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APRESENTACAO

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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



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

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

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

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



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

Sabrina Passoni Maravieski
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE TRANSISTOR DE EFEITO DE CAMPO
SENSIVEL A iONS (ISFET) PARA QUANTIFICACAO DA MASSA
DE FOSFORO REMOVIDO DE PACIENTES RENAIS
CRONICOS NAS SESSOES DE HEMODIALISE

Sergio Henrique Fernandes

Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP), Faculdade de Engenharia Elétrica

e de Computacéo (FEEC), Departamento de
Semicondutores, Instrumentos e Foténica (DSIF).

Campinas - Sao Paulo

Leandro Tiago Manera

Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP), Faculdade de Engenharia Elétrica

e de Computacgao (FEEC), Departamento de
Semicondutores, Instrumentos e Fotdnica (DSIF).

Campinas - Sao Paulo

Helder J6se Ceragioli
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),

Departamento de Quimica do Estado Sélido.
Campinas - Sao Paulo

Rodrigo Bueno de Oliveira

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),

Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM),
Departamento de Clinica Médica (Nefrologia).

Campinas - Séao Paulo

RESUMO: A hemodialise € um procedimento
que busca remover o excesso de liquidos e
de substancias acumuladas no organismo do
paciente com insuficiéncia renal. Substancias
como o fésforo em excesso séao prejudiciais ao
organismo, e o controle do seu nivel sérico no
paciente renal crénico durante a hemodialise
representa um desafio aos nefrologistas. O
nivel de fésforo no sangue acima do normal

Teorias e Métodos da Biofisica

esta associado a casos de Obitos de pacientes
isto se propbe o
desenvolvimento de um transistor de efeito de

renais crbnicos. Para
campo sensivel a ions (ISFET) que possa ser
utilizado para quantificar a massa de fésforo no
dialisato total final extraida durante o processo
de hemodialise. Inicialmente foi projetado e
caracterizado o dispositivo eletrolito-isolante-
semicondutor (EIS) para as medidas de pH e
para as medidas da concentracdo de fosfato
em solucdo. Utilizou-se filmes finos de o6xido
de aluminio (Al,O,) amorfo depositado sobre
uma estrutura composta de uma camada fina
de Oxido de silicio (SiO,) sobre o substrato
de silicio. Com o dispositivo EIS construido
se obteve uma sensibilidade de 107 mV/pH e
sensilibidade na medida da concentracédo de
fosfato de 347 mV/mg/dl. Para a realizacéo
das medidas da massa de fosforo no dialisato
total final, o ISFET sera implementado em
um dispisitivo eletrdnico conectado a saida
da maquina de hemodidlise. Os testes com o
ISFET serado realizados no dialisato total final
fornecidas pelo Departamento de Clinica Médica
(Nefrologia) da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas, e os
resultados obtidos serdo comparados com os
realizados em laboratoério.

PALAVRAS-CHAVE: ISFET,
hemodialise, fosfato, filmes finos.

(ALO,)
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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 (ALO,) deposited on a thin layer
of silicon oxide (SiO,) 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, (Al,O,), hemodialysis, phosphate, thin films.

11 INTRODUCAO

A regulacdo da homeostase do fésforo € um papel fundamental exercido pelo
rim (RIZZOLI R.). A manutencao de niveis séricos adequados de fésforo € um desafio
constante para os profissionais da saude ligados a nefrologia tanto quanto para os
pacientes. Retencéo de fésforo e hiperfosfatemia (nivel de fésforo no sangue acima
do normal) sdo comumente presentes nos pacientes renais crénicos e sao fatores
envolvidos na calcificagéo extra-6ssea (YOUNG EW,; KATES DM.). Niveis elevados
de fésforo também sdo associados a maior mortalidade nos pacientes em dialise
(BLOCK GA.). Ahemodiélise remove o fésforo por difusdo e conveccédo, mas em geral
de forma insuficiente para manter um balan¢o neutro (HOU SH,; GUTZWILLER JP.).
A limitagéo para a remoc¢éo do excesso de fosforo durante o procedimento dialitico
se deve principalmente a sua cinética entre os compartimentos intra e extracelular. A
remocéao de fosforo ocorre principalmente nos primeiros 60 a 90 minutos da sesséo,
decaindo a seguir (SCHUCK O.). Isto se deve ao fato do fésforo estar presente
em grande quantidade no compartimento intracelular e, a medida que o fosforo é
removido do sangue para o dialisato, ha uma transferéncia de fésforo do intracelular
para o compartimento sanguineo, no entanto de forma mais lenta do que sua remogéo
pela dialise (MINUTOLO R). O principal fator determinante da quantidade de fésforo
removido é o seu nivel sérico no inicio da hemodialise (SPALDING EM.). No entanto,
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outros fatores podem influenciar a sua remogao, como fatores hormonais e o estado de
remodelacado 6ssea. A remodelacéo éssea, estimulada pelo horménio da paratiredide
(PTH), também afeta a remocédo de fosforo. Niveis mais elevados do horménio da
paratiredide (PTH) estdo associados com maior remocéao de fésforo (GALLAR P.). Ou
seja, a remodelacao 6ssea influencia a remocao de fésforo durante a diélise. Dessa
forma percebe-se que a remodelacéo 0ssea seja levada em consideragao nos futuros
modelos de calculo da cinética do fésforo, assim como na escolha da solugdo do
dialisato mais apropriada para cada paciente em tratamento hemodialitico. A remocéao
de fosforo durante a dialise afeta o equilibrio do metabolismo mineral. Por hipotese
0 metabolismo mineral e 6sseo pode, por sua vez, afetar a cinética do ion durante a
diadlise (ALBALATE M.). O método comumente empregado para a determinacao da
quantidade de fosfato removido de pacientes renais cronicos € através de anélise
quimica da solu¢do do dialisato total final. Amostras do dialisato total final (dialisato
final + ultrafiltrado) para dosagem de fésforo sao coletadas ap6s drenagem no inicio e
no final da sesséo de hemodialise, a figura (1) ilustra o ponto de coleta apés drenagem.
Determinacao da remocao de fésforo durante a hemodialise (SIGRIST M.):

C
M, = ﬁx (Vpr + Vip)

Onde:
M, representa a massa de fosforo removida em mg;
C, representa a concentragao de fosforo em mg/dl;

V. representa o volume do dialisato final em litros;
V. representa o volume do ultrafiltrado em litros.

u Heparina

Sangue

1 Drenagem

Dialisato Total Final
(Ponto de coleta)

Solugao de dialise
(Dialisato)

Figura-1 llustragéo do ponto de coleta das amostras do dialisato total final para dosagem de
fosforo.

Esse processo de avaliacdo da massa extraida de fosforo durante a hemodialise
geralmente s6 é realizado em pesquisas clinicas, contudo o médico precisa quantificar
a massa de fésforo removida através do liquido pos-dialise drenado do paciente para
se conhecer a concentragao do ion fésforo no sangue do paciente ap6s a sessao de
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hemodialise. Sendo essa andlise necessaria, pois a medida da depuracdo da uréia
calculada pela uréia sérica pode néo refletir a remocgao total de outros solutos com
diferentes pesos moleculares e cinéticas, tal como o fosforo (SPALDING EM.). Acinética
da uréia é bicompartimental e apresenta uma remoc¢ao constante no curso da sessao
de hemodialise, enquanto o fésforo tem um comportamento multicompartimental
(SPALDING EM.). Niveis elevados do fosforo no sangue podem acarretar danos
consideraveis ao organismo humano. Quando em excesso, o ion fésforo sanguineo
liga-se ao calcio circulante, formando o fosfato de calcio, uma substéncia insoluvel que
se precipita nos vasos sanguineos (BLOCK GA.). O resultado final é a calcificacao
destes vasos, obstruindo o fluxo de sangue. Uma das principais causas de morte em
pacientes com insuficiéncia renal sdo as doencgas cardiovasculares como infarto e
acidente vascular cerebral (BLOCK GA.). Sendo este tipo de analise da concentracao
de fosforo no liquido pés-hemodialise (dialisato total final) essencial para o paciente
renal cronico. Neste contexto € por isso que se propdéem confeccionar transistor de
efeito de campo sensivel ao ion fosforo que possa ser utilizado na quantificacao da
massa de fosforo removido do paciente renal cronico na sessao de hemodialise. O
transistor de efeito de campo sensivel aions (ISFET) (CASTELLARNAU, M.; SANT, W.
), € uma tecnologia permite producdo em massa dos dispositivos, tornando-os de baixo
custo(MARTINOIA, S.; MIDDELHAEK, S.; WOHLTJEN, H.). No campo dos sensores
de estado sélido, destacam-se aqueles construidos com tecnologia microeletrénica
(JIMENEZ, C.; LEE, C. H.; MARTINOIA, S.). O ISFET é um dos mais investigados
sensores quimicos baseado no MOSFET, inventado em 1970 (BERGVELD, P.), ndo
apresenta o contato de porta como em um dispositivo MOS convencional. A figura
(2) ilustra essa diferenca e apresenta um diagrama eletrénico comum para ambos o0s

dispositivos.
Eletrodo
b . de
T G Referéncia
Fonte Porta Dreno

Si-P B Si-P

| l

[ JAluminio EDioxido de Silicio EMIsolador [ ISolugdo

Figura-2: llustra a diferenca entre 0 MOSFET e o ISFET e apresenta um diagrama eletrénico
comum para ambos os dispositivos.

Uma das principais aplicacdo do ISFET consiste na medida do pH de um eletrdlito
(BERGVELD, P.), uma vez que a tensao de limiar do mesmo varia linearmente com o
pH da solugcdo. Juntamente com outros sensores, o ISFET possui uma ampla gama
de aplicacbes em sistemas de sensores e atuadores, sistemas de realimentacao,
medidas dinamicas, dentre outras. O ISFET pode apresentar diferentes materiais
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como dielétrico de porta de acordo com a aplicacdo do dispositivo. Sua sensibilidade
depende do material dessa camada de porta em contato com o eletrélito. Dentre os
materiais mais utilizados se destacam o éOxido de silicio (SiO,), o nitreto de silicio
(S;N,), o 6xido de aluminio (Al,O,), o 6xido de tantalo (Ta,O,) e a estrutura Si/SiO,/
Si,N, (BOUSSE, L.; CASTELLARNAU, M.; MATSO, T.). O ISFET trabalha com o auxilio
de um eletrodo de referéncia, como mostrado na figura (2). Um eletrodo de referéncia
promove um potencial fixo que nao varia e apresenta estabilidade, reprodutibilidade,
reversibilidades termodindmica e quimica, dentre outras caracteristicas (GALSTER,
H.). Dentre os eletrodos de referéncia mais comuns estdo o de calomelano (Hg/
HgCl) e o de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Além destes eletrodos comerciais,
pseudoeletrodos podem ser utilizados em substituicdo aos eletrodos de referéncia
comerciais pela sua maior compatibilidade com a integragdo em circuitos integrados
(CASTELLARNAU, M.; ISHIJI, T.). Nesse trabalho, sera utilizado ISFET com dielétrico
de porta formado por uma camada de 6xido de silicio (camada de passivacao) e 6xido
de aluminio (camada sensitiva), sobre um substrato de silicio formando uma estrutura
AlL,O/SiO,/Si, para medidas da concentragéo do ion fosfato. Com a colaboragdo do
Departamento de Clinica Médica (Nefrologia) da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, os testes com o ISFET poderao ser realizados
em amostras do dialisato total final e os resultados serdo comparados com as medidas
da massa extraida de fésforo pelo método convencional.

2 | MATERIAIS E METODOS

Para a fabricacéo do ISFET, inicialmente foi projetado e caracterizado o dispositivo
EIS (eletrélito-isolante-semicondutor) para a verificacdo da sensibilidade do éxido de
aluminio em relacéo ao pH e ao ion fosfato.

2.1 Fabricacao do Dispositivo EIS

Para a fabricacéo do ISFET, inicialmente foi projetado e caracterizado o dispositivo
EIS contendo como dielétrico a sobreposicao do 6xido de aluminio sobre o 6xido
de silicio crescido por oxidacdo seca a partir de um substrato de silicio, formando
assim a estrutura Al,O,/SiO,/Si. O 6xido de aluminio foi obtido por ALD (Atomic Layer
Deposition). Na fabricacdo do dispositivo EIS foram utilizadas Iaminas de silicio tipo
N com orientacéo cristalografica (100) e com resistividade de 1 a 10 Q/cm. Sobre o
oxido de aluminio foi depositado um polimero isolante SU8-25 a base de acetato de
metoxi propanol, um fotorresiste negativo formado por oito grupos epoxi reticulados,
através do método de fotogravacdo formando uma estrutura no formato de um poco
com parede, como ilustrado na figura (3), permitindo que a solugcéo entre em contato
com o Oxido e assim possibilitando que a medida seja realizada somente naquela
regido. Para formar o eletrodo na base inferior do dispositivio foi depositado uma fina
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camada de aluminio por pulverizac&o catodica (sputtering).

Eletrolito

Figura-3: Representagao de um dispositivo EIS.

2.2 fabricacao do isfet

Na confecgédo do ISFET serdo utilizadas l1aminas de Si tipo N com orientagéo
cristalografica (100). A seguir é apresentada a sequéncia das etapas de fabricagao do
ISFET.

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

b) Oxidacdo umida criando uma camada de didxido de silicio na superficie
superior da lamina.

c) Aplicacao de uma camada fina de fotorresiste sobre a camada de didxido de
silicio para fotogravacéo de fonte e dreno.

d) Usando uma mascara de litografia (1 mascara), € jogada luz ultravioleta
apenas em algumas areas da superficie. A mascara tem um padrao diferente
para cada area do transistor, de acordo com o desenho que se pretende obter.

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

f) Alamina passa por um novo banho quimico a base de &cido fluoridrico, que
remove as partes do didxido de silicio que nao estao protegidas pela camada
de fotorresiste.
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g) Remocéao da camada restante de fotorresiste.

h) Implantacgdo ibnica com boro, fonte e dreno. Nesse processo ions de boro
sao implantados no substrato de silicio nas areas onde nao possuem dioxido
de silicio, e implantacéo de fosforo nas costas da lamina.

i) Recozimento e oxidagao umida.

j) Uma nova camada de fotorresiste € aplicada sobre a camada de didéxido de
silicio.

k) Fotogravacao de canal e contatos (2% mascara). A lamina passa novamente
pelo processo de litografia, usando mais uma vez uma mascara diferente.

l) As partes do fotorresiste expostas a luz ultravioleta sdo removidas, expondo
partes das camadas inferiores, que sdo removidas em seguida por corrosao.

m) Corrosao da area de 6xido de silicio que nao ficou protegida pelo fotorresiste.

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

o) Fotogravagao dos contatos, (3% mascara). Uma fina camada de aluminio é
aplicada sobre a estrutura anterior por evaporacgao.
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p) O processo de aplicacdo da camada de fotorresiste e de remocao das
camadas (4® mascara) é aplicado mais uma vez, com o objetivo de remover
as partes indesejadas da camada de aluminio.

E

E

g) Deposicao de 6xido de aluminio sobre a porta do transistor e retirando o
excesso pelo processo de litografia tipo lift-off (4% mascara).

r) Deposicao de aluminio nas costas da lamina e posterior recozimento.

s) Deposicao do polimero isolante e protetor SU8, e retirada do excesso para
abertura da porta e dos contatos pelo processo litografico (52 mascara).

31 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Os filmes finos de 6xido de aluminio depositados sobre as estruturas de SiO,/Si
foram caracterizados estruturalmente pelas técnicas de elipsometria, espectroscopia
Raman, difrac&o de raios-X.

3.1 Elipsiometria

Nesta analise foi utilizado o equipamento Rudolph modelo Auto-EL Technologies,
Inc. O elipsémetro fornece dois parametros W e A, com estes dois parametros e com
auxilio do software DAFIBM é possivel determinar a espessura da camada de éxido e
o indice de refracdo do filme fino obtido. Essa medida foi realizada em varios pontos
da lamina, dessa maneira foi possivel estimar os valores médios da espessura e do
indice de refracdo das amostras. A tabela (1) mostra os resultados da elipsiometria
tanto para o AL,O, quanto para o SiO, do dispositivo EIS.
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¥ Thickness Refractive

) ) (nm) Index
ALO;, 11176 1652  27.8 1.616
Si0, 14132 1220 146 1453

Tabela-1: Resultados da elipsiometria dos filmes de 6xidos do dispositivo EIS.

3.2. Espectroscopia Raman

Nesse experimento as analises foram feitas utilizando a espectroscopia Raman
do 6xido de aluminio no substrato de silicio 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 silicio (520 cm™), evidenciando que o 6xido de aluminio
esta na forma amorfa.

600
~——520 325nm

500

0 500 1000 1500
Raman shift (cm™)

Figura-4: Resultado da espectroscopia Raman da camada de 6xido de aluminio no substrato de
silicio usando um comprimento de onda de 325 nm.
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Figura-5: Resultado da espectroscopia Raman da camada de 6xido de aluminio no substrato de
silicio usando um comprimento de onda de 514 nm.

3.3. Difracao de Raios-X

Nessa analise percebemos que aparece um pico de intensidade relacionado com
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o 6xido de aluminio sobre o substrato de silicio, enfatizando que nao existe nenhum
aluminio remanecente do processo de sputtering reativo, figura (6).

50—
400 L AL O, ]
350
300
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150 |
100 |
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2 Teta

intensity (a.u.)

Figura-6: Resultado do difratograma de raios-X do filme de éxido de aluminio.

41 CARACTERIZACAO ELETRICA

Para a caracterizagdo elétrica do dispositivo EIS, foram realizadas medidas
capacitancia por tensao utilizando o analisador de parametros semicondutor modelo
keithley 4200-SCS da Tecktronix Company, como representa a figura (7).

Eletrodo de
KEITHLEY Referéncia #
4200 SCS
. Qe
(9):4

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

4.1 Caracterizacao Elétrica do Dispositivo EIS

Para a caracterizagdo elétrica do dispositivo EIS, foram realizadas medidas
capacitancia por tensao utilizando solugdes com diferentes valores de pH e solucées
com diferentes concentracdes de ion fosfato para se determinar a sensibilidade do
dispositivo.

4.1.1 Medidas de PH

Para as medidas de pH foram realizadas medidas capacitancia por tensao
utilizando frequéncia de 10 kHz, o dispositivo EIS foi colocado em uma estacéo de

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 1




testes, onde utilizou-se um eletrodo de referéncia de tungsténio banhado a ouro que
entra em contato com o eletrdlito, e tendo o eletrodo inferior do dispositivo EIS em
contato com o suporte da estacdo de testes. A area de contato do dispositivo EIS
com a solucdo a ser analisada é determinada pelas dimensdes do poco formado
pelo polimero SU8-25. Para utilizagcao do dispositivo EIS para medida de pH, foram
utilizadas solugbes tampao para calibracdo de pHmeters comerciais, e as medidas
foram realizadas em sala escura a temperatura de 20°C. A figura (8) mostra a curva
capacitancia normalizada por tenséo em funcéo do pH. Com a medida da capacitancia
por tensédo em fungdo do pH, pode-se extrair os valores de V_, para cada um dos
valores de pH, e com isso obtendo-se a curva V_; em fungao do pH, como mostra a
figura (9), e obtendo o valor da sensibilidade de aproximadamente 107 mV/pH.

1,04 —pH4
3 . —ﬁﬁio
g 084
E
5 0,64
Z
8
S 0,4
&
5
g 0,2-
<
O
0,01

4 3 -2 -1 0 1 2

Tensao de Polarizagdo (V)

o

Figura-8: Curva capacitancia normalizada por tensao em funcéo do pH das medidas realizadas
no dispositivo EIS.
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Figura-9: Curva V_, em fungéo do pH utilizada para o calculo da sensibilidade do dispositivo EIS

para as medidas de pH.

4.1.2 Medidas da Concentracdo de Fosfato

Para as medidas da concentracdo de fosfato foram realizadas medidas
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capacitancia por tenséo utilizando frequéncia de 10 kHz. Foram testadas diferentes
concentragbes de sal de fosfato disolvidos em agua. A figura (10) mostra a curva
capacitancia por tensdo em funcédo da concentracédo do fosfato. As medidas foram
realizadas em sala escura a temperatura de 20°C. Com a medida da capacitancia por
tensao em fungao da concentragéo de fosfato, pode-se extrair os valores de V_; para
cada um dos valores da concentragédo de fosfato, e com isso obtendo-se a curva V_,
em fungdo da concentragdo de fosfato, como mostra a figura (11), e obtendo o valor
da sensibilidade de 347 mV/mg/d|.
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5 4 3 20 1 2 3 4 5

Tensao de Polarizacdo (V)

Figura-10: Curva capacitancia normalizada por tensdao em fung&o da concentracéo de fosfato
em solucao das medidas realizadas no dispositivo EIS.
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Figura-11: Curva V_, em fungéo da concentracéo de fosfato utilizada para o calculo da
sensibilidade do dispositivo EIS para as medidas da concentracdo de fosfato em solucéo.

51 SIMULAGCAO DO TRANSISTOR DE EFEITO DE CAMPO

Foram realizadas simulagdes estruturais e elétricas em relagcdo ao processo de
fabricacdo do transistor, como descrito anteriormente no item (2.2). Para a simulagao
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das etapas do processo de fabricacao foi utilizado o programa ATHENA. A figura (12)
apresenta a estrutura final simulada do transistor PMOS.

