoca a percepção de movimento em 
figuras estáticas, compostas de curvas e a visão de relevo usada na estereoscopia. 
A variação da curvatura córnea provoca sua flexão e faz variar a pressão intraocular, 
(Silva H. D., et al. 2013). A flexão da córnea é o mecanismo de convecção forçada 
que age no epitélio e no estroma. Os resíduos metabólicos formados no epitélio 
são eliminados, juntamente com o excesso de lágrima através dos canais lacrimais. 
Estes resíduos podem desidratar e acumular nas narinas, e o excesso líquido pode 
ser eliminados através da via oral ou digestiva. A eliminação do excesso líquido 
pode causar ardência na garganta e rouquidão. Os resíduos metabólicos formados 
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no estroma são eliminados na corrente sanguínea através da malha trabecular. A 
eliminação de resíduos metabólicos aglutinados pode obstruir a malha trabecular e 
aumentar a resistência de saída do humor aquoso aumentando a pressão intraocular. 
Nesta situação pode causar glaucoma de ângulo aberto. Quando o mecanismo de 
convecção forçada falha, causa acúmulo de resíduos metabólicos intraoculares, e em 
consequência, causa erro de refração e as mudanças das curvaturas das córneas não 
produzem uma perfeita fusão de imagens oculares que pode progredir para ceratocone 
ou glaucoma de ângulo fechado. (Silva H. D., et al. 2018).

Movimento sacádico é uma reação dos músculos retos, para manter a projeção 
do alvo na fóvea, quando a ação do músculo obliquo superior provoca mudança 
descontínua da projeção do alvo, para uma região fora da fóvea, conforme observado 
em 1619 por Scheiner, (apud Werner L, et al. – 2000). Portanto, o movimento sacádico 
é patológico e o movimento vergencial só é observado se existir o movimento sacádico. 
Quando uma fonte luminosa (TV, monitor de vídeo games) projeta uma imagem na retina 
munida com muitos efeitos luminosos em diferentes pontos do monitor, a percepção 
humana adiciona a variação da distância conforme a direção angular do estímulo 
luminoso, por causa dos depósitos de resíduos metabólicos intraoculares aglutinados, 
provocando o entendimento neural de movimento onde não há. Em consequência, 
o cérebro pode comandar, os músculos retos, em movimentos opostos, em curtos 
períodos, para corrigir a projeção do alvo na fóvea. Uma sequência recorrente pode 
tornar ressonante o sistema de comandos do cérebro por produzir correntes neurais 
insuportáveis e causar epilepsia fotossensível, como causa provável de um padrão 
descrito por Martins da Silva A. e Leal B. em 2017. O músculo oblíquo superior pode 
realizar movimentos repetitivos e desencadear um processo infamatório em uma região 
da esclera. Este processo pode progredir para uveite anterior de causa desconhecida, 
como ocorreu, de forma recorrente, no paciente mencionado neste trabalho. Então, 
o paciente quando percebe a dor característica do início do processo inflamatório 
intraocular ele usa uma gota do colírio que trata a sua uveite, e as vezes mais uma 
gota no dia seguinte, para evitar o início da uveite. O paciente jamais teve contato com 
algum médico que considerasse este sintoma inicial para tratar, então, para evitar um 
mal maior, o paciente adota o procedimento. O movimento sacádico pode provocar um 
extraordinário desenvolvimento dos músculos retos, devido ao excesso de atividades, 
para manter na fóvea a projeção do alvo. Para o extraordinário desenvolvimento é 
necessário um extraordinário aumento do suprimento e drenagem sanguínea, para 
satisfazer esta extraordinária necessidade dos músculos retos. Esta extraordinária 
região pode ser diagnosticada como pterígio. A fonte luminosa, mais forte, projeta, na 
retina, a imagem com maior energia, devido a seu poder de penetração, através das 
secreções metabólicas acumuladas na córnea e no cristalino, que absorvem energia 
luminosa. Quanto maior for a intensidade da energia luminosa incidente na retina, 
mais intensa é a atividade sacádica dos músculos retos, logo, quem mora em locais 
com luminosidade solar mais intensa está mais exposto a esta patologia. (Schellini – 
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2005).
A íris é a parte colorida do olho. Sua principal função é controlar a abertura da 

pupila, através de comandos neurais. A pupila é o orifício por onde passa a imagem 
que é projetada na retina. O diâmetro menor da pupila passa menor quantidade de 
luz. A luz difusa do ambiente pode incidir na retina e prejudicar a nitidez da imagem 
projetada, então, a íris é comanda para reduz o diâmetro da pupila, enquanto for 
necessário, para aumentar a nitidez da imagem projetada na retina, sem ultrapassar 
o seu diâmetro mínimo. O acúmulo de resíduo metabólico pode provocar a difusão 
intraocular da luz, prejudicar a nitidez da imagem projetada na retina, então, a íris é 
comanda para reduz o diâmetro da pupila, enquanto for necessário, para aumentar 
a nitidez da imagem projetada na retina, sem ultrapassar o seu diâmetro mínimo. 
Então, o passar do tempo, o indivíduo aumenta o armazenamento das aglutinações 
de resíduos metabólico intraoculares, aumenta a refração difusa intraocular e a pupila 
reduz seu diâmetro. Quando o diâmetro da pupila atinge seu valor mínimo, o paciente 
passa a reduzir a abertura palpebral, através do movimento da pálpebra superior. 
O hábito de controlar a entrada da luz no olho, usando a pálpebra superior, reduz 
a sua atividade física e o paciente pode adquirir a ptose palpebral. Quando esgota 
este último recurso o paciente recorre ao levantamento da pálpebra inferior que pode 
adquirir rugas próximas aos olhos. O hábito em manter os olhos entre abertos, para 
redução da entrada de luz nos olhos, reduz a atividade física das pálpebras, que pode 
acumular gorduras nas pálpebras e pode provocar o decaimento do supercílio. A 
Figura  1 mostra na foto, o supercílio de um paciente abaixo da cavidade óssea ocular 
e decaídas sobre as suas pálpebras, 2,5 anos após a cirurgia de ptose palpebral. É 
fácil observar, na Figura – 1, que o supercílio está no campo visual ocular do paciente, 
ou seja, elas projetam sombras nas retinas do paciente.

Figura – 1 Cirurgia de ptose palpebral após 2,5 anos

5 |  CONCLUSÃO

Neste capítulo foi mostrado como a falha da transferência de massa intraocular 
pode causar:
III. Movimento patológico monocular de exciclodução (exciclotorção) e inciclodução 

(inciclotorção) em torno do eixo longitudinal (ântero-posterior).
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IV. Movimento patológico binocular sacádico, e possível progressão para epilepsia 
fotossensível, uveite ou pterígio.

V. Obstrução da malha trabecular, aumento da pressão intraocular e causar glau-
coma de ângulo aberto.

VI. Erro de refração e possível progressão para ceratocone ou glaucoma de ângulo 
fechado.
VII. Ptose palpebral e supercílio decaído e dentro da órbita óssea ocular.

É mostrado ser necessário maior atenção às dores na região da esclera, 
sintomatizada através da apalpação, para evitar o início da uveite.

Aprofundar estudo para evitar o acúmulo de resíduos metabólicos intraocular 
desde a infância, pois, o acúmulo é cauda da maioria dos problemas oculares.

Para o SUS incluir, em seus procedimentos, a cirurgia corretiva de elevação do 
supercílio, porque a redução do campo visual colabora para o acumulo de resíduos 
metabólicos intraocular que é a causa das enfermidades oculares.

Para ANS regulamentar a cirurgia corretiva de elevação do supercílio, em todos 
os planos de saúde.
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RESUMO: Os corantes são utilizados pelo 
homem desde os tempos pré-históricos e 
suas aplicações se diversificaram com o 
avanço científico-tecnológico da humanidade. 
Atualmente os corantes possuem aplicações 
tradicionais como na indústria têxtil e avançadas 
como as aplicações em células solares 
sensibilizadas por corantes (DSSC, do Inglês, 
dye sensitized solar cells). Ao mesmo tempo, a 
larga aplicação dos corantes principalmente na 
indústria têxtil incluiu essas substâncias entre os 
agentes poluidores, especialmente das águas 
dos rios que recebem efluentes. As inúmeras 
aplicações dos corantes e o problema ambiental 
a eles associado, torna muito relevante o 
domínio de suas propriedades espectrais, 
particularmente na espectrometria UV-visível 
que é uma técnica relativamente simples e de 
largo uso tanto na pesquisa científica quanto 
na indústria. Os avanços tecnológicos atuais 
requerem que as Universidades preparem 
os estudantes para níveis mais altos de 
aprendizagem nos Programas de Pós-

Graduação e para a atuação no setor produtivo. 
No último caso, a formação interdisciplinar 
é altamente desejável. Nesse sentido, 
desenvolvemos 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. 
Nesse capítulo, mostramos o desenvolvimento 
dessas estratégias, principalmente aquelas 
que permitem modular os estados agregados 
do corante com uso de detergentes. A etapa 
experimental do estudo foi associada com um 
objeto de aprendizagem (OA) para melhor 
domínio dos conteúdos. Adicionalmente, 
mostramos a análise do núcleo do azul de 
metileno cujo comportamento fotoquímico é 
bastante diferenciado.                                  
PALAVRAS-CHAVE: Ensino, Pesquisa, 
Corantes, Azul de metileno, Espectroscopia 
UV-visível.

ABSTRACT: Man has used colorants since 
prehistoric times, and their applications have 
diversified with the scientific-technological 
advancement of humankind. Today dyestuffs 
have traditional usages such as in the textile 
industry and advanced applications such as 
dye-sensitized solar cells (DSS). At the same 
time, the widespread use of the dyes mainly in 
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the textile industry has included these substances among the pollutants, especially 
the waters of rivers receiving effluents. The numerous applications of dyes and the 
environmental problem associated with them make the domain of their spectral 
properties very relevant, particularly in UV-visible spectrometry, which is a relatively 
simple and widely used technique in both scientific research and industry. Current 
technological advances require universities to prepare students for higher levels of 
learning in graduate programs and for their performance in the productive sector. 
In the latter case, interdisciplinary training is highly desirable. In this sense, we 
developed experimental strategies that allow students to master the use of the UV-
visible spectroscopy technique for qualitative and quantitative analyzes using a highly 
known and widely used dye such as methylene blue. In this chapter, we show the 
development of these strategies, especially those that allow modulating the aggregate 
states of the dye with the use of detergents. The experimental stage of the study was 
associated with an object of learning (OA) for a better mastery of contents. Additionally, 
we show the analysis of the methylene blue core whose photochemical behavior is 
entirely different.
KEYWORDS: Teaching, Research, Dyes, Methylene Blue, UV-Visible Spectroscopy

1 |   INTRODUÇÃO

O fenômeno de absorção de luz diretamente por macromoléculas ou por 
cromóforos formados em reações secundárias é usado para a caracterização espectral 
e/ou quantificação dessas substâncias por espectrofotometria (SKOOG, 2006). Assim, 
a espectrometria de absorção eletrônica na faixa de espectro eletromagnético UV-Vis 
tem sido uma ferramenta muito útil para estudos de Química, Bioquímica e Biofísica. 

Por meio de uma análise dos conteúdos das aulas práticas de espectroscopia 
UV-visível oferecidas em diferentes cursos de Graduação tradicionais verificamos 
que essas aulas contemplam somente o uso da técnica para análises quantitativas, 
frequentemente dosagens colorimétricas com aplicação da Lei de Lambert-Beer. Na 
nossa experiência didática na Universidade Federal do ABC (UFABC) (Brito e Araujo-
Chaves, Juliana Casares, Nantes, 2016) ficou evidente que o ensino da espectroscopia 
UV-Vis aplicada à análise qualitativa constitui um fator motivador da aprendizagem, 
particularmente para estudantes de áreas distintas àquelas das ciências da vida, pois 
permite a aplicação em análise de materiais, de corantes sintéticos, de interações e 
degradações moleculares diversas (BRITO e Nantes, 2017) .                                                                                                          

Além disso, a abordagem com análise qualitativa por meio da estratégia como 
a que será discutida nesse capítulo permite apresentar, reforçar e correlacionar 
conteúdos tais como relação estrutura/propriedades da água, formação de agregados 
supramoleculares de surfactantes em meio aquoso, estado de agregação de 
moléculas hidrofóbicas (determinadas por concentração e interação com micelas) com 
suas propriedades ópticas além de noções de fotoquímica, usando o corante azul de 
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metileno (MB+, do inglês, Methylene Blue) como modelo. Desse modo são fornecidas 
as bases para o entendimento desses conceitos para uma diversidade de biomoléculas 
e seus miméticos com potencial aplicação em diferentes áreas do conhecimento e no 
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias. Os corantes são um bom exemplo 
de como o estado de agregação afeta as características espectrais dos cromóforos, 
sendo, portanto, adequado para o estudo desse tema, além de estar relacionado a 
questões de desenvolvimento tecnológico em várias áreas e à questão ambiental. 

Indubitavelmente, a abrangência e diversidade de aplicação dessa técnica 
a torna indicada como tópico teórico e prático para estudantes de Bacharelados 
Interdisciplinares (BIs) e de Bacharelados e Licenciaturas tradicionais bem como para 
pesquisadores nas ciências biológicas e da saúde, ciências agrárias e multidisciplinar 
além das ciências exatas e da terra e engenharias. E o presente capítulo tem como 
proposta apresentar de maneira rápida e objetiva a teoria da técnica de espectrometria de 
absorção eletrônica na faixa de espectro eletromagnético UV-vis e oferecer estratégias 
experimentais para o estudo espectroscópico utilizando medidas qualitativas por 
meio da observação da relação monômero/dímero em agregados supramoleculares 
do corante azul de metileno. Também será discutido a caracterização espectral de 
fenotiazinas, um composto orgânico que ocorre em várias drogas antipsicóticas, como 
a clorpromazina, tioridazina e a trifluoperazina, e em drogas anti-histamínicas.

2 |  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

2.1 Corantes

As cores são resultado da absorção seletiva de radiação eletromagnética na 
região espectral da luz visível (400 a 780 nm). A absorção de radiação nessa região se 
deve à presença de grupos cromóforos – principalmente ligações duplas conjugadas 
- na estrutura dos compostos (GÜRSES et al., 2016). Corantes e pigmentos são as 
substâncias mais importantes usadas para adicionar cor ou mudar a cor da matéria. 
Os corantes são definidos como substâncias que, quando aplicadas a um substrato, 
fornecem cor por um processo que altera, pelo menos temporariamente, a estrutura 
cristalina das substâncias coloridas. Os corantes sintéticos possuem diversas 
aplicações tradicionais e tecnológicas, como por exemplo,  em vários tipos de têxteis, 
papel, curtimento de couro, processamento de alimentos, plásticos, cosméticos, 
indústrias de fabricação de borracha, impressão e tintas  (GÜRSES et al., 2016) e 
células solares sensibilizadas por corantes (FREITAG et al., 2017). Já os pigmentos 
são sólidos particulados, orgânicos ou inorgânicos, finamente divididos, podem ser 
coloridos, incolores ou fluorescentes, geralmente insolúveis no veículo ou meio em 
que são incorporados e, essencialmente, inertes. Antagonicamente aos  corantes, 
alteram apenas a aparência da superfície por absorção seletiva ou espalhamento de 
luz e podem ser usados para qualquer substrato polimérico (DRUMOND CHEQUER 
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et al., 2013). 
Os corantes comerciais podem ser classificados em relação à estrutura, cor, 

métodos de aplicação ou carga das partículas após a dissolução em meio aquoso. 
Estruturalmente, um aspecto comum a praticamente todos os corantes sintéticos é a 
presença de ligações duplas e simples alternadas.  Em relação à carga das partículas 
podem ser catiônicos (corantes básicos), aniônicos (corantes diretos, ácidos e reativos) 
e não-iônicos (corantes dispersos). São conhecidos mais de 100.000 corantes que 
correspondem a produção anual de mais de 7×105 toneladas/ano (DRUMOND 
CHEQUER et al., 2013). Apenas na indústria têxtil mundial há o consumo superior a 
10.000 toneladas/ano de corantes com descarte de aproximadamente 100 toneladas 
nos sistemas de água. Os dados exatos sobre a quantidade descarregada proveniente 
de vários processos industriais no meio ambiente são desconhecidos, todavia já são 
bem conhecidos diversos de seus efeitos tóxicos (YAGUB et al., 2014). 

O lançamento não controlado de efluentes industriais com corantes em maior ou 
menor nível de concentração na hidrosfera representa fonte significativa de poluição 
devido à sua natureza recalcitrante e à cor indesejável na água. Em consequência, 
ocorre interferência na absorção da luz pela população vegetal e animal do ambiente 
aquático além de possível ação carcinogênica, mutagênica ou teratogênica sobre a 
vida microbiológica e várias espécies de peixes decorrente da presença de metais e 
hidrocarbonetos aromáticos. Além disso, essas substâncias podem ser transportadas 
para os mananciais ou para a estação de tratamento de água (principalmente os 
corantes com alta solubilidade) contribuindo para a contaminação da água distribuída 
à população. Para a saúde humana os riscos toxicológicos estão relacionados a 
disfunção no rim, sistema reprodutivo, fígado, cérebro e sistema nervoso central 
(YAGUB et al., 2014). 

Diversos métodos físicos, químicos e biológicos para tratamento de efluentes 
com corantes têm sido estudados nos últimos anos (KATHERESAN et al, 2018). 
As principais técnicas disponíveis na literatura envolvem processos de adsorção, 
precipitação, degradação química, eletroquímica e fotoquímica, biodegradação e 
outros. Contudo, cada um desses métodos tem limitações, vantagens e desvantagens. 
A busca por corantes com maior poder de fixação e menos poluente assim como por 
métodos e tecnologias específicos para remover corantes de diferentes tipos de águas 
residuais apresenta-se muito relevante e está correlacionada, dentre outros fatores, 
com o estudo dos fatores físico-químicos que influenciam a fase aquosa do corante.