ATHENA
PMOS.STR
-2
Gate
0
2
2
24
2
=
6
8
10
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Microns

B SiO, EESilicon T Aluminum [ [Electrodes

Figura-12: Representacéo da estrutura final do transistor PMOS simulada pelo programa
ATHENA em relacdo ao processo de fabricacgéo.

A figura (13) apresenta o resultado da simulacéo elétrica do transistor PMOS em
relacéo a estrutura anterior. Para a simulagéo elétrica foi utilizado o programa ATLAS.
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Figura-13: Resultado da simulagéo elétrica do transistor PMOS feita pelo programa ATLAS em
relacdo a estrutura final.

61 CALIBRACAO E TESTES DO ISFET

Primeiramente o ISFET sera calibrado através das medidas potenciométricas em
funcao da concentracdo do ion fosfato em solucéo e do pH. Seréo utilizados amostras de




solugéo com concentracdes diferentes de ion fosfato e solu¢gées tampéo de diferentes
pH. A saida do ISFET sera ligada a um circuito de um amplificador operacional e de um
circuito micro-controlador para que se possa fazer a interface e aquisicao de dados
em um computador. Apds essa etapa os testes serao realizados com o dispositivo
final onde o ISFET possuira um encapsulamento com entrada e saida para o fluxo
do liquido pés-hemodiélise (dialisato total final), permitindo que o ISFET possa fazer
medidas continuas da concentracdo do ion fosfato. Isso sera possivel conectando
a entrada do dispositivo a saida de uma bomba de infusdo volumétrica que pode
controlar e medir o fluxo de solugao, como ilustra a figura (14).

Figura-14: Bomba de infusdo volumétrica para medida e controle do fluxo de solugéo.

A entrada da bomba de infusédo sera conectada a saida (drenagem) da maquina
de hemodialise. As conexdes entre a maquina de hemodialise, a bomba de infusao
volumétrica, o dispositivo final contendo o ISFET e a drenagem definitiva, sao
hidraulicas, e sendo elétrica a conexao entre o dispositivo final € o computador para
aquisicao de dados, como ilustra a figura (15).

Dispositivo Final

- o o AR g,
| 8 ) :
|- -
- Bomba de Infuséo | | Computador
Drenagem
1
® %

Paciente Maquina de Hemodidlise

Figura-15: llustragéo da implementacéo da bomba de infusdo volumétrica e do dispositivo final
no processo de hemodialise.

Os testes com o ISFET serao realizados com as medidas da concentracéo de
fosfato em amostras do dialisato total final fornecidas pelo Departamento de Clinica
Médica (Nefrologia) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas, e os resultados das medidas serdo comparados com os obtidos das
analises quimicas feitas em laboratério.
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7 | CONCLUSOES

O trabalho mostrou os resultados na obtencéo do dispositivo EIS formado pela
estrutura (ALO,/SiO,/Si) para as medidas de pH e da concentragédo de fosfato. A
camada de intermediaria de SiO, se fez necessario para evitar fuga de cargas da
solugédo depositada na camada de Al,O, para o substrato de Si. Para as medidas de
pH, o dispositivo EIS construido apresentou uma sensibilidade (107mV/pH), que de
acordo com a literatura, esta bem acima do limite de Nernst. Isto pode ser atribuido
a maior capacidade de adsor¢éo da area de superficie do Al,O, amorfo, como
observado na analise de espectroscopia Raman e de raios-X. E o resultado obtido da
sensibilidade extraida da curva V_, em fungéo da concentragéo de fosfato (347mV/mg/
dl), mostrou a alta sensibilidade do dispositivo na detec¢ao do ion fosfato em solugéo.
Todos os processos desenvolvidos no EIS seréo aplicados ao ISFET para medidas da
concentracao do fosfato no dialisato total final e consequentemente quantizar a massa
de fosforo extraida do renal crénico durante a sessao de hemodiélise.
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RESUMO: A complexidade de Lempel-Ziv foi
desenvolvida com o objetivo de determinar
a complexidade de sequéncias finitas. Neste
trabalho, este método estatistico foi aplicado na
andlise do particionamento do polietilenoglicol
no nanoporo unitario de alfa-hemolisina
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inserido em uma bicamada lipidica plana. O
objetivo foi investigar o processo de chegada
e permanéncia da molécula polimérica (analito)
no nanoporo (biossensor). Nossos resultados
mostram que, sob as condicbes estudadas,
0 biossensor baseado no nanoporo de alfa-
hemolisina comportou-se como um processo
estocastico tanto para o tempo de chegada do
analito na boca do nanoporo quanto para seu
tempo de permanéncia no lumen do poro.
PALAVRAS-CHAVE: Biossensor. Alfa-
hemolisina. CLZ. Nanoporo. Aleatoriedade.

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

KEYWORDS: Biosensor.
CLZ. Nanopore. Randomness.

Alpha hemolysin.
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11 INTRODUCAO

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

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

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

O nanoporo de aHL tem sido empregado na detecgcédo de farmacos (KANG et
al., 2006), polimeros (RODRIGUES et al., 2008, 2011) e até no sequenciamento de
DNA (DING et al., 2010; FENG et al., 2015). O mecanismo de deteccéo ocorre com
a entrada ou translocacdo do analito através do lumen aquoso do nanoporo. Cada
molécula entrante ou translocante produz uma variagdo discretizada (bloqueio) na
corrente i6nica. O bloqueio é caracterizado por uma amplitude e um intervalo temporal,
gue representa o tempo de permanéncia (TP) do analito no nanoporo. Outro parametro
importante no biossensoriamento estocastico é o intervalo temporal que o analito nao
esta presente no lumen do nanoporo, ou seja, € o tempo de auséncia (TA) (Figura 1).
Neste contexto empregamos o método da CLZ na andlise das séries temporais TP
ou TA visando inferir se o processo de particionamento do polimero polietilenoglicol
(PEG) no sistema solucgdo / nanoporo € um processo estocastico ou deterministico.
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Figura 1. Nanoporo unitario de aHL inserido em uma bicamada lipidica plana. (A) Moléculas do
analito (circulo vermelho) aproximando-se da entrada do nanoporo. Na auséncia de analito no
interior do nanoporo a corrente i6nica tem valor maximo. (B) Moléculas do analito translocando-
se pelo interior do nanoporo causando um bloqueio na corrente idnica que flui pelo nanoporo.
(C) Representacao da série temporal de flutuagdes da corrente ibnica do nanoporo. TA
(tempo de auséncia) representa o tempo que a corrente idnica do nanoporo € maxima, ou
seja, auséncia de analito no seu limen. TP (tempo de permanéncia) representa o tempo que
0 nanoporo permanece bloqueado pelo analito caracterizado por um decréscimo na corrente
iGnica.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Experimental

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

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

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

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

R
B

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

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

2.2 Teébrico
22.1 QUB

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

2.2.2 Lempel-Ziv

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

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

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

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

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

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

c(n)
b(n)

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

CLZ =

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

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

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

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

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

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

O particionamento do polietilenoglicol monodisperso 1294 no sistema solucéo/
nanoporo da aHL é modelado adequadamente por um processo estocastico de alta
complexidade.
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RESUMO: A espectrofotometria € um método
biofisico que se baseia na relacdo existente
entre a absorcao de luz e a concentracao de
uma substdncia em solugdo amplamente
utilizado em laboratérios de andlises clinicas e
laboratériosde pesquisa, poispermite determinar
as concentracoes de espécimes quimicas
diversas. Diante da ampla aplicabilidade do
espectrofotbmetro, € importante haver uma
boa capacitacdo teorico-pratica dos usuarios,
bem como métodos adequados para avaliar
os indicadores de qualidade do equipamento,
garantindo assim, a obtencdo de resultados
experimentais ou clinicos satisfatérios. Os
parametros de validacdo de métodos analiticos
envolvem, entre outros, Especificidade,
Sensibilidade, Exatiddo e Precisdo. Dessa
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DAS MEDIDAS

forma, o objetivo do presente estudo foi
fomentar a experiéncia de alunos com a
pratica de biofisica, apresentando técnicas
de estatistica e os métodos de obtencdo de
indicadores de qualidade, por meio darealizacéo
laboratoriais
espectrofotbmetros. Foram avaliados quatro

de experimentos utilizando
espectrofotdbmetros da marca Kasuaki®, modelo
IL-226, que sao rotineiramente empregados nas
aulas praticas da disciplina Fisica e Biofisica 1
da Universidade Federal de Pernambuco, com
a realizagdo de 35 leituras em cada um deles.
Os resultados obtidos demostraram existir uma
diferenca na exatidao dos equipamentos. Dessa
forma sugere-se, como desdobramento deste
estudo, a analise dos conceitos de exatidao,
sensibilidade e reprodutibilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Indicadores de qualidade.
Medidas de dispersdo. Métodos analiticos.
Métodos biofisicos.

ABSTRACT: Spectrophotometry is abiophysical
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.

11 INTRODUCAO

A investigacdo cientifica na area das ciéncias da vida, associada aos
conhecimentos da quimica e da fisica, permitiu o desenvolvimento de inUmeras
técnicas e metodologias analiticas (CISTERNAS; VARGAS; MONTE, 2005). A
espectrofotometria esta entre estas técnicas e é amplamente utilizada em laboratorios
de analises clinicas e laboratorios de pesquisa, principalmente nas investigacoes
bioquimicas, fisicas, quimicas e farmacologicas (CERRI et al., 2017).

A espectrofotometria, juntamente com a fotocolorimetria, € um método biofisico
que se baseia na relacao existente entre a absorcao de luz e a concentracdo de uma
substanciaemsolugao, permitindo determinar as concentraces de espécimes quimicas
diversas, como carboidratos, proteinas, lipidios, colesterol entre outras (HIRANO et al.,
2001). No ambito clinico, a analise quantitativa de biomoléculas presentes nos fluidos
biolégicos (urina, plasma ou soro) € essencial para a compreensao de disfun¢des
metabdlicas desencadeadas por alguma patologia.

Por meio da espectrofotometria, aplicada as analises clinicas, e por outras
tecnologias, diretrizes da area médica foram sendo estabelecidas para a conducéo de
um diagndstico mais consistente e assertivo, possibilitando assim um encaminhamento
terapéutico eficaz (CERRI et al., 2017).

Além das inumeras aplicacées nas analises clinicas e na pesquisa cientifica, a
espectrofotometriapode sertambém aplicadanaareaodontologica. O espectrofotémetro
esta entre os instrumentos mais precisos, uteis e de facil utilizagcdo para mensuragcao
de cor, sendo capaz de fornecer o espectro de emissao de luz dos dentes vitais ou
extraidos e dos materiais restauradores (DIESEL, 2011).

A espectrofotometria também & utilizada em diversos setores da industria,
principalmente téxtil, alimenticio, quimico e farmacéutico, que utilizam em seus
produtos e processos 0s mais variados tipos de corantes. Alguns corantes sintéticos
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utilizados em alimentos, como também em medicamentos e cosméticos, apresentam
potencial toxicologico e por conta disto se faz necesséria a realizacdo de medidas
espectrofotométricas para o controle de qualidade de tais compostos (SANTOS et al.,
2010). No Brasil, a utilizacéo destes corantes é normatizada pela ANVISA (Agéncia de
Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 1977).

Diante da ampla aplicabilidade do espectrofotémetro, é importante se ter uma
boa capacitacdo teérico-pratica dos usuarios, bem como métodos para avaliar os
indicadores de qualidade do equipamento, garantindo assim, a obteng¢ao de resultados
experimentais ou clinicos satisfatorios.

Alguns parametros utilizados na validacdo de métodos analiticos sao: 1)
Especificidade, que pode ser definida como a capacidade do método em detectar o
analito de interesse na presenca de outros componentes; 2) Sensibilidade, entendida
como a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de confianga,
duas concentracdes proximas; 3) Exatidao, definida como a concordéancia entre o valor
real do analito na amostra e o estimado pelo processo analitico; e 4) Preciséo, que
€ o parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na mesma
amostra, normalmente expressa como o desvio-padrao, variancia ou coeficiente de
variacao (CV) de diversas medidas (BRITO, 20083).

Esses parametros sao de extrema importancia para a validacao de qualquer
método analitico desenvolvido, possibilitando o conhecimento das limitagbes e da
confiabilidade nas medidas realizadas nas analises. Os parametros a serem avaliados
irdo depender do proposito do método. No entanto, a exatiddo e a precisdo do método
constituem parametros sempre estudados, independente do seu propédsito, exceto
para métodos com objetivo apenas qualitativo. Os instrumentos utilizados na medicéo
de volume, temperatura, massa, entre outros, devem apresentar o maximo possivel de
exatidao e preciséo (BRITO, 2003; MUNDO EDUCACAO, 2018).

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi fomentar a experiéncia de alunos
com a pratica de biofisica, com as técnicas de estatistica e com os métodos de obtencéo
de indicadores de qualidade, por meio da realizacdo de experimentos laboratoriais
utilizando espectrofotdmetros, mais especificamente, analisando a dispersao das
medidas de absorbancia apresentadas por estes equipamentos.

2| METODOLOGIA

Foram avaliados quatro espectrofotometros da marca Kasuaki®, modelo IL-226
(Figura 1), rotineiramente empregados nas aulas praticas da disciplina Fisica e Biofisica
1, ministrada para os cursos das areas de saude e biol6gicas da Universidade Federal
de Pernambuco-UFPE. Os numeros de série de cada equipamento sao: 20152166
(equipamento 1); 20152167 (equipamento 2); 20152168 (equipamento 3); e 20152169

(equipamento 4).

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 3




Para as medidas de absorbéancia, foram utilizadas cubetas de vidro e uma
solucdo aquosa do corante vermelho neutro a 0,00125% (p/v). Para calibrar o “zero”
de absorbéancia utilizou-se como “branco” uma cubeta contendo agua destilada. Todos
0s equipamentos foram ligados dez minutos antes de iniciar os testes, tempo requerido
para estabiliza-los. Apds este tempo, foi selecionado o comprimento de onda de 520
nm nos espectrofotdmetros, o qual corresponde ao fotopico da substancia utilizada,
motivo para sua escolha.

Figura 1: Vista externa do espectrofotdmetro, marca Kasuaki®, modelo IL-226.

Fonte: Elaboragéo dos autores, 2018.

Na tentativa de diminuir o erro das medidas experimentais foi utilizada uma unica
cubeta para todas as medidas. Em cada medida, adicionava-se 3 mL de vermelho
neutro a 0,00125% (p/v) a cubeta e em seguida a colocava no primeiro compartimento
do porta-cubeta do primeiro equipamento. Apds 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 localizagéo lateral da cubeta no porta-cubeta altera de
modo significativo os valores medidos para a absorbéncia, padronizou-se a posi¢ao de
insercéo da cubeta neste suporte, sendo todas as medidas realizadas com a cubeta
posicionada na por¢céo mais a 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 a cubeta, repetindo-se o procedimento descrito acima. Para
realizacdo de uma adequada analise estatistica, foram feitas trinta e cinco medidas de
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absorbancia em cada um dos equipamentos. Na leitura dos valores de absorbancia
foram consideradas trés casas decimais.

Figura 2: Posicionamento da cubeta no porta-cubeta do equipamento.

Fonte: Elaboragéo dos autores, 2018.

Os dados obtidos foram inicialmente analisados quanto a normalidade de sua
distribuicao, utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk (nivel de significancia de a=0,05),
e estatistica descritiva incluindo mediana, intervalo interquartil (11Q) e intervalo de
confiangca da média para as amostras com distribuicdo normal. Na analise estatistica
foi utilizado o programa R CRAN v.3.4.2.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o espalhamento dos dados obtidos foi utilizada a medida de dispersao
da absorbancia. Destaca-se que dispersdo dos dados € um conceito que diz respeito
a como e o quanto os dados estéo proximos ou distantes entre si.

Nos resultados obtidos foram encontrados quatro outliers (medidas atipicas), dois
nas medidas realizadas com o equipamento 2 e dois nas medidas com o equipamento
3. Estes foram excluidos do conjunto de dados. Em sequéncia foram obtidos os
resultados de cada equipamento, que serdo descritos nos proximos paragrafos.

As medidas obtidas no equipamento 1 tiveram uma mediana de 0,6910. Como
evidenciado na figura 3, os dados nao apresentaram distribuicdo normal. Fato
confirmado através do teste estatistico de Shapiro-Wilk (p-valor<0,05).
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Equipamento 1
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Figura 3: Distribuicéo de frequéncia das medidas obtidas com o equipamento 1 (n=35).

Fonte: Elaboracéo 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 nao apresentaram
distribuicado normal (p-valor<0,05).

Equipamento 2

Densidade
200 200
| |

100
|

o

0653 0654 0655 0656 0657 0658 0659 0660

Absorbéncia

Figura 4: Distribuicéo de frequéncia das medidas obtidas com o equipamento 2 (n=33).

Fonte: Elaboracgao 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
distribuicao normal (p-valor>0,05). Com 95% de confianca pode-se afirmar que a média
da populacao 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.

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 3



Equipamento 3

Densidade
100 150 200 250 300
|

50
\

0
L

I T T T T 1
0.625 0.626 0.627 0.628 0.629 0.630

Absorbéncia

Figura 5: Distribuicao de frequéncia das medidas obtidas com o equipamento 3 (n=33).

Fonte: Elaboragéo 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
distribuicdo normal (p-valor>0,05). Com 95% de confian¢a pode-se afirmar que a média
da populacdo 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.

Equipamento 4
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0.644 0.646 0648 0.650 0.652 0654 0.656

Absorbancia

Figura 6: Distribuicdo de frequéncia das medidas obtidas com o equipamento 4 (n=35).

Fonte: Elaboragéo dos autores, 2018.

O quadro 1 mostra um resumo da analise estatistica dos dados. Pode-se observar
que o intervalo interquartil (11Q) apresentou uma pequena amplitude, isto aconteceu
como consequéncia da pouca dispersao das medidas.

Equipamentos Mediana Distribuigdo normal ?
EQ1 35 0,6550 Nao 0,003
EQ2 33 0,6560 N&o 0,002
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EQ3 33 0,6280 Sim 0,002
EQ4 35 0,6510 Sim 0,003

Quadro 1: Analise estatistica obtida para cada um dos quatro equipamentos.

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

interquartis.
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Figura 7: Boxplots comparativos dos dados obtidos com os equipamentos.

Fonte: Elaborag¢éo dos autores, 2018.

Aliteratura em estatistica aponta o uso de boxplotcomo uma das alternativas para
identificar valores discrepantes (outliers) (BARNETT; LEWIS, 1994; SCHWERTMANA;
OWENSA; ADNANB, 2004; CARTER; SCHWERTMAN; KISER, 2009; LI et al., 2016),
gue muito provavelmente sao frutos de erros esporadicos nas medicoes. Na analise
dos boxplots, as caixas com amplo “corpo” demonstram valores espalhados para as
medidas. Estes, quando nao controlados, podem vir a influenciar no resultado final de
testes estatisticos e consequentemente na conclusao da pesquisa.

Uma técnica que pode ser aplicada com o objetivo de complementar a avaliagéo
dos dados € a analise de variancia (ANOVA), ou ainda, seu equivalente para quando
os dados ndo possuirem distribuicdo normal, o teste Kruskal-Wallis. Em caso de
constatacdo de diferenca estatistica em pelo menos um grupo (amostra), deve-
se aplicar um pés-teste para identificacdo do grupo ou dos grupos que diferem dos
demais. O ANOVA é uma ferramenta estatistica aplicavel para comparagcdo de médias
quando se ha pelo menos trés grupos de dados com distribuicdo normal. Entretanto,

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 3




quando ha somente medidas de dois grupos e estas possuirem distribuicdo normal,
o teste t para amostras independentes é o indicado para a comparac¢ao das médias.

No presente estudo estes testes ndao foram aplicados pelo fato de existir um
consideravel numero de medidas de mesmo valor (empates), carecendo de outros
testes que fogem de seu escopo. Contudo, todas estas ferramentas sao recursos
uteis para o conhecimento do funcionamento de equipamentos utilizados em pesquisa
académica. O contato de alunos de graduacdo com estes conceitos favorece a
familiaridade com estas metodologias.

Entretanto, ha necessidade de uma ampliacao na analise das medidas realizadas
por estes equipamentos, avaliando-se outras caracteristicas, igualmente importantes,
dos equipamentos como a exatidao, a sensibilidade e a reprodutibilidade. Os dados
obtidos sugerem existir uma diferenca na exatidao dos equipamentos. Assim sugerimos,
como desdobramento deste estudo, a analise dos conceitos de exatidao, sensibilidade
e reprodutibilidade. Cabe ressaltar que este ndo consistiu em um objetivo do presente
trabalho.

41 CONCLUSOES

O presente trabalho representa uma iniciativa positiva no sentido de promover
a capacitagcdo dos alunos de graduacdo da disciplina de Biofisica da UFPE,
proporcionando uma avaliagéo critica na obtencdo de medidas com equipamentos de
laboratério.

Os alunos tiveram a oportunidade de constatar, na pratica, que os equipamentos
apresentaram medidas com pequenadispersao. Entretanto, observou-se a necessidade
de investigacédo da exatidao destes equipamentos.
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APENDICE

Tabela com os valores de absorbancia 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
" 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 capitulo é mostrado como a
falha da transferéncia de massa intraocular, por
conveccéo forcada, pode afeta o movimento
oculomotor e provoca diversas enfermidades,
tais como: erro de refracdo, ceratocone,
glaucoma de angulo aberto ou fechado. Em
adicao, sugere a necessidade do SUS incluir,
em seus procedimentos, a cirurgia corretiva
de elevacao do supercilio, assim como a ANS
regulamentar esta cirurgia em todos os planos
de saude.

PALAVRAS-CHAVE: Cirurgia corretiva;
Glaucoma; Ceratocone; Conveccao forcada;
Transferéncia de massa intraocular
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ABSTRACT: It is shown, in this chapter, how
the failure of intraocular mass transfer, by
forced convection, can affect
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

oculomotor
movement

11 INTRODUCAO

Parafacilitar as exposi¢des, deste capitulo,
o primeiro autor seramencionado como paciente.
Em 1996 o paciente apresentava os primeiros
sintomas de presbiopia, entdo, para suprir suas
necessidades, o paciente iniciou as pesquisas,
usando exercicios oculares. Os exercicios
foram logo interrompidos devido a recorréncia
de uveite anterior, de causa desconhecida,
no olho esquerdo. Esta inflamacao sempre é
acompanhada de dor discreta na regido superior
nasal da esclera esquerda, entdo, o paciente
descobriu o instante anterior ao inicio da
inflamacéo. O paciente percebe um incémodo

ocular e a dor s é percebida ao pressionar a
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regiao superior nasal da esclera esquerda, através da palpebra. Os trabalhos foram
retomados no ano 2000, apds a pratica da técnica de relaxamento ocular.

Em uma pesquisa, com longa duracgao, é impossivel a conducéo solitaria, entao,
€ necessaria a manutencao de uma equipe, para discutir as hipéteses e comparar com
os resultados obtidos pelo paciente.

2 | FUNDAMENTO TEORICO

Na visualiza¢do binocular, a curvatura de cada cornea varia conforme a direcéo
de seu eixo visual.

Para justificar a afirmativa € analisado a seguinte situacdo: Na visualizacao
binocular, um olho é colocado frontal a um circulo, em um plano perpendicular ao seu
eixo visual. Neste caso, o circulo é projetado na retina do olho frontal como um circulo,
e esta imagem é enviada ao cérebro. Existem duas hipéteses:

I.  Acobrnea nao muda a curvatura com a direcao do eixo visual
O circulo é projetado na retina do olho contralateral como uma elipse, e esta ima-
gem € enviada ao cérebro. O cérebro superpora a imagem do circulo, originario do
olho frontal, e com a imagem da elipse, originaria do olho contralateral, para inter-
pretar uma imagem superposta, com formato geométrico indefinido. Esta super-
posicao tem a mesma precisédo matematica que a visualizagdo monocular, porque
as imagens, que estdo superpostas, ndo tém a mesma forma geométrica. Esta
hip6tese contraria a percepcdao humana, em que “dois olhos enxergam melhor
que um s6 olho”.

Il. A coérnea muda a curvatura com a direcdo do eixo visual
O circulo é projetado na retina do olho contralateral como um circulo, e esta ima-
gem é enviada ao cérebro. O cérebro superpora a imagem do circulo, originario
do olho frontal, e com a imagem do circulo de mesmo diametro, originario do olho
contralateral, para interpretar uma imagem superposta, com formato geométrico
de um circulo. Este circulo superposto tem o dobro da precisdao matematica que a
visualizagdo monocular, porque as imagens, que estdo superpostas tém a mesma
dimensao e forma geométrica, e ainda possibilita ter as projecoes ajustadas. Esta
hip6tese combina com a percep¢ao humana, em que “dois olhos enxergam me-
lhor que um s6 olho”.

31 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

O movimento ocular é realizado através de doze musculos, oito musculos retos,
e quatro musculos obliquos. O sistema oculomotor é controlado por trés pares de
nervos cranianos, dois pares ipsilaterais, o oculomotor (I1I-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 musculos, reto medial, reto superior, reto inferior,
obliquo inferior, elevador da palpebra superior, ciliar e inerva os musculos intrinsecos
do bulbo ocular. O quarto nervo craniano controla a motricidade do musculo obliquo
superior. O sexto nervo craniano controla a motricidade do musculo reto lateral. (Bicas
— 2003). O movimento ocular recebe grande influéncia dos movimentos ciliares,
pupilares e das palpebras superiores.

Existem trés rotagcdes monoculares, (dug¢des) (1) aducdo e abdugdo em torno
do eixo vertical (supero-inferior), (2) sursunducdo (elevacéo) e deorsunducéo
(abaixamento) em torno do eixo transversal (latero-medial), e (3) excicloducéo
(exciclotor¢ao) e inciclodugao (inciclotorcao) em torno do eixo longitudinal (&ntero-
posterior), (Bicas — 2003).

Em 1619, Scheiner, (apud Werner L, et al. — 2000), um astrdnomo e jesuita
alemé&o, observou, pela primeira vez que a visualizagcdo monocular, através de um
pequeno orificio em uma cartolina, consegue perceber o mesmo alvo em diferentes
distancias para diferentes angulos de visualizagao.

Silva H. D., et al. 2012, mostra, através de simulacdo, como os residuos
metabdlicos 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 disposicao das aglutinagdes dos residuos intraoculares.

A principal funcdo dos musculos retos é fixar a projecéo do alvo na fovea, (Silva
H. D., et al. 2018), e, na visao binocular, em conjunto com o cristalino, € manter os
eixos visuais em mesmo plano. A principal funcéo do musculo obliquo superior € mudar
a curvatura da cornea para fazer a fusdo da imagem projetada na retina nasal, com a
imagem projetada na retina temporal contralateral, (Silva H. D., et al. 2018).

41 ANALISE E RESULTADO

Os movimentos de exciclodugao (exciclotor¢cao) e inciclodugao (inciclotorcéao) em
torno do eixo longitudinal (antero-posterior), descrito por Bicas — 2003, s&o patolégicos.
Estes movimentos existem por causa da dificuldade do musculo obliquo superior variar
a curvatura da cérnea. Este movimento ocular provoca a percepgéao de movimento em
figuras estaticas, compostas de curvas e a visdo de relevo usada na estereoscopia.
A variacao da curvatura cornea provoca sua flexao e faz variar a pressao intraocular,
(Silva H. D., et al. 2013). A flexdo da cérnea é o mecanismo de conveccédo forcada
que age no epitélio e no estroma. Os residuos metabdlicos formados no epitélio
séo eliminados, juntamente com o excesso de lagrima através dos canais lacrimais.
Estes residuos podem desidratar e acumular nas narinas, e o excesso liquido pode
ser eliminados através da via oral ou digestiva. A eliminacdo do excesso liquido
pode causar ardéncia na garganta e rouquidao. Os residuos metabdlicos formados
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no estroma sdo eliminados na corrente sanguinea através da malha trabecular. A
eliminacéo de residuos metabolicos aglutinados pode obstruir a malha trabecular e
aumentar a resisténcia de saida do humor aquoso aumentando a presséo intraocular.
Nesta situacdo pode causar glaucoma de angulo aberto. Quando o mecanismo de
conveccao forgada falha, causa acumulo de residuos metabdlicos intraoculares, e em
consequéncia, causa erro de refracéo e as mudancas das curvaturas das corneas nao
produzem uma perfeita fusdo de imagens oculares que pode progredir para ceratocone
ou glaucoma de angulo fechado. (Silva H. D., et al. 2018).

Movimento sacadico é uma rea¢do dos musculos retos, para manter a projecao
do alvo na foévea, quando a acdo do musculo obliquo superior provoca mudanca
descontinua da projecéo do alvo, para uma regido fora da févea, conforme observado
em 1619 por Scheiner, (apud Werner L, et al. — 2000). Portanto, o movimento sacadico
€ patologico e o movimento vergencial s6 € observado se existir o movimento sacadico.
Quando umafonte luminosa (TV, monitor de video games) projeta umaimagem naretina
munida com muitos efeitos luminosos em diferentes pontos do monitor, a percepcéo
humana adiciona a variacédo da distancia conforme a diregcdo angular do estimulo
luminoso, por causa dos depoésitos de residuos metabdlicos intraoculares aglutinados,
provocando o entendimento neural de movimento onde ndo ha. Em consequéncia,
0 cérebro pode comandar, os musculos retos, em movimentos opostos, em curtos
periodos, para corrigir a projecao do alvo na fovea. Uma sequéncia recorrente pode
tornar ressonante o sistema de comandos do cérebro por produzir correntes neurais
insuportaveis e causar epilepsia fotossensivel, como causa provavel de um padréo
descrito por Martins da Silva A. e Leal B. em 2017. O musculo obliquo superior pode
realizar movimentos repetitivos e desencadear um processo infamatdrio em uma regiao
da esclera. Este processo pode progredir para uveite anterior de causa desconhecida,
como ocorreu, de forma recorrente, no paciente mencionado neste trabalho. Entao,
0 paciente quando percebe a dor caracteristica do inicio do processo inflamatério
intraocular ele usa uma gota do colirio que trata a sua uveite, e as vezes mais uma
gota no dia seguinte, para evitar o inicio da uveite. O paciente jamais teve contato com
algum médico que considerasse este sintoma inicial para tratar, entao, para evitar um
mal maior, o paciente adota o procedimento. O movimento sacadico pode provocar um
extraordinario desenvolvimento dos musculos retos, devido ao excesso de atividades,
para manter na fovea a projecédo do alvo. Para o extraordinario desenvolvimento &
necessario um extraordinario aumento do suprimento e drenagem sanguinea, para
satisfazer esta extraordinaria necessidade dos musculos retos. Esta extraordinaria
regiao pode ser diagnosticada como pterigio. A fonte luminosa, mais forte, projeta, na
retina, a imagem com maior energia, devido a seu poder de penetracdo, através das
secrecoes metabdlicas acumuladas na cornea e no cristalino, que absorvem energia
luminosa. Quanto maior for a intensidade da energia luminosa incidente na retina,
mais intensa € a atividade sacadica dos musculos retos, logo, quem mora em locais
com luminosidade solar mais intensa estd mais exposto a esta patologia. (Schellini —
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2005).

A iris € a parte colorida do olho. Sua principal fungcédo € controlar a abertura da
pupila, através de comandos neurais. A pupila é o orificio por onde passa a imagem
que é projetada na retina. O diametro menor da pupila passa menor quantidade de
luz. A luz difusa do ambiente pode incidir na retina e prejudicar a nitidez da imagem
projetada, entdo, a iris € comanda para reduz o diametro da pupila, enquanto for
necessario, para aumentar a nitidez da imagem projetada na retina, sem ultrapassar
0 seu diametro minimo. O acumulo de residuo metabdlico pode provocar a difuséo
intraocular da luz, prejudicar a nitidez da imagem projetada na retina, entéo, a iris €
comanda para reduz o diametro da pupila, enquanto for necessario, para aumentar
a nitidez da imagem projetada na retina, sem ultrapassar o seu diametro minimo.
Entdo, o passar do tempo, o individuo aumenta o armazenamento das aglutinagdes
de residuos metabdlico intraoculares, aumenta a refracéo difusa intraocular e a pupila
reduz seu didametro. Quando o didmetro da pupila atinge seu valor minimo, o paciente
passa a reduzir a abertura palpebral, através do movimento da palpebra superior.
O habito de controlar a entrada da luz no olho, usando a palpebra superior, reduz
a sua atividade fisica e o paciente pode adquirir a ptose palpebral. Quando esgota
este ultimo recurso o paciente recorre ao levantamento da palpebra inferior que pode
adquirir rugas préximas aos olhos. O habito em manter os olhos entre abertos, para
reducao da entrada de luz nos olhos, reduz a atividade fisica das palpebras, que pode
acumular gorduras nas palpebras e pode provocar o decaimento do supercilio. A
Figura 1 mostra na foto, o supercilio de um paciente abaixo da cavidade 6ssea ocular
e decaidas sobre as suas palpebras, 2,5 anos ap6s a cirurgia de ptose palpebral. E
facil observar, na Figura — 1, que o supercilio estd no campo visual ocular do paciente,
ou seja, elas projetam sombras nas retinas do paciente.

Figura — 1 Cirurgia de ptose palpebral apés 2,5 anos

51 CONCLUSAO

Neste capitulo foi mostrado como a falha da transferéncia de massa intraocular
pode causar:
ll. Movimento patolégico monocular de exciclodugao (exciclotor¢do) e inciclodugao

(inciclotor¢ao) em torno do eixo longitudinal (antero-posterior).
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IV. Movimento patolégico binocular sacadico, e possivel progresséo para epilepsia
fotossensivel, uveite ou pterigio.

V. Obstrucdo da malha trabecular, aumento da presséo intraocular e causar glau-
coma de angulo aberto.

VI. Erro de refracédo e possivel progresséo para ceratocone ou glaucoma de angulo
fechado.
VIl.  Ptose palpebral e supercilio decaido e dentro da oOrbita 6ssea ocular.

E mostrado ser necessario maior atencdo as dores na regido da esclera,
sintomatizada através da apalpacéao, para evitar o inicio da uveite.

Aprofundar estudo para evitar o acumulo de residuos metabdlicos intraocular
desde a infancia, pois, 0 acumulo é cauda da maioria dos problemas oculares.

Para o SUS incluir, em seus procedimentos, a cirurgia corretiva de elevacéo do
supercilio, porque a redugcdo do campo visual colabora para o acumulo de residuos
metabdlicos intraocular que € a causa das enfermidades oculares.

Para ANS regulamentar a cirurgia corretiva de elevacao do supercilio, em todos
os planos de saude.
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CAPITULO 5

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA ANALISE
ESPECTROSCOPICA DE ESTADOS AGREGADOS DE
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Hebert Freitas dos Santos

Iseli Lourenco Nantes-Cardoso
Universidade Federal do ABC, CCNH, Laboratério

de Nanociéncias e Materiais Avancados
Santo André — SP

RESUMO: Os corantes sao utilizados pelo
homem desde os tempos pré-histéricos e
suas aplicagcbes se diversificaram com o
avanco cientifico-tecnolégico da humanidade.
Atualmente os corantes possuem aplicacoes
tradicionais como na industria téxtil e avancadas
como as aplicacbes em células solares
sensibilizadas por corantes (DSSC, do Inglés,
dye sensitized solar cells). Ao mesmo tempo, a
larga aplicacdo dos corantes principalmente na
industria téxtil incluiu essas substancias entre os
agentes poluidores, especialmente das aguas
dos rios que recebem efluentes. As inUmeras
aplicacdes dos corantes e o problema ambiental
a eles associado, torna muito relevante o
dominio de suas propriedades espectrais,
particularmente na espectrometria UV-visivel
que é uma técnica relativamente simples e de
largo uso tanto na pesquisa cientifica quanto
na industria. Os avangos tecnolbgicos atuais
requerem que as Universidades preparem
os estudantes para niveis mais altos de
aprendizagem nos Programas de Pos-
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CORANTES

Graduacéo e para a atuagao no setor produtivo.
No dultimo caso, a formacéao interdisciplinar
desejavel. Nesse sentido,
desenvolvemos  estratégias
que permitem aos estudantes dominarem o
uso da técnica de espectroscopia UV-visivel
para andlises qualitativas e quantitativas com
uso de um corante altamente conhecido e de
larga aplicagdo como € o azul de metileno.
Nesse capitulo, mostramos o desenvolvimento
dessas estratégias,
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
dominio dos conteudos. Adicionalmente,
mostramos a analise do ndcleo do azul de
metileno cujo comportamento fotoquimico é
bastante diferenciado.
PALAVRAS-CHAVE:
Corantes, Azul de metileno, Espectroscopia
UV-visivel.

€ altamente
experimentais

principalmente aquelas

Ensino, Pesquisa,

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

11 INTRODUCAO

O fendmeno de absorcdo de luz diretamente por macromoléculas ou por
cromdforos formados em reagdes secundarias é usado para a caracterizagao espectral
e/ou quantificacdo dessas substancias por espectrofotometria (SKOOG, 2006). Assim,
a espectrometria de absorcéo eletronica na faixa de espectro eletromagnético UV-Vis
tem sido uma ferramenta muito util para estudos de Quimica, Bioquimica e Biofisica.

Por meio de uma analise dos conteudos das aulas praticas de espectroscopia
UV-visivel oferecidas em diferentes cursos de Graduacao tradicionais verificamos
que essas aulas contemplam somente o uso da técnica para analises quantitativas,
frequentemente dosagens colorimétricas com aplicacéo da Lei de Lambert-Beer. Na
nossa experiéncia didatica na Universidade Federal do ABC (UFABC) (Brito e Araujo-
Chaves, Juliana Casares, Nantes, 2016) ficou evidente que o ensino da espectroscopia
UV-Vis aplicada a analise qualitativa constitui um fator motivador da aprendizagem,
particularmente para estudantes de areas distintas aquelas das ciéncias da vida, pois
permite a aplicacdo em analise de materiais, de corantes sintéticos, de interacées e
degradacdes moleculares diversas (BRITO e Nantes, 2017) .

Além disso, a abordagem com analise qualitativa por meio da estratégia como
a que sera discutida nesse capitulo permite apresentar, reforcar e correlacionar
conteudos tais como relagao estrutura/propriedades da agua, formacéao de agregados
supramoleculares de surfactantes em meio aquoso, estado de agregacdo de
moléculas hidrofobicas (determinadas por concentragcéo e interagdo com micelas) com
suas propriedades dpticas além de nogdes de fotoquimica, usando o corante azul de
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metileno (MB+, do inglés, Methylene Blue) como modelo. Desse modo sao fornecidas
as bases para o entendimento desses conceitos para uma diversidade de biomoléculas
e seus miméticos com potencial aplicacédo em diferentes areas do conhecimento e no
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias. Os corantes sdo um bom exemplo
de como o estado de agregacao afeta as caracteristicas espectrais dos croméforos,
sendo, portanto, adequado para o estudo desse tema, além de estar relacionado a
questdes de desenvolvimento tecnolégico em varias areas e a questao ambiental.

Indubitavelmente, a abrangéncia e diversidade de aplicacdo dessa técnica
a torna indicada como tépico teérico e pratico para estudantes de Bacharelados
Interdisciplinares (Bls) e de Bacharelados e Licenciaturas tradicionais bem como para
pesquisadores nas ciéncias biologicas e da saude, ciéncias agrarias e multidisciplinar
além das ciéncias exatas e da terra e engenharias. E o presente capitulo tem como
proposta apresentarde maneirarapida e objetivaateoriadatécnicade espectrometriade
absorcéo eletronica na faixa de espectro eletromagnético UV-vis e oferecer estratégias
experimentais para o estudo espectroscopico utilizando medidas qualitativas por
meio da observacdo da relacdo monémero/dimero em agregados supramoleculares
do corante azul de metileno. Também seré discutido a caracterizagdo espectral de
fenotiazinas, um composto organico que ocorre em varias drogas antipsicoticas, como
a clorpromazina, tioridazina e a trifluoperazina, e em drogas anti-histaminicas.

21 FUNDAMENTAQAO TEORICA
2.1 Corantes

As cores sao resultado da absorcdo seletiva de radiagdo eletromagnética na
regiao espectral da luz visivel (400 a 780 nm). A absorcao de radiagcao nessa regiao se
deve a presenca de grupos croméforos — principalmente ligacées duplas conjugadas
- na estrutura dos compostos (GURSES et al., 2016). Corantes e pigmentos s&o as
substancias mais importantes usadas para adicionar cor ou mudar a cor da matéria.
Os corantes séo definidos como substancias que, quando aplicadas a um substrato,
fornecem cor por um processo que altera, pelo menos temporariamente, a estrutura
cristalina das substancias coloridas. Os corantes sintéticos possuem diversas
aplicacoOes tradicionais e tecnologicas, como por exemplo, em varios tipos de téxteis,
papel, curtimento de couro, processamento de alimentos, plasticos, cosméticos,
indUstrias de fabricacdo de borracha, impresséo e tintas (GURSES et al., 2016) e
células solares sensibilizadas por corantes (FREITAG et al., 2017). Ja os pigmentos
sao solidos particulados, organicos ou inorganicos, finamente divididos, podem ser
coloridos, incolores ou fluorescentes, geralmente insollveis no veiculo ou meio em
que sao incorporados e, essencialmente, inertes. Antagonicamente aos corantes,
alteram apenas a aparéncia da superficie por absorcéo 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 relacdo a estrutura, cor,
métodos de aplicacéo ou carga das particulas ap6s a dissolugdo em meio aquoso.
Estruturalmente, um aspecto comum a praticamente todos os corantes sintéticos é a
presenca de ligacdes duplas e simples alternadas. Em relacéo a carga das particulas
podem ser catibnicos (corantes basicos), anidnicos (corantes diretos, acidos e reativos)
€ nao-idnicos (corantes dispersos). Sdo conhecidos mais de 100.000 corantes que
correspondem a producdo anual de mais de 7x105 toneladas/ano (DRUMOND
CHEQUER et al., 2013). Apenas na industria téxtil mundial ha o consumo superior a
10.000 toneladas/ano de corantes com descarte de aproximadamente 100 toneladas
nos sistemas de agua. Os dados exatos sobre a quantidade descarregada proveniente
de varios processos industriais no meio ambiente sdo desconhecidos, todavia ja sdo
bem conhecidos diversos de seus efeitos toxicos (YAGUB et al., 2014).