Com frequência, a efetividade da remoção da cor das águas de rejeitos industriais 
pode ser avaliada por espectroscopia UV-vis por meio da comparação com um padrão 
de valores já conhecidos na literatura. Assim, através da comparação direta entre 
absorbância da amostra de um efluente industrial e o padrão aceitável para aquele 
sistema aquático que o recebe,  é possível avaliar o grau de contaminação e controlar 
a diluição do corante nas águas receptoras (COOPER, 1995). Entretanto, corantes 
geralmente são moléculas complexas e alguns fatores tais como concentração, pH e 
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presença de outras moléculas (surfactantes, por exemplo) influenciam no seu estado 
de agregação e  afetam as características dos espectros (JUNQUEIRA et al., 2002), 
o que pode interferir nos resultados da avaliação espectrofotométrica em relação ao 
padrão analítico. Como um exemplo, se a determinação da concentração do corante 
no efluente for feita por meio da medida de absorbância em um comprimento de onda 
fixo, caso o meio promova um deslocamento batocrômico ou hipsocrômico no espectro 
(SKOOG, 2006), a medida em comprimento de onda fixo resulta em grandes erros 
de dosagem. Um outro exemplo é o erro de dosagem decorrente de não considerar 
que diferentes meios podem ter efeito hipercrômico ou hipocrômico, sem alteração 
do comprimento de onda máximo de absorção. Isso evidencia a importância de se 
conhecer as propriedades óticas dos corantes e sua avaliação por espectroscopia de 
absorção eletrônica.

O azul de metileno é um corante tiazínico com aplicações variadas. Foi sintetizado 
pela primeira vez para ser usado como corante de tecidos durante o período de grande 
expansão da indústria têxtil europeia e, atualmente, a água residual do processo textil 
representa um problema ambiental mundial. É largamente utilizado como um indicador 
redox em química analítica: soluções desta substância são azuis quando em ambiente 
oxidante, mas tornam-se incolores quando expostas a um agente redutor. O MB+ 
também desempenha papéis importantes na microbiologia e farmacologia há tempos, 
como coloração temporária para análise por microscopia em RNA ou DNA; para o 
tratamento da metahemoglobinemia (conversão de Fe3+Hb a Fe2+Hb) por meio de 
sua forma leuco que é reduzida com dois elétrons ; como bactericida e fungicida. Uma 
inovação terapêutica tem tido sucesso na medicina, odontologia e na veterinária: o 
MB+ como agente fotossensibilizador para a terapia fotodinâmica (TFD) de tumores, 
infecções e parasitoses (TARDIVO et al., 2005). Essa terapia utiliza a aplicação de 
um corante na área a ser tratada, seguida de irradiação com luz do comprimento de 
onda que penetre melhor no tecido. A luz promove excitação eletrônica do corante que 
transfere sua energia ao oxigênio molecular do meio e o converte em uma espécie 
altamente oxidante, o oxigênio singlete, que leva à morte o tecido tumoral ou o agente 
infeccioso.   

É conhecido que, em solução aquosa o corante azul de metileno encontra-se em 
equilíbrio entre as formas monômero e dímero. O equilíbrio encontra-se deslocado para 
a forma monomérica e dimérica, respectivamente em baixas e altas concentrações do 
corante. Em solução, o estado fundamental do MB+ forma dímeros com uma constante 
de associação de 4 ± 1 x 10-3 mol.L-1 e que podem ser favorecidos pelo aumento da 
força iônica e presença de micelas em determinadas razões de corante/surfactante 
(JUNQUEIRA et al., 2002). Soluções de diferentes concentrações de MB+, associado 
ou não a surfactantes, apresentam diferentes tonalidade de azul, relacionada a 
predominância de dímeros ou monômeros. A interação corante-surfactante representa 
uma estratégia experimental para estudos de estados agregados de corante por meio 
de espectroscopia UV-vis e tem sido estudada devido a sua grande relevância para a 
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indústria de tingimento e fotografia.  

2.1 Espectroscopia

A espectrofotometria é um dos métodos ópticos de análises mais usados nas 
investigações bioquímicas. O espectrofotômetro é um instrumento que permite 
comparar a intensidade de luz absorvida ou transmitida por uma solução que contém 
uma quantidade desconhecida de soluto em relação a quantidade conhecida da 
mesma substância em solução. A absorção das radiações ultravioleta e visível  
depende da estrutura molecular e é característica para cada substância. Quando a luz 
atravessa uma solução de determinado composto, parte da energia é absorvida. A cor 
enxergada pelos nossos olhos se deve a transmitância (T) de certos comprimentos 
de ondas da luz branca não absorvidos,  conforme indicado na equação 1, onde I0 é a 
intensidade da radiação incidente e I corresponde à intensidade do feixe de radiação 
transmitido. Esse fenômeno pode ser usado para quantificação de substâncias por 
meio da intensidade de absorbância em um comprimento de onda específico, com 
base em uma curva padrão, utilizando-se da Lei de Lambert-Beer (SKOOG, 2006).   .À 
medida que aumentamos a concentração da solução, a transmitância varia em relação 
inversa ao logaritmo da concentração. Em consequência, pode-se definir um novo 
termo, absorbância (A), que será diretamente proporcional à concentração. Portanto,

  (1)

   (2)

   (3)

Dessa forma, a absorbância é direta e linearmente proporcional à concentração. 
Esta varia também de forma direta com o caminho óptico (diâmetro interno) da cubeta, 
ou seja, se dobrarmos o caminho óptico mantendo a concentração constante, teremos 
um valor de absorbância duas vezes maior. Essa relação é referida como Lei de 
Lambert-Beer:

   (4)

Onde A = absorbância, ε = constante de proporcionalidade (absortividade ou 
coeficiente de extinção), l = caminho óptico (em centímetros) e C = concentração (em 
mol/L). Como os valores de A são adimensionais, a unidade de ε são as recíprocas 
daquelas para l e C. Quando  (geralmente é) e C é expresso em mol/L ou mol.L-1, a 
constante ε pode ser chamada de absortividade ou coeficiente de extinção molar (e, 
epsilon) e é constante para dado comprimento de onda, temperatura, pH, solvente, 
etc. 
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Assim, a proporcionalidade direta entre absorbância e concentração representa 
uma estratégia a ser usada para a determinação da absortividade de uma dada 
substância em determinada condição experimental por meio de realização de uma 
curva padrão construída com concentrações conhecidas do cromóforo. A aplicação 
da Lei de Lambert-Beer permite a determinação do e no meio de análise, o qual será 
usado para determinar a concentração desconhecida do cromóforo no mesmo meio.  
A Figura 1 mostra curvas padrão de concentração de albumina feitas com uso dos 
aminoácidos aromáticos como cromóforos endógenos da proteína e com uso do 
cromóforo formado pela complexação com cobre presente no reagente Biureto (ZAIA, 
1998).
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Figura 1 . Curva padrão de albumina determinada pelo método direto (em preto) e pelo método 
com Biureto (em azul). O inserto mostra os espectros do cromóforo, os quais forneceram os 

valores de absorbância usados na construção da curva padrão. 

A espectroscopia UV-visível também pode ser usada para análise qualitativa de 
substâncias, como será discutido a seguir utilizando o corante azul de metileno. A cor 
característica do MB+ é causada pela forte banda de absorção na região espectral 
de 550-700 nm, sendo seu espectro de absorção dependente da concentração 
(MORGOUNOVA et al., 2013). Monômeros e dímeros tem espectros de absorbância 
distintos: monômeros tem intensidade máxima em 665 nm (ε =85.000 M-1cm-1) e 
dímeros em 610 nm e agregados maiores do tipo H em 590 nm (Figura 2). A diferença 
na absorção entre monômeros e dímeros facilita o cálculo da concentração de cada 
espécie presente em solução. A intensidade relativa dos picos indica em qual direção 
o equilíbrio está deslocado.  A razão entre a absorbância a 580 e 665 nm (A580/A665) dá 
uma estimativa qualitativa da concentração relativa de dímeros para monômeros, o 
que representa uma indicação de qual forma do corante prevalece no meio. 

É interessante observar que a forma agregada de azul de metileno possui 
peculiares propriedades fotoquímicas (JUNQUEIRA et al., 2002). Quando os dímeros 
ou agregados maiores são expostos à luz branca ou vermelha observa-se a separação 
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de carga dos pares, pois o triplete é oxidante e oxida seu par com formação do par 
radicalar formado pelo corante reduzido com um elétron (MB•) e o corante oxidado 
com menos um elétron (MB•2+). Dessa forma, o rendimento quântico de produção de 
oxigênio singlete cai bastante para as formas agregadas. A forma reduzida com um 
elétron absorve luz em 420 nm e possui pKa = 9,0. Essa espécie pode transferir o 
elétron ao oxigênio do meio e gerar íon superóxido ou prontamente dismutar para a 
forma reduzida com dois elétrons, ou seja, a forma leuco (MBH) e o estado fundamental 
MB+. O cátion radical do azul de metileno (MB•2+) absorve em 520 nm.

Figura 2. Espectro UV-visivel de MB+ em água obtido com 25 (azul claro) e 250 (azul escuro) 
μmol.L-1 do corante. O inserto mostra a coloração diferenciada das soluções com elevada 

porcentagem de dímero (azul royal) e de monômero (azul turqueza).

O princípio que faz a fotoquímica interessante é o uso da luz como uma fonte 
de energia para promover reações químicas. Em comprimentos de onda de luz (λ) 
específicos, a energia pode ser absorvida por determinadas moléculas, levando-as 
a um estado molecular excitado no qual, devido à conformação menos estável ficam 
propensas a reagirem com outras moléculas (MORGOUNOVA et al., 2013). A maior 
parte das reações química realizadas em laboratório utiliza a faixa espectral visível ao 
olho humano (vis), ultravioleta (UV) e infravermelho (IV) próximo. Moléculas excitadas 
podem perder sua energia através das propriedades físicas ou por participar de 
reações químicas. 

O processo fotoquímico (TURRO et al 2012) se inicia com a absorção de um 
fóton por uma molécula com a qual encontra condição de ressonância. A energia do 
fóton absorvida pela molécula no estado fundamental (S0) leva ao deslocamento de 
um elétron de seu orbital ligante para um orbital anti-ligante desocupado de mais alta 
energia, o que leva a molécula ao estado eletronicamente excitado singlete S1, S2, 
... Sn, dependendo da energia de excitação ou do solvente. Uma molécula também 
pode atingir o estado eletronicamente excitado, na ausência de luz por um processo 
conhecido como Fotoquímica no Escuro, tal como acontece na clivagem do dioxetano 
(NANTES et al 1996; GREEN et al., 2017) e na reação luciferina/luciferase (Viviani et 
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al., 2018). A molécula no estado eletronicamente excitado pode ter diferentes rotas de 
decaimento para o estado fundamental (processos fotofísicos) que são mostradas na 
Figura 3. A conversão interna (Sn � S1 + calor) ocorre quando a molécula encontra-se 
em estado excitado Sn acima de S1. A fluorescência é a desativação radiativa de S1

�S0, sendo que S1 pode ter sido atingido por excitação a partir de S0 ou por conversão 
interna. O cruzamento intersistemas ocorre de S1�T1 ou S2�T2 e T2�T1, por meio de 
conversão interna. O estado eletronicamente excitado triplete possui tempo de vida 
relativamente longo e pode reagir com outras moléculas dando origem a fotoprodutos. 
As transições sem a emissão de fótons ou não radiativas são aquelas em que a 
desativação se dá por meio de liberação de calor para o ambiente. (MORGOUNOVA 
et al., 2013).

A fim de compreender o comportamento fotoquímico quando interage com 
biomoléculas, em particular com membranas, as propriedades do MB+ foram estudados 
em soluções de SDS (dodecil sulfato de sódio) e CTAB (brometo de cetil trimetil amônio) 
em vários trabalhos (Junqueira et al., 2002). O uso de micelas de SDS em diferentes 
razões micela/corante permite modular o estado de agregação do MB+. Assim, em 
presença de excesso de micelas em relação ao corante temos a predominância da 
forma monomérica e em presença de excesso de corante em relação às micelas 
obtêm-se a predominância dos dímeros. 

Figura 3 . Diagrama de Jablonski: à esquerda, para uma forma monomérica do MB+ após 
interagir com um fóton em condições de ressonância; à direita, especificamente para a 

forma dimérica. A, absorção; F, fluorescência; P, fosforescência; IC, conversão interna, ISC, 
cruzamento intersistemas, S, estado singlete, T, triplete. S0, estado fundamental.  Adaptado de 

(MORGOUNOVA et al., 2013).

3 |  ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 

Para a fundamentação da estratégia experimental aqui discutida foi realizado 
ensaio com soluções do corante azul de metileno (MB+) em três diferentes concentrações 
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(5, 50 e 150 µM) que interferem em seu estado de agregação, sendo que a forma 
monomérica é predominante até 20 µM. A essas soluções foram adicionados os 
detergentes SDS (aniônico) e CTAB (catiônico) em duas concentrações diferentes, 
sendo uma abaixo e uma acima da CMC (concentração micelar crítica). Para SDS, 
usamos 1,5 e 16 mM e para CTAB usamos 0,75 e 8 mM. Em seguida foi realizada a 
aquisição do espectro de absorção no visível (região espectral de 350 a 750 nm) de cada 
solução utilizando cubetas de vidro de caminho óptico 1 cm ou 0,1 cm (dependendo da 
concentração de MB+ usada). Foram plotados os gráficos absorbância X comprimento 
de onda e analisada a razão entre os picos de absorção das formas monomérica 
e dimérica em cada condição. Essa estratégia experimental permite, dessa forma, 
trabalhar com os alunos a aplicação da Lei de Lambert-Beer no que concerne à 
influência da concentração dos cromóforos, do seu estado de agregação e do caminho 
ótico de aquisição espectral.

Como recurso pedagógico para o estudo da espectroscopia UV-vis considerando 
medidas qualitativas e utilizando como modelo o MB+,  desenvolvemos o objeto de 
aprendizagem (OA) “Propriedades Fotofísicas do Azul de Metileno Aplicadas para o 
Ensino de Espectroscopia UV-Visível como Ferramenta para Análise Qualitativa em 
Bioquímica” disponível no link http://nte.ufabc.edu.br/bioquimica/oa/index.html, objeto 
este agraciado em 2017  no 1º Prêmio Nacional de Ensino de Bioquímica e Biologia 
Molecular “Bayardo BaptistaTorres” na categoria Materiais Didáticos ou Prática de 
Ensino, promovido pela Sociedade Brasileira de Bioquímica e Biologia Molecular 
(SBBq) (BRITO e NANTES, 2017). Por meio da interação com esse OA é possível 
fazer a simulação de condições que modulam a agregação do corante azul de 
metileno e o entendimento de como isso interfere qualitativamente nos espectros de 
absorção. As condições moduladoras dos estados de agregação são concentração e 
uso de surfactantes. Para tal, é apresentada a possibilidade de preparar virtualmente 
soluções a partir de três diferentes concentrações de azul de metileno combinadas 
com três diferentes concentrações de surfactante aniônico ou catiônico (na ausência, 
abaixo da concentração micelar crítica, e acima dessa). As representações dessas 
condições são: espécies moleculares presentes na solução, cor da solução e os 
correspondentes espectros de absorção no visível. A figura de uma cubeta com a 
solução tem a representação dos estados de agregação do corante e dos surfactantes. 
Ao clicar nas diversas representações são abertas caixas de texto com explicações 
sobre os conceitos e interações envolvidas conforme Figura 4:
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 Figura 4. Exemplo de uma das telas do objeto de aprendizagem, com indicação de algumas 
das opções disponíveis para simulação.        

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na Figura 5 são apresentadas fotos de todas as soluções de MB+ em diferentes 
condições de concentração e da presença de micelas. A  predominância de agregados 
já é evidenciada pela cor da solução, uma vez que as formadas de monômeros 
apresentam a cor azul cyan, enquanto que as de formadas por dímeros de MB+ 
apresentam a cor azul royal (tonalidade mais escura). A mudança de cor conforme o 
estado de agregação decorre do fato de que a agregação afeta a estrutura molecular, 
que por sua vez, afeta os níveis de energia dos orbitais moleculares e assim, os 
comprimentos de onda de luz que são absorvidos e transmitidos (vide Figura 3)

Figura 5.  Fotos das soluções referentes aos espectros apresentados. Em cada foto, os tubos 
Eppendorfs da esquerda contém 0; 1,5 e 16 mM de SDS e os da direita contém 0; 0,75 e 8 mM 

de CTAB. Nas fotos da esquerda, centro e direita, as concentrações de azul de metileno são 
respectivamente, 5, 50 e 150 µM. Observar as diferenças de tonalidade de azul. A tonalidade 

royal indica predominância de dímeros do corante e a tonalidade cyan indica predominância de 
monômero do corante.

 O estado de agregação pode ser determinado espectrofotometricamente. As 
Figuras 6 e 7 mostram os espectros correspondentes aos dados obtidos de todas as 
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soluções manipuladas indicadas na Figura 5. É possível relacionar cor da solução, 
estado de agregação e aspecto do espectro apresentado. Além disso, foi observado 
que mesmo em condições onde predomina a forma monomérica, pode-se deslocar o 
equilíbrio para a forma dimérica com o uso de detergentes como o SDS. Na presença 
do detergente SDS a razão entre a concentração de micelas e concentração do corante 
irá determinar se as moléculas do corante permanecerão distribuídas isoladamente ou 
em pares no interior das micelas e isso pode ser monitorado por espectroscopia UV-
visível (JUNQUEIRA et al., 2002). Portanto, em presença de SDS, a predominância de 
dímero será dependente da concentração relativa de MB+ e SDS. Conforme mostrado 
na Figura 6, mantendo fixa a concentração do corante, em concentração de SDS 
relativamente baixa o espectro observado com pico em 580 nm, é referente a forma 
dimérica,  enquanto que, em concentrações relativamente altas de detergente, o 
espectro observado com pico em 665 nm é relativo a forma monomérica do corante 
(MORGOUNOVA et al., 2013).

Figura 6. Espectros de absorbância das soluções de azul de metileno (MB+) e do surfactante 
SDS em diversas concentrações. No inserto representação do MB+ em micela de SDS na razão 

1:1 (forma monomérica do corante) à direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) à esquerda.
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Figura 7. Espectros de absorbância das soluções de azul de metileno (MB+) e do surfactante 
CTAB nas diversas concentrações. No inserto representação MB+ em micela de CTAB na razão 

1:1 (forma monomérica do corante) à direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) à esquerda.

                                                                                                                         
Para analisar espectros de corantes associados às micelas é importante entender 
seu comportamento e como alteram o estado de agregação do corante. A estrutura 
micelar está em equilíbrio com os monômeros da solução e com a monocamada de 
surfactante na interface ar/água. A presença de um sal na solução diminui a repulsão 
eletrostática entre os monômeros na interface e consequentemente diminui a CMC 
(efeito da força iônica sobre a CMC de um detergente). Esse efeito é observado apenas 
com altas concentrações do soluto (mM) (MANIASSO, 2001). Em uma solução de 
surfactante e corante MB+, dependendo da carga do surfactante, e consequentemente 
das interações eletrostáticas, bem como da razão molar entre esses, pode ocorrer ou 
não formação de complexos que mudam as propriedades de ambos e o equilíbrio da 
solução.  O MB+, sendo positivamente carregado tem uma forte atração pelo SDS e tem 
sido sugerido que essa interação muda o equilíbrio da solução de SDS e os complexos 
formados têm uma grande tendência a permanecerem na interface (menor repulsão 
entre monômeros e menor solubilidade em água).   Em solução de SDS e MB+, a 
CMC é alcançada com menores concentrações de SDS, em relação ao surfactante 
puro. Já foi observado  (JUNQUEIRA et al., 2002) que quando a concentração do MB+ 
é aumentada de 0 para 45 µM, a CMC de SDS diminui de 7 mM para 70 µM. Assim, 
concentrações em micromolar de MB+ são suficientes para mudar a CMC em duas 
ordens de magnitude, o que indica que o MB+ facilita a formação das micelas. O uso 
de surfactantes catiônicos e aniônicos possibilita obter informações sobre a influência 
da carga da interface das micelas na associação com outras moléculas.                                                          

 Para modular o equilíbrio monômero/dímero deve-se atentar ao fato de que o 
cálculo de concentração do detergente deve levar em conta que o corante se associa às 
micelas e não ao monômero do detergente. Portanto, acima da CMC, a concentração 
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de detergente deve ser dividida pelo número de agregação do detergente nas micelas 
de modo que se calcule corretamente a razão corante/micela. 

Além do azul de metileno, outros corantes tiazínicos, como o núcleo das 
fenotiazinas (PHT) quando excitados ao estado triplete podem reagir com um par no 
estado fundamental e assim gerar duas espécies, a forma reduzida com um elétron e 
o cátion radical. Em baixas concentrações do corante nas quais as formas agregadas 
não predominam, o cátion radical não fica estabilizado e pode reagir com o oxigênio 
molecular e dar origem ao derivado sulfóxido. (RODRIGUES et al., 2006 ; SANTOS, 
2009) O cátion radical das fenotiazinas são estáveis quando esses compostos estão 
na forma agregada de tal modo que é possível medir o espectro UV-vis no estado 
estacionário. Os espectros do cátion radical de fenotiazinas monoméricas podem 
ser obtidos somente na forma transiente com uso de laser de nano a fentosegundos 
(SOARES et al., 2007the regeneration of native horseradish peroxidase (HRP; MOHAN 
e MITTAL, 1995). Em geral, o cátion radical das fenotiazinas apresenta uma banda de 
absorção com pico em torno de 520 nm, conforme Figura 8, a qual mostra o espectro 
atribuído ao cátion radical da PHT após irradiação de 3h em lâmpada UV de 80 W (λ 
= 254 nm):

Figura 8. Espectro de absorção do cátion radical de  PHT após irradiação de 3h em lâmpada 
UV de 80W (λ = 254 nm) a distância de 2 cm. O inserto à esquerda mostra a PHT no estado 
sólido antes da dissolução em H2O, enquanto o inserto à direita mostra a solução obtida após 

irradiação e formação do cátion radical, o qual apresenta coloração rosa. A medida espectral foi 
realizada em cubeta de quartzo de caminho óptico 1 cm.

.

Nessas condições, a formação do cátion radical é corroborada por medidas de 
ressonância paramagnética do elétron (não mostrado). O uso da espectroscopia UV-
visível para análise qualitativa permite analisar a interconversão temporal entre duas 
espécies moleculares e caracterizar a cinética de uma reação. A Figura 9 mostra as 
mudanças espectrais que ocorrem com PHT durante sua irradiação com luz UV. O 
espectro em amarelo escuro mostra o estado inicial antes da irradiação. As linhas 
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pretas fina e grossa mostram as mudanças espectrais que precedem o aparecimento 
do cátion radical e que são atribuídas à formação de sulfóxido. As linhas rosa e vermelha 
correspondem aos espectros do cátion radical obtidos nas regiões espectrais do UV 
(esquerda) e visível (direita).

Figura 9. Mudanças espectrais que ocorrem com PHT (solução aquosa 100 μM) durante 
irradiação com luz UV a distância de 2 cm. As linhas pretas fina e grossa mostram as mudanças 

espectrais que precedem o aparecimento do cátion radical de PHT e que são atribuídas à 
formação de sulfóxido. As linhas rosa e vermelha correspondem aos espectros do cátion 

radical obtidos nas regiões espectrais do UV (esquerda) e visível (direita). A medida UV-vis foi 
realizada em cubeta de quartzo de caminho óptico 1 cm.

5 |  CONCLUSÕES

As estratégias experimentais para analisar os estados agregados dos corantes 
aqui descritas são de utilidade para aplicação didática em cursos disciplinares 
e interdisciplinares que requerem a aquisição de competência na área de 
espectroscopia UV-visível, físico-química de sistemas heterogêneos e fotoquímica de 
corantes tiazínicos. Por tratar da análise de corantes, tem utilidade para os técnicos 
especializados que trabalhem em vários aspectos de pesquisa e desenvolvimento de 
corantes.  A associação das estratégias experimentais com o objeto de aprendizagem 
permite melhor entendimento e assimilação do conteúdo.
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RESUMO: 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. 
A Organização Mundial de Saúde estima que 3 
milhões de pessoas morrem anualmente devido 
a doenças causadas pela poluição atmosférica 
ambiental. Recife, apesar de ser uma metrópole 
com mais de 1,6 milhão de habitantes, não 
possui sistema de monitoramento de qualidade 
do ar. Ao longo dos anos, tem havido um 
aumento considerável no número de veículos 
da cidade, o que deve ter aumentado os níveis 
de poluição atmosférica e se refletido em um 
aumento na incidência de doenças com relação 
com a poluição atmosférica. Os resultados 
mostrados indicam um aumento considerável 
no número de internações devidas a infarto 
agudo do miocárdio e câncer de pulmão em 
Recife entre 2000 e 2016. 

PALAVRAS-CHAVE: Câncer de Pulmão. 
Doenças respiratórias. Infarto agudo do 
miocárdio. Qualidade do ar. Saúde Pública.

ABSTRACT: Air pollution is a known trigger of 
several diseases such as respiratory diseases, 
lung cancer, stroke and ischemic heart disease. 
World Health Organization (WHO) estimates 
3 million people die every year from diseases 
associated to environmental air pollution. 
Recife, despite being a big city with 1.6 million 
people, does not have an air quality monitoring 
system. Along the years there has been a high 
increase in the number of vehicles in the city, 
what may have increased air pollution levels 
and may have led to increased incidence of 
diseases associated to air pollution. Results 
from this study show a significant increase in 
the number of hospitalizations due to ischemic 
heart disease and lung cancer between 2000 
and 2016. 
KEYWORDS: Lung cancer. Respiratory 
diseases. Ischemic heart disease. Air quality. 
Public health.

1 |  INTRODUÇÃO

Dados recentes da Organização Mundial 
de Saúde (OMS) estimam que a poluição 
atmosférica seja responsável pela morte de 
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aproximadamente três milhões de pessoas anualmente (3). A poluição atmosférica está 
diretamente relacionada ao aumento considerável nos casos de infecções respiratórias, 
sendo também associada ao desencadeamento ou agravamento de doenças graves 
como edema pulmonar, câncer de pulmão e doenças cardiovasculares (1,3,4,7,12,14). 

Há várias classes de poluentes atmosféricos e entre os principais encontra-se 
o material particulado. Seus riscos à saúde são determinados pelo tamanho, área 
superficial e composição das partículas, que são geradas normalmente pela queima 
de combustíveis fósseis em veículos automotores, indústrias e centrais termelétricas. 
Essas partículas são formadas por um núcleo de carbono com diferentes materiais 
adsorvidos à sua superfície, como metais pesados, hidrocarbonetos, nitratos e sulfatos 
(9). 

O material particulado, é capaz de gerar espécies reativas de oxigênio (EROs) 
quando inalado (5,6). Estas espécies altamente reativas podem causar danos ao 
DNA, proteínas e membranas celulares, que podem culminar na morte da célula, 
a qual pode se manifestar na forma de apoptose (5,6,8,11). Além disso, o material 
particulado também pode induzir respostas inflamatórias, com aumento na expressão 
de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-1b, sugerindo que o processo inflamatório gerado por material 
particulado possa estar relacionado aos efeitos nocivos destas partículas nos pulmões 
e no sistema respiratório como um todo (10,13). 

Recife possui uma população aproximada de 1,6 milhão de habitantes e uma 
frota de quase 700 mil veículos. Dados obtidos através do DATASUS indicam um 
aumento no número de internações hospitalares por doenças associadas à poluição 
atmosférica na cidade de Recife no período analisado, entre 2000 e 2016, que pode 
estar relacionado ao grande aumento da frota de veículos da cidade nesse mesmo 
período (2).

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

Os dados da evolução da frota de veículos de Recife foram obtidos através 
do site do Detran de Pernambuco (http://www.detran.pe.gov.br/). Os dados de 
internações hospitalares devidas doenças respiratórias, câncer de pulmão, infarto 
agudo do miocárdio e acidente vascular cerebral (AVC) foram obtidos através do site 
do DATASUS (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/niuf.def).
 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Apesar de avanços ocorridos nas últimas décadas, que resultaram na redução 
dos níveis de emissões de veículos novos, o grande aumento da frota em cidades 
como São Paulo, Rio de Janeiro e Recife nos últimos anos é responsável por elevados 
níveis de poluição, além de levar caos ao trânsito das grandes cidades brasileiras (2). 
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Segundo dados do DETRAN-PE durante o período de 2000 a 2016 a frota de veículos 
de Recife mais do que duplicou, como pode ser observado na Figura 1. 

Figura 1: Crescimento da frota de veículos de Recife no período de 2000 a 2016.

O grande aumento da frota de veículos, que se repete na região metropolitana 
de Recife como um todo, é um fator que deve ter contribuído para o aumento nos 
níveis de poluição atmosférica em Recife e na região metropolitana. Recife, assim 
como outras metrópoles brasileiras, infelizmente, ainda não possui um sistema de 
monitoramento de poluentes atmosféricos (2).

Dados do DATASUS indicam um aumento no número de internações hospitalares 
e mortes atribuídas a doenças relacionadas à poluição atmosférica em Recife e região 
metropolitana nos últimos anos. Tanto bronquite aguda quanto bronquite crônica, 
enfisema e outras doenças respiratórias crônicas vêm apresentando um aumento ao 
longo do período analisado (dados não mostrados), o que coincide com o aumento 
da frota de veículos de Recife nesse mesmo período. O mesmo se observa para 
o número de mortes relacionadas a doenças respiratórias (dados não mostrados). 
No caso de infarto do miocárdio, tem havido um aumento consistente de mais de 3 
vezes no número de internações no período analisado (Figura 2). O número de mortes 
causadas por infarto do miocárdio não apresentou, no entanto, alterações importantes 
no período (dados não mostrados).
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Figura 2: Número de internações hospitalares devidas a infarto agudo do miocárdio, na cidade 
de Recife, no período entre 2000 e 2016.

De todos os dados analisados, os dados mais contundentes são as internações 
devidas a câncer de pulmão que apresentaram aumento de sete vezes no período 
analisado, de 2000 a 2016 (Figura 3). Apesar do aumento vertiginoso nas internações 
por câncer de pulmão, o número de mortes cresceu em menor grau, mas ainda mostra 
valores de até 90 % de aumento em relação às mínimas do período analisado (dados 
não mostrados). 

Figura 3: Número de internações hospitalares devidas a câncer de pulmão, na cidade de   
Recife, no período entre 2000 e 2016.

4 |  PERSPECTIVAS

Estão em andamento estudos para aprofundar o tema e verificar se há de fato 
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uma relação de causa e efeito entre o aumento do número de veículos em Recife 
e o aumento no número de internações devidas a doenças relacionadas à poluição 
atmosférica. Espera-se que os resultados obtidos possam convencer as autoridades 
competentes da importância do monitoramento da qualidade do ar, em especial em 
grandes metrópoles como Recife e que em um futuro próximo seja instalada uma rede 
de monitoramento de qualidade do ar na cidade. 

Espera-se também que esses dados sirvam de subsídios para a adoção de 
políticas públicas que visem restringir ainda mais a emissão de poluentes por veículos 
automotores, e com isso reduzir os níveis de poluição atmosférica. Uma medida de 
política pública que teria grande efeito na diminuição dos níveis de poluição atmosférica 
seria o investimento maciço em transporte de massa (metrôs e trens). Infelizmente, 
o governo de Pernambuco e a prefeitura de Recife não têm feito investimentos 
importantes nessa área. 

Os resultados aqui mostrados podem, ainda, ajudar as autoridades competentes 
a realmente assumir os transportes de massa como prioridade, visto que apenas 
a melhoria e o aumento da capacidade do transporte público devem incentivar as 
pessoas a deixarem seus carros em casa, contribuindo tanto para uma redução dos 
níveis de poluição como para uma melhoria no caótico trânsito da cidade. 
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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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RESUMO: Leishmanioses estão entre as 
doenças infecciosas parasitárias de maior 
incidência no mundo, refletindo um grave 
problema de saúde pública. Considerando 
as dificuldades com relação à terapêutica e a 
ausência de vacinas, há urgência pela busca 
de novas drogas, dentre as quais se incluem 
os fitoterápicos. O alho (Allium sativum L.) 
apresenta vários compostos químicos que 

potencializam as suas diversas atividades 
biológicas. O principal objetivo do presente 
estudo foi avaliar a atividade leishmanicida 
in vitro do extrato etanólico do Allium 
sativum L. frente às formas promastigotas de 
Leishmania (Leishmania) amazonensis. As 
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis 
(2 x 106 parasitas/mL) foram testadas nas 
concentrações de 0,6 a 6 mg/mL para a 
obtenção da IC50 pelo método colorimétrico do 
MTT. Anfotericina B representou o controle 
positivo e como controle negativo, o meio de 
cultura. Foram, também, realizados testes 
para determinação de metabólitos secundários 
(alcalóides e taninos) presentes no extrato 
etanólico de Allium sativum L. (EEAsL). Com 72 
h de incubação, observou-se que o EEAsL não 
apresentou atividade leishmanicida in vitro para 
as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. 
O EEAsL apresentou pequena quantidade 
de alcalóides e considerável quantidade de 
taninos. Neste contexto, faz-se necessário 
ampliarmos a investigação da atividade in vitro 
do EEAsL frente as formas promastigotas de 
Leishmania (L). amazonensis, em função de 
serem realizadas modificações no processo 
de extração do mesmo; visto que, conforme 
alguns achados da literatura, tem-se referido 
que o extrato de alho obtido por diferentes 
metodologias foi capaz de apresentar atividade 
contra outras espécies de Leishmania.
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PALAVRAS-CHAVE: Allium sativum L. Leishmaniose. Atividade leishmanicida

ABSTRACT: Leishmaniasis is among the most prevalent infectious parasitic diseases 
in the world, reflecting a serious public health problem. Considering the difficulties 
with therapeutics and the absence of vaccines, there is an urgent need for the search 
for new drugs, among which phytotherapics are included. Garlic (Allium sativum L.) 
presents several chemical compounds that potentiate its various biological activities. 
The main objective of the present study was to evaluate the in vitro leishmanicidal 
activity of the Allium sativum L. ethanolic extract against Leishmania (Leishmania) 
amazonensis promastigotes. The promastigote forms of L. (L.) amazonensis (2 x 106 
parasites/mL) were tested at concentrations of 0.6 to 6 mg/mL to obtain the IC50 by the 
MTT colorimetric method. Amphotericin B represented the positive control and as the 
negative control, the culture medium. Tests were also carried out for the determination 
of secondary metabolites (alkaloids and tannins) present in the Allium sativum L. 
ethanolic extract (EEAsL). At 72 h incubation, it was observed that the EEAsL showed 
no leishmanicidal activity in vitro for the promastigote forms of L. (L.) amazonensis. 
The EEAsL presented small amounts of alkaloids and considerable amount of tannins. 
In this context, it is necessary to expand the investigation of the in vitro activity of 
the EEAsL against the promastigotes forms of Leishmania (L). amazonensis, due to 
changes in the extraction process; since, according to some literature findings, it has 
been reported that the garlic extract obtained by different methodologies was able to 
present activity against other species of Leishmania.
KEYWORDS: Allium sativum L . Leishmaniasis. Leishmanicidal activity

1 |  INTRODUÇÃO

Leishmanioses representam um grupo de doenças causadas por protozoários 
do gênero Leishmania que acometem o homem e outras espécies de mamíferos, 
numa considerável extensão dos trópicos e subtrópicos (NUNES et al., 2008; WHO, 
2012). Estão entre as doenças infecciosas parasitárias de maior incidência no mundo, 
endêmica em 98 países com mais de 350 milhões de pessoas em risco, e dois 
milhões de novos casos  por ano, com uma mortalidade anual de aproximadamente 
60.000 casos por ano, um número somente superado pela malária dentre as doenças 
parasitárias (HOTEZ, 2007; WHO, 2012). Na América Latina, o Brasil é o país que 
registra o maior número de casos dessa doença, cerca de 90% do total notificado 
(WHO, 2012).

De acordo com a espécie, a doença pode apresentar-se sob três formas clínicas: 
cutânea, mucocutânea e visceral; abrangendo uma ampla variedade de sinais, sintomas 
e graus variados de severidade. As leishmanias podem causar desde infecções 
inaparentes, oligossitomáticas até lesões destrutivas e desfigurantes, constituindo-se 
em um importante problema de saúde pública (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Considerando as dificuldades em relação à terapêutica e a ausência de vacinas, 
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há urgência pela busca de novas drogas, dentre as quais se incluem os fitoterápicos. 
Pesquisas têm demonstrado o uso popular de plantas no tratamento de leishmanioses 
tanto por via oral, como na aplicação tópica sobre as lesões cutâneas. Muitos produtos 
naturais apresentam em sua composição substâncias descritas na literatura como 
eficazes na atividade leishmanicida (SOARES-BEZERRA et al., 2006).

Segundo a literatura, o alho (Allium sativum L.) da família Lileaceae, apresenta 
diversas atividades farmacológicas como anti-inflamatória, antiparasitária, 
gastroprotetora, antidislipidêmica, anti-hipertensiva, anticancerígena e antimicrobiana, 
entre outras (WABWOBA et al., 2010). O alho é conhecido por vários nomes populares, 
sendo muito utilizado na culinária e atualmente seu poder terapêutico tem sido 
reconhecido pelo Ministério da Saúde e assim como pelo FDA (WABWOBA et al., 
2010).