O lancamento ndo controlado de efluentes industriais com corantes em maior ou
menor nivel de concentragdo na hidrosfera representa fonte significativa de poluicéo
devido a sua natureza recalcitrante e a cor indesejavel na 4gua. Em consequéncia,
ocorre interferéncia na absor¢ao da luz pela populagédo vegetal e animal do ambiente
aquatico além de possivel acdo carcinogénica, mutagénica ou teratogénica sobre a
vida microbiol6gica e varias espécies de peixes decorrente da presenca de metais e
hidrocarbonetos aromaticos. Além disso, essas substancias podem ser transportadas
para 0S mananciais ou para a estacdo de tratamento de agua (principalmente os
corantes com alta solubilidade) contribuindo para a contaminagéo da agua distribuida
a populacdo. Para a saude humana os riscos toxicoldgicos estéo relacionados a
disfuncdo no rim, sistema reprodutivo, figado, cérebro e sistema nervoso central
(YAGUB et al., 2014).

Diversos métodos fisicos, quimicos e biologicos para tratamento de efluentes
com corantes tém sido estudados nos ultimos anos (KATHERESAN et al, 2018).
As principais técnicas disponiveis na literatura envolvem processos de adsorgao,
precipitacdo, degradacdo quimica, eletroquimica e fotoquimica, biodegradacdo e
outros. Contudo, cada um desses métodos tem limitagdes, vantagens e desvantagens.
A busca por corantes com maior poder de fixacdo e menos poluente assim como por
métodos e tecnologias especificos para remover corantes de diferentes tipos de aguas
residuais apresenta-se muito relevante e esta correlacionada, dentre outros fatores,
com o estudo dos fatores fisico-quimicos que influenciam a fase aquosa do corante.

Com frequéncia, a efetividade da remoc¢ao da cor das aguas de rejeitos industriais
pode ser avaliada por espectroscopia UV-vis por meio da comparagao com um padrao
de valores ja conhecidos na literatura. Assim, através da comparacéao direta entre
absorbéancia da amostra de um efluente industrial e o padrdo aceitavel para aquele
sistema aquatico que o recebe, é possivel avaliar o grau de contaminacéo e controlar
a diluicao do corante nas aguas receptoras (COOPER, 1995). Entretanto, corantes
geralmente sdo moléculas complexas e alguns fatores tais como concentracdo, pH e
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presenca de outras moléculas (surfactantes, por exemplo) influenciam no seu estado
de agregacéo e afetam as caracteristicas dos espectros (JUNQUEIRA et al., 2002),
0 que pode interferir nos resultados da avaliacdo espectrofotométrica em relacéo ao
padréo analitico. Como um exemplo, se a determina¢ao da concentragdo do corante
no efluente for feita por meio da medida de absorbancia em um comprimento de onda
fixo, caso o meio promova um deslocamento batocrémico ou hipsocrémico no espectro
(SKOOG, 2006), a medida em comprimento de onda fixo resulta em grandes erros
de dosagem. Um outro exemplo € o erro de dosagem decorrente de ndo considerar
que diferentes meios podem ter efeito hipercrémico ou hipocrémico, sem alteragéo
do comprimento de onda maximo de absorcdo. Isso evidencia a importancia de se
conhecer as propriedades Oticas dos corantes e sua avaliagdo por espectroscopia de
absorcéo eletronica.

O azul de metileno € um corante tiazinico com aplica¢des variadas. Foi sintetizado
pela primeira vez para ser usado como corante de tecidos durante o periodo de grande
expansao da industria téxtil europeia e, atualmente, a agua residual do processo textil
representa um problema ambiental mundial. E largamente utilizado como um indicador
redox em quimica analitica: solu¢des desta substancia sdo 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 ha tempos,
como coloracdo temporaria para analise por microscopia em RNA ou DNA; para o
tratamento da metahemoglobinemia (conversdo de Fe3+Hb a Fe2+Hb) por meio de
sua forma leuco que é reduzida com dois elétrons ; como bactericida e fungicida. Uma
inovacao terapéutica tem tido sucesso na medicina, odontologia e na veterinaria: o
MB+ como agente fotossensibilizador para a terapia fotodinamica (TFD) de tumores,
infeccdes e parasitoses (TARDIVO et al., 2005). Essa terapia utiliza a aplicacdo de
um corante na area a ser tratada, seguida de irradiacdo com luz do comprimento de
onda que penetre melhor no tecido. A luz promove excitacéo eletrénica do corante que
transfere sua energia ao oxigénio molecular do meio e o converte em uma espécie
altamente oxidante, o oxigénio singlete, que leva a morte o tecido tumoral ou o agente
infeccioso.

E conhecido que, em solucdo aquosa o corante azul de metileno encontra-se em
equilibrio entre as formas mondémero e dimero. O equilibrio encontra-se deslocado para
a forma monomérica e dimérica, respectivamente em baixas e altas concentragdes do
corante. Em solucéo, o estado fundamental do MB+ forma dimeros com uma constante
de associagao de 4 + 1 x 10-3 mol.L-1 e que podem ser favorecidos pelo aumento da
forca ibnica e presenca de micelas em determinadas razdes de corante/surfactante
(JUNQUEIRA et al., 2002). Solu¢des de diferentes concentracbes de MB+, associado
ou nao a surfactantes, apresentam diferentes tonalidade de azul, relacionada a
predominancia de dimeros ou monémeros. A interacdo 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 relevancia para a
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industria de tingimento e fotografia.

2.1 Espectroscopia

A espectrofotometria € um dos métodos Opticos de analises mais usados nas
investigacbes bioquimicas. O espectrofotbmetro é um instrumento que permite
comparar a intensidade de luz absorvida ou transmitida por uma solugcédo que contém
uma quantidade desconhecida de soluto em relagdo a quantidade conhecida da
mesma substancia em solugcdo. A absorcao das radiagdes ultravioleta e visivel
depende da estrutura molecular e é caracteristica para cada substancia. Quando a luz
atravessa uma solucao de determinado composto, parte da energia € absorvida. A cor
enxergada pelos nossos olhos se deve a transmitancia (T) de certos comprimentos
de ondas da luz branca n&o absorvidos, conforme indicado na equagao 1, onde | é a
intensidade da radiacéo incidente e | corresponde a intensidade do feixe de radiacao
transmitido. Esse fendbmeno pode ser usado para quantificacdo de substancias por
meio da intensidade de absorbéncia em um comprimento de onda especifico, com
base em uma curva padrdo, utilizando-se da Lei de Lambert-Beer (SKOOG, 2006). ‘A
medida que aumentamos a concentracao da solucéo, a transmitancia varia em relacéao
inversa ao logaritmo da concentragcdo. Em consequéncia, pode-se definir um novo
termo, absorbéncia (A), que sera diretamente proporcional a concentracdo. Portanto,

T = 1/lo ™)
A = —logl/lo = —logT
A= logl1/T

3)

Dessa forma, a absorbancia € direta e linearmente proporcional a concentragao.
Esta varia também de forma direta com o caminho éptico (diametro interno) da cubeta,
ou seja, se dobrarmos o caminho Optico mantendo a concentragcao constante, teremos
um valor de absorbéncia duas vezes maior. Essa relacdo é referida como Lei de
Lambert-Beer:

| A=¢.C.1

Ce 7
'rll

i

. 4)

Onde A = absorbancia, € = constante de proporcionalidade (absortividade ou
coeficiente de extingdo), / = caminho 6ptico (em centimetros) e C = concentragdo (em
mol/L). Como os valores de A séo adimensionais, a unidade de € sédo as reciprocas
daquelas para / e C. Quando (geralmente €) e C € expresso em mol/L ou mol.L", a
constante € pode ser chamada de absortividade ou coeficiente de extingdo molar (e,
epsilon) e é constante para dado comprimento de onda, temperatura, pH, solvente,

etc.
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Assim, a proporcionalidade direta entre absorbancia e concentracdo representa
uma estratégia a ser usada para a determinacdo da absortividade de uma dada
substancia em determinada condicdo experimental por meio de realizacdo de uma
curva padrao construida com concentracbes conhecidas do croméforo. A aplicacao
da Lei de Lambert-Beer permite a determinacao do € no meio de analise, o qual sera
usado para determinar a concentragcdo desconhecida do cromo6foro no mesmo meio.
A Figura 1 mostra curvas padrdo de concentragdo de albumina feitas com uso dos
aminoacidos aromaticos como cromoéforos endodgenos da proteina e com uso do
cromdforo formado pela complexagcdo com cobre presente no reagente Biureto (ZAIA,
1998).
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Figura 1 . Curva padrao de albumina determinada pelo método direto (em preto) e pelo método
com Biureto (em azul). O inserto mostra os espectros do croméforo, os quais forneceram os
valores de absorbéancia usados na construg¢éo da curva padréo.

A espectroscopia UV-visivel também pode ser usada para analise qualitativa de
substancias, como sera discutido a seguir utilizando o corante azul de metileno. A cor
caracteristica do MB* é causada pela forte banda de absorcéo na regido espectral
de 550-700 nm, sendo seu espectro de absorcédo dependente da concentracéo
(MORGOUNOVA et al., 2013). Monémeros e dimeros tem espectros de absorbancia
distintos: mondémeros tem intensidade maxima em 665 nm (¢ =85.000 M'cm™) e
dimeros em 610 nm e agregados maiores do tipo H em 590 nm (Figura 2). A diferenca
na absorcédo entre mondmeros e dimeros facilita o célculo da concentragéo de cada
espécie presente em solugao. A intensidade relativa dos picos indica em qual direcao
o equilibrio esta deslocado. A razao entre a absorbancia a 580 e 665 nm (A, /,...) da
uma estimativa qualitativa da concentracdo relativa de dimeros para monémeros, 0
gue representa uma indicacéo de qual forma do corante prevalece no meio.

E interessante observar que a forma agregada de azul de metileno possui
peculiares propriedades fotoquimicas (JUNQUEIRA et al., 2002). Quando os dimeros
ou agregados maiores sao expostos a luz branca ou vermelha observa-se a separacao




de carga dos pares, pois o triplete é oxidante e oxida seu par com formacgéao do par
radicalar formado pelo corante reduzido com um elétron (MB’) e o corante oxidado
com menos um elétron (MB?*). Dessa forma, o rendimento quantico de producéo de
oxigénio 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 oxigénio do meio e gerar ion superdxido ou prontamente dismutar para a
forma reduzida com dois elétrons, ou seja, a forma leuco (MBH) e o estado fundamental
MB*. O cation radical do azul de metileno (MB*?*) absorve em 520 nm.
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Figura 2. Espectro UV-visivel de MB* em agua obtido com 25 (azul claro) e 250 (azul escuro)
pmol.L" do corante. O inserto mostra a coloracao diferenciada das solugcdes com elevada
porcentagem de dimero (azul royal) e de monémero (azul turqueza).

O principio que faz a fotoquimica interessante € o uso da luz como uma fonte
de energia para promover rea¢des quimicas. Em comprimentos de onda de luz (A)
especificos, a energia pode ser absorvida por determinadas moléculas, levando-as
a um estado molecular excitado no qual, devido a conformagéo menos estavel ficam
propensas a reagirem com outras moléculas (MORGOUNOVA et al., 2013). A maior
parte das reac¢des quimica realizadas em laboratorio utiliza a faixa espectral visivel ao
olho humano (vis), ultravioleta (UV) e infravermelho (1V) proximo. Moléculas excitadas
podem perder sua energia através das propriedades fisicas ou por participar de
reacdes quimicas.

O processo fotoquimico (TURRO et al 2012) se inicia com a absor¢ao de um
foton por uma molécula com a qual encontra condi¢cao de ressonancia. A energia do
foton absorvida pela molécula no estado fundamental (SO) 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 S,, S,
... S., dependendo da energia de excitagdo ou do solvente. Uma molécula também
pode atingir o estado eletronicamente excitado, na auséncia de luz por um processo
conhecido como Fotoquimica no Escuro, tal como acontece na clivagem do dioxetano
(NANTES et al 1996; GREEN et al., 2017) e na reacéo 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 fotofisicos) que sdo mostradas na
Figura 3. A conversao interna (S, -» S, + calor) ocorre quando a molécula encontra-se
em estado excitado Sn acima de S,. A fluorescéncia é a desativagdo radiativa de S,
-S,, sendo que S, pode ter sido atingido por excitagéo a partir de S, ou por converséo
interna. O cruzamento intersistemas ocorre de S.»T, ou ST, e T,»T,, por meio de
conversdo interna. O estado eletronicamente excitado triplete possui tempo de vida
relativamente longo e pode reagir com outras moléculas dando origem a fotoprodutos.
As transicbes sem a emissado de fétons ou nado radiativas sdo aquelas em que a
desativacéo se da por meio de liberagao de calor para o ambiente. (MORGOUNOVA
etal., 2013).

A fim de compreender o comportamento fotoquimico quando interage com
biomoléculas, em particular com membranas, as propriedades do MB* foram estudados
em solugdes de SDS (dodecil sulfato de s6dio) e CTAB (brometo de cetil trimetil aménio)
em varios trabalhos (Junqueira et al., 2002). O uso de micelas de SDS em diferentes
razdes micela/corante permite modular o estado de agregacao do MB*. Assim, em
presenca de excesso de micelas em relacdo ao corante temos a predominancia da
forma monomérica e em presenca de excesso de corante em relacdo as micelas
obtém-se a predominéncia dos dimeros.

Figura 3 . Diagrama de Jablonski: a esquerda, para uma forma monomérica do MB* ap6s
interagir com um foton em condi¢des de ressonéancia; a direita, especificamente para a
forma dimérica. A, absorcao; F, fluorescéncia; P, fosforescéncia; IC, converséo interna, ISC,
cruzamento intersistemas, S, estado singlete, T, triplete. S, estado fundamental. Adaptado de
(MORGOUNOVA et al., 2013).

3| ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para a fundamentacdo da estratégia experimental aqui discutida foi realizado
ensaio com solugcdes do corante azul de metileno (MB*) emtrés diferentes concentracoes
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(5, 50 e 150 uM) que interferem em seu estado de agregacao, sendo que a forma
monomérica € predominante até 20 yM. A essas solugdes foram adicionados os
detergentes SDS (aniénico) e CTAB (catiénico) em duas concentragdes diferentes,
sendo uma abaixo e uma acima da CMC (concentracao micelar critica). Para SDS,
usamos 1,5 e 16 mM e para CTAB usamos 0,75 e 8 mM. Em seguida foi realizada a
aquisicao do espectro de absorcao no visivel (regiao espectral de 350 a 750 nm) de cada
solucéo utilizando cubetas de vidro de caminho 6ptico 1 cm ou 0,1 cm (dependendo da
concentracao de MB* usada). Foram plotados os graficos absorbéancia X comprimento
de onda e analisada a razdo entre os picos de absorcdo das formas monomérica
e dimérica em cada condicdo. Essa estratégia experimental permite, dessa forma,
trabalhar com os alunos a aplicacdo da Lei de Lambert-Beer no que concerne a
influéncia da concentragéo dos cromoéforos, do seu estado de agregacéo e do caminho
6tico de aquisicao espectral.

Como recurso pedagogico para o estudo da espectroscopia UV-vis considerando
medidas qualitativas e utilizando como modelo o MB*, desenvolvemos o objeto de
aprendizagem (OA) “Propriedades Fotofisicas do Azul de Metileno Aplicadas para o
Ensino de Espectroscopia UV-Visivel como Ferramenta para Anélise Qualitativa em
Bioquimica” disponivel no link http://nte.ufabc.edu.br/bioquimica/oa/index.html, objeto
este agraciado em 2017 no 1° Prémio Nacional de Ensino de Bioquimica e Biologia
Molecular “Bayardo BaptistaTorres” na categoria Materiais Didaticos ou Pratica de
Ensino, promovido pela Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
(SBBq) (BRITO e NANTES, 2017). Por meio da interacdo com esse OA é possivel
fazer a simulacdo de condicbes que modulam a agregacdo do corante azul de
metileno e o entendimento de como isso interfere qualitativamente nos espectros de
absorcéo. As condicbes moduladoras dos estados de agregacéo sao concentracéo e
uso de surfactantes. Para tal, &€ apresentada a possibilidade de preparar virtualmente
solucdes a partir de trés diferentes concentragdes de azul de metileno combinadas
com trés diferentes concentracdes de surfactante anidénico ou catiénico (na auséncia,
abaixo da concentracdo micelar critica, e acima dessa). As representacdes dessas
condicoes sao: espécies moleculares presentes na solucéo, cor da solugao e os
correspondentes espectros de absorcéo no visivel. A figura de uma cubeta com a
solucdo tem a representacéo dos estados de agregacao do corante e dos surfactantes.
Ao clicar nas diversas representacdes sao abertas caixas de texto com explicacbes
sobre os conceitos e interagdes envolvidas conforme Figura 4:
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Figura 4. Exemplo de uma das telas do objeto de aprendizagem, com indicacéo de algumas
das opc¢des disponiveis para simulag&o.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 5 séo apresentadas fotos de todas as solugdes de MB* em diferentes
condicoes de concentracao e da presenca de micelas. A predominancia de agregados
ja € evidenciada pela cor da solugdo, uma vez que as formadas de monémeros
apresentam a cor azul cyan, enquanto que as de formadas por dimeros de MB*
apresentam a cor azul royal (tonalidade mais escura). A mudanca de cor conforme o
estado de agregacao decorre do fato de que a agregacao afeta a estrutura molecular,
que por sua vez, afeta os niveis de energia dos orbitais moleculares e assim, os
comprimentos de onda de luz que sao absorvidos e transmitidos (vide Figura 3)

Figura 5. Fotos das solucdes 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 concentragbes de azul de metileno séo
respectivamente, 5, 50 e 150 M. Observar as diferencas de tonalidade de azul. A tonalidade
royal indica predominancia de dimeros do corante e a tonalidade cyan indica predominancia de
mondmero do corante.

O estado de agregacao pode ser determinado espectrofotometricamente. As
Figuras 6 e 7 mostram os espectros correspondentes aos dados obtidos de todas as
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solugées manipuladas indicadas na Figura 5. E possivel relacionar cor da solucéo,
estado de agregacédo e aspecto do espectro apresentado. Além disso, foi observado
gue mesmo em condicdes onde predomina a forma monomérica, pode-se deslocar o
equilibrio para a forma dimérica com o uso de detergentes como o SDS. Na presenca
do detergente SDS arazao entre a concentracao de micelas e concentracdo do corante
ird determinar se as moléculas do corante permanecerao distribuidas isoladamente ou
em pares no interior das micelas e isso pode ser monitorado por espectroscopia UV-
visivel (JUNQUEIRA et al., 2002). Portanto, em presenca de SDS, a predominancia de
dimero sera dependente da concentracéo relativa de MB* e SDS. Conforme mostrado
na Figura 6, mantendo fixa a concentracdo do corante, em concentracdo de SDS
relativamente baixa o espectro observado com pico em 580 nm, é referente a forma
dimérica, enquanto que, em concentragcdes relativamente altas de detergente, o
espectro observado com pico em 665 nm é relativo a forma monomérica do corante
(MORGOUNOVA et al., 2013).

101 Jf’}"'\(j =~ monémero
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(=]
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~===MB 5 pM+SDS 16 MM ——MB 50 uM*+5DS 16 mM ——MEB 150 pM*+SD5 16 mM

Figura 6. Espectros de absorbéncia das solu¢des de azul de metileno (MB*) e do surfactante
SDS em diversas concentragdes. No inserto representacdo do MB* em micela de SDS na razéo
1:1 (forma monomérica do corante) a direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) a esquerda.
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Figura 7. Espectros de absorbéncia das solugbes de azul de metileno (MB*) e do surfactante
CTAB nas diversas concentracdes. No inserto representacdo MB* em micela de CTAB na razéo
1:1 (forma monomérica do corante) a direita, e 2:1 (forma dimérica do corante) a esquerda.

Para analisar espectros de corantes associados as micelas é importante entender
seu comportamento e como alteram o estado de agregacao do corante. A estrutura
micelar esta em equilibrio com os monémeros da solu¢do e com a monocamada de
surfactante na interface ar/agua. A presenca de um sal na solugéo diminui a repulsao
eletrostatica entre os monémeros na interface e consequentemente diminui a CMC
(efeito da forga ibnica sobre a CMC de um detergente). Esse efeito € observado apenas
com altas concentragcbes do soluto (mM) (MANIASSO, 2001). Em uma solucéo de
surfactante e corante MB*, dependendo da carga do surfactante, e consequentemente
das interacdes eletrostaticas, bem como da razdo molar entre esses, pode ocorrer ou
nao formacao de complexos que mudam as propriedades de ambos e o equilibrio da
solugéo. O MB*, sendo positivamente carregado tem uma forte atracéo pelo SDS e tem
sido sugerido que essa interacdo muda o equilibrio da solugdo de SDS e os complexos
formados tém uma grande tendéncia a permanecerem na interface (menor repulsao
entre monémeros e menor solubilidade em agua). Em solucédo de SDS e MB*, a
CMC é alcangcada com menores concentracées de SDS, em relacdo ao surfactante
puro. Ja foi observado (JUNQUEIRA et al., 2002) que quando a concentracdao do MB+*
€ aumentada de 0 para 45 yM, a CMC de SDS diminui de 7 mM para 70 yM. Assim,
concentragcbes em micromolar de MB* séo suficientes para mudar a CMC em duas
ordens de magnitude, o que indica que o MB* facilita a formagdo das micelas. O uso
de surfactantes catidnicos e aniénicos possibilita obter informagdes sobre a influéncia
da carga da interface das micelas na associagcao com outras moléculas.