2 |  METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos do Departamento 
de Histologia e Embriologia (LCT-DHE) - Centro de Biociências (CB) da Universidade 
Federal de Pernambuco (UFPE). Em colaboração com o Laboratório de Produtos 
Naturais do Departamento de Bioquímica - CB/UFPE, foi realizado o processo de 
concentração em rotaevaporador do extrato etanólico de Allium sativum L. 

2.1 Obtenção Do Extrato Etanólico De Allium Sativum L.

Para a preparação do extrato etanólico de Allium sativum L. utilizou-se um 
quilograma de alho da casca branca comprado em mercado popular, juntamente com 
três litros de álcool etílico absoluto (solvente). Inicialmente descascou-se todos os 
alhos e em seguida realizou-se a trituração do material em um liquidificador com o 
auxílio do solvente; após o término da trituração o produto final ficou em contato com 
o solvente durante uma semana, em recipientes de vidro e hermeticamente fechados, 
para que não houvesse contaminação. Após esse período foi realizada uma filtragem, 
com a utilização de gazes limpas em um funil de vidro, para evitar a passagem de 
nenhum fragmento de alho para o extrato. Após o processo de filtragem, procedeu-se 
a rotaevaporação do extrato para eliminação do solvente até atingir massa constante, 
restando apenas o extrato puro (Figura 1).
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Figura 1. Etapas para a obtenção do extrato etanólico de Allium sativum L. (EEAsL) A) 
Solvente (álcool etílico absoluto, PA) utilizado na etapa da extração. B) material triturado (alhos) 

em contato com o solvente. C) produto final em contato com o solvente (após uma semana). 
D) processo de filtração do EEAsL utilizando-se um funil de vidro com gazes colocado numa 
proveta. E) etapa da rotaevaporação do EEAsL para evaporação do solvente. F) obtenção do 

extrato puro. 

2.2 Avaliação da Atividade Leishmanicida In Vitro

Os parasitas utilizados foram cedidos pelo Dr. Osvaldo Pompílio de Melo Neto do 
Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães (CPqAM) da 
FIOCRUZ-PE. Foi utilizada cepa de formas promastigotas de Leishmania L. amazonensis 
em fase exponencial de crescimento, para os ensaios de atividade antiparasitária in 
vitro. Os parasitas foram mantidos em meio LIT (liver infusion tryptose), suplementado 
com 20% de soro fetal bovino (SFB) (LGC Biotechnology Ltda.), inativado a 56ºC por 
1 hora em banho-maria, 0,1 % de antibióticos (estreptomicina e penicilina) e 0,2% de 
hemina, em estufa de BOD a 26oC.

Para a determinação da IC50, os ensaios foram realizados pelo método 
colorimétrico MTT (MOSMANN, 1983), onde foi analisada capacidade dos parasitas 
viáveis reduzirem o sal [3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenil tetrazólio] (MTT), através 
da ação da desidrogenase mitocondrial, no produto Formazan (GUIMARÃES et al., 
2010). As formas promastigotas dos parasitas (L. (L.) amazonesis) foram distribuídas 
em placas de 96 poços, na concentração de 2x106 células/mL de meio LIT. Em seguida 
foi realizada uma diluição seriada com o meio LIT a 20% em diferentes concentrações 
(0,6 - 6 mg/mL)  do extrato etanólico de Allium sativum L., tendo a anfotericina B 
como controle positivo e como controle negativo, o meio de cultura. As placas foram 
incubadas em estufa de BOD à 26°C por 72 horas. Após este período, foi adicionado 
o MTT (Sigma) a 5 mg/mL em cada poço e foi realizada nova incubação durante 
três horas. A reação foi interrompida pela adição de DMSO e a placa lida em um 
espectrofotômetro a 570 nm.
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2.3 Identificação dos Metabólitos Secundários

Foram realizados testes para a identificação dos metabólitos secundários no 
extrato obtido. Todavia, levou-se em consideração que os efeitos dessas substâncias 
bioativas podem variar devido a vários fatores como sazonalidade, ritmo circadiano, 
temperatura e disponibilidade hídrica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

2.4 Análise Estatística

Os dados foram avaliados pelo método de ANOVA, seguido pelo pós-teste de 
Tukey com nível de significância de 95% (p < 0,05).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

  A atividade leishmanicida do Allium sativum L tem sido estudada por outros 
pesquisadores, que relacionam a influência do processo de extração do mesmo. 
Wabwoba et al. (2010) referiram atividade leishmanicida in vitro do extrato do Allium 
sativum L. frente formas promastigotas de L. major e L. donovani, com valores de IC50 
de 34,22 μg/mL e 37,41 μg/mL (respectivamente).

Na figura 2, observou-se que após 72 horas de incubação, o extrato do Allium 
sativum L. (EEAsL) não apresentou uma efetiva atividade leishmanicida in vitro 
(IC50~4,8 mg/mL) para as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Figura 3. Efeito de extrato etanólico de Allium sativum L. frente às promastigotas de Leishmania 
(L.) amazonensis. As formas promastigotas foram tratadas com diferentes concentrações (6,0 
a 0,6 mg/mL) por 72 horas. Os valores foram apresentados como médias ± desvio padrão da 

média. *, representa diminuição significativa da viabilidade do parasito versus controle (meio) (p 
< 0,05). ***, representa diminuição significativa da viabilidade do parasito versus controle (meio) 

(p < 0,0001).

Notou-se uma uniformidade da cor (roxo escuro) em quase todos os poços da 
placa de cultura, revelando que o extrato não apresentou atividade leishmanicida, 
mesmo nas maiores concentrações (Figura 3). Segundo Guimarães et al. (2010) 
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a atividade de um extrato natural pode ser observada   através de uma mudança 
da coloração nos poços de uma placa de cultura, devido a formação dos cristais de 
Formazan que estão diretamente relacionados a quantidade de parasitas ou células 
viáveis. 

Figura 3. Representação de uma placa de cultura com 96 poços após três horas de incubação 
com o MTT, contendo as formas promastigotas de Leishmania L. amazonensis sob ação do 

extrato etanólico de Allium sativum L. (EEAsL).

O extrato do Allium sativum L. (EEAsL) apresentou pequena quantidade de 
alcalóides e considerável quantidade de taninos (Figura 4). Alguns estudos referem 
os alcalóides, como metabólito secundário, com potente atividade leishmanicida e os 
taninos como importante agente antimicrobiano (RHODES et al. 2006). 

Figura 4. Teste para reconhecimento de metabólitos secundários (alcalóides e taninos) 
presentes no Extrato Etanólico de Allium sativum L. (EEAsL) A) Na presença do reagente 

de Mayer, notou-se fraca precipitação do EEAsL. B) Na presença do reagente Bourchardat 
(Wagner), observou-se precipitação moderada, em comparação ao ensaio anterior (fraca 
reação para alcalóides). C) tubos de ensaio demonstrando uma visão geral da reação do 

EEAsL com as soluções reagentes. D) Reação do EEAsL com solução de acetato de chumbo 
(10%), notou-se precipitação mais intensa. E) Reação do EEAsL com solução de ácido 

clorídrico (HCl) a 10%, notou-se precipitação mais intensa. F) Reação do EEAsL com a solução 
de cloreto férrico (2%), observou-se total precipitação. D, E, e F) mostram que o EEAsL 

apresentou maior quantidade de taninos do que alcalóides.
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O tanino classifica-se como um composto fenólico e foi identificado por Bianchi et 
al. (1997) no extrato aquoso de Allium sativum, que apresentou atividade antimicrobiana 
contra Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum lindemuthianum e Fusarium 
solani, causando alterações morfológicas nas hifas.

Segundo Garba (2014), na avaliação fitoquímica preliminar do extrato de alho 
através de solventes aquosos e alcóolicos, foi possível constatar a presença de taninos 
e saponinas; todavia a detecção de alcalóides e flavonóides só foi possível quando se 
utilizou apenas um dos solventes (alcóolico e aquoso, respectivamente). 

O extrato do Allium sativum L. (EEAsL) foi obtido apenas com um solvente 
(etanólico) e em função dessa extração, não foram identificados outros metabólitos 
secundários, com relatados na literatura. Neste contexto, devem-se levar em 
consideração que os metabólitos secundários presentes nas plantas medicinais 
podem variar de acordo com diversos fatores, tais como sazonalidade, irrigação, modo 
de cultivo, entre outros (NCUBE et al., 2010).

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Estudos realizados anteriormente por outros pesquisadores, demonstraram a 
atividade leishmanicida do extrato de Allium sativum L. frente diferentes espécies de 
Leishmania como a Leishmania major e a Leishmania donovani (WABWOBA et al,. 
2010).

Entretanto, o extrato utilizado neste estudo não apresentou atividade leishmanicida 
in vitro e estes resultados podem ter relação com a forma de cultivo do material vegetal 
(alho), sendo de extrema importância a questão do solo, das condições climáticas, 
do tempo de cultivo; os quais podem influenciar consideravelmente na produção dos 
metabólitos secundários (NCUBE et al., 2010)

O solvente utilizado no processo de extração pode ter limitado a identificação dos 
principais metabólitos secundários responsáveis por diferentes atividades biológicas, 
inclusive pela própria atividade leishmanicida.

Neste contexto, faz-se necessário ampliarmos a investigação da atividade in vitro 
do extrato de Allium sativum L. frente às formas promastigotas de Leishmania (L). 
amazonensis, em função de serem realizadas modificações no processo de extração 
do mesmo; visto que, o extrato de alho obtido por diferentes metodologias foi capaz de 
apresentar atividade contra outras espécies de Leishmania.
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RESUMO: Proteínas têm sido utilizadas e 
estudadas para o tratamento de inúmeras 
doenças, devido à sua alta especificidade e 
ação potente. Várias formulações estão sendo 
desenvolvidas para melhorar a biodisponibilidade 
e atividade de proteínas. As nanopartículas foram 
estudadas para aplicações biotecnológicas, 
tais como para liberação controlada de drogas. 
O polímero de quitosana (CS), devido à sua 
biodegradabilidade, biocompatibilidade e 
baixa toxicidade, é uma boa escolha para essa 
finalidade. Entre os métodos de obtenção de 
nanopartículas, a gelificação ionotrópica é 
vantajosa por sua simplicidade e não utilizar 
solventes orgânicos e altas temperaturas. 
A L-asparaginase é uma importante enzima 

amplamente utilizada no tratamento da 
leucemia, entretanto, alguns fatores limitam 
seu uso na clínica, como o desenvolvimento 
de anticorpos antiasparaginase, reações de 
hipersensibilidade e outros efeitos adversos. 
Tendo em vista a importância de seu uso, são 
necessárias alternativas para reduzir seus 
efeitos adversos e aumentar sua estabilidade. 
Objetivou-se obter nanopartículas de quitosana 
de alto peso molecular sem e com ZnCl2, além 
da incorporação de asparaginase como proteína 
modelo, por gelificação ionotrópica com razão 
CS/tripolifosfato de 3. A alta concentração 
de quitosana permite maior incorporação de 
fármaco, mas aumenta o tamanho da partícula, 
o que não é interessante para a liberação 
intravenosa de fármaco. A adição de ZnCl2 na 
formulação leva ao decréscimo de tamanho com 
o aumento da capacidade de carga. Todas as 
formulações apresentaram valores satisfatórios 
de potencial zeta indicando boa estabilidade 
físico-química e a asparaginase dentro das 
nanopartículas apresentou maior velocidade de 
catálise, em comparação com a enzima livre. 

ABSTRACT: Proteins has been used and 
studied for the treatment of numerous 
diseases because of their high selectivity and 
potent action. Several formulations are being 
developed to improve the bioavailability and 
activity of proteins. Nanoparticles have been 
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studied for biotechnological applications, such as drug delivery for controlled release. 
The chitosan (CS) polymer, due to its biodegradability, biocompatibility and low toxicity, 
is a good choice for this purpose. Among the methods of obtaining nanoparticles 
ionotropic gelation is advantageous for its simplicity and does not use organic solvents 
and high temperatures. L-asparaginase is an important enzyme widely used in leukemia 
treatment, however, some factors limit its use in the clinic, such as the development of 
antibodies antiasparaginase, hypersensitivity reactions and other adverse effects. In 
view of the importance of its use, alternatives are needed to reduce its adverse effects 
and increase its stability. This work aimed to obtain high molecular weight chitosan 
nanoparticles without and with ZnCl2, in addition to incorporation of asparaginase 
like a model protein, by ionotropic gelation using CS/tripolyphosphate ratio of 3. High 
concentration of chitosan allows larger drug incorporation, but increases the size of 
the particle, which is not interesting for intravenous drug delivery. The addition of ZnCl2 

in the formulation leads to size decrease with increased load capacity, good zeta 
potential, indicating good physico-chemical stability and the asparaginase inside the 
nanoparticle show higher enzymatic velocity compered to free form.

1 |  INTRODUÇÃO

As proteínas têm sido muito estudadas e empregadas na terapia de diversas 
patologias humanas, mas a sua utilização acaba sendo limitada devido à vulnerabilidade 
da sua estrutura, o que é muito crítico, uma vez que a sua atividade é altamente 
dependente da conformação. Além disso, estão susceptíveis à degradação enzimática 
por proteases endógenas e à imunogenicidade. A nanotecnologia tem sido muito 
explorada no desenvolvimento de sistemas que possam contornar essas limitações e 
permitir o aproveitamento do potencial terapêutico dessas moléculas. (Yu et al., 2016)

A nanotecnologia vem sendo empregada em diversas áreas, com a criação e 
utilização de materiais, dispositivos e sistemas através do controle da matéria em escala 
de tamanho nanométrico. Especificamente na área da saúde, tem se tornado cada vez 
mais comum a sua aplicação, já que a entrega eficiente de fármacos é um dos grandes 
desafios da indústria farmacêutica e biotecnológica. Muitos fármacos apresentam uso 
limitado devido à baixa solubilidade, alta toxicidade, agregação, entrega não específica, 
degradação in vivo e meia-vida curta. Nesse contexto, a nanotecnologia vem sendo 
empregada no desenvolvimento de novos sistemas para a entrega de princípios ativos 
a fim diminuir os efeitos colaterais e aumentar sua estabilidade, além de possibilitar 
maior biodisponibilidade. (Parveen, Misra e Sahoo, 2012; Zhang et al., 2008)

Polímeros biocompatíveis 

O desenvolvimento e a obtenção de polímeros biocompatíveis representam uma 
revolução na medicina, proporcionando significativos avanços biotecnológicos na 
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entrega de medicamentos, biomateriais, engenharia de tecidos e desenvolvimento de 
dispositivos médicos. A degradabilidade e biocompatibilidade desses materiais são de 
suma importância, pois seus subprodutos, em meio biológico não são tóxicos. Embora 
grande parte dos trabalhos pioneiros no desenvolvimento de sistemas de liberação 
controlada de fármacos tenham sido conduzidos com polímeros não-degradáveis, 
polímeros degradáveis e biodegradáveis são os preferíveis para tal aplicação. (Kamaly 
et al., 2016)

Os polímeros degradáveis de ocorrência natural têm sido extensivamente 
aplicados em sistemas de direcionamento específico de princípios ativos, devido 
à abundância na natureza e biocompatibilidade, incluindo polímeros proteicos, tais 
como, colágeno, albumina, gelatina e os polissacarídeos, como agarose, alginato, 
carragenina, ácido hialurônico, dextrano, quitosana e as ciclodextrinas. (Pillai e 
Panchagnula, 2001)

Os polissacarídeos naturais, em especial, têm sido amplamente utilizados em 
projetos de engenharia de tecidos e fabricação de nanopartículas para entrega de 
ativos. Apesar da grande vantagem de serem biodegradáveis, apresentam a limitação 
de variabilidade lote a lote e ampla distribuição de peso molecular, quando comparados 
com os polímeros sintéticos. A quitosana e o ácido hialurônico são dois dos polímeros 
naturais mais utilizados para carregamento de fármacos. (Kamaly et al., 2016)

A quitosana é um polímero natural, hidrofílico, biodegradável, biocompatível, 
com baixa toxicidade, e tem sido muito utilizada para a produção de nanopartículas 
para direcionamento específico de fármacos (Nagpal, Singh e Mishra, 2010). Este 
biopolímero é um mucopolissacarídeo estreitamente semelhante à celulose, obtido 
pela reação de desacetilação da quitina em meio alcalino. A quitina é um polímero 
natural extraído de exoesqueleto de crustáceos, insetos, entre outros, composto 
pelas unidades monoméricas de β-(1�4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e β-(1
�4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, como exemplificado na Figura 1. Propriedades 
importantes podem influenciar na sua solubilidade e capacidade de reticulação, como o 
grau de desacetilação, a distribuição de peso molecular e o conteúdo de impurezas, os 
quais dependem das fontes naturais da matéria-prima e dos métodos de preparação. 
(Kumar, 2000)

Quando o grau de desacetilação da quitina atinge aproximadamente 50%, esta 
se torna solúvel em meio aquoso ácido, passando a ser denominada de quitosana. A 
solubilização ocorre pela protonação do grupo funcional -NH2 na posição C-2 da unidade 
D-glucosamina e, com isso, o polissacarídeo é convertido em um polieletrólito catiônico 
quando em meios ácidos. Este polímero catiônico pseudonatural apresenta muitas 
aplicações, como: tratamento de águas, produção de cosméticos e medicamentos, 
aditivos alimentícios, membranas semipermeáveis e desenvolvimento de biomateriais. 
(Rinaudo, 2006)
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Figura 1. Estrutura da molécula de quitosana

Dentre as técnicas mais utilizadas para a obtenção de nanopartículas, a 
gelificação iônica se destaca devido a não utilização de solventes orgânicos e alta 
temperatura, o que é uma vantagem para encapsulação de bioativos. Esta técnica 
consiste, basicamente, na reticulação de compostos com cargas opostas, como ocorre 
com os grupos amino da quitosana que apresentam característica catiônica, com os 
grupos fosfato das moléculas aniônicas do tripolifosfato de sódio (TPP) ou alginato de 
sódio (Nagpal, Singh e Mishra, 2010). 

Figura 2. Estrutura da molécula de tripolifosfato de sódio

Além de ter se mostrado útil para a encapsulação de fármacos de molécula 
pequena, o biopolímero quitosana, devido às suas propriedades já citadas 
anteriormente, é um candidato promissor também para a produção de formulações 
contendo proteínas com aplicação terapêutica. As proteínas representam uma parte 
significativa dos novos produtos farmacêuticos em uso e ainda sendo estudados. 
Apesar do seu mecanismo de ação muito eficiente, a sua aplicação ainda apresenta 
uma grande desvantagem, uma vez que, devido às suas propriedades físico-químicas, 
muitas delas apresentam baixa estabilidade, permeabilidade e biodistribuição, após 
administração no paciente. O sucesso desse tipo de formulação depende não 
apenas da estabilidade do sistema de entrega, mas, também, da sua capacidade de 
manter a estrutura nativa e a atividade da proteína, durante a preparação, período de 
armazenamento e da entrega ao local de ação do fármaco. Os sistemas à base de 
quitosana estão sendo propostos como estratégias válidas para atender tais condições. 
(Andrade et al., 2011)

L-asparaginase

A L-asparaginase II é muito utilizada em protocolos clínicos para tratamento de 
diversos tipos de câncer, principalmente a leucemia lifoblástica aguda em crianças, 
mas apresenta limitações de uso inerente de qualquer proteína exógena, além de 
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efeitos secundários indesejados que podem resultar desde a inativação da enzima 
após a administração até graves reações alérgicas e neurotóxicas (Hill et al., 1967; 
Narta, Kanwar e Azmi, 2007). Neste contexto, é um desafio desenvolver formulações 
que superem essas limitações e possibilitem o uso do potencial terapêutico desse 
bioativo com mais segurança para o paciente. 

O uso de L-asparaginase no tratamento de neoplasmas malignos é o primeiro 
exemplo claro de uma terapia baseada em uma diferença nutricional específica entre 
certas células normais e malignas. A ação terapêutica da L-asparaginase consiste na 
depleção da L-asparagina circulante no soro (Figura 3). A L-asparagina é um aminoácido 
não essencial sintetizado pela enzima asparagina sintase, através da transaminação 
do ácido aspártico, e é fundamental para o crescimento celular. As células leucêmicas e 
outras células tumorais são deficientes ou apresentam baixa expressão de asparagina 
sintase, sendo dependentes de fonte externa de L-asparagina para síntese proteica 
e sobrevivência. Após administração da L-asparaginase, a L-asparagina circulante é 
clivada em aspartato e amônia, o que mata seletivamente as células leucêmicas e 
impede sua proliferação. (Hill et al., 1967)

A incorporação da L-asparaginase em nanopartículas de polímeros biocompatíveis 
é uma alternativa promissora para aumentar a estabilidade dessa enzima no plasma 
e permitir a liberação sustentada da enzima e, com isso, aumentar o intervalo entre as 
administrações, além de diminuir os efeitos adversos.

Figura 3 Estrutura na enzima L-asparaginase,  PDB: 3ECA

Neste trabalho o objetivo foi obter nanopartículas de quitosana de alto peso 
molecular sem e com ZnCl2, além da incorporação de L-asparaginase como proteína 
modelo, por gelificação ionotrópica com razão CS/tripolifosfato de 3. As partículas 
obtidas foram caracterizadas utilizando-se espalhamento dinâmico de luz para 
determinar o tamanho médio, índice de polidispersão, potencial zeta e a capacidade 
de carregamento das nanopartículas, além da atividade enzimática. 
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Caracterização de nanopartículas 

Espalhamento de luz dinâmico (DLS)

Duas características das nanopartículas comumente estudas são a distribuição 
do tamanho e a carga superficial das partículas. Quando iluminadas com um laser, 
as partículas em suspensão espalham a radiação, sendo que a intensidade do 
espalhamento é proporcional ao tamanho das partículas. A variação da intensidade 
de espalhamento é devida ao movimento Browniano das partículas, relacionado ao 
tamanho e a forma das partículas, podendo ser avaliada pela relação de Stokes-
Einstein. A velocidade do movimento Browniano é definida pelo coeficiente de difusão 
translacional (D) e é inversamente proporcional ao diâmetro da partícula (quanto 
maior o diâmetro da partícula, menor o movimento), podendo ser influenciada também 
pela temperatura e viscosidade do meio. Esse coeficiente (D) é medido pela curva de 
correlação da intensidade. (Xu, 2008)

A biodistribuição das partículas depende das suas propriedades físico-químicas, 
especialmente o tamanho. Uma das principais técnicas utilizadas para determinar o 
tamanho de partículas em suspensão é o espalhamento dinâmico de luz (DLS), que 
avalia o movimento browniano das partículas e relaciona com a velocidade, ou seja, 
o coeficiente de difusão translacional, sendo, assim, possível determinar o tamanho 
das partículas de acordo com a equação de Stokes-Einstein (Pecora, 2000). O 
tamanho de partícula é definido como o tamanho de uma esfera hipotética rígida que 
difunde da mesma forma que as partículas que estão sendo avaliadas. O resultado 
é relatado como um tamanho médio e a homogeneidade da distribuição de tamanho 
é expressa como índice de polidispersidade (PDI), um parâmetro adimensional da 
função de autocorrelação; valores entre 0,1 a 0,25 indicam uma estreita distribuição 
de tamanho. O DLS fornece uma estimativa simples e rápida do tamanho das 
partículas, mas apresenta limitações, principalmente em amostras com distribuição 
de tamanho multimodal. Uma alternativa é a microscopia que fornece uma avaliação 
precisa do tamanho e da forma das partículas. No entanto, muitas vezes requer etapas 
complicadas de preparação de amostra, específicas para cada tipo de microscopia 
que pode alterar a amostra e criar artefatos. (Cho et al., 2013; Gaumet et al., 2008; 
Xu, 2008)

A carga superficial é um importante parâmetro para o estudo da estabilidade de 
coloides ou nanopartículas em suspensão. Não existe uma tecnologia satisfatória para 
determinar a carga superficial de partículas pequenas em líquido. Assim, a prática 
mais comum é determinar o potencial elétrico da partícula em um local afastado da 
sua superfície, ou seja, na camada difusa. Este local que se relaciona ao movimento 
das partículas no líquido é chamado de plano de deslizamento ou cisalhamento. O 
potencial medido neste plano é chamado de potencial zeta, sendo esse um parâmetro 
muito importante para a suspensão de nanopartículas, uma vez que está intimamente 
relacionado à sua estabilidade. A carga líquida na superfície da partícula afeta 
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a distribuição de íons ao seu redor, aumentando a concentração de contraíons na 
superfície, sendo formada uma dupla camada elétrica na interface da partícula com 
o líquido. Na camada mais interna estão localizados os íons fortemente ligados à 
superfície e na camada externa, a distribuição dos íons é determinada pelo equilíbrio 
entre forças eletrostáticas e o movimento térmico. Assim, o potencial nesse local 
diminui com o aumento da distância da superfície até, a uma distância suficientemente 
grande, atingir o potencial da solução. Esse potencial é convencionado como potencial 
zero. A microeletroforese é utilizada para determinar esse potencial, pois, em um 
campo elétrico, cada partícula e os íons mais fortemente ligados à mesma se movem 
como uma unidade. O potencial no plano de cizalhamento entre essa unidade e o meio 
circundante é denominado de potencial zeta. Como este potencial é função da carga 
superficial da partícula, de qualquer camada adsorvida na interface e da natureza 
e composição do meio que a circunda, ele reflete a carga efetiva nas partículas, se 
correlacionando com a repulsão eletrostática e com a estabilidade da suspensão. (Xu, 
2008)

Em geral, partículas com potencial zeta mais positivo do que +30 mV ou mais 
negativo do que -30 mV têm estabilidade coloidal mantida devido à repulsão eletrostática. 
Uma limitação desse tipo de determinação é que em amostras multimodais o valor do 
potencial zeta de partículas maiores domina em relação a partículas menores. (Cho et 
al., 2013; Xu, 2008) 

A técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) foi utilizada para determinar o 
diâmetro médio e o índice de polidispersão das nanopartículas. As aquisições foram 
realizadas a 25 ºC, sendo 100 aquisições de cada amostra. O equipamento utilizado 
foi o Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) acoplado a um sistema de aquisição de 
dados e o software DTS (Malvern Instruments) foi empregado para coleta e análise dos 
dados. O mesmo equipamento e software também foram utilizados para determinar o 
potencial zeta das partículas por meio da avaliação da mobilidade eletroforética das 
partículas em suspensão. 

Capacidade de carregamento

A capacidade de carregamento do princípio ativo, ou seja, a quantidade de fármaco 
que é possível veicular em uma determinada quantidade do sistema nanoparticulado, 
é importante, pois, quanto mais alta, menos matriz deverá ser administrada. O 
carregamento pode ocorrer pela incorporação no interior da matriz polimérica ou pela 
absorção na superfície das nanopartículas. Outro fator importante nesses sistemas é a 
liberação do fármaco que, em geral, depende da solubilidade do mesmo, da dessorção 
da superfície, da difusão através da matriz, da erosão/degradação da matriz, bem 
como da combinação desses fatores. (Cho et al., 2013; Mohanraj, Chen e Chen, 2006)

A fim de determinar a quantidade de L-asparaginase incorporada nas 
nanopartículas, estas foram centrifugadas a 27000 × g durante 30 minutos e a 
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concentração de proteína no sobrenadante foi determinada pelo método do ácido 
bicinconínico (BCA) de acordo com Smith et al. (1985).

Atividade enzimática por Calorimetria de titulação isotérmica (ITC)

As técnicas calorimétricas têm contribuído muito para a compreensão dos 
mecanismos de interação a nível molecular. O calorímetro de titulação isotérmica 
(ITC) possibilita medidas energéticas de fenômenos de ligação, interação e reação 
entre componentes em temperatura constante. O calor associado com a reação ou 
interação é medido diretamente, permitindo obter os parâmetros termodinâmicos, como 
a entalpia, além de determinar a extensão da reação. (Freire, Mayorga e Straume, 
1990)

Um instrumento de ITC consiste em duas células idênticas compostas de um 
material condutor térmico altamente eficiente (Hasteloy ou ouro) rodeado por uma 
câmara adiabática. Os circuitos de termopar detectam diferenças de temperatura 
entre as duas células e entre as células e a câmara. O sistema trabalha para manter 
idênticas as temperaturas entre todos os componentes. Em um experimento de ITC, 
a solução de macromolécula é colocada na célula de amostra e a célula de referência 
contém tampão ou água. Antes da injeção do titulante, uma potência constante é   
aplicada à célula de referência.  Este sinal direciona o circuito de feedback para ativar 
o aquecedor localizado na célula de amostra. Isso representa o sinal de linha de base. 
O sinal medido em um ITC é a energia necessária para manter a temperatura igual em 
ambas as células, de amostra e de referência. Durante a injeção do titulante na célula 
de amostra, o calor é absorvido ou liberado, dependendo se a reação é endotérmica 
ou exotérmica, respectivamente. Para uma reação exotérmica, a temperatura na 
célula de amostra aumenta, então o sistema de aquecimento é desativado para manter 
as temperaturas iguais entre as duas células e um pico negativo é observado. Para 
reações endotérmicas, o inverso ocorrerá, ou seja, o sistema irá aumentar a potência 
para a célula de amostra para manter a temperatura e um será observado um pico 
positivo. (Pierce, Raman e Nall, 1999)

A maioria dos substratos e/ou produtos de reações enzimáticas não possuem as 
propriedades necessárias para quantificação direta por técnicas espectrofotométricas. 
Assim, frequentemente, para estudar essas reações são utilizados substratos 
modificados ou uma reação acoplada, que reage com o produto de interesse formando 
um segundo produto quantificável. Porém, essas estratégias podem introduzir muitos 
erros experimentais, principalmente, na determinação Km e kcat. Uma vez que durante 
as reações químicas ocorre liberação ou absorção de calor, as técnicas calorimétricas 
são úteis para estudar essas reações. Assim a calorimetria de titulação isotérmica 
(ITC) é uma ferramenta muito interessante para estudo de reações enzimáticas, pois 
permite a determinação direta da velocidade de reação, sem modificação de substrato 
e sem necessidade de utilizar uma reação acoplada. Além disso, esse equipamento 
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tem um controle muito preciso de temperatura, além de permitir a determinação direta 
do calor de reação utilizando uma concentração muito baixa de proteína, de modo que 
possibilita a determinação dos parâmetros cinéticos da reação. (Bianconi, 2007)

Comumente, a atividade enzimática da L-asparaginase é caracterizada pela 
reação de Nessler. Para isso, é preparada uma solução de enzima em tampão e a 
reação é iniciada com a adição de asparagina nessa solução. Após 30 minutos a reação 
é interrompida com a adição de ácido tricloroacético. Após centrifugação, a amostra é 
diluída em água e, então, adicionado o reagente de Nessler (tetraiodomercurato(II) de 
potássio), o qual reage com nitrogênio amoniacal, formando um precipitado amarelo-
castanho e após 15 minutos a quantidade amônia produzida é determinada a partir da 
absorbância em 500 nm. Para isso, é necessário fazer uma curva padrão de sulfato 
de amônio (Whelan e Wriston, 1969). Porém, essa reação é de baixa sensibilidade. 
Por ser uma reação acoplada e ocorrer a formação de precipitado, pode apresentar 
incerteza quantitativa.

A calorimetria de titulação isotérmica foi utilizada para caracterizar a atividade 
enzimática da L-asparaginase livre e da solução de nanopartículas carregadas 
com L-asparaginase em um VP-ITC, MicroCal (Malvern, USA). As taxas de reação 
enzimática foram determinadas medindo-se a alteração de calor na cela de amostra, 
contendo substrato, após a injeção da enzima. Todas as aquisições foram feitas a 
37 ºC e sob agitação de 300 rpm. Para alcançar o estado estacionário da reação, 
foram injetados 20 µL de L-asparaginase livre ou nanopartículas carregadas com 
L-asparaginase (8,5 µg.mL-1 de proteína) na cela de amostra (1,45 mL) contendo 10 
mM de L-asparagina em tampão PBS pH 7,4. As constantes das taxas enzimáticas 
foram determinadas de acordo com Morin e Freire, (1991).

RESULTADOS 

O cloreto de zinco (ZnCl2) foi utilizado para estabilizar nanopartículas de quitosana 
reticulada com ácido hialurônico em condições fisiológicas (Wu e Delair, 2015). Dessa 
forma, então foi avaliado o efeitos da adição de ZnCl2,  quando a reticulação é realizada 
utilizando o tripolifosfato (TPP). Os valores de tamanho médio e polidispersão das 
partículas obtidas podem ser observados na Tabela 1.

ZnCl2 
(mM)

Dm 
(nm) PDI

0 133,7 ± 0,7 0,2 ± 0,01

1,0 103,5 ± 3,19 0,41 ± 0,11

1,5 87,92 ± 0,45 0,45 ± 0,01

2 73,26 ± 0,50 0,46 ± 0,01
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3 73,68 ± 3,2 0,49 ± 0,02

Tabela 1. Diâmetro médio (Dm) e índice de polidispersão (PDI) de nanopartículas obtidas a 
partir de 0,25 mg.mL-1 de quitosana e TPP/QT 0,3 com adição de cloreto de zinco

A alta concentração de quitosana permite maior incorporação de fármaco, mas 
aumenta o tamanho da partícula, o que não é interessante para a liberação intravenosa 
de fármaco. A adição de ZnCl2 na formulação leva ao decréscimo de tamanho com 
o aumento da capacidade de carga. Utilizando 0,25 mg/mL de CS, foram obtidas 
nanopartículas de 133,7 nm de diâmetro e com ZnCl2 2 mM, o tamanho diminuiu 
para 73,26 nm, enquanto as nanopartículas de 169,8 nm obtidas com 0,5 mg/mL CS 
diminuíram para 102,5 nm com ZnCl2. 

Obter partículas menores é muito interessante, uma vez que o aumento da 
concentração de polímero utilizado resulta em aumento do tamanho da partícula obtida, 
assim, na presença de ZnCl2, foi possível aumentar a concentração de quitosana com 
a vantagem de aumentar a capacidade carregamento de proteína e ainda ter partículas 
com tamanho adequado para a aplicação. 

Todas as formulações apresentaram alto valor do potencial zeta (faixa de 25 a 30 
mV), indicando boa estabilidade físico-química. 

Na presença de ZnCl2, a capacidade de carregamento da L-asparaginase 
aumentou de 14 µg de proteína/mg de quitosana para 32 µg de proteína/mg de 
quitosana. A incorporação de L-asparaginase não alterou significativamente o tamanho 
das nanopartículas. 

Como pode ser observado na Figura 4, a enzima L-asparaginase apresentou 
maior taxa de hidrólise da asparagina quando no interior das nanopartículas ( -4,45 
µcal/s), em comparação com sua forma livre ( -2,74 µcal/s), o que representa uma 
aumento de 60% na velocidade de catálise. Além disso, a adição de ZnCl2 não alterou 
a taxa de hidrólise da asparagina pela L-asparaginase.
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Figura 4. Medida da velocidade de catálise enzimática, em estado estacionário, da enzima 
L-asparaginase em 37 ºC, pH 7,4, na presença de 10 mM de asparagina.

O uso de ZnCl2 na formulação foi interessante para permitir o uso de alta 
concentração de quitosana, o que consequentemente possibilita aumento da 
quantidade de proteína que pode ser carregada nas nanopartículas, além da diminuição 
do tamanha médio dessas partículas.
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RESUMO: A administração oral de 
medicamentos está constantemente associada 
a efeitos adversos sistêmicos, como toxicidade 
para o trato gastrointestinal. Por isso, diversos 
tipos de formulações têm sido propostas com o 
objetivo de estabelecer novas opções de vias de 
administração de fármacos de modo a diminuir 
estes possíveis efeitos. Uma destas vias 
alternativas é a transdérmica, onde a eficácia 

clínica de administração depende principalmente 
das propriedades farmacológicas do fármaco e 
de sua biodisponibilidade no local de ação, que 
é limitada pela baixa permeabilidade do estrato 
córneo. Neste trabalho, nanopartículas de 
quitosana-tripolifosfato (QT-TPP) associadas 
ao fármaco sumatriptano (SMT), utilizado na 
terapia de enxaqueca, foram preparadas e 
caracterizadas. Os parâmetros de síntese 
das nanopartículas de QT-TPP-SMT foram 
estudados para obtenção de formulações 
otimizadas: tamanho médio de 139,2 ± 11,9 
nm, PDI 0,22 ± 0,04, potencial zeta de 19,3 ± 
2,7 mV, e eficiência de encapsulação de 30,7± 
6,9 %. Os resultados de permeação utilizando 
a membrana artificial Strat-M®, que mimetiza 
a pele humana, mostraram-se promissores 
para as nanopartículas QT-SMT-TPP como um 
nanocarreador para liberação sustentada de 
fármacos hidrofílicos por via tópica. 
PALAVRAS-CHAVE: nanotecnologia, 
nanopartículas, quitosana e pele.