Para modular o equilibrio monédmero/dimero deve-se atentar ao fato de que o
calculo de concentracao do detergente deve levar em conta que o corante se associa as
micelas e ndo ao monémero do detergente. Portanto, acima da CMC, a concentracao
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de detergente deve ser dividida pelo numero de agregacao do detergente nas micelas
de modo que se calcule corretamente a razdo corante/micela.

Além do azul de metileno, outros corantes tiazinicos, como o nudcleo 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 cation radical. Em baixas concentragcdes do corante nas quais as formas agregadas
ndo predominam, o cation radical ndo fica estabilizado e pode reagir com o oxigénio
molecular e dar origem ao derivado sulféxido. (RODRIGUES et al., 2006 ; SANTOS,
2009) O cation radical das fenotiazinas séo estaveis quando esses compostos estao
na forma agregada de tal modo que é possivel medir o espectro UV-vis no estado
estacionario. Os espectros do cation 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 céation radical das fenotiazinas apresenta uma banda de
absorcao com pico em torno de 520 nm, conforme Figura 8, a qual mostra o espectro
atribuido ao cation radical da PHT ap0s irradiagcdo de 3h em lampada UV de 80 W (A
=254 nm):

Absorbancia

0.0 = T
400 600
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Figura 8. Espectro de absor¢ao do cation radical de PHT apés irradiagcéo de 3h em lampada
UV de 80W (A = 254 nm) a distancia de 2 cm. O inserto a esquerda mostra a PHT no estado
solido antes da dissolugdo em H,O, enquanto o inserto a direita mostra a solugéo obtida apos
irradiacdo e formacao do cation radical, o qual apresenta coloracao rosa. A medida espectral foi
realizada em cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm.

Nessas condigbes, a formagéo do cation radical é corroborada por medidas de
ressonancia paramagnética do elétron (ndo mostrado). O uso da espectroscopia UV-
visivel para analise qualitativa permite analisar a interconversédo temporal entre duas
espécies moleculares e caracterizar a cinética de uma reacdo. A Figura 9 mostra as
mudancgas espectrais que ocorrem com PHT durante sua irradiagdo com luz UV. O
espectro em amarelo escuro mostra o estado inicial antes da irradiacdo. As linhas
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pretas fina e grossa mostram as mudancgas espectrais que precedem o aparecimento
do cation radical e que sao atribuidas a formacgao de sulfoxido. As linhas rosa e vermelha
correspondem aos espectros do cation radical obtidos nas regides espectrais do UV
(esquerda) e visivel (direita).
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Figura 9. Mudancas espectrais que ocorrem com PHT (solu¢do aquosa 100 uM) durante
irradiacao com luz UV a distancia de 2 cm. As linhas pretas fina e grossa mostram as mudancas
espectrais que precedem o aparecimento do cation radical de PHT e que séo atribuidas a
formacéo de sulfoxido. As linhas rosa e vermelha correspondem aos espectros do cation
radical obtidos nas regides espectrais do UV (esquerda) e visivel (direita). A medida UV-vis foi
realizada em cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1 cm.

51 CONCLUSOES

As estratégias experimentais para analisar os estados agregados dos corantes
aqui descritas sao de utilidade para aplicacdo didatica em cursos disciplinares
e interdisciplinares que requerem a aquisicdo de competéncia na area de
espectroscopia UV-visivel, fisico-quimica de sistemas heterogéneos e fotoquimica de
corantes tiazinicos. Por tratar da analise de corantes, tem utilidade para os técnicos
especializados que trabalhem em vérios aspectos de pesquisa e desenvolvimento de
corantes. A associacéo das estratégias experimentais com o objeto de aprendizagem
permite melhor entendimento e assimilacdo do conteudo.
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RESUMO: A poluicdo atmosférica é
comprovadamente um agente causador e de
piora do quadro de diversas doencas, entre
elas doencas respiratorias, cancer de pulmao,
acidente vascular cerebral e infarto do miocardio.
A Organizagéo Mundial de Saude estima que 3
milhdes de pessoas morrem anualmente devido
a doengas causadas pela poluicdo atmosférica
ambiental. Recife, apesar de ser uma metrépole
com mais de 1,6 milhdao de habitantes, nao
possui sistema de monitoramento de qualidade
do ar. Ao longo dos anos, tem havido um
aumento consideravel no numero de veiculos
da cidade, o que deve ter aumentado os niveis
de poluicdo atmosférica e se refletido em um
aumento na incidéncia de doencas com relacao
com a poluicdo atmosférica. Os resultados
mostrados indicam um aumento consideravel
no numero de internacdes devidas a infarto
agudo do miocéardio e céncer de pulmdo em
Recife entre 2000 e 2016.
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POPULACAO DE RECIFE

PALAVRAS-CHAVE: Céancer de
Doengas respiratorias. Infarto agudo do
miocardio. Qualidade do ar. Saude Publica.

Pulmao.

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
Recife, despite being a big city with 1.6 million

to environmental air pollution.
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:
diseases. Ischemic heart disease. Air quality.
Public health.

Lung cancer. Respiratory

11 INTRODUCAO

Dados recentes da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) estimam que a poluicéo
atmosférica seja responsavel pela morte de
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aproximadamente trés milhdes de pessoas anualmente (3). A poluicao atmosférica esta
diretamente relacionada ao aumento consideravel nos casos de infecgcdes respiratorias,
sendo também associada ao desencadeamento ou agravamento de doencas graves
como edema pulmonar, cancer de pulmao e doencas cardiovasculares (1,3,4,7,12,14).

Ha vaérias classes de poluentes atmosféricos e entre os principais encontra-se
o material particulado. Seus riscos a saude sao determinados pelo tamanho, area
superficial e composi¢ao das particulas, que séo geradas normalmente pela queima
de combustiveis fésseis em veiculos automotores, industrias e centrais termelétricas.
Essas particulas sdo formadas por um nucleo de carbono com diferentes materiais
adsorvidos a sua superficie, como metais pesados, hidrocarbonetos, nitratos e sulfatos
9).

O material particulado, € capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs)
quando inalado (5,6). Estas espécies altamente reativas podem causar danos ao
DNA, proteinas 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 inflamatérias, com aumento na expresséo
de TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-13, sugerindo que o processo inflamatério gerado por material
particulado possa estar relacionado aos efeitos nocivos destas particulas nos pulmdes
e no sistema respiratério como um todo (10,13).

Recife possui uma populagcdo aproximada de 1,6 milhdo de habitantes e uma
frota de quase 700 mil veiculos. Dados obtidos através do DATASUS indicam um
aumento no numero de internagcdes hospitalares por doengas associadas a poluicao
atmosférica na cidade de Recife no periodo analisado, entre 2000 e 2016, que pode
estar relacionado ao grande aumento da frota de veiculos da cidade nesse mesmo
periodo (2).

2 | MATERIAIS E METODOS

Os dados da evolugao da frota de veiculos de Recife foram obtidos através
do site do Detran de Pernambuco (http://www.detran.pe.gov.br/). Os dados de
internacdes hospitalares devidas doencas respiratorias, cancer de pulméo, infarto
agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (AVC) foram obtidos através do site
do DATASUS (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe ?sih/cnv/niuf.def).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de avancgos ocorridos nas Ultimas décadas, que resultaram na reducéo
dos niveis de emissdes de veiculos novos, o grande aumento da frota em cidades
como Sao Paulo, Rio de Janeiro e Recife nos ultimos anos é responsavel por elevados
niveis de poluicéo, além de levar caos ao trénsito das grandes cidades brasileiras (2).
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Segundo dados do DETRAN-PE durante o periodo de 2000 a 2016 a frota de veiculos
de Recife mais do que duplicou, como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Crescimento da frota de veiculos de Recife no periodo de 2000 a 2016.

O grande aumento da frota de veiculos, que se repete na regiao metropolitana
de Recife como um todo, é um fator que deve ter contribuido para o aumento nos
niveis de poluicao atmosférica em Recife e na regiao metropolitana. Recife, assim
como outras metropoles brasileiras, infelizmente, ainda n&do possui um sistema de
monitoramento de poluentes atmosféricos (2).

Dados do DATASUS indicam um aumento no numero de internag¢des hospitalares
e mortes atribuidas a doencas relacionadas a poluicdo atmosférica em Recife e regiao
metropolitana nos ultimos anos. Tanto bronquite aguda quanto bronquite crénica,
enfisema e outras doencas respiratorias crénicas vém apresentando um aumento ao
longo do periodo analisado (dados ndo mostrados), o que coincide com o aumento
da frota de veiculos de Recife nesse mesmo periodo. O mesmo se observa para
o numero de mortes relacionadas a doencas respiratorias (dados ndo mostrados).
No caso de infarto do miocéardio, tem havido um aumento consistente de mais de 3
vezes no numero de internagdes no periodo analisado (Figura 2). O numero de mortes
causadas por infarto do miocardio ndo apresentou, no entanto, alteracdes importantes
no periodo (dados nao mostrados).
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Figura 2: Numero de internacdes hospitalares devidas a infarto agudo do miocardio, na cidade
de Recife, no periodo entre 2000 e 2016.

De todos os dados analisados, os dados mais contundentes sao as internagdes
devidas a cancer de pulmao que apresentaram aumento de sete vezes no periodo
analisado, de 2000 a 2016 (Figura 3). Apesar do aumento vertiginoso nas internacoes
por cancer de pulmao, o numero de mortes cresceu em menor grau, mas ainda mostra
valores de até 90 % de aumento em relacéo as minimas do periodo analisado (dados
nao mostrados).
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Figura 3: Numero de internacdes hospitalares devidas a cancer de pulméo, na cidade de
Recife, no periodo entre 2000 e 2016.

4 | PERSPECTIVAS

Estdo em andamento estudos para aprofundar o tema e verificar se ha de fato
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uma relacdo de causa e efeito entre 0 aumento do numero de veiculos em Recife
e 0 aumento no numero de internacdes devidas a doencas relacionadas a poluicéo
atmosférica. Espera-se que os resultados obtidos possam convencer as autoridades
competentes da importancia do monitoramento da qualidade do ar, em especial em
grandes metrdpoles como Recife e que em um futuro préximo seja instalada uma rede
de monitoramento de qualidade do ar na cidade.

Espera-se também que esses dados sirvam de subsidios para a adocédo de
politicas publicas que visem restringir ainda mais a emisséo de poluentes por veiculos
automotores, e com isso reduzir os niveis de poluicdo atmosférica. Uma medida de
politica publica que teria grande efeito na diminuicao dos niveis de polui¢cao atmosférica
seria 0 investimento macico em transporte de massa (metrés e trens). Infelizmente,
o governo de Pernambuco e a prefeitura de Recife ndo tém feito investimentos
importantes nessa area.

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 0 aumento da capacidade do transporte publico devem incentivar as
pessoas a deixarem seus carros em casa, contribuindo tanto para uma reducéo dos
niveis de poluicdo como para uma melhoria no cadtico transito da cidade.
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EFEITO GENOTOXICO DO METANOSULFONATO DE METILA
EM CELULAS DE Biomphalaria glabrata

Dewson Rocha Pereira

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

Maira de Vasconcelos Lima

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

Willams Nascimento de Siqueira
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

Gabrielly Christynne Nascimento Sales
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

Hianna Arely Milca Fagundes Silva
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

José Luiz Ferreira Sa
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Departamento de Biofisica e Radiobiologia,
Recife, Pernambuco - PE.

RESUMO: O objetivo deste estudo foi usar o
ensaio cometa em hemobcitos do moluscos
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de agua doce Biomphalaria glabrata, para
a deteccdo de possiveis danos no DNA
apés a exposicao ao MMS e para avaliar a
potencial aplicacdo para monitoramento da
genotoxicidade do ambiente de agua doce.
O Biomphalaria glabrata (B. glabrata) é um
bioindicador ambiental utilizado, de forma
eficaz e sensivel, para identificacdo de agentes
genotodxicos, enquanto que o metanosulfonato
de metila (MMS) é reconhecido como agente
genotoxico utilizado no ensaio cometa como
controle positivo em células de mamiferos,
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 genotoxico
do MMS sobre B. glabrata, onde 90 % dos
nucledides do grupo tratado apresentaram
dano ao DNA, verificado pela migracédo de
DNA cromossomal e consequente formacgéo
de cauda. O ensaio cometa com B. glabrata
pode, assim, proporciona o estudo da acgéo
de agentes quimicos sobre o meio aquatico
de forma sensivel e preventiva e o MMS
pode ser utilizado como controle positivo dos
experimentos.

PALAVRAS-CHAVE:
Biomphalaria glabrata, MMS

Ensaio cometa,

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.

11 INTRODUCAO

Devido as diversas atividades humanas, milhares de substéncias nocivas
sao liberadas diariamente no meio ambiente podendo causar impactos danosos
aos organismos vivos (AMORIM et al., 2003). Dentre os diferentes ecossistemas,
0 meio aquatico € um dos principais locais para descartes de residuos industriais,
esgotos domésticos e outros. Estas substancias podem acarretar prejuizos para a
sobrevivéncia das espécies e consequentemente um impacto ambiental que deve ser
avaliado (CAJARAVILLE et al., 2000).

As consequéncias da acao das substancias poluidoras podem ser percebidas por
meio de alteracdes fisioldégicas, comportamentais, malformagées, mudancgas nas taxas
de crescimento, reproducao ou até mesmo a morte de toda a comunidade, impactando
diretamente a estrutura do ecossistema (RESH, DAVID & VH, 1993; CLEMENTS,
2000). As malformagdes causadas por alteracées da molécula de DNA, podem ser um
risco também para a saude humana, por ser repassada por meio da cadeia alimentar
(JHA, 1998). Estas alteragdes podem estar relacionada com o surgimento de doencgas
congénitas, doencas genéticas (mutagénese) e degenerativas, envelhecimento celular,
cancer, entre outras (ERDTMANN, 2003).

Para o monitoramento e identificacdo do grau de dano sofrido nos seres vivos
de um ecossistema impactado, se faz necessario a utilizacdo de técnicas que
avaliem os parametros fisico-quimicos relacionados com os danos surgidos nos
organismos expostos a estes agentes teratogégicos. O Ensaio Cometa (teste de
células individualizadas em gel de agarose) vem sendo utilizado em diversas areas de
conhecimento, incluindo biomonitoramento ambiental, genética toxicoldgica, radiacao
biolégica, processos de reparo de DNA e ecotoxicologia genética (GONTIJO & TICE,
2003 VERCOSA et al., 2017; FOWLER et al., 2017). E uma técnica desenvolvida
para detectar quebras no DNA de forma preventiva (pré-mutagénese) (KAMMANN
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et al., 2001; DE LAPUENTE et al., 2015). As células, avaliadas por esta técnica, que
possuirem elevado grau de dano no DNA apresentam uma forma semelhante a de um
cometa, pois ocorre aumento na migracao de DNA cromossomal do nucleo (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; ARAUJO et al., 2018; SILVA et al., 2018) foi utilizado recentemente para avaliar
alteracées ao DNA através do ensaio cometa (GRAZEFFE et al., 2008). A hemolinfa
deste animal contem hemdcitos (células de defesa) que irédo estar em contato direto
com o0s contaminantes. Portanto, este tecido é apropriado para o teste do cometa
(VILLELA et al., 2006). Neste estudo, moluscos B. glabrataforam expostos a substéancia
genotdxica metanosulfonato de metila (MMS), com a finalidade de observar dano a
molécula de DNA, por meio do ensaio cometa, estabelecendo um controle positivo para
futuro experimentos envolvendo moluscos e agentes quimicos na area da biofisica
ambiental.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

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

2.2 Exposicao ao metanosulfonato de metila (MMS)

Para realizacdo 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 agua filtrada e declorada. Apds o periodo de exposicdo 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 adaptacbdes. Para cada animal duas laminas de microscopio foram
cobertas com agarose de ponto de fusdo normal 1,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em
PBS (livre de Ca?* e Mg#). Foi coletado 100 pL de hemolinfa de cada animal, através
de estimulo sucessivo da regido podal, que culmina na liberacdo de hemolinfa pelo
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animal. Este volume de hemolinfa foi homogeneizado em 100 L de agarose de baixo
ponto de fuséo, e colocado sobre a lamina coberta com a agarose de ponto de fuséo
normal. Apos solidificacédo a 4°C (5-10 min), as laminas foram incubadas em solucéo
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. Apos lise, as laminas foram colocadas em cuba de eletroforese
horizontal (10 cm x 28 cm) e imersas em tampao alcalino, pH 13,0 (EDTA1 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 laminas foram entdo neutralizadas com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5 por 15 min,
fixadas com alcool absoluto por 10 min e coradas com SYBR safe (Invitrogen). Foram
analisadas 100 células por animal em microscépio de fluorescéncia (Nikon H550L) em
aumento de 400x, com um filtro de excitacdo de 450-490 nm, filtro de emiss&o de 500-
550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. A analise visual dos danos nos hemocitos
foi realizada de acordo com Jaloszynski e col. (1997), que consistiu na classificacao
dos cometas em categorias (0 a 3). Cada uma dessas categorias representa, de forma
crescente, a extensao do dano ao DNA. Por exemplo, na categoria 0 os cometas nao
apresentam cauda, na categoria 3 os cometas apresentam cabeca pequena e cauda
longa contendo a maior parte do contetdo de DNA (dano maximo).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito genotoxico do MMS foi avaliado sobre hemécitos de B. glabrata por meio
do Ensaio Cometa. No ensaio foi observada a presenca de cauda e diminuicdo da
cabeca dos nucledides do grupo exposto ao MMS em comparagao ao grupo controle
(Figura 1). A analise visual dos cometas demonstrou que 90% dos nucledides do grupo
exposto ao MMS (0,3 mM) apresentaram dano ao DNA entre as categorias 2 e 3,
indicando migracdo do DNA cromossomal danificado comparado ao grupo controle.
Portanto, a concentracdo 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 hemécitos expostos ao MMS de Biomphalaria
glabrata, corados com SYBR safe. Categoria zero (0) representa a auséncia 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
bioldgicos, desde células de mamiferos (COLLIN, DUSINSKA & HORSKA, 2001), peixes
(LEMOS et al., 2005) e moluscos (Corbicula fluminea) (RIGONATO, MANTOVANI &
JORDAO, 2005). Este agente genotdxico demonstrou eficacia na indugéo de danos
ao DNA avaliados por meio do ensaio cometa em B. glabrata. O MMS é um agente
alquilante que atua sobre os centros nucleofilicos do DNA formando monoadutos (tipo
de ligacéo quimica), por meio de uma reacao de substituicdo (JENKINS et al., 2005).
Diferentes resposta celulares s&o ocasionadas pela formagdo de monoadutos, como:
parada na replicacéo, inibicao da transcricao, parada no ciclo celular, reparo do DNA
e morte celular (WANG & LIPPARD, 2005).

41 CONCLUSOES

A utilizagcdo do Ensaio Cometa com B. glabrata possibilita a obtencdo de
informacgdes a nivel molecular, o que permite estudar a acdo de agentes quimicos de
forma sensivel e preventiva. O MMS, nas condi¢des descritas neste trabalho pode ser
utilizado como controle positivo nos experimentos de genotoxicidade com hemacitos
de B. glabrata expostos a agentes quimicos. Reforgcando a utilizacdo destes animais
como bioindicadores de ambientes aquaticos.
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CAPITULO 8
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RESUMO: Leishmanioses estdo entre as
doencgas infecciosas parasitarias de maior
incidéncia no mundo, refletindo um grave
problema de saude publica. Considerando
as dificuldades com relacéo a terapéutica e a
auséncia de vacinas, ha urgéncia pela busca
de novas drogas, dentre as quais se incluem
os fitoterapicos. O alho (Allium sativum L.)

apresenta varios compostos quimicos que
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potencializam as suas diversas atividades
biolégicas. O principal objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade leishmanicida
in vitro do extrato etandlico do Allium
sativum L. frente as formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. As
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
(2 x 10® parasitas/mL) foram testadas nas
concentracbes de 0,6 a 6 mg/mL para a
obtengéo da IC,, pelo método colorimétrico do
MTT. Anfotericina B representou o controle
positivo e como controle negativo, o0 meio de
cultura. Foram, também, realizados testes
para determinacdo de metabdlitos secundarios
(alcaldides e taninos) presentes no extrato
etandlico de Allium sativum L. (EEAsL). Com 72
h de incubacgao, observou-se que o EEAsL néo
apresentou atividade leishmanicida in vitro para
as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
O EEAsL apresentou pequena quantidade
de alcalbides e consideravel quantidade de
taninos. Neste contexto, faz-se necessario
ampliarmos a investigacao da atividade in vitro
do EEAsL frente as formas promastigotas de
Leishmania (L). amazonensis, em funcao de
serem realizadas modificagbes no processo
de extracdo 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 108
parasites/mL) were tested at concentrations of 0.6 to 6 mg/mL to obtain the IC, 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

11 INTRODUCAO

Leishmanioses representam um grupo de doencas causadas por protozoarios
do género Leishmania que acometem o homem e outras espécies de mamiferos,
numa consideravel extensao dos trépicos e subtrdpicos (NUNES et al., 2008; WHO,
2012). Estéo entre as doencas infecciosas parasitarias de maior incidéncia no mundo,
endémica em 98 paises com mais de 350 milhdes de pessoas em risco, e dois
milhGes de novos casos por ano, com uma mortalidade anual de aproximadamente
60.000 casos por ano, um numero somente superado pela maléria dentre as doencas
parasitarias (HOTEZ, 2007; WHO, 2012). Na América Latina, o Brasil € o0 pais que
registra o maior numero de casos dessa doencga, cerca de 90% do total notificado
(WHO, 2012).

De acordo com a espécie, a doenca pode apresentar-se sob trés formas clinicas:
cutédnea, mucocuténea e visceral; abrangendo uma ampla variedade de sinais, sintomas
e graus variados de severidade. As leishmanias podem causar desde infeccbes
inaparentes, oligossitomaticas até lesdes destrutivas e desfigurantes, constituindo-se
em um importante problema de saude publica (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Considerando as dificuldades em relacao a terapéutica e a auséncia de vacinas,
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h& urgéncia pela busca de novas drogas, dentre as quais se incluem os fitoterapicos.
Pesquisas tém demonstrado o uso popular de plantas no tratamento de leishmanioses
tanto por via oral, como na aplicacéo tdpica sobre as lesbes cutdneas. Muitos produtos
naturais apresentam em sua composi¢cao substéncias descritas na literatura como
eficazes na atividade leishmanicida (SOARES-BEZERRA et al., 2006).

Segundo a literatura, o alho (Allium sativum L.) da familia Lileaceae, apresenta
diversas atividades farmacolégicas como anti-inflamatéria, antiparasitaria,
gastroprotetora, antidislipidémica, anti-hipertensiva, anticancerigena e antimicrobiana,
entre outras (WABWOBA et al., 2010). O alho € conhecido por varios nomes populares,
sendo muito utilizado na culinaria e atualmente seu poder terapéutico tem sido
reconhecido pelo Ministério da Saude e assim como pelo FDA (WABWOBA et al.,
2010).

2| METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento
de Histologia e Embriologia (LCT-DHE) - Centro de Biociéncias (CB) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Em colaboracdo com o Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Bioquimica - CB/UFPE, foi realizado o processo de
concentracao em rotaevaporador do extrato etandlico de Allium sativum L.

2.1 Obtencao Do Extrato Etandlico De Allium Sativum L.

Para a preparacédo do extrato etandlico de Allium sativum L. utilizou-se um
quilograma de alho da casca branca comprado em mercado popular, juntamente com
trés litros de alcool etilico absoluto (solvente). Inicialmente descascou-se todos o0s
alhos e em seguida realizou-se a trituracdo do material em um liquidificador com o
auxilio do solvente; ap6s o término da trituracéo o produto final ficou em contato com
o solvente durante uma semana, em recipientes de vidro e hermeticamente fechados,
para que nao houvesse contaminacao. Apos esse periodo foi realizada uma filtragem,
com a utilizagcdo de gazes limpas em um funil de vidro, para evitar a passagem de
nenhum fragmento de alho para o extrato. Apos o processo de filtragem, procedeu-se
a rotaevaporacao do extrato para eliminacao do solvente até atingir massa constante,
restando apenas o extrato puro (Figura 1).
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Figura 1. Etapas para a obtencédo do extrato etandlico de Allium sativum L. (EEAsL) A)
Solvente (alcool etilico absoluto, PA) utilizado na etapa da extracé&o. B) material triturado (alhos)
em contato com o solvente. C) produto final em contato com o solvente (apd6s uma semana).
D) processo de filtragdo do EEAsL utilizando-se um funil de vidro com gazes colocado numa
proveta. E) etapa da rotaevaporacao do EEAsL para evaporacao do solvente. F) obtengcéo do
extrato puro.

2.2 Avaliacao da Atividade Leishmanicida In Vitro

Os parasitas utilizados foram cedidos pelo Dr. Osvaldo Pompilio de Melo Neto do
Departamento de Microbiologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes (CPgAM) da
FIOCRUZ-PE. Foiutilizadacepadeformaspromastigotasde Leishmania L. amazonensis
em fase exponencial de crescimento, para os ensaios de atividade antiparasitaria 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 56°C por
1 hora em banho-maria, 0,1 % de antibibticos (estreptomicina e penicilina) e 0,2% de
hemina, em estufa de BOD a 26°C.

Para a determinagdo da IC,,
colorimétrico MTT (MOSMANN, 1983), onde foi analisada capacidade dos parasitas

0os ensaios foram realizados pelo método

viaveis reduzirem o sal [3-{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenil tetraz6lio] (MTT), através
da acéo da desidrogenase mitocondrial, no produto Formazan (GUIMARAES et al.,
2010). As formas promastigotas dos parasitas (L. (L.) amazonesis) foram distribuidas
em placas de 96 poc¢os, na concentracao de 2x10° células/mL de meio LIT. Em seguida
foi realizada uma diluicéo seriada com o meio LIT a 20% em diferentes concentracdes
(0,6 - 6 mg/mL) do extrato etandlico de Allium sativum L., tendo a anfotericina B
como controle positivo e como controle negativo, 0 meio de cultura. As placas foram
incubadas em estufa de BOD a 26°C por 72 horas. Ap6s este periodo, foi adicionado
o MTT (Sigma) a 5 mg/mL em cada pogo e foi realizada nova incubagcéo durante
trés horas. A reacéo foi interrompida pela adicdo de DMSO e a placa lida em um
espectrofotometro a 570 nm.
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2.3 Identificacao dos Metabolitos Secundarios

Foram realizados testes para a identificacdo dos metabdlitos secundarios no
extrato obtido. Todavia, levou-se em consideragéo que os efeitos dessas substancias
bioativas podem variar devido a varios fatores como sazonalidade, ritmo circadiano,
temperatura e disponibilidade hidrica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

2.4 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo método de ANOVA, seguido pelo pos-teste de
Tukey com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade leishmanicida do Allium sativum L tem sido estudada por outros
pesquisadores, que relacionam a influéncia do processo de extragdo 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 IC_,
de 34,22 ug/mL e 37,41 pg/mL (respectivamente).

Na figura 2, observou-se que apds 72 horas de incubacgao, o extrato do Allium
sativum L. (EEAsL) ndo apresentou uma efetiva atividade leishmanicida in vitro
(IC,,~4,8 mg/mL) para as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
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Figura 3. Efeito de extrato etandlico de Allium sativum L. frente as promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis. As formas promastigotas foram tratadas com diferentes concentracées (6,0
a 0,6 mg/mL) por 72 horas. Os valores foram apresentados como médias + desvio padréo da

média. *, representa diminui¢do significativa da viabilidade do parasito versus controle (meio) (p

< 0,05). ***, representa diminui¢&o significativa da viabilidade do parasito versus controle (meio)

(p<0,0001).

Notou-se uma uniformidade da cor (roxo escuro) em quase todos os pocos da
placa de cultura, revelando que o extrato ndo apresentou atividade leishmanicida,
mesmo nas maiores concentragdes (Figura 3). Segundo Guimarédes et al. (2010)
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a atividade de um extrato natural pode ser observada através de uma mudanca
da coloracéo nos pocos de uma placa de cultura, devido a formagao dos cristais de
Formazan que estdo diretamente relacionados a quantidade de parasitas ou células

viaveis.

Figura 3. Representacéo de uma placa de cultura com 96 pogos apos trés horas de incubagéo
com o MTT, contendo as formas promastigotas de Leishmania L. amazonensis sob agéo do
extrato etanodlico de Allium sativum L. (EEASsL).

O extrato do Allium sativum L. (EEAsL) apresentou pequena quantidade de
alcaldides e consideravel quantidade de taninos (Figura 4). Alguns estudos referem
os alcalbides, como metabdlito secundario, com potente atividade leishmanicida e os
taninos como importante agente antimicrobiano (RHODES et al. 2006).

s

Figura 4. Teste para reconhecimento de metabdlitos secundarios (alcal6ides e taninos)
presentes no Extrato Etandlico de Allium sativum L. (EEAsL) A) Na presenca do reagente
de Mayer, notou-se fraca precipitacao do EEAsL. B) Na presenca do reagente Bourchardat
(Wagner), observou-se precipitagdo moderada, em comparacao ao ensaio anterior (fraca
reacdo para alcalbides). C) tubos de ensaio demonstrando uma visao geral da reacao do
EEAsL com as solugdes reagentes. D) Reacdo do EEAsL com solugdo de acetato de chumbo
(10%), notou-se precipitagcdo mais intensa. E) Reacao do EEAsL com solucéo de acido
cloridrico (HCI) a 10%, notou-se precipitacdo mais intensa. F) Reacdo do EEAsL com a solugcéao
de cloreto férrico (2%), observou-se total precipitacdo. D, E, e F) mostram que o EEAsL
apresentou maior quantidade de taninos do que alcalbides.
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O tanino classifica-se como um composto fendlico 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 alteracées morfologicas nas hifas.

Segundo Garba (2014), na avaliacao fitoquimica preliminar do extrato de alho
através de solventes aquosos e alcoolicos, foi possivel constatar a presenca de taninos
e saponinas; todavia a deteccao de alcaldides e flavonoides soé foi possivel quando se
utilizou apenas um dos solventes (alcdolico e aquoso, respectivamente).

O extrato do Allium sativum L. (EEAsL) foi obtido apenas com um solvente
(etandlico) e em funcdo dessa extracdo, ndo foram identificados outros metabdlitos
secundarios, com relatados na literatura. Neste contexto, devem-se levar em
consideragcao que os metabdlitos secundarios presentes nas plantas medicinais
podem variar de acordo com diversos fatores, tais como sazonalidade, irrigacdo, modo
de cultivo, entre outros (NCUBE et al., 2010).

41 CONSIDERACOES 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 ndo apresentou atividade leishmanicida
in vitro e estes resultados podem ter relagdo com a forma de cultivo do material vegetal
(alho), sendo de extrema importancia a questao do solo, das condi¢des climaticas,
do tempo de cultivo; os quais podem influenciar consideravelmente na producéo dos
metabdlitos secundarios (NCUBE et al., 2010)

O solvente utilizado no processo de extracao pode ter limitado a identificacéo dos
principais metabdlitos secundarios responsaveis por diferentes atividades biologicas,
inclusive pela propria atividade leishmanicida.

Neste contexto, faz-se necessario ampliarmos a investigacao da atividade in vitro
do extrato de Allium sativum L. frente as formas promastigotas de Leishmania (L).
amazonensis, em funcéo de serem realizadas modificagcdes no processo de extracéo
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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CAPITULO 9
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RESUMO: Proteinas tém sido utilizadas e
estudadas para o tratamento de inumeras
doencas, devido a sua alta especificidade e
acao potente. Varias formulagdes estdo sendo
desenvolvidasparamelhorarabiodisponibilidade
e atividade de proteinas. As nanoparticulasforam
estudadas para aplicagdes biotecnoldgicas,
tais como para liberacdo controlada de drogas.
O polimero de quitosana (CS), devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e
baixa toxicidade, é uma boa escolha para essa
finalidade. Entre os métodos de obtencdo de
nanoparticulas, a gelificacdo ionotropica é
vantajosa por sua simplicidade e néo utilizar
solventes organicos e altas temperaturas.
A L-asparaginase é uma importante enzima
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amplamente utilizada no tratamento da
leucemia, entretanto, alguns fatores limitam
seu uso na clinica, como o desenvolvimento
de anticorpos antiasparaginase, reacdes de
hipersensibilidade e outros efeitos adversos.
Tendo em vista a importancia de seu uso, sao
necessarias alternativas para reduzir seus
efeitos adversos e aumentar sua estabilidade.
Objetivou-se obter nanoparticulas de quitosana
de alto peso molecular sem e com ZnCl,, alem
daincorporacao de asparaginase como proteina
modelo, por gelificacéo ionotropica com razéo
CSttripolifosfato de 3. A alta concentracdo
de quitosana permite maior incorporacédo de
farmaco, mas aumenta o tamanho da particula,
0 que nao é interessante para a liberacédo
intravenosa de farmaco. A adi¢géo de ZnCl, na
formulacéo leva ao decréscimo de tamanho com
0 aumento da capacidade de carga. Todas as
formulacbes apresentaram valores satisfatorios
de potencial zeta indicando boa estabilidade
fisico-quimica e a asparaginase dentro das
nanoparticulas apresentou maior velocidade de
catalise, em comparacéo com a enzima livre.

ABSTRACT: Proteins has been used and
studied for the
diseases because of their high selectivity and

treatment of numerous

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 ZnCl,, 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 ZnCl,
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.

11 INTRODUCAO

As proteinas tém sido muito estudadas e empregadas na terapia de diversas
patologias humanas, mas a sua utilizacao acaba sendo limitada devido a vulnerabilidade
da sua estrutura, o que é muito critico, uma vez que a sua atividade é altamente
dependente da conformacé&o. Além disso, estao susceptiveis a degradagao enzimatica
por proteases enddgenas e a imunogenicidade. A nanotecnologia tem sido muito
explorada no desenvolvimento de sistemas que possam contornar essas limitacoes e
permitir o aproveitamento do potencial terapéutico dessas moléculas. (Yu et al., 2016)

A nanotecnologia vem sendo empregada em diversas areas, com a criagcao e
utilizacdo de materiais, dispositivos e sistemas através do controle da matéria em escala
de tamanho nanométrico. Especificamente na area da saude, tem se tornado cada vez
mais comum a sua aplicagéo, ja que a entrega eficiente de farmacos € um dos grandes
desafios da industria farmacéutica e biotecnologica. Muitos farmacos apresentam uso
limitado devido a baixa solubilidade, alta toxicidade, agregacao, entrega néo especifica,
degradagao in vivo e meia-vida curta. Nesse contexto, a nanotecnologia vem sendo
empregada no desenvolvimento de novos sistemas para a entrega de principios 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)

Polimeros biocompativeis

O desenvolvimento e a obtencao de polimeros biocompativeis representam uma
revolugdo na medicina, proporcionando significativos avangos biotecnologicos na
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entrega de medicamentos, biomateriais, engenharia de tecidos e desenvolvimento de
dispositivos médicos. A degradabilidade e biocompatibilidade desses materiais séo de
suma importancia, pois seus subprodutos, em meio bioldgico ndo séao toxicos. Embora
grande parte dos trabalhos pioneiros no desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada de farmacos tenham sido conduzidos com polimeros nao-degradaveis,
polimeros degradaveis e biodegradaveis sédo os preferiveis para tal aplicagdo. (Kamaly
et al., 2016)

Os polimeros degradaveis de ocorréncia natural tém sido extensivamente
aplicados em sistemas de direcionamento especifico de principios ativos, devido
a abundéancia na natureza e biocompatibilidade, incluindo polimeros proteicos, tais
como, colageno, albumina, gelatina e os polissacarideos, como agarose, alginato,
carragenina, acido hialurénico, dextrano, quitosana e as ciclodextrinas. (Pillai e
Panchagnula, 2001)

Os polissacarideos naturais, em especial, ttm sido amplamente utilizados em
projetos de engenharia de tecidos e fabricacdo de nanoparticulas para entrega de
ativos. Apesar da grande vantagem de serem biodegradaveis, apresentam a limitacéo
de variabilidade lote a lote e ampla distribuicao de peso molecular, quando comparados
com os polimeros sintéticos. A quitosana e o acido hialurénico sao dois dos polimeros
naturais mais utilizados para carregamento de farmacos. (Kamaly et al., 2016)

A quitosana é um polimero natural, hidrofilico, biodegradavel, biocompativel,
com baixa toxicidade, e tem sido muito utilizada para a produgcdo de nanoparticulas
para direcionamento especifico de farmacos (Nagpal, Singh e Mishra, 2010). Este
biopolimero € um mucopolissacarideo estreitamente semelhante a celulose, obtido
pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino. A quitina € um polimero
natural extraido de exoesqueleto de crustaceos, insetos, entre outros, composto
pelas unidades monoméricas de B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1
->4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, como exemplificado na Figura 1. Propriedades
importantes podem influenciar na sua solubilidade e capacidade de reticulagcdo, como o
grau de desacetilacao, a distribuicdo de peso molecular e o conteudo de impurezas, 0s
quais dependem das fontes naturais da matéria-prima e dos métodos de preparacgao.
(Kumar, 2000)

Quando o grau de desacetilacao da quitina atinge aproximadamente 50%, esta
se torna soluvel em meio aquoso acido, passando a ser denominada de quitosana. A
solubilizagéo ocorre pela protonagao do grupo funcional -NH, na posi¢éo C-2 da unidade
D-glucosamina e, com isso, o polissacarideo é convertido em um polieletrélito catibnico
quando em meios acidos. Este polimero catibnico pseudonatural apresenta muitas
aplicagcbes, como: tratamento de aguas, producdo de cosméticos e medicamentos,
aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis e desenvolvimento de biomateriais.
(Rinaudo, 2006)
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Figura 1. Estrutura da molécula de quitosana

Dentre as técnicas mais utilizadas para a obtencdo de nanoparticulas, a
gelificacdo ibnica se destaca devido a nao utilizagcdo de solventes orgéanicos e alta
temperatura, o que € uma vantagem para encapsulacdo de bioativos. Esta técnica
consiste, basicamente, na reticulagao de compostos com cargas opostas, como ocorre
com 0s grupos amino da quitosana que apresentam caracteristica catiénica, com os
grupos fosfato das moléculas anidnicas do tripolifosfato de sédio (TPP) ou alginato de
sodio (Nagpal, Singh e Mishra, 2010).

2 93
+
o o o o | [Na
O~ O~ O

5

Figura 2. Estrutura da molécula de tripolifosfato de sodio

Além de ter se mostrado util para a encapsulagcao de farmacos de molécula
pequena, o biopolimero quitosana, devido as suas propriedades ja citadas
anteriormente, é um candidato promissor também para a producéo de formulacées
contendo proteinas com aplicagdo terapéutica. As proteinas representam uma parte
significativa dos novos produtos farmacéuticos em uso e ainda sendo estudados.
Apesar do seu mecanismo de agao muito eficiente, a sua aplicagao ainda apresenta
uma grande desvantagem, uma vez que, devido as suas propriedades fisico-quimicas,
muitas delas apresentam baixa estabilidade, permeabilidade e biodistribuicdo, apds
administracdo no paciente. O sucesso desse tipo de formulagcdo depende néo
apenas da estabilidade do sistema de entrega, mas, também, da sua capacidade de
manter a estrutura nativa e a atividade da proteina, durante a preparacao, periodo de
armazenamento e da entrega ao local de acdo do farmaco. Os sistemas a base de
quitosana estao sendo propostos como estratégias validas para atender tais condicoes.
(Andrade et al., 2011)

L-asparaginase
A L-asparaginase Il € muito utilizada em protocolos clinicos para tratamento de

diversos tipos de céancer, principalmente a leucemia lifoblastica aguda em criancas,
mas apresenta limitacbes de uso inerente de qualquer proteina exdgena, além de
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efeitos secundarios indesejados que podem resultar desde a inativagédo da enzima
ap6s a administracao até graves reacgdes alérgicas e neurotdxicas (Hill et al., 1967;
Narta, Kanwar e Azmi, 2007). Neste contexto, € um desafio desenvolver formulagdes
gue superem essas limitacdes e possibilitem o uso do potencial terapéutico desse
bioativo com mais segurancga para o paciente.

O uso de L-asparaginase no tratamento de neoplasmas malignos é o primeiro
exemplo claro de uma terapia baseada em uma diferencga nutricional especifica entre
certas células normais e malignas. A acéo terapéutica da L-asparaginase consiste na
deplecao da L-asparagina circulante no soro (Figura 3). AL-asparagina é um aminoacido
nao essencial sintetizado pela enzima asparagina sintase, através da transaminacéo
do acido aspartico, e € fundamental para o crescimento celular. As células leucémicas e
outras células tumorais sdo deficientes ou apresentam baixa expressao de asparagina
sintase, sendo dependentes de fonte externa de L-asparagina para sintese proteica
e sobrevivéncia. Ap6s administracdo da L-asparaginase, a L-asparagina circulante é
clivada em aspartato e amodnia, 0 que mata seletivamente as células leucémicas e
impede sua proliferacdo. (Hill et al., 1967)

Aincorporacéo daL-asparaginase emnanoparticulas de polimeros biocompativeis
€ uma alternativa promissora para aumentar a estabilidade dessa enzima no plasma
e permitir a liberac&o sustentada da enzima e, com isso, aumentar o intervalo entre as
administragdes, além de diminuir os efeitos adversos.