ABSTRACT: Oral administration of drugs is 
often associated with systemic adverse effects, 
such as toxicity to the gastrointestinal tract. 
Several types of formulations have been thus 
proposed to establish new possibilities for drug 
delivery routes in order to reduce these side 
effects. One alternative is the transdermal route, 
where the clinical efficacy depends primarily 
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on pharmacological properties of the drug and its bioavailability at the site of action. 
That bioavailability is limited due to the low permeability of the stratum corneum. The 
association of drugs with nanostructured systems exhibiting lipophilic characteristics 
sufficient to diffuse in the stratum corneum can thus evade this limitation. Therefore, this 
work presents the preparation of chitosan-tripolyphosphate (QT-TPP) nanoparticles and 
its association with sumatriptan (SMT), a drug used in migraine therapy. The synthesis 
parameters QT-TPP-SMT nanoparticles were studied to obtain optimized formulations: 
mean size 139.2 ± 11.9 nm, POI 0.22 ± 0.04, zeta potential of 19.3 ± 2.7 mV, and 
encapsulation efficiency of 30,7 ± 6.9%. Permeation results using Strat-M® artificial 
membrane, which mimics human skin, showed that QT-TPP-SMT nanoparticles are 
promising nanocarriers for sustained release of hydrophilic drugs through the skin.

1 |  INTRODUÇÃO

A administração de fármacos por via tópica tem sido estudada como uma 
importante estratégia por oferecer vantagens como o uso de formulações auto-
administráveis, aumentar a adesão dos pacientes aos tratamentos prolongados e evitar 
a biotransformação de primeira passagem hepática, sistema responsável por reduzir 
a biodisponibilidade, por inativação de diferentes moléculas, após administração oral. 
Além disso, efeitos colaterais, como incômodos gastrointestinais, que podem ocorrer na 
administração por via oral, são evitados pelas vias tópicas e transdérmica (PRAUSNIT 
e LANGER, 2008). Quando comparadas às vias intravenosa e intramuscular, ambas 
as vias mostram-se vantajosas por serem indolores e não invasivas, aumentando a 
adesão do paciente à terapia (SILVA et al., 2010). 

A pele é composta de duas camadas principais, a epiderme e a derme, e uma 
terceira camada variável, chamada de hipoderme. A absorção de fármacos pela pele 
é afetada por vários fatores, tais como espessura, temperatura, grau de hidratação, 
fluxo sanguíneo, concentração de lipídios, mas principalmente é influenciada pela 
presença de do estrato córneo, que possui em sua estrutura células diferenciadas 
(corneócitos) compactadas e queratinosas, inseridas em uma matriz lipídica composta 
por ceramidas, ácidos graxos livres e fosfolipídeos (GODIN e TOUITOU, 2007). A baixa 
permeabilidade do estrato córneo limita a biodisponibilidade de fármacos no local de 
ação, fato que pode ser contornado por formulações com constituintes (denominados 
promotores de absorção) que favoreçam a passagem de moléculas através desta 
camada (BOUWSTRA et al., 2003). Moléculas com elevada hidrofobicidade tentem a 
permanecer retidas, enquanto as de elevada hidrofilicidade tendem a apresentar baixa 
permeabilidade ao estrato córneo (CHORILLI et al., 2007; SILVA et al., 2010). Nesse 
contexto, o desenvolvimento de formulações tópicas é uma importante estratégia para 
o transporte de fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos através da pele.

As nanopartículas (NPs) poliméricas, são consideradas potenciais dispositivos 
para liberação sustentada de fármacos e moléculas bioativas, pois apresentam 
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estabilidade coloidal, aumentam a estabilidade de agentes ativos que sofrem 
hidrólise, oxidação e decomposição fotoquímica, e podem ser incorporadas em formas 
farmacêuticas semi-sólidas (JENNING e GOHLA, 2001; SOPPIMATH et al., 2001). A 
quitosana (QT),  um polissacarídeo catiônico, biodegradável e não tóxico proveniente 
da quitina, um composto natural encontrado no exoesqueleto de artrópodes (COELHO 
et al., 2010). Este polímero é insolúvel em água e em solventes orgânicos, mas pode 
ser solubilizada em soluções ácidas devido a protonação dos grupamentos amino, 
que conferem carga positiva à molécula (SINHA et al., 2004). Seu uso em formulações 
nanoestruturadas tem sido amplamente investigado para formulações contendo 
fármacos, genes, proteínas e outros agentes (GAN et al., 2005). 

Dentre a grande variedade de métodos para preparação de NPs de quitosana, a 
reticulação iônica (figura 1) mostra-se vantajosa por ser um processo livre de solventes 
orgânicos, o que diminui a toxicidade (AMGOTH et al., 2010). Este método baseia-se 
nas interações iónicas entre os grupos amino carregados da quitosana e os grupos 
carregados negativamente do ânion, tais como o tripolifosfato de sódio (TPP), que é 
o agente de reticulação de íons mais amplamente utilizado por não ser considerado 
tóxico. Este processo físico de reticulação exclui o uso de agentes emulsionantes que 
são muitas vezes tóxicos para os organismos, e também evita danos ao fármaco a ser 
associado a NPs (FAN et al., 2012).

Figura 1. Representação esquemática da reticulação iônica entre a quitosana e o poliânion 
tripolifosfato formando NPs. Adaptado de (COELHO et al., 2010).
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Para análise da promoção de permeação tópica de fármacos por estes materiais, 
foi utilizado o sumatriptano (SMT) como fármaco modelo. O SMT (figura 2), é um 
agonista de serotonina usado no tratamento da migrânea, mais conhecida como 
enxaqueca (GULATI et al., 2013). Neste trabalho foi utilizado o sal succinato de 
sumatriptano, cuja molécula apresenta três valores de pKas: pKa1 do ácido succínico 
entre 4,21 e 5,67, pKa2 da amina terciária  de 9,63 e e pKa3  do grupo sulfonamida, 
que é maior que 12 (OSHIRO et al., 2014). Como as NPs apresentam pH próximo de 
5, para manter a solubilidade da quitonasa, neste pH o SMT apresenta-se ionizado 
e totalmente solubilizado, condição essencial para o sucesso da incorporação deste 
fármaco no sistema de NPs proposto.

Figura 2. Estrutura química do succinato de sumatriptano.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método otimizado de preparo de  
nanopartículas de QT-TPP, visando obter melhores características físico-químicas, 
estabilidade coloidal e reprodutibilidade de síntese, para a incorporação do fármaco 
sumatriptano, utilizado como modelo para avaliação da permeação da NPs através de 
membranas artificiais que mimetizam a pele, sendo aplicáveis aos estágios iniciais do 
desenvolvimento de formulações tópicas.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Materiais 

Quitosana de baixo peso molecular (27 kDa e grau de desacetilação de 75% - 
85) e Tripolifosfato de sódio foram adquiridos da Sigma–Aldrich, MO, USA. Succinato 
de Sumatriptano foi doado pela Libbs Pharm, São Paulo, Brasil. Os demais reagentes 
químicos e solventes utilizados apresentaram grau analítico.

2.2  Síntese das nanopartículas de quitosana-tripolifosfato

Inicialmente, foi preparada uma solução de QT 0,1% m/v em ácido acético 0,2% 
v/v, cujo pH foi ajustado para 5, para completa solubilização da QT. Essa solução foi 
mantida sob agitação magnética por 24 h e logo após foi  filtrada em membrana de 
0,45 μm para remover agregados. Separadamente, uma solução de TPP a 0,1 % 
m/v foi preparada e mantida em geladeira. Para formação das NPs, 5 mL da solução 
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de TPP foram adicionados a 20 mL da solução de QT sob agitação magnética, esta 
formulação permaneceu sob agitação por mais 10 minutos. Após isso, as NPs de QT-
TPP foram armazenadas a 4 °C. Para a associação de SMT, 12 mg/mL do fármaco 
foram solubilizados na solução de QT e as NPs foram sintetizadas conforme o 
procedimento descrito anteriormente, resultando nas formulações identificadas como 
QT-SMT-TPP contendo cerca de 1,15 % (m/v) de SMT.

O método geral descrito foi executado variando-se parâmetros que resultaram em 
diferentes métodos de preparação, detalhados na tabela 3. O fluxograma apresentado 
na figura 3, esquematiza o método de síntese e os parâmetros variados em cada 
etapa.   

  Figura 3. Representação esquemática do método de síntese com parâmetros variados em 
cada etapa.

Velocidade de 
agitação (rpm)

Instrumento de adição 
do TPP na QT

Temperatura da 
solução de TPP 

(oC)

Temperatura da 
solução de QT 

(oC)

Método 1 850 Micropipeta
(adição direta) 4 25

Método 2 450 Micropipeta
(gotejamento) 4 25

Método 3 700 Micropipeta
(adição direta) 4 60

Método 4 900 Pipeta de pasteur
(adição direta) 0 60

Método 5 2500 Pipeta de pasteur
(adição direta) 0 60

Tabela 1. Descrição de parâmetros dos diferentes métodos de síntese de nanopartículas.

2.3 Determinação da eficiência de encapsulação

A eficiência de encapsulação do SMT às NPs, foi determinada utilizando o 
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método de ultrafiltração/centrifugação. Este método consiste na centrifugação da 
suspensão de NPs em dispositivos de ultrafiltração que possuem um filtro de celulose 
regenerada de 10 kDa (Microcon-Millipore), e posterior quantificação do fármaco 
presente no filtrado. Assim, por diferença entre a concentração total de SMT e aquela 
não associada aos carreadores, determinou-se a taxa de fármaco encapsulado nas 
NPs. A concentração de fármaco foi determinada utilizando espectrofotometria UV-
Vis em 282 nm (GULATI et al., 2013), com equação da reta y= 0,05152+0,01162x, 
r2=0,99966 e limite de quantificação de 0,0353 μg/mL. 

2.3 Caracterização físico-química das nanopartículas – diâmetro hidrodinâmico 
das partículas e potencial zeta

A fim de caracterizar as NPs, quanto ao diâmetro hidrodinâmico (Dh), também 
conhecido como tamanho de partícula e quanto ao índice de polidispersão (PDI), foi 
utilizada a técnica de espalhamento de luz dinâmico (DLS) para todas as formulações. 
A formulação que apresentou melhor resultado por DLS, foi submetida a análise por 
Rastreamento de Partículas, NanoParticle Tracking Analysis  (NTA), que permite o 
rastreamento do movimento browniano de nanopartículas em suspensão em meio 
líquido, partícula por partícula, individualmente (AZONANO, 2009). 

 Para a determinação do potencial zeta (ζ), foi utilizada a técnica de Espalhamento 
de Luz Eletroforético (ELS) que avalia a mobilidade eletroforética de partículas em 
suspensão. Todas as análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram 
expressos como média ± desvio padrão.

2.4 Ensaios de permeação in vitro

Para avaliar a permeabilidade das formulações foram realizados ensaios 
utilizando células de difusão vertical do tipo Franz (sistema automatizado Microette 
Plus, Hanson Research®), onde os compartimentos doador e receptor foram separados 
por uma membrana sintética que simula as diferentes camadas presentes na pele, 
Strat-M® (MERCK; UCHIDA et al., 2015; KAUR et al., 2018), modelo útil para avaliar 
o perfil de permeação de formulações farmacêuticas durante os estágio iniciais do 
desenvolvimento (GRILLO et al., 2019). No compartimento doador foi aplicado 0,6 mL 
das formulações, enquanto no compartimento receptor adicionou-se água ultrapura (7 
mL). O ensaio apresentou duração total de 24 horas, onde alíquotas de 1 mL foram 
retiradas em intervalos de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas, para posterior quantificação 
dos fármacos contido nas alíquotas por espectrofotometria UV-Vis.

2.5 Análise Estatística

Todos os dados são apresentados como médias ± desvio padrão (DP) de três 
experimentos independentes (n = 3) em triplicata. Os dados foram analisados utilizando 
análise de variância unidimensional (ANOVA) para comparações entre grupos, seguido 
de um pós-teste de Tukey para comparações múltiplas, com significância padrão de 
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p <0,05.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Determinação do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas pelas técnicas 
de DLS e NTA

Para determinar qual dos métodos apresentados na tabela 1 seria utilizado 
para preparar partículas contendo SMT, foi utilizada a técnica de DLS. Esta técnica 
é uma das mais populares   para determinação do diâmetro hidrodinâmico (Dh) (figura 
4), também conhecido como tamanho de partículas em suspensão, pois diferente do 
tamanho sólido de partícula, considera a esfera de solvatação na determinação do 
tamanho (SARTOR, M, 2003). Os resultados obtidos encontram-se na figura 10.

Nesta técnica, um feixe de luz monocromático, incide sobre uma suspensão 
de partículas em movimento browniano, sendo espalhado. O espalhamento está 
relacionado ao tamanho da partícula, que por meio da equação de Stokes-Einstein 
(eq.1), é aproximada a forma esférica em todos os casos, incluindo agregados e 
partículas de outros formatos, o que consiste em uma limitação da técnica (figura 4). 
Desta forma, obtêm-se um gráfico de intensidade de luz (%) por tamanho de partícula 
(nm) (SARTOR, M, 2003).                                

  (1)
                                       

Onde D é a constante de difusão, kB a constante de Boltzman, T a temperatura 
absoluta, ηa viscosidade e r o raio da partícula esférica. 

Figura 4. Representação esquemática do diâmetro hidrodinâmico (Dh) de nanopartículas.

A análise dos gráficos (figura 5) apontam o método 5 como o método que resulta 
em partículas com menor valor médio de Dh, 135,3 ± 1,721, apresentando significância 
estatística em relação a todos os outros métodos (p < 0,05). 

Na literatura é descrito que partículas de QT-TPP com tamanho médio de até 
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500 nm apresentam permeabilidade cutânea, porém partículas de tamanhos menores 
difundem-se mais rapidamente (HASANOVIC et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2009). 
Em relação à PDI, o método 5 foi o único à apresentar valor absoluto menor que 0,3, 
valor descrito na literatura como o limite para se considerar um conjunto de partículas 
como monodisperso, um parâmetro importante para a aplicação tópica (HASANOVIC 
et al., 2009).

      

Figura 5. (A) Diâmetro hidrodinâmico para cinco diferentes métodos de síntese de NPs 
QT-TPP. (B) PDI para cinco diferentes métodos de síntese de NPs QT-TPP. Os dados são 

apresentados como valores médios ± DP (n = 3) e a significância foi avaliada pelo teste ANOVA 
de uma via: * p<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

No método 5, o TPP (0,1%) a 0 oC foi adicionado à QT (0,1%) a 60 oC sob agitação 
de 2500 rpm, o que resultou em um Dh médio 43,8% menor que o do método 4, onde a 
agitação no momento da adição de TPP é de 900 rpm, sendo a significância estatística 
entre estes métodos de p<0,001 (figura 6). Observa-se também a reprodutibilidade nos 
valores de Dh entre os métodos 1, 2, 3 e 4, confirmando que o conjunto de parâmetros 
de síntese resultou no Dh e o PDI apresentados pela formulação resultante do método 
5 e não apenas a variação isolada de um destes parâmetros (FAN et al., 2012). 

Figura 6. Representação esquemática do método de síntese das nanopartículas  de QT-TPP 
resultantes do método 5.
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A análise por Rastreamento de Partículas (NanoParticle Tracking Analysis ou NTA) 
também permite o rastreamento por meio do movimento browniano de nanopartículas 
em suspensão, porém pelo método “partícula por partícula”. A aplicação da equação de 
Stokes-Einstein (eq. 1) permite a derivação do tamanho de partícula e da concentração 
destas no meio. Um feixe de laser é passado através do porta amostra, onde as 
partículas em suspensão no caminho do feixe espalham a luz de modo que essa 
intensidade possa ser detectada (AZONANO, 2009). 

A técnica de DLS é capaz de avaliar pequenas variações de frequências do 
espalhamento de luz da amostra, resultante dos movimentos brownianos relativos 
do conjunto de partículas dispersas, resultando em valores médios de tamanho de 
partículas (AZONANO, 2009). Desta forma, o DLS é mais suscetível a interferência 
de agregados, que acabam por deslocar o tamanho médio e o PDI, mesmo em 
porcentagem baixas na amostra, pois espalham a luz de forma diferente das 
nanopartículas isoladas.  Já o NTA, realiza a análise de tamanho através de imagem, 
onde a luz espalhada pelas partículas é capturada por uma câmera, que acompanha 
o movimento das partículas individualmente, assim, as populações de diferentes 
tamanhos podem ser diferenciadas (AZONANO, 2009). Além disso o NTA é capaz de 
fornecer a concentração de partículas em solução. 

A formulação resultante do método 5 foi submetida a análise por NTA, onde foi 
determinada a concentração de 5,70x109 ± 0,28x109 nanopartículas/mL de formulação 
e a distribuição de tamanho em relação a concentração de partículas (figura 7), que 
apresentou picos em 197 nm e 273 nm.

Figura 7. (A) Distribuição de tamanho das nanopartículas de QT-TPP em relação a 
concentração de nanopartículas em solução. (B) Distribuição  das nanopartículas de QT-TPP 

em relação a intensidade de luz espalhada pelas nanopartículas em solução.

Devido as particularidades das técnicas, observa-se diferença nos valores de 
diâmetro hidrodinâmico (Dh) fornecidos via DLS e NTA, que apresentam-se como 
técnicas complementares. Para o método 5, a análise por DLS resultou em uma 
distribuição monodispersa (unimodal) com Dh médio de 134,7 nm. Já na análise via 
NTA observa-se que maior parte da população partículas encontra-se entre 190 e 300 
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nm e que a distribuição tem caráter bimodal. Foi detectado também, via NTA, uma 
população partículas acima de 600 nm, que pode indicar a formação de agregados 
(FAN et al., 2012). 

Devido a discussão anterior, o método 5 foi utilizando para a síntese de NPs 
contendo SMT, onde a comparação entre os valores de Dh e PDI médio encontram-se 
na figura 8.   

Figura 8. (A) Diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas QT-TPP e QT-SMT-TPP. B) 
PDI (índice de polidispersão) das formulações de QT-TPP e QT-SMT-TPP. Os dados são 

apresentados como valores médios ± DP (n = 3) e a significância foi medida através do teste-t: 
**p<0,05.

As NPs QT-SMT-TPP, não apresentaram variação significativas de Dh (139,2 ± 
11,9 nm) e PDI (0,22 ± 0,04) em relação as NPs sem o fármaco (136,7 ± 4,2 e 0,27 ± 
0,3). Este resultado indica que as moléculas de SMT não interferem nas interações 
entre a QT e o TPP a ponto de desestabilizar as NPs previamente formadas.