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

Neste trabalho o objetivo foi obter nanoparticulas de quitosana de alto peso
molecular sem e com ZnCl,, além da incorporagéo de L-asparaginase como proteina
modelo, por gelificacéo ionotropica com razdo CS/iripolifosfato de 3. As particulas
obtidas foram caracterizadas utilizando-se espalhamento dindmico de luz para
determinar o tamanho médio, indice de polidispersao, potencial zeta e a capacidade
de carregamento das nanoparticulas, além da atividade enzimatica.
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Caracterizacao de nanoparticulas

Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Duas caracteristicas das nanoparticulas comumente estudas s&o a distribuicéo
do tamanho e a carga superficial das particulas. Quando iluminadas com um laser,
as particulas em suspensdo espalham a radiacdo, sendo que a intensidade do
espalhamento é proporcional ao tamanho das particulas. A variagdo da intensidade
de espalhamento € devida ao movimento Browniano das particulas, relacionado ao
tamanho e a forma das particulas, podendo ser avaliada pela relacdo de Stokes-
Einstein. A velocidade do movimento Browniano é definida pelo coeficiente de difusao
translacional (D) e é inversamente proporcional ao didmetro da particula (quanto
maior o diametro da particula, menor o movimento), podendo ser influenciada também
pela temperatura e viscosidade do meio. Esse coeficiente (D) é medido pela curva de
correlacdo da intensidade. (Xu, 2008)

A biodistribuicdo das particulas depende das suas propriedades fisico-quimicas,
especialmente o tamanho. Uma das principais técnicas utilizadas para determinar o
tamanho de particulas em suspensao € o espalhamento dinamico de luz (DLS), que
avalia o movimento browniano das particulas e relaciona com a velocidade, ou seja,
o coeficiente de difuséo translacional, sendo, assim, possivel determinar o tamanho
das particulas de acordo com a equacédo de Stokes-Einstein (Pecora, 2000). O
tamanho de particula é definido como o tamanho de uma esfera hipotética rigida que
difunde da mesma forma que as particulas que estdao sendo avaliadas. O resultado
é relatado como um tamanho médio e a homogeneidade da distribuicdo de tamanho
€ expressa como indice de polidispersidade (PDI), um parédmetro adimensional da
funcé@o de autocorrelacdo; valores entre 0,1 a 0,25 indicam uma estreita distribuicao
de tamanho. O DLS fornece uma estimativa simples e rapida do tamanho das
particulas, mas apresenta limitagdes, principalmente em amostras com distribuicéo
de tamanho multimodal. Uma alternativa é a microscopia que fornece uma avaliagao
precisa do tamanho e da forma das particulas. No entanto, muitas vezes requer etapas
complicadas de preparacao de amostra, especificas para cada tipo de microscopia
gue pode alterar a amostra e criar artefatos. (Cho et al., 2013; Gaumet et al., 2008;
Xu, 2008)

A carga superficial € um importante parametro para o estudo da estabilidade de
coloides ou nanoparticulas em suspenséo. Nao existe uma tecnologia satisfatdria para
determinar a carga superficial de particulas pequenas em liquido. Assim, a pratica
mais comum € determinar o potencial elétrico da particula em um local afastado da
sua superficie, ou seja, na camada difusa. Este local que se relaciona ao movimento
das particulas no liquido € chamado de plano de deslizamento ou cisalhamento. O
potencial medido neste plano € chamado de potencial zeta, sendo esse um parametro
muito importante para a suspensdo de nanoparticulas, uma vez que esta intimamente
relacionado a sua estabilidade. A carga liquida na superficie da particula afeta
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a distribuicdo de ions ao seu redor, aumentando a concentragdo de contraions na
superficie, sendo formada uma dupla camada elétrica na interface da particula com
o liquido. Na camada mais interna estdo localizados os ions fortemente ligados a
superficie e na camada externa, a distribuicdo dos ions é determinada pelo equilibrio
entre forcas eletrostaticas e o movimento térmico. Assim, o potencial nesse local
diminui com 0 aumento da distancia da superficie até, a uma distancia suficientemente
grande, atingir o potencial da solucéo. Esse potencial € convencionado como potencial
zero. A microeletroforese é utilizada para determinar esse potencial, pois, em um
campo elétrico, cada particula e os ions mais fortemente ligados a mesma se movem
como uma unidade. O potencial no plano de cizalhamento entre essa unidade € 0 meio
circundante é denominado de potencial zeta. Como este potencial é funcéao da carga
superficial da particula, de qualquer camada adsorvida na interface e da natureza
e composicdo do meio que a circunda, ele reflete a carga efetiva nas particulas, se
correlacionando com a repulsao eletrostatica e com a estabilidade da suspenséo. (Xu,
2008)

Em geral, particulas com potencial zeta mais positivo do que +30 mV ou mais
negativodo que-30 mV tém estabilidade coloidal mantidadevido arepulséo eletrostética.
Uma limitac&o desse tipo de determinac&o é que em amostras multimodais o valor do
potencial zeta de particulas maiores domina em relacao a particulas menores. (Cho et
al., 2013; Xu, 2008)

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) foi utilizada para determinar o
didametro médio e o indice de polidispersdo das nanoparticulas. As aquisicoes foram
realizadas a 25 °C, sendo 100 aquisi¢des de cada amostra. O equipamento utilizado
foi 0 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) acoplado a um sistema de aquisicéo de
dados e o software DTS (Malvern Instruments) foi empregado para coleta e analise dos
dados. O mesmo equipamento e software também foram utilizados para determinar o
potencial zeta das particulas por meio da avaliagdo da mobilidade eletroforética das
particulas em suspensao.

Capacidade de carregamento

Acapacidade de carregamento do principio ativo, ou seja, a quantidade de farmaco
que é possivel veicular em uma determinada quantidade do sistema nanoparticulado,
€ importante, pois, quanto mais alta, menos matriz deverd ser administrada. O
carregamento pode ocorrer pela incorporacao no interior da matriz polimérica ou pela
absorcéao na superficie das nanoparticulas. Outro fator importante nesses sistemas € a
liberac&o do farmaco que, em geral, depende da solubilidade do mesmo, da dessorcéo
da superficie, da difusdo através da matriz, da erosdo/degradacao da matriz, bem
como da combinacao desses fatores. (Cho et al., 2013; Mohanraj, Chen e Chen, 2006)

A fim de determinar a quantidade de L-asparaginase incorporada nas
nanoparticulas, estas foram centrifugadas a 27000 x g durante 30 minutos e a
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concentracao de proteina no sobrenadante foi determinada pelo método do acido
bicinconinico (BCA) de acordo com Smith et al. (1985).

Atividade enzimatica por Calorimetria de titulagcdo isotérmica (ITC)

As técnicas calorimétricas tém contribuido muito para a compreensdao dos
mecanismos de interacdo a nivel molecular. O calorimetro de titulacdo isotérmica
(ITC) possibilita medidas energéticas de fend6menos de ligacado, interacdo e reacéo
entre componentes em temperatura constante. O calor associado com a rea¢ao ou
interacao é medido diretamente, permitindo obter os parametros termodinamicos, como
a entalpia, além de determinar a extensao da reacado. (Freire, Mayorga e Straume,
1990)

Um instrumento de ITC consiste em duas células idénticas compostas de um
material condutor térmico altamente eficiente (Hasteloy ou ouro) rodeado por uma
camara adiabatica. Os circuitos de termopar detectam diferencas de temperatura
entre as duas células e entre as células e a camara. O sistema trabalha para manter
idénticas as temperaturas entre todos os componentes. Em um experimento de ITC,
a solugao de macromolécula é colocada na célula de amostra e a célula de referéncia
contém tampao ou agua. Antes da injecéo do titulante, uma poténcia constante é
aplicada a célula de referéncia. Este sinal direciona o circuito de feedback para ativar
0 aquecedor localizado na célula de amostra. Isso representa o sinal de linha de base.
O sinal medido em um ITC é a energia necessaria para manter a temperatura igual em
ambas as células, de amostra e de referéncia. Durante a inje¢ao do titulante na célula
de amostra, o calor € absorvido ou liberado, dependendo se a rea¢ao € endotérmica
ou exotérmica, respectivamente. Para uma reacdo exotérmica, a temperatura na
célula de amostra aumenta, entdo o sistema de aquecimento é desativado para manter
as temperaturas iguais entre as duas células e um pico negativo é observado. Para
reacdes endotérmicas, o inverso ocorrera, ou seja, o sistema ira aumentar a poténcia
para a célula de amostra para manter a temperatura e um sera observado um pico
positivo. (Pierce, Raman e Nall, 1999)

A maioria dos substratos e/ou produtos de reagcdes enzimaticas nao possuem as
propriedades necessarias para quantificacao direta por técnicas espectrofotométricas.
Assim, frequentemente, para estudar essas reagdes sdo utilizados substratos
modificados ou uma reagao acoplada, que reage com o produto de interesse formando
um segundo produto quantificavel. Porém, essas estratégias podem introduzir muitos
erros experimentais, principalmente, na determinagéo K e k. Uma vez que durante
as reagdes quimicas ocorre liberacédo ou absorcao de calor, as técnicas calorimétricas
sao Uteis para estudar essas reacdes. Assim a calorimetria de titulacéo isotérmica
(ITC) € uma ferramenta muito interessante para estudo de rea¢des enzimaticas, pois
permite a determinacgdo direta da velocidade de reacéo, sem modificagcao de substrato
e sem necessidade de utilizar uma reacéo acoplada. Além disso, esse equipamento
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tem um controle muito preciso de temperatura, além de permitir a determinacao direta
do calor de reacgao utilizando uma concentracao muito baixa de proteina, de modo que
possibilita a determinacdo dos parametros cinéticos da reagao. (Bianconi, 2007)

Comumente, a atividade enzimatica da L-asparaginase é caracterizada pela
reacao de Nessler. Para isso, é preparada uma solugdao de enzima em tampao e a
reacao € iniciada com a adicdo de asparagina nessa solugéo. Apés 30 minutos a reacéo
é interrompida com a adi¢ao de 4cido tricloroacético. Apds centrifugacéo, a amostra é
diluida em agua e, entéo, adicionado o reagente de Nessler (tetraiodomercurato(ll) de
potassio), o qual reage com nitrogénio amoniacal, formando um precipitado amarelo-
castanho e ap6s 15 minutos a quantidade amoénia produzida € determinada a partir da
absorbancia em 500 nm. Para isso, é necessario fazer uma curva padrao de sulfato
de aménio (Whelan e Wriston, 1969). Porém, essa reacao é de baixa sensibilidade.
Por ser uma reacao acoplada e ocorrer a formacgéo de precipitado, pode apresentar
incerteza quantitativa.

A calorimetria de titulacédo isotérmica foi utilizada para caracterizar a atividade
enzimatica da L-asparaginase livre e da solucdo de nanoparticulas carregadas
com L-asparaginase em um VP-ITC, MicroCal (Malvern, USA). As taxas de reacao
enzimatica foram determinadas medindo-se a alteracéo de calor na cela de amostra,
contendo substrato, ap6s a injecdo da enzima. Todas as aquisi¢coes foram feitas a
37 °C e sob agitacdo de 300 rpm. Para alcancar o estado estacionario da reacao,
foram injetados 20 pL de L-asparaginase livre ou nanoparticulas carregadas com
L-asparaginase (8,5 yg.mL" de proteina) na cela de amostra (1,45 mL) contendo 10
mM de L-asparagina em tampao PBS pH 7,4. As constantes das taxas enzimaticas
foram determinadas de acordo com Morin e Freire, (1991).

RESULTADOS

O cloreto de zinco (ZnCl,) foi utilizado para estabilizar nanoparticulas de quitosana
reticulada com &cido hialurénico em condicdes fisioldgicas (Wu e Delair, 2015). Dessa
forma, entéo foi avaliado o efeitos da adi¢do de ZnCl, quando a reticulagao é realizada
utilizando o tripolifosfato (TPP). Os valores de tamanho médio e polidispersdo das
particulas obtidas podem ser observados na Tabela 1.

ZnCl, Dm

(mM) (nm) °D!

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. Diametro médio (Dm) e indice de polidisperséo (PDI) de nanoparticulas obtidas a
partir de 0,25 mg.mL" de quitosana e TPP/QT 0,3 com adigcéo de cloreto de zinco

A alta concentracéo de quitosana permite maior incorporacéo de farmaco, mas
aumenta o tamanho da particula, o que n&o € interessante para a liberacao intravenosa
de farmaco. A adigdo de ZnCl, na formulagéo leva ao decréscimo de tamanho com
0 aumento da capacidade de carga. Utilizando 0,25 mg/mL de CS, foram obtidas
nanoparticulas de 133,7 nm de diametro e com ZnCl, 2 mM, o tamanho diminuiu
para 73,26 nm, enquanto as nanoparticulas de 169,8 nm obtidas com 0,5 mg/mL CS
diminuiram para 102,5 nm com ZnCl,.

Obter particulas menores é muito interessante, uma vez que o aumento da
concentracéo de polimero utilizado resulta em aumento do tamanho da particula obtida,
assim, na presencga de ZnCl,, foi possivel aumentar a concentragcdo de quitosana com
a vantagem de aumentar a capacidade carregamento de proteina e ainda ter particulas
com tamanho adequado para a aplicagao.

Todas as formulag¢des apresentaram alto valor do potencial zeta (faixa de 25 a 30
mV), indicando boa estabilidade fisico-quimica.

Na presenca de ZnCl, a capacidade de carregamento da L-asparaginase
aumentou de 14 pg de proteina/mg de quitosana para 32 pg de proteina/mg de
quitosana. Aiincorporacao de L-asparaginase néo alterou significativamente o tamanho
das nanoparticulas.

Como pode ser observado na Figura 4, a enzima L-asparaginase apresentou
maior taxa de hidrélise da asparagina quando no interior das nanoparticulas ( -4,45
ycal/s), em comparagao com sua forma livre ( -2,74 pcal/s), o que representa uma
aumento de 60% na velocidade de catalise. Além disso, a adi¢ao de ZnCl, nao alterou
a taxa de hidrélise da asparagina pela L-asparaginase.
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Figura 4. Medida da velocidade de catalise enzimatica, em estado estacionario, da enzima
L-asparaginase em 37 °C, pH 7,4, na presenca de 10 mM de asparagina.

O uso de ZnCl, na formulagéo foi interessante para permitir o uso de alta
concentracdo de quitosana, o0 que consequentemente possibilita aumento da
guantidade de proteina que pode ser carregada nas nanoparticulas, além da diminuicao
do tamanha médio dessas particulas.
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RESUMO: A
medicamentos esta constantemente associada

administracdo  oral de

a efeitos adversos sistémicos, como toxicidade
para o trato gastrointestinal. Por isso, diversos
tipos de formulac¢des tém sido propostas com o
objetivo de estabelecer novas opg¢des de vias de
administracdo de farmacos de modo a diminuir
Uma destas vias
alternativas é a transdérmica, onde a eficacia

estes possiveis efeitos.
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clinicade administracédo depende principalmente
das propriedades farmacologicas do farmaco e
de sua biodisponibilidade no local de acéo, que
é limitada pela baixa permeabilidade do estrato
cérneo. Neste trabalho, nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato (QT-TPP) associadas
ao farmaco sumatriptano (SMT), utilizado na
terapia de enxaqueca, foram preparadas e
caracterizadas. Os parametros de sintese
das nanoparticulas de QT-TPP-SMT foram
estudados para obtencdo de formulagbes
otimizadas: tamanho médio de 139,2 + 11,9
nm, PDI 0,22 + 0,04, potencial zeta de 19,3 =
2,7 mV, e eficiéncia de encapsulacéo de 30,7+
6,9 %. Os resultados de permeacao utilizando
a membrana artificial Strat-M®, que mimetiza
a pele humana, mostraram-se promissores
para as nanoparticulas QT-SMT-TPP como um
nanocarreador para liberacdo sustentada de
farmacos hidrofilicos por via topica.

PALAVRAS-CHAVE:
nanoparticulas, quitosana e pele.

nanotecnologia,

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 nanopatrticles 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 nanopatrticles are
promising nanocarriers for sustained release of hydrophilic drugs through the skin.

11 INTRODUCAO

A administracdo de farmacos por via topica tem sido estudada como uma
importante estratégia por oferecer vantagens como o uso de formulagcbes auto-
administraveis, aumentar a adesao dos pacientes aos tratamentos prolongados e evitar
a biotransformacéo de primeira passagem hepatica, sistema responsavel por reduzir
a biodisponibilidade, por inativacédo de diferentes moléculas, apés administracdo oral.
Além disso, efeitos colaterais, como incOmodos gastrointestinais, que podem ocorrer na
administracao por via oral, sdo evitados pelas vias topicas e transdérmica (PRAUSNIT
e LANGER, 2008). Quando comparadas as vias intravenosa e intramuscular, ambas
as vias mostram-se vantajosas por serem indolores e n&o invasivas, aumentando a
adeséo do paciente a terapia (SILVA et al., 2010).

A pele é composta de duas camadas principais, a epiderme e a derme, € uma
terceira camada variavel, chamada de hipoderme. A absorcéo de farmacos pela pele
€ afetada por varios fatores, tais como espessura, temperatura, grau de hidratacéo,
fluxo sanguineo, concentracéo de lipidios, mas principalmente € influenciada pela
presenca de do estrato cdrneo, que possui em sua estrutura células diferenciadas
(cornedcitos) compactadas e queratinosas, inseridas em uma matriz lipidica composta
por ceramidas, acidos graxos livres e fosfolipideos (GODIN e TOUITOU, 2007). A baixa
permeabilidade do estrato corneo limita a biodisponibilidade de farmacos no local de
acao, fato que pode ser contornado por formulagbes com constituintes (denominados
promotores de absorcdo) que favorecam 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 corneo (CHORILLI et al., 2007; SILVA et al., 2010). Nesse
contexto, o desenvolvimento de formulagdes topicas € uma importante estratégia para
o transporte de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos através da pele.

As nanoparticulas (NPs) poliméricas, sédo consideradas potenciais dispositivos
para liberacdo sustentada de farmacos e moléculas bioativas, pois apresentam
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estabilidade coloidal, aumentam a estabilidade de agentes ativos que sofrem
hidrélise, oxidacao e decomposi¢cao fotoquimica, e podem ser incorporadas em formas
farmacéuticas semi-solidas (JENNING e GOHLA, 2001; SOPPIMATH et al., 2001). A
quitosana (QT), um polissacarideo catiénico, biodegradavel e nao toxico proveniente
da quitina, um composto natural encontrado no exoesqueleto de artropodes (COELHO
et al., 2010). Este polimero é insoluvel em agua e em solventes organicos, mas pode
ser solubilizada em solu¢des acidas devido a protonagcéo dos grupamentos amino,
gue conferem carga positiva a molécula (SINHA et al., 2004). Seu uso em formulacées
nanoestruturadas tem sido amplamente investigado para formulagdes contendo
farmacos, genes, proteinas e outros agentes (GAN et al., 2005).

Dentre a grande variedade de métodos para preparacao de NPs de quitosana, a
reticulacao idnica (figura 1) mostra-se vantajosa por ser um processo livre de solventes
organicos, o que diminui a toxicidade (AMGOTH et al., 2010). Este método baseia-se
nas interagdes idnicas entre 0os grupos amino carregados da quitosana e os grupos
carregados negativamente do anion, tais como o tripolifosfato de sédio (TPP), que é
0 agente de reticulacdo de ions mais amplamente utilizado por ndo ser considerado
toxico. Este processo fisico de reticulacéo exclui o uso de agentes emulsionantes que
sao muitas vezes tdxicos para os organismos, e também evita danos ao farmaco a ser
associado a NPs (FAN et al., 2012).
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Figura 1. Representacao esquemética da reticulagdo ibnica entre a quitosana e o polianion
tripolifosfato formando NPs. Adaptado de (COELHO et al., 2010).




Para andlise da promocéao de permeacéo topica de farmacos por estes materiais,
foi utilizado o sumatriptano (SMT) como farmaco modelo. O SMT (figura 2), € um
agonista de serotonina usado no tratamento da migranea, mais conhecida como
enxaqueca (GULATI et al., 2013). Neste trabalho foi utilizado o sal succinato de
sumatriptano, cuja molécula apresenta trés valores de pKas: pKa, do acido succinico
entre 4,21 e 5,67, pKa, da amina terciaria de 9,63 e e pKa, do grupo sulfonamida,
que € maior que 12 (OSHIRO et al., 2014). Como as NPs apresentam pH proximo de
5, para manter a solubilidade da quitonasa, neste pH o SMT apresenta-se ionizado
e totalmente solubilizado, condicao essencial para o sucesso da incorporacéo deste
farmaco no sistema de NPs proposto.

CH,NHSO.CH, CH,CH,N(CH),
Ny COOH
N CH,
H |
CH,
COOH

Figura 2. Estrutura quimica do succinato de sumatriptano.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método otimizado de preparo de
nanoparticulas de QT-TPP, visando obter melhores caracteristicas fisico-quimicas,
estabilidade coloidal e reprodutibilidade de sintese, para a incorporacéo do farmaco
sumatriptano, utilizado como modelo para avaliagdo da permeacao da NPs através de
membranas artificiais que mimetizam a pele, sendo aplicaveis aos estagios iniciais do
desenvolvimento de formulacdes tdpicas.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Quitosana de baixo peso molecular (27 kDa e grau de desacetilacdo de 75% -
85) e Tripolifosfato de sddio foram adquiridos da Sigma—Aldrich, MO, USA. Succinato
de Sumatriptano foi doado pela Libbs Pharm, S&o Paulo, Brasil. Os demais reagentes
guimicos e solventes utilizados apresentaram grau analitico.