3.2 Avaliação do Potencial Zeta e da Eficiência de Encapsulação

O Potencial Zeta (ζ), diferente do potencial de superfície da partícula, é influenciado 
pelas mudanças na interface com o meio dispersante, devido a dissociação de grupos 
funcionais na superfície da partícula ou pela adsorção de espécies iônicas presentes 
no meio (AMGOTH et al., 2010). Enquanto o ζ pode ser quantificado medindo-se 
a velocidade das partículas coloidais submetidas a um campo elétrico, o potencial 
superficial não pode ser medido. Os valores de ζ estão relacionados a estabilidade das 
partículas em suspensão, quanto maior em módulo, maior será a repulsão eletroestática 
e assim, menor será a tendência de agregação. Partículas com ζ entre 0 e 5 mV são 
consideradas instáveis, enquanto entre 40 e 60 mV as partículas são muito estáveis 
em suspensão (AMGOTH et al., 2010).

Os valores de ζ estão relacionados com a mobilidade eletroforética e é através 
dessa propriedade que é possível determiná-los (MALVERN). Quando um campo 
elétrico é aplicado a uma suspensão de partículas, estas movem-se com uma velocidade 
identificada pelo equipamento. Assim, obtem-se a mobilidade eletroforética e, a partir 
desta, o potencial zeta (AMGOTH et al., 2010).  As análises de ζ foram realizadas e os 
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resultados obtidos encontram-se na figura 9. 

Figura 9. (A) Potencial Zeta para cinco diferentes métodos de síntese de NPs QT-TPP. (B) 
Potencial zeta  das formulações de QT-TPP e QT-SMT-TPP. Os dados são apresentados como 
valores médios ± DP (n = 3) e a significância foi medida pelo teste ANOVA de uma via: * p<0,05, 

** p <0,01,  *** p <0,001 em relação ao método indicado pelas barras horizontais.

Não foi observada uma relação clara entre os métodos de síntese e o ζ das 
NPs, diferente do que ocorreu nas análises de tamanho, onde um método apresentou 
melhor resultado que os demais. Em relação ao ζ, todos os métodos resultam em 
formulações que podem ser consideradas moderadamente estáveis. 

As NPs associadas ao SMT, apresentaram valores de potencial zeta 
significativamente mais baixos (40,9 ± 3,6 mV para as NPs sem SMT e 19,3 ± 2,7 
mV com SMT), resultante da anulação de cargas superficiais positivas, provenientes 
dos grupamentos amino protonados da QT, indicando a interação do fármaco com a 
superfície da partícula por adsorção. Apesar de menor em módulo, o potencial zeta das 
partículas com fármaco permanece positivo, o que é vantajoso para aplicação tópica, 
devido a presença de sulfato de colesterol carregado negativamente na camada do 
estrato córneo, onde é necessário que haja perturbação por parte da formulação, para 
que esta atinja camadas mais profundas da pele (PROW et al., 2011).              

A eficiência de encapsulação de SMT pelas NPs de QT-TPP foi determinada 
pelo ensaio de ultrafiltração. As análises foram realizadas em triplicata e o resultado 
foi calculado por meio da equação (2) abaixo (GULATI et al., 2013), obtendo-se 30,7± 
6,9 %  de fármaco encapsulado nas formulações de QT-SMT-TPP. Esta porcentagem 
encontra-se dentro da faixa relatada na literatura, entre 27 e 76% de porcentagem de 
encapsulação de SMT neste tipo de NPs (GULATI et al., 2013).

  

3.3 Avaliação do Perfil de Permeação das NPs através de membranas artificiais 
STRAT-M®

Para os ensaios de permeação, foram utilizadas membranas artificiais Strat-M®. 
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Esta membrana é construída de duas camadas de polietersulfona (PES, mais resistente 
à difusão, devido ao menor tamanho de poros) sobre uma camada de poliolefina 
(mais aberta e difusiva) (MERCK). A estrutura porosa é impregnada com uma mistura 
de lipídios sintéticos, proporcionando propriedades adicionais semelhantes à da 
pele para a membrana (MERCK). A literatura relata que a membrana Strat-M® tem 
ampla compatibilidade química e é um modelo apropriado para rastrear compostos 
com diversas propriedades físico-químicas com elevado coeficiente de correlação 
em relação a pele humana (SIMON et al., 2016; UCHIDA et al., 2015). A figura 10 
apresenta os resultados obtidos. 
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Fig. 10. Perfil de permeação in vitro de SMT obtido a partir de estudos em células de Franz 
utilizando a membrana Strat-M. Os dados são apresentados como valores médios ± DP (n = 3).

Os perfis de permeação observados na figura diferem-se para o SMT em solução 
e o SMT associado a NPs de QT-TPP. No tempo experimental de 24 h cerca de 0,20 
mg/cm2 do SMT disponível na formulação de NPs permeou para o meio receptor, 
comparado a cerca de 0,025 mg/cm2 do SMT em solução (12 mg/mL). Os lipídeos 
sintéticos impregnados na membrana atuam como materiais semelhantes aos lipídios 
da pele, simulando a barreira do estrato córneo. Sendo assim, é possível que pela 
baixa permeabilidade da formulação, a perturbação causada nesta barreira hidrofóbica 
não é suficiente para uma permeação nas camadas mais profundas. A liberação lenta 
do SMT sugere também um possível aprisionamento do fármaco no interior do sistema 
nanoparticulado (GULATI et al., 2013).

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

Neste trabalho, nanopartículas de quitosana-tripolifosfato foram sintetizadas 
utilizando aa técnica de gelificação iônica, sendo o método de preparação otimizado 
para a obtenção de partículas de menores diâmetros hidrodinâmicos e índices de 
polidispersão (FAN et al., 2012). Dentre estes métodos apresentados, o método 5 
foi o que resultou em nanopartículas com as melhores características físico-químicas 



Teorias e Métodos da Biofísica Capítulo 10 106

para aplicação tópica. Este, envolve a adição de uma solução 0,1% de TPP,  a 0 oC à 
uma solução 0,1% de QT a 60 oC sob agitação de 2500 rpm, onde as nanopartículas 
resultantes apresentaram tamanho médio de 134,7 ± 1,7 nm e PDI de 0,262 ± 0,022 
via análise de DLS, caracterizando uma população monodispersa  e potencial zeta de  
29,6 ± 2,1 mV. A análise por NTA determinou a concentração de 5,70x109 ± 0,28x109 

 

nanopartículas/mL e o perfil de distribuição de tamanho das partículas entre 197 nm 
e 273 nm. As análises de DLS e NTA, mostraram-se complementares e permitiram 
melhor delineamento estrutural das NP. As NPs associadas ao fármaco modelo, 
succinato de sumatriptano, apresentaram um perfil de permeação sustentado em 24 
horas. Este perfil pode estar associado com a baixa hidrofobicidade deste tipo de 
formulação, o que limita sua eficiência em ultrapassar a barreira do estrato córneo. A 
associação das NPs de QT-TPP com outros sistemas de liberação, como hidrogéis e 
organogéis podem aprimorar a capacidade de permeação destas NPs e precisam ser 
investigados.
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RESUMO: As radiações podem ser classificadas 
em ionizantes e não ionizantes. Propaga-se a 
partir de uma fonte emissora através de meio 
material ou vácuo. As radiações ionizantes, 
quando em contato com o sistema biológico 
podem ocasionar danos ao DNA, modificar a 
fita de DNA gerando erros na divisão celular, 
podendo ocasionar mutações e até mesmo morte 
do organismo. Desta forma, pesquisas têm sido 
desenvolvidas em busca de radioprotetores de 
origem sintética ou natural com o objetivo de 
reduzir os danos ocasionados pelo efeito da 
radiação. No presente trabalho investigamos 
ação radioprotetora do extrato bruto da casca 
de Anadenanthera colubrina sobre os embriões 
de Biomphalaria glabrata. Foram utilizados 
embriões de Biomphalaria glabrata, divididos em 
grupos de aproximadamente 100 espécimes. 
Os embriões dos grupos experimentais foram 
expostos ao extrato na concentração de 125 
ppm e em seguida, irradiados. Para a irradiação, 
foi utilizada uma fonte de 60Co (gammacell da 
Radionics Labs. X= 4,0 Gy/h). A viabilidade 
dos embriões foi analisada utilizando um 
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microscópio estereoscópico.  Os resultados obtidos mostraram que o extrato da casca 
de A. colubrina apresentou uma discreta atividade radioprotetora.
PALAVRAS-CHAVE: Biomphalaria glabrata, embriotoxicidade, irradiação 
radioproteção.

ABSTRACT: Radiation can be classified in to ionizing and non-ionizing radiation. It 
propagates from a source emitting through material medium or vacuum. The ionizing 
radiation, when in contact with the biological system can cause damages to the DNA, 
modify the DNA tape generating errors in the cellular division, can cause mutations and 
even death of the organism. In this way, researches have been developed in search of 
radioprotectors of synthetic or natural origin with the objective of reducing the damages 
caused by the radiation effect. In the present work we investigated the radioprotective 
action of the crude extract of the bark of Anadenanthera colubrina on the embryos of 
Biomphalaria glabrata. Embryos from the experimental groups were exposed to the 
extract at 125 ppm concentration and then irradiated. For irradiation, a 60Co source 
(Gammacell of Radionics Labs X = 4.0 Gy / hr) was used. The viability of the embryos 
was analyzed using a stereoscopic microscope. The results obtained showed that the 
extract of A. colubrina peel presented a mild radioprotective activity.

1 |  INTRODUÇÃO

Radiação é energia que se propaga a partir de uma fonte emissora através 
de meio material ou vácuo, podendo ser classificada como radiação ionizante e 
não ionizantes (Santos et al., 2013; Okuno, 2013; Siqueira et al., 2014). A radiação 
ionizante é caracterizada por apresentar energia suficiente para remover elétrons 
de um átomo, ocasionando a ionização do mesmo. As radiações não ionizantes, por 
sua vez, interagem com os elétrons dos átomos ocasionando excitação dos mesmos. 
As radiações ionizantes são representadas pelas partículas alfa(α), beta(β), prótons, 
nêutrons, raios gama(γ) e raios X.  São exemplos de radiações não ionizantes os raios 
ultravioletas, infravermelho, as ondas de radiofrequência, o laser e a luz visível (Bitelli, 
2006; Siqueira et al., 2014).

As radiações ionizantes, quando em contato com o sistema biológico podem 
ocasionar danos ao DNA. Estes tipos de energias possuem a capacidade de modificar 
a fita de DNA gerando erros na divisão celular, podendo ocasionar mutações e até 
mesmo morte do organismo (Dowd; Tilson, 1999; Santos et al., 2013; Siqueira et al., 
2014). Essa interação pode ocorrer de forma direta, quando a radiação age diretamente 
sobre a biomolécula ou indireta quando a radiação interage com a molécula de água, 
produzindo radicais livres que podem interagir com as biomoléculas alvo (Santos et 
al., 2013; Siqueira et al., 2014).

Na literatura há vários relatos de estudos sobre os modelos experimentais para 
dimensionar os efeitos danosos ocasionados pela radiação nos sistemas biológicos. 
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Como exemplo podem ser citados, bactérias, cultura de células, peixes, concha de 
moluscos, embriões de Biomphalaria glabrata, fantasmas de hemácias e cultura de 
linfócitos (Siqueira et al., 2014). De acordo com os estudos, o modelo experimental, 
utilizando os moluscos de B. glabrata e suas proles (embriões) tem fornecido resultados 
excelentes na avaliação dos efeitos da radiação nos sistemas biológicos, por terem os 
seguintes aspectos: curto ciclo de vida, fácil manutenção em laboratório, baixo custo 
de manutenção, boa reprodutibilidade e resposta rápida e precisa (Mello et al., 1996; 
Siqueira et al., 2014).

A aplicação da radiação em diferentes áreas de atuação humana tais como: na 
medicina, agricultura, indústria tem levantado a necessidade de desenvolver substâncias 
capazes de proteger o sistema biológico de trabalhadores da área. Estas substâncias 
são denominadas de radioprotetores, compostos que possuem a propriedade de 
proteger o tecido vivo, diminuindo os danos a ele causados pela radiação. Sua ação é 
resultado da interação química entre esses compostos e as espécies reativas do oxigênio 
geradas pela radiação, impossibilitando os efeitos danosos. Os radioprotetores podem 
ser classificados como sintéticos e naturais (Santos et al., 2013; Siqueira et al., 2014). 
Segundos os estudos realizados, os sintéticos têm mostrados ação protetora contra 
os efeitos nocivos causados pela radiação, porém, esses radioprotetores possuem 
efeitos colaterais como náusea, vômito e hipotensão (Listet al., 1996; Santos et al., 
2013). Desta forma o interesse em pesquisar radioprotetores de origem natural tem 
aumentado consideravelmente. (Tung-kwanget al., 2010).

Dentre os diferentes vegetais podemos citar a Anadenanthera colubrina, planta 
da caatinga pertence à família Fabaceae, popularmente conhecida por angico, sendo 
utilizada no combate a diferentes enfermidades como: gonorreia, leucorreia, no 
tratamento de febres, úlcera, asma e diarreia (Rodrigues et al., 2005; Lima et al., 
2014). De acordo com estudos fitoquímicos descrito na literatura, o extrato de A. 
colubrina apresenta propriedades químicas indicativas de ser bom radioprotetor frente 
aos efeitos nocivos ocasionados pela radiação.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar ação radioprotetor da casca de 
Anadenanthera colubrina sobre os embriões de Biomphalaria glabrata.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Coleta e armazenamento da planta Anadananthera Colubrina:

Amostras de A. colubrina casca, foram coletadas em fragmento de caatinga dentro 
da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuária (IPA). A área está localizada 
na cidade de Caruaru, região Agreste do estado de Pernambuco, Brasil (08º14’18.2”S 
e 35º54’57.1”W). Um espécime foi depositado no herbário professor Vasconcelos 
Sobrinho da Universidade Federal Rural de Pernambuco, número de registro 48663.
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2.2 Obtenção do extrato da planta Anadenanthera Colubrina:

Após a coleta, as amostras foram submetidas à secagem em sombra e ambiente 
ventilado, em seguida foram trituradas em moinhos de faca e peneiradas em uma 
peneira de malha de 2,0 x 2,0 mm. O extrato bruto da casca de A. colubrina (angico) 
foi obtido pelo método de maceração a partir de 5 g de massa vegetal em 100 ml de 
metanol a 80%. A solução foi mantida por 72 horas protegida da luz. O extrato foi seco 
em rota–evaporador (Fisaton modelo 803) à pressão reduzida para retirada total do 
solvente metanol e a água.

2.3 Prospecções fitoquímica das principais classes de metabólitos secundários 
de Anadenanthera Colubrina:

Para as análises por CCD foram utilizadas placas de alumínio de sílica gel 60 F254 
Merck® de tamanho de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de adsorção. O 
método empregado na identificação das principais classes de metabólitos secundários 
(taninos, flavonoides, açucares, saponinas, esteroides e terpenoides) foi estabelecido 
por Wagner e Bladt (1996).

2.4 Embriotoxicidade

Os embriões da espécie B. glabrata-pigmentados foram obtidos do moluscário do 
departamento de Biofísica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco, 
por meio do método de KAWANO et al.(1992). Os embriões coletados foram analisados 
quanto à viabilidade, separados em grupos e exposto por 24 horas ao extrato bruto 
da casca de A. colubrina nas concentrações de 125, 250, 500 e 1000 ppm. Controle 
negativo (água e DMSO a 0,5%) e controle positivo Niclosamida (Bayluscide, Bayer), 1 
µg/mL. Cada grupo foi composto por aproximadamente 100 embriões e os parâmetros 
analisados foram: frequência de viabilidade (eclosão) e inviabilidade (mortos e 
malformados). O experimento foi realizado em triplicata. Este teste foi realizado com o 
objetivo de escolher a concentração com menor toxicidade  a ser utilizada no ensaio 
do efeito radioprotetor.

2.5 Ensaio da ação radioprotetora do extrato bruto da casca de A. colubrina

Foram utilizados aproximadamente 1144 embriões da espécie B. glabrata-
pigmentados separados em grupos com aproximadamente 100 espécimes cada: 
grupo controle negativo com água filtrada, grupo controle com água e submetidos á 
irradiação, grupo controle com extrato de angico não irradiado na concentração de 125 
ppm (concentração escolhida de acordo com o item 2.4) e grupo exposto ao extrato de 
angico e irradiados com 4,0 Gy.Para a exposição a radiação foi utilizado o irradiador 
gammacell de 60Co (modelo 220-Excel MDS Nordion) do Departamento de Energia 
Nuclear (DEN-CTG) da Universidade Federal de Pernambuco.

A avaliação dos efeitos foi realizada por oito dias consecutivos com auxílio de um 
microscópio estereoscópico (Tecnival-SQZ) segundo a metodologia de Okazaki et al., 
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1996.

2.6 Analises estatístico

Os resultados foram avaliados com auxilio do programa prisma 5.0 por meio do 
teste estatístico de ANOVA e o pós-teste de Tukey com p< 0,05. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

O perfil fitoquímico do extrato bruto da casca de A. colubrina pode ser observado 
na (Tabela 1). Na avaliação fitoquímica, as placas cromatográficas indicaram a presença 
dos seguintes metabolitos: Taninos, açucares e fenóis.  Estes resultados corroboram 
com os apresentados por Lorenzi; Matos (2002); Colacite (2015). Segundo a literatura 
os flavonóides e compostos fenólicos são responsáveis pela atividade antioxidante 
(Leite et al., 2001; Haslam, 1996).

Metabolitos secundários
Esteróides Flavonóides Taninos Açúcares Terpenóides Fenóis

- - + + - +

Tabela 1. Perfil fitoquímico do extrato bruto da casca de A. colubrinapelo método de CCD.

Na tabela 2, pode-se observar os resultados dos embriões expostos ao extrato 
bruto da casca de A. colubrina por 24 horas e observados por oito dias. Este teste foi 
realizado com o objetivo de avaliar previamente, a toxicidades do extrato da casca de 
angico em diferentes concentrações (125, 250, 500 e 1000) e também para facilitar a 
escolha da concentração menos tóxica e que posteriormente, foi utilizada para realizar 
o teste radioprotetor da casca de angico. Na avaliação do teste com embriões, as 
concentrações de 125, 250 e 500, foram menos tóxico aos embriões de B. glabrata 
exibindo uma frequência de mortalidade de 1,7; 2 e 10,4%. Porém, a concentração de 
1000 ppm apresentou uma frequência de mortalidades dos embriões de 100%. Por 
tanto, a concentração de 125 ppm foi escolhida para realizar o teste radioprotetor por 
exibir menos toxicidade aos embriões de B. glabrata em relação aos restantes das 
concentrações utilizadas no teste.

[   ]

ppm

Total de

Embriões

Inviáveis

Total %

Viáveis

total %

0 294 13 4.5 281 95.6

NCL 300 300 100 0 0

125 292 5 1.7 287 98.3

250 295 6 2 289 98.0

500 300 31 10.4 269 89.6
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1000 312 312 100 0,0 0.0

Tabela 2. Resultados dos embriões de B. glabrata expostos ao extrato bruto da casca de A. 
colubrina por 24 horas.

Os dados em que p <0,05 demonstram diferenças significativas entre os grupos, * vs. C. Onde, C - controle e 
NCL - niclosamida.

A figura 1, Ilustra os resultados dos embriões de B. glabrata expostos a radiação 
de gama de 60Co utilizando a dose de 4,0 Gy, na presença dos extratos bruto da 
casca do A. colubrina na concentração de 125 ppm. Os grupo irradiados na presença 
de extrato bruto de angico na concentração de 125 ppm apresentou uma diminuição 
no números de embriões inviáveis (13%) quando comparados apenas com o grupo 
controle irradiado na dose de 4,0 Gy (15%) (Figura 1). Essa diminuição na taxa de 
inviabilidade pode estar relacionada com a presença de compostos fenólicos e de 
taninos no extrato bruto da casca de angico.

Estudos realizado com o extrato metanólico da casca da Caesalpinia pyramidalis 
sobre os embriões de B. glabrata mostrou que grupos irradiados com doses de 2,5 
e 4,0 Gy, na presença do extrato na concentração de 250 ppm, não apresentaram 
diferenças significativas no número de embriões inviáveis quando comparados a seu 
controle não irradiado, respectivamente (Santos et al., 2013). Este estudo corrobora 
com os resultados encontrados no nosso trabalho.

Siqueira et al.,(2014), analisou o efeito radioprotetor do extrato aquoso da casca 
e folha de Ziziphus joazeiro irradiados com 2,5 e 5,0 Gy e demonstrou que todos 
os grupos apresentaram um baixo percentual de embriões malformados ou mortos. 
E que o grupo irradiado com 5,0 Gy na presença de extrato aquoso da folha exibiu 
um menor número de embriões inviáveis quando comparados com o grupo controle 
irradiado também com 5,0 Gy. E o grupo irradiado com 5,0 Gy na presença do extrato 
aquoso da casca, não apresentou diferença significante em relação ao grupo controle 
irradiado (5,0 Gy). E que a ação radioprotetor do extrato da folha de Z. joazeiro podem 
estar relacionada a presença dos metabolitos secundários com potencial antioxidante.
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Figura 1: Ensaio realizado com embriões de Biomphalaria glabrata em presença do extrato 
bruto da casca de A. colubrina, na concentração de 125 ppm, submetidos às radiações de 
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4,0. As letras presentes no eixo x representam os grupos: controle (C), controle irradiado na 
presença da água (C+I), extrato bruto na concentração de 125 ppm (E), extrato bruto da casca 
irradiado a 4,0 Gy (E+I). Os dados foram expressos ± E.P.M. (Erro padrão da média), p (Nível 
de significância) < 0,05, nos quais os embriões submetidos ao extrato da casca da catingueira 

não mostraram * (Diferença significativa) em relação ao controle.

4 |  CONCLUSÕES

A análise fitoquímico do extrato bruto da casca de angico mostrou a presença de 
taninos, açúcares e fenóis. E os resultados obtidos da exposição dos embriões de B. 
glabrata a radiação na presença do extrato da casca de A. colubrina na concentração 
de 125 ppm apresentou uma discreta atividade radioprotetora. Sugere-se estudo mais 
detalhado sobre fitoquímica da planta para promover um enriquecimento do extrato 
da casca de A. colubrina e consequentemente dos metabolitos responsáveis pala 
atividade antioxidante, que promovem a potencialização da ação radioprotetora.
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RESUMO: A radiação ionizante (RI) é utilizada 
em tratamentos contra tumores cerebrais, 
contudo, estudos demonstram que a RI pode 
causar efeitos adversos no Sistema Nervoso 
Central (SNC). Com o intuito de fornecer 
mais dados sobre os efeitos da RI no SNC, 
o objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade 
elétrica cerebral de ratos expostos à RI. Para 
o procedimento experimental foram utilizados 
doze animais, todos machos com 60 dias, 

que foram separados em dois grupos (n = 6): 
controle e irradiado. Inicialmente, os animais 
passaram por um procedimento cirúrgico 
para implante dos eletrodos, pois, através do 
eletrocorticograma (ECoG), é possível avaliar 
com mais precisão a atividade elétrica cerebral. 
Após esse procedimentos, os animais do grupo 
irradiado foram expostos a uma dose única de 18 
Gy de raios-X. Os registros de ambos os grupos 
experimentais foram obtidos com 24 horas e 30 
dias, onde pode-se observar alterações nas 
ondas cerebrais através do uso de dois métodos 
matemáticos: a Transformada de Fourier (TF) 
Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ). A partir 
da CLZ foi identificado uma diminuição da 
complexidade do sinal cerebral, passando de 
0,5552 (controle) para 0,4314 (irradiados com 
30 dias) e através da TF pode-se observar 
aumento da atividade das ondas cerebrais beta 
e delta juntamente com a diminuição de alfa e 
teta no grupo irradiado em relação ao controle. 
Dessa forma, pode-se concluir que RI interfere 
no SNC, causando alterações eletrofisiológicas, 
que incluem diminuição da complexidade e 
modificações nas ondas cerebrais.
PALAVRAS-CHAVE: eletrofisiologia; raios-X; 
complexidade de Lempel-Ziv; Transformada de 
Fourier.
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1 |  INTRODUÇÃO

Com a descoberta no final do século XIX dos raios-X, a radiação passou a ser 
empregada pela medicina (SEGRETO e SEGRETO, 2000). Sendo utilizada ainda hoje 
em diversos aspectos, desde a esterilização de produtos farmacêuticos, médicos e 
cirúrgicos (PINO e GIOVEDI, 2005)pr\u00f3tons, el\u00e9trons, n\u00eautrons, até 
a utilização em terapias, como é o caso da radioterapia. Do ponto de vista físico, a 
radiação pode ser não ionizante e ionizante. Sendo a radiação ionizante (RI) aquela 
que pode, durante a sua interação com a matéria, remover elétrons da sua orbital, 
podendo citar os raios-X e gama (YOSHIMURA, 2009). 

A exposição do indivíduo à RI pode causar efeitos diretos e indiretos em suas 
estruturas. Os efeitos indiretos resultam em radicais livres, que são bastante reativos, 
podendo interferir com o metabolismo de proteínas, dos lipídios e carboidratos. Já 
os efeitos diretos ocorrem quando a radiação é absorvida diretamente por moléculas 
importantes no metabolismo celular, como enzimas e o DNA (GARGIA, 2015).

As alterações biológicas causadas pela exposição à RI só surgem após um 
período de latência, podendo variar entre minutos, semanas ou até anos, dependendo 
do sistema biológico e da dose aplicada (MOREIRA, 2011). Outros fatores, como a 
taxa de dose, condições ambientais na altura da radiação, sensibilidade radiológica e 
transferência linear de energia (LET) podem influencia no efeito da RI (SEGRETO e 
SEGRETO, 2000; MOREIRA, 2011).

A RI tem sido utilizada na prevenção do avanço do câncer cerebral a partir da 
radioterapia, e apesar de aumentar a sobrevivência dos pacientes, também aumentou 
o número de pacientes com sequelas neurocognitivas graves (PARIHAR e LIMOLI, 
2013), incluindo, déficits progressivos na memória de curto prazo, nas relações 
espaciais, no processamento visual e motor, em habilidades quantitativas e na atenção 
(MOREIRA, 2011). Os pacientes que passaram por uma radioterapia necessitam de 
avaliações cognitivas anuais, tendo em vista, que esses danos cognitivos podem ser 
progressivos, principalmente em pacientes jovens (OLIVEIRA et al.,  2010). Mesmo 
em pequenas doses, a RI pode afetar vias neurais envolvidas no envelhecimento 
normal, ocasionar mudanças no perfil de expressão do gene e causar respostas 
neuroinflamatórias (LOGANOVSKY, 2009). 

Apesar do aumento do número de pesquisas realizadas na área, ainda faltam 
informações acerca dos efeitos da RI no sistema nervoso. E uma metodologia eficiente 
na investigação desses possíveis efeitos é o registro de sinais da atividade elétrica 
cortical através do eletrocorticograma (ECoG). Essa forma de análise é de grande 
importante para a medicina e para a biologia, pois, busca compreender fenômenos 
fisiológicos associados à codificação neural (CARDOSO, 2005). O ECoG consiste 
em uma técnica onde um eletrodo é posicionado diretamente na superfície do córtex 
cerebral, oferecendo uma maior resolução espacial e precisão (DILORENZO et al., 
2014).
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Com base em tudo que foi exposto, o presente trabalho buscou analisar, através 
de métodos matemáticos, possíveis alterações na atividade elétrica cerebral em ratos 
expostos a RI, procurando compreender os possíveis efeitos da radiação ionizante em 
humanos que passaram por uma radioterapia.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

Foram utilizados doze ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), 
machos e com 60 dias de idade. Os doze ratos foram divididos em dois grupos com 
seis animais cada. O Grupo 1 (controle), com animais não expostos a RI e o Grupo 
2 (irradiado), com animais expostos a RI. Ambos os grupos foram analisados com 24 
horas e 30 dias.

Aos 60 dias de idade, os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) 
e quetamina (75 mg/kg) por via intraperitoneal (IP). Com o animal já anestesiado é 
realizado uma tricotomia e assepsia do campo cirúrgico. Os animais tiveram suas 
cabeças fixadas à base de um aparelho estereotáxico (Figura 1) e em seguida foi 
realizada uma incisão longitudinal da pele, na linha média do crânio.

Figura 1. Desenho esquemático do procedimento cirúrgico para implante dos eletrodos (Fonte: 
Arquivo Pessoal).

Com auxílio de um micromotor foram feitas duas craniotomias, uma na região 
parietal e outro na região nasal. Nessas craniotomias foram fixados dois micros 
parafusos (MP) de aço inox, utilizados posteriormente como eletrodos para realização 
do registro. Para fixação dos parafusos foi utilizada resina acrílica e em seguida a pele 
foi suturada, expondo apenas os MP (Figura 2). 
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Figura 2. Animais com suas cabeças fixadas no estereotáxico no término da cirurgia (Fonte: 
Arquivo Pessoal).

Os animais foram irradiados no Instituto de Radioterapia Waldemir Miranda 
(IRWAM), Recife-PE, Brasil. Para tal, os mesmos, foram anestesiados com xilazina 
(10 mg/kg) e quetamina (75 mg/kg) por via IP, e em seguida foram posicionados na 
mesa de um acelerador linear Varian, modelo Clinac 600C (Figura 3). 

  

Figura 3. Acelerador linear Varian, modelo Clinac 600C (Fonte: Arquivo Pessoal). 

A dose utilizada foi de 18 Gy de raios-X, de forma que os raios foram colimados 
para que somente a região de cabeça/pescoço fossem irradiadas (Figura 4), sendo 
metade aplicados na parte superior (9 Gy) e a outra na parte inferior da cabeça (9 Gy). 
A taxa de dose utilizada foi de 2,4 Gy/min a 1,5 cm de profundidade, sendo o tempo 
total de exposição de 15 minutos.
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Figura 4. Animais posicionados na mesa do Acelerador linear Varian com os raios colimados 
para região da cabeça/pescoço (Fonte: Arquivo Pessoal).

 Todos os animais do Grupo 1 e do Grupo 2, tiveram as suas atividades elétricas 
cerebrais registradas durante 20 minutos através de um aparelho EMG 410C (EMG 
System, Brasil) utilizando uma taxa de amostragem de 750 Hz. Os registros foram 
realizados em três momentos: antes da exposição à RI, com 24 horas e 30 dias após 
a exposição.

Os registros foram segmentados em janelas de dois minutos através do Windaq 
Waveform Browser. E esses segmentos foram importados para o programa Matlab 7.8 
(Mathworks, Natick, MA, USA), no qual foram implementados algoritmos para analises 
das ondas cerebrais do ECoG, por meio da Transformada Fourier (TF) e Complexidade 
de Lempel-Ziv (CLZ).

A TF é uma análise direta da série temporal que permite passar a informação 
no domínio do tempo para o domínio da frequência, desta forma, torna possível o 
conhecimento da contribuição de cada componente de frequência presente numa 
serie temporal (WEISSTEIN, 2004). Através do método de Welch foi possível calcular 
a potência média para as diferentes frequências (WELCH, 1967).

Já a análise da CLZ baseou-se na definição descrita por Lempel-Ziv (1976), 
posteriormente discutida por Kaspar e Schuster (1987). Através da CLZ é possível 
identificar a recorrências de padrões em uma série. Assim uma série que apresenta 
padrões com regularidades, ou seja, séries auto similares possui valor de CLZ 
próximo a 0. Por sua vez uma série que possui um comportamento semelhante a uma 
caminhada aleatória terá um valor de CLZ próximo a 1.

A CLZ é uma medida de complexidade que tem sido usada para analisar os 
sinais de EEG em pacientes com a Doença de Alzheimer, Transtorno do Déficit de 
Atenção com Hiperatividade (TDAH), medir o aprofundamento de anestesia, epilepsia 
dentre outras condições (LEE et al., 2014; SIMONS et al.,2015; IBÁÑEZ-MOLINA et 
al., 2015). 

Por fim, o teste estatístico foi realizado através do GraphPad Prism utilizando 
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o teste de Kruskal-Wallis com o post-hoc de Dunn, sendo considerado um valor de p 
menor que 0,05 para indicar significância.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

As ondas cerebrais representam o resultado de vários tipos de fenômenos 
eletrofisiológicos que, por sua vez, refletem numerosos processos neurais (TIMO-IARIA 
e PEREIRA, 1971), estando envolvidas com os estados de humor, as emoções e o 
nível de tensão muscular (PERNAMBUCO et al., 2003). Nessa perspectiva, alterações 
nas ondas cerebrais podem acarretar em diversos efeitos colaterais. 

Através da Transformada de Fourier (TF) foi obtida a densidade espectral da 
atividade elétrica dos grupos experimentais (controle e irradiado). Onde foi possível 
identificar as variações entre as ondas delta (0,5 – 4 Hz), teta (4 – 8 Hz), alfa (8 – 16 
Hz) e beta (16 – 32 Hz) cerebrais dos animais do grupo1 e 2, analisados 24 horas e 30 
dias, após a exposição à RI (Figura 5).

Figura 5. Espectro de Potência das ondas cerebrais (delta, teta, alfa e beta).

 

As ondas cerebrais delta e beta sofreram um aumento em relação ao grupo 
controle em ambos os períodos de avaliação (24 horas e 30 dias). Passando de 9,95 
µV²/Hz para 11,86 µV²/Hz e de 1,23 µV²/Hz para 1,70 µV²/Hz, nas ondas delta e beta, 
respectivamente. Por outro lado, as ondas teta e alfa diminuíram. A onda teta passou 
de 7,65 µV²/Hz para 5,74 µV²/Hz com 24 horas e 4,03 µV²/Hz com 30 dias. O mesmo 
pode ser observado com a onda alfa, passando de 2,68 µV²/Hz no grupo controle 
para 1,88 µV²/Hz nos animais avaliados com 30 dias. Sendo observado através do 
teste de Kruskal-Wallis que houve uma diferença significativa do grupo controle em 
comparação ao grupo irradiado (p < 0,05). 

Estudos já comprovaram que o padrão do eletroencefalograma (EEG) em 
humanos exposto a radiação ionizante são bastantes distintos se comparado com o 
padrão dos indivíduos normais, podendo observar o aumento da atividade das ondas 
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cerebrais beta e delta juntamente com a diminuição de alfa e teta (LOGANOVSKY e 
YURYEV, 2001), corroborando com os dados obtidos na análise realizada nos animais 
tanto com 24 horas, quanto com 30 dias (Figura 5). 

A utilização da Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) permitiu analisar o grau de 
complexidade do sinal cerebral dos animais do grupo controle e irradiado (Figura 5). 
Obtendo uma diminuição da complexidade do sinal cerebral do grupo irradiado em 
relação ao grupo controle. Passando de 0,5552 no grupo controle, para 0,4931 já nas 
primeiras vinte e quatro horas pós irradiação e 0,4314 na análise feita com 30 dias, 
obtendo um nível de significância de p < 0,036 através do teste de Kruskal-Wallis com 
o post-hoc de Dunn, sendo significativamente distinto do controle. 

Figura 6. Complexidade de Lempel-Ziv dos animais do grupo controle e irradiados, analisados 
com 24 horas e 30 dias. A, sem diferença significativa; B, com diferença significativa. 

 Essa alterações encontradas nas ondas cerebrais, tanto referentes a TF, 
quanto a CLZ, podem estar correlacionado aos danos cognitivos observados após as 
radioterapias, justamente pela atuação fisiológica dessas ondas cerebrais (WONG e 
KOGEL, 2004; BALENTOVA e ADAMKOV, 2015). 

Apesar da falta de compreensão dos mecanismos que causam as lesões nos 
tecidos induzidas pela exposição a RI, acredita-se que seja consequência de uma 
cascata de reações, cuja formação final são espécies reativas de oxigênio (SENER et 
al., 2006; BARBOSA, 2010), cujo cérebro é bastante susceptível a esse tipo de dano, 
principalmente devido a sua alta utilização de oxigênio (DORNAS et al., 2007), sendo 
portanto uma justificativa para os danos encontrados na atividade elétrica cerebral. 

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Através das análises feitas nos animais expostos a radiação ionizante pode-se 
concluir que os efeitos surgem logo após 24 horas, com a ocorrência de mudanças 
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significativas nos padrões do ECoG em relação aos animais do grupo controle, tendo 
alterações nos padrões de todas as ondas cerebrais (delta, alfa, teta e beta). Após 30 
dias de irradiação foram realizados novos registros do ECoG e pôde ser observado 
que as alterações no padrão da atividade elétrica cerebral ainda estavam presentes, 
demostrando que esses danos podem ser irreversíveis.

A partir da Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) observou-se que a atividade 
elétrica do cérebro nos animais irradiados diferiu do controle somente após 30 dias da 
exposição à radiação, portanto, as alterações no grau de complexidade do sinal cerebral 
pode ser considerado um efeito tardio da irradiação, contudo, se faz necessário mais 
estudos para entender melhor o mecanismo da radiação ionizante no sistema nervoso 
central.
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