2.2 Sintese das nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato

Inicialmente, foi preparada uma solugcéao de QT 0,1% m/v em &cido acético 0,2%
v/v, cujo pH foi ajustado para 5, para completa solubilizacdo da QT. Essa solugéo foi
mantida sob agitagdo magnética por 24 h e logo apoés foi filtrada em membrana de
0,45 um para remover agregados. Separadamente, uma solucdo de TPP a 0,1 %
m/v foi preparada e mantida em geladeira. Para formagcao das NPs, 5 mL da solucéo
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de TPP foram adicionados a 20 mL da solugdo de QT sob agitacdo magnética, esta
formulacéo permaneceu sob agitacdo por mais 10 minutos. Apos isso, as NPs de QT-
TPP foram armazenadas a 4 °C. Para a associagcao de SMT, 12 mg/mL do farmaco
foram solubilizados na solucdo de QT e as NPs foram sintetizadas conforme o
procedimento descrito anteriormente, resultando nas formulagdes identificadas como
QT-SMT-TPP contendo cerca de 1,15 % (m/v) de SMT.

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

Solucdo de QT 0,1% Solugao
em acido acético TPP 0,1%

/

SMT
12mg/mL

h 4
Velocidade de agitagao
Instrumento de adigdo do TPP na QT
Temperatura da solugéo de TPP
Temperatura da solucdo de QT

y

NPs QT-TPP e
NPs QT-SMT-TPP

Figura 3. Representacdo esquematica do método de sintese com parametros variados em
cada etapa.

Temperaturada  Temperatura da

Velocidade de Instrumento de adigdo solugdo de TPP  solugdo de QT

agitacao (rpm) do TPP na QT °C) C)

Método 1 850 Micropipeta 4 25
(adicéo direta)

Método 2 450 Micropipeta 4 25
(gotejamento)

Método 3 700 Micropipeta 4 60
(adicéo direta)

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

Método 5 2500 Pipeta de pasteur 0 60

(adicao direta)

Tabela 1. Descricao de parametros dos diferentes métodos de sintese de nanoparticulas.

2.3 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo do SMT as NPs, foi determinada utilizando o
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método de ultrafiltracdo/centrifugacéo. Este método consiste na centrifugagcdo da
suspensao de NPs em dispositivos de ultrafiltracdo que possuem um filtro de celulose
regenerada de 10 kDa (Microcon-Millipore), e posterior quantificacdo do farmaco
presente no filtrado. Assim, por diferenga entre a concentracao total de SMT e aquela
nao associada aos carreadores, determinou-se a taxa de farmaco encapsulado nas
NPs. A concentracdo de farmaco foi determinada utilizando espectrofotometria UV-
Vis em 282 nm (GULATI et al., 2013), com equacéo da reta y= 0,05152+0,01162x,
r’=0,99966 e limite de quantificagcdo de 0,0353 pg/mL.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas — didmetro hidrodinadmico
das particulas e potencial zeta

A fim de caracterizar as NPs, quanto ao didmetro hidrodinamico (Dh), também
conhecido como tamanho de particula e quanto ao indice de polidispersao (PDI), foi
utilizada a técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) para todas as formulagdes.
A formulagé@o que apresentou melhor resultado por DLS, foi submetida a analise por
Rastreamento de Particulas, NanoParticle Tracking Analysis (NTA), que permite o
rastreamento do movimento browniano de nanoparticulas em suspensdo em meio
liquido, particula por particula, individualmente (AZONANO, 2009).

Para a determinacé&o do potencial zeta (C), foi utilizada a técnica de Espalhamento
de Luz Eletroforético (ELS) que avalia a mobilidade eletroforética de particulas em
suspensao. Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos como média + desvio padréo.

2.4 Ensaios de permeacao in vitro

Para avaliar a permeabilidade das formulacbes foram realizados ensaios
utilizando células de difusao 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 util para avaliar
o perfil de permeacao de formulagdes farmacéuticas durante os estagio iniciais do
desenvolvimento (GRILLO et al., 2019). No compartimento doador foi aplicado 0,6 mL
das formulag¢des, enquanto no compartimento receptor adicionou-se agua ultrapura (7
mL). O ensaio apresentou duracéo total de 24 horas, onde aliquotas de 1 mL foram
retiradas em intervalos de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas, para posterior quantificacéo
dos farmacos contido nas aliquotas por espectrofotometria UV-Vis.

2.5 Analise Estatistica

Todos os dados sdo apresentados como médias + desvio padrao (DP) de trés
experimentos independentes (n = 3) em triplicata. Os dados foram analisados utilizando
analise de variancia unidimensional (ANOVA) para comparacdes entre grupos, seguido
de um pos-teste de Tukey para comparagdes multiplas, com significancia padrao de
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p <0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do diametro hidrodindmico das nanoparticulas pelas técnicas
de DLS e NTA

Para determinar qual dos métodos apresentados na tabela 1 seria utilizado
para preparar particulas contendo SMT, foi utilizada a técnica de DLS. Esta técnica
€ uma das mais populares para determinagao do diametro hidrodinamico (D,) (figura
4), também conhecido como tamanho de particulas em suspensao, pois diferente do
tamanho sélido de particula, considera a esfera de solvatacdo na determinagédo do
tamanho (SARTOR, M, 2003). Os resultados obtidos encontram-se na figura 10.

Nesta técnica, um feixe de luz monocromatico, incide sobre uma suspensao
de particulas em movimento browniano, sendo espalhado. O espalhamento esta
relacionado ao tamanho da particula, que por meio da equacgéo de Stokes-Einstein
(eq.1), é aproximada a forma esférica em todos os casos, incluindo agregados e
particulas de outros formatos, o que consiste em uma limitacdo da técnica (figura 4).
Desta forma, obtém-se um grafico de intensidade de luz (%) por tamanho de particula
(nm) (SARTOR, M, 2003).

 kgT

~ 6mnr
(1)

Onde D é a constante de difuséo, k; a constante de Boltzman, T a temperatura
absoluta, na viscosidade e r o raio da particula esférica.

- Dh > .

———————

Figura 4. Representacdo esquematica do diametro hidrodinamico (D, ) de nanoparticulas.

A analise dos gréficos (figura 5) apontam o método 5 como o método que resulta
em particulas com menor valor médio de Dh, 135,3 £ 1,721, apresentando significancia
estatistica em relacéo a todos os outros métodos (p < 0,05).

Na literatura € descrito que particulas de QT-TPP com tamanho médio de até
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500 nm apresentam permeabilidade cutanea, porém particulas de tamanhos menores
difundem-se mais rapidamente (HASANOVIC et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2009).
Em relacdo a PDI, o método 5 foi o Unico a apresentar valor absoluto menor que 0,3,
valor descrito na literatura como o limite para se considerar um conjunto de particulas
como monodisperso, um parametro importante para a aplicacao topica (HASANOVIC

et al., 2009).
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Figura 5. (A) Diametro hidrodinamico para cinco diferentes métodos de sintese de NPs
QT-TPP. (B) PDI para cinco diferentes métodos de sintese de NPs QT-TPP. Os dados sao
apresentados como valores médios + DP (n = 3) e a significancia foi avaliada pelo teste ANOVA
de uma via: * p<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

No método 5, 0 TPP (0,1%) a 0 °C foi adicionado a QT (0,1%) a 60 °C sob agitagéo
de 2500 rpm, o que resultou em um Dh médio 43,8% menor que o do método 4, onde a
agitacdo no momento da adicao de TPP é de 900 rpm, sendo a significancia estatistica
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 parametros
de sintese resultou no Dh e o PDI apresentados pela formulacao resultante do método
5 e ndo apenas a variacao isolada de um destes parametros (FAN et al., 2012).

TPP0,1%

o '
i‘ L
> )
4 d
QT-TPP NPs

Figura 6. Representacao esqueméatica do método de sintese das nanoparticulas de QT-TPP
resultantes do método 5.
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Aanalise por Rastreamento de Particulas (NanoParticle Tracking Analysis ou NTA)
também permite o rastreamento por meio do movimento browniano de nanoparticulas
em suspensao, porém pelo método “particula por particula”. A aplicacao da equacgéo de
Stokes-Einstein (eq. 1) permite a derivagao do tamanho de particula e da concentracéo
destas no meio. Um feixe de laser € passado através do porta amostra, onde as
particulas em suspensédo 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 variacbes de frequéncias do
espalhamento de luz da amostra, resultante dos movimentos brownianos relativos
do conjunto de particulas dispersas, resultando em valores médios de tamanho de
particulas (AZONANO, 2009). Desta forma, o DLS é mais suscetivel a interferéncia
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
nanoparticulas isoladas. Ja o NTA, realiza a analise de tamanho através de imagem,
onde a luz espalhada pelas particulas é capturada por uma camera, que acompanha
o movimento das particulas individualmente, assim, as populacdes de diferentes
tamanhos podem ser diferenciadas (AZONANO, 2009). Além disso o NTA é capaz de
fornecer a concentracao de particulas em solugao.

A formulacéo resultante do método 5 foi submetida a analise por NTA, onde foi
determinada a concentracdo de 5,70x10° + 0,28x10° nanoparticulas/mL de formulagéao
e a distribuicdo de tamanho em relagdo a concentracéo de particulas (figura 7), que
apresentou picos em 197 nm e 273 nm.

30 =
25 =
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Concentration (particles / ml)
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Figura 7. (A) Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de QT-TPP em relagédo a
concentracao de nanoparticulas em solucao. (B) Distribuicao das nanoparticulas de QT-TPP
em relacado a intensidade de luz espalhada pelas nanoparticulas em solugéo.

Devido as particularidades das técnicas, observa-se diferenca nos valores de
diametro hidrodinamico (D,) fornecidos via DLS e NTA, que apresentam-se como
técnicas complementares. Para o método 5, a analise por DLS resultou em uma
distribuicdo monodispersa (unimodal) com D, médio de 134,7 nm. Ja na analise via
NTA observa-se que maior parte da populacéo particulas encontra-se entre 190 e 300
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nm e que a distribuicdo tem carater bimodal. Foi detectado também, via NTA, uma
populacéo particulas acima de 600 nm, que pode indicar a formagcao de agregados
(FAN et al., 2012).

Devido a discussao anterior, 0 método 5 foi utilizando para a sintese de NPs
contendo SMT, onde a comparacao entre os valores de Dh e PDI médio encontram-se

na figura 8.
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Figura 8. (A) Diametro hidrodinamico das nanoparticulas QT-TPP e QT-SMT-TPP. B)
PDI (indice de polidisperséo) das formulacdes de QT-TPP e QT-SMT-TPP. Os dados sado
apresentados como valores médios = DP (n = 3) e a significancia foi medida através do teste-t:
**p<0,05.

As NPs QT-SMT-TPP, nao apresentaram variacéo significativas de Dh (139,2 +
11,9 nm) e PDI (0,22 + 0,04) em relagéo as NPs sem o farmaco (136,7 +4,2 e 0,27 +
0,3). Este resultado indica que as moléculas de SMT nao interferem nas interacées
entre a QT e o TPP a ponto de desestabilizar as NPs previamente formadas.

3.2 Avaliacao do Potencial Zeta e da Eficiéncia de Encapsulacao

O Potencial Zeta (), diferente do potencial de superficie da particula, € influenciado
pelas mudancgas na interface com o meio dispersante, devido a dissociacéo de grupos
funcionais na superficie da particula ou pela adsorcéo de espécies ibnicas presentes
no meio (AMGOTH et al.,, 2010). Enquanto o ¢ pode ser quantificado medindo-se
a velocidade das particulas coloidais submetidas a um campo elétrico, o potencial
superficial ndo pode ser medido. Os valores de C estéo relacionados a estabilidade das
particulas em suspenséo, quanto maior em modulo, maior sera a repulsao eletroestatica
e assim, menor sera a tendéncia de agregacao. Particulas com ¢ entre 0 e 5 mV séo
consideradas instaveis, enquanto entre 40 e 60 mV as particulas sdao muito estaveis
em suspensao (AMGOTH et al., 2010).

Os valores de C estéo relacionados com a mobilidade eletroforética e é através
dessa propriedade que é possivel determina-los (MALVERN). Quando um campo
elétrico é aplicado auma suspensao de particulas, estas movem-se comuma velocidade
identificada pelo equipamento. Assim, obtem-se a mobilidade eletroforética e, a partir
desta, o potencial zeta (AMGOTH et al., 2010). As anélises de C foram realizadas e 0s
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resultados obtidos encontram-se na figura 9.
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Figura 9. (A) Potencial Zeta para cinco diferentes métodos de sintese de NPs QT-TPP. (B)
Potencial zeta das formulacdes de QT-TPP e QT-SMT-TPP. Os dados sdo apresentados como
valores médios + DP (n = 3) e a significancia foi medida pelo teste ANOVA de uma via: * p<0,05,
**p <0,01, *** p <0,001 em relagdo ao método indicado pelas barras horizontais.

N&ao foi observada uma relacdo clara entre os métodos de sintese e o ¢ das
NPs, diferente do que ocorreu nas analises de tamanho, onde um método apresentou
melhor resultado que os demais. Em relagcdo ao {, todos os métodos resultam em
formulacdes que podem ser consideradas moderadamente estaveis.

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 anulacao de cargas superficiais positivas, provenientes
dos grupamentos amino protonados da QT, indicando a interagdo do farmaco com a
superficie da particula por adsorcéo. Apesar de menor em mddulo, o potencial zeta das
particulas com farmaco permanece positivo, 0 que € vantajoso para aplicacéo topica,
devido a presenca de sulfato de colesterol carregado negativamente na camada do
estrato corneo, onde € necessario que haja perturbacéo por parte da formulagéo, para
gue esta atinja camadas mais profundas da pele (PROW et al., 2011).

A eficiéncia de encapsulacédo de SMT pelas NPs de QT-TPP foi determinada
pelo ensaio de ultrafiltragcdo. As andlises foram realizadas em triplicata e o resultado
foi calculado por meio da equacéo (2) abaixo (GULATI et al., 2013), obtendo-se 30,7+
6,9 % de farmaco encapsulado nas formulacées de QT-SMT-TPP. Esta porcentagem
encontra-se dentro da faixa relatada na literatura, entre 27 e 76% de porcentagem de
encapsulacéo de SMT neste tipo de NPs (GULATI et al., 2013).

% lacio = quantidade de farmaco no filtrado 100 2
encapsutagao = quantidade total de farmaco na formulagio * 2)

3.3 Avaliacao do Perfil de Permeacao das NPs através de membranas artificiais
STRAT-M®

Para os ensaios de permeacéo, foram utilizadas membranas artificiais Strat-M®.
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Esta membrana é construida de duas camadas de polietersulfona (PES, mais resistente
a difusédo, 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 lipidios sintéticos, proporcionando propriedades adicionais semelhantes a da
pele para a membrana (MERCK). A literatura relata que a membrana Strat-M® tem
ampla compatibilidade quimica e € um modelo apropriado para rastrear compostos
com diversas propriedades fisico-quimicas com elevado coeficiente de correlagéo
em relacéo a pele humana (SIMON et al., 2016; UCHIDA et al., 2015). A figura 10
apresenta os resultados obtidos.

0.25-
0.20- { A{
|
L] 1 L] 1 L] 1 L]
16 20 24

Fig. 10. Perfil de permeacéo in vitro de SMT obtido a partir de estudos em células de Franz
utilizando a membrana Strat-M. Os dados sé@o apresentados como valores médios + DP (n = 3).

Os perfis de permeacgao observados na figura diferem-se para o SMT em solucéo
e 0 SMT associado a NPs de QT-TPP. No tempo experimental de 24 h cerca de 0,20
mg/cm? do SMT disponivel na formulacdo de NPs permeou para o meio receptor,
comparado a cerca de 0,025 mg/cm? do SMT em solugéo (12 mg/mL). Os lipideos
sintéticos impregnados na membrana atuam como materiais semelhantes aos lipidios
da pele, simulando a barreira do estrato corneo. Sendo assim, é possivel que pela
baixa permeabilidade da formulacgéo, a perturbacéo causada nesta barreira hidrofébica
nao é suficiente para uma permeacao nas camadas mais profundas. A liberacao lenta
do SMT sugere também um possivel aprisionamento do farmaco no interior do sistema
nanoparticulado (GULATI et al., 2013).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato foram sintetizadas
utilizando aa técnica de gelificacédo ibnica, sendo o método de preparacao otimizado
para a obtencdo de particulas de menores didmetros hidrodindmicos e indices de
polidispersdo (FAN et al., 2012). Dentre estes métodos apresentados, o método 5
foi o que resultou em nanoparticulas com as melhores caracteristicas fisico-quimicas
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para aplicacao topica. Este, envolve a adicao de uma solug¢éo 0,1% de TPP, a 0°C a
uma solucéo 0,1% de QT a 60 °C sob agitacéo de 2500 rpm, onde as nanoparticulas
resultantes apresentaram tamanho médio de 134,7 + 1,7 nm e PDI de 0,262 + 0,022
via andlise de DLS, caracterizando uma populagdo monodispersa e potencial zeta de
29,6 + 2,1 mV. A andlise por NTA determinou a concentragéo de 5,70x10° + 0,28x10°
nanoparticulas/mL e o perfil de distribuicdo de tamanho das particulas entre 197 nm
e 273 nm. As analises de DLS e NTA, mostraram-se complementares e permitiram
melhor delineamento estrutural das NP. As NPs associadas ao farmaco modelo,
succinato de sumatriptano, apresentaram um perfil de permeacao sustentado em 24
horas. Este perfil pode estar associado com a baixa hidrofobicidade deste tipo de
formulagéo, o que limita sua eficiéncia em ultrapassar a barreira do estrato cérneo. A
associacao das NPs de QT-TPP com outros sistemas de liberagdo, como hidrogéis e
organogéis podem aprimorar a capacidade de permeacao destas NPs e precisam ser
investigados.
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RESUMO: Asradiacdes podem ser classificadas
em ionizantes e n&o ionizantes. Propaga-se a
partir de uma fonte emissora através de meio
material ou vacuo. As radiacbes ionizantes,
quando em contato com o sistema biolégico
podem ocasionar danos ao DNA, modificar a
fita de DNA gerando erros na divisdo celular,
podendo ocasionar mutacoes e até mesmo morte
do organismo. Desta forma, pesquisas tém sido
desenvolvidas em busca de radioprotetores de
origem sintética ou natural com o objetivo de
reduzir os danos ocasionados pelo efeito da
radiacdo. No presente trabalho investigamos
acao radioprotetora do extrato bruto da casca
de Anadenanthera colubrina sobre os embrides
de Biomphalaria glabrata. Foram utilizados
embrides de Biomphalaria glabrata, divididos em
grupos de aproximadamente 100 espécimes.
Os embrides dos grupos experimentais foram
expostos ao extrato na concentracdo de 125
ppm e em seguida, irradiados. Para airradiacao,
foi utilizada uma fonte de 60Co (gammacell da
Radionics Labs. X= 4,0 Gy/h). A viabilidade
dos embrides foi analisada utilizando um

Capitulo 11




microscopio estereoscopico. Os resultados obtidos mostraram que o extrato da casca
de A. colubrina apresentou uma discreta atividade radioprotetora.
PALAVRAS-CHAVE: Biomphalaria  glabrata, = embriotoxicidade, irradiacao
radioprotecéo.

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 %°Co 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.

11 INTRODUCAO

Radiacdo é energia que se propaga a partir de uma fonte emissora através
de meio material ou vacuo, podendo ser classificada como radiagdo ionizante e
nao ionizantes (Santos et al., 2013; Okuno, 2013; Siqueira et al., 2014). A radiacéo
ionizante é caracterizada por apresentar energia suficiente para remover elétrons
de um atomo, ocasionando a ionizagdo do mesmo. As radia¢cées nao ionizantes, por
sua vez, interagem com os elétrons dos atomos ocasionando excitagdo dos mesmos.
As radiacOes ionizantes séo representadas pelas particulas alfa(a), beta(), prétons,
néutrons, raios gama(y) e raios X. Sao exemplos de radia¢cées ndo ionizantes os raios
ultravioletas, infravermelho, as ondas de radiofrequéncia, o laser e a luz visivel (Bitelli,
2006; Siqueira et al., 2014).

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

Na literatura ha varios relatos de estudos sobre os modelos experimentais para
dimensionar os efeitos danosos ocasionados pela radiagéo nos sistemas bioldgicos.
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Como exemplo podem ser citados, bactérias, cultura de células, peixes, concha de
moluscos, embrides de Biomphalaria glabrata, fantasmas de hemacias e cultura de
linfocitos (Siqueira et al., 2014). De acordo com os estudos, 0 modelo experimental,
utilizando os moluscos de B. glabrata e suas proles (embrides) tem fornecido resultados
excelentes na avaliagao dos efeitos da radiacéo nos sistemas biolégicos, por terem 0s
seguintes aspectos: curto ciclo de vida, facil manutencéo em laboratério, baixo custo
de manutencéo, boa reprodutibilidade e resposta rapida e precisa (Mello et al., 1996;
Siqueira et al., 2014).

A aplicacéo da radiacdo em diferentes areas de atuacdo humana tais como: na
medicina, agricultura, industriatemlevantado anecessidade de desenvolver substancias
capazes de proteger o sistema biologico de trabalhadores da area. Estas substancias
sdo denominadas de radioprotetores, compostos que possuem a propriedade de
proteger o tecido vivo, diminuindo os danos a ele causados pela radiacdo. Sua acao €
resultado dainteracéo quimica entre esses compostos e as espécies reativas do oxigénio
geradas pela radiacdo, 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 tém mostrados acao protetora contra
os efeitos nocivos causados pela radiagdo, porém, esses radioprotetores possuem
efeitos colaterais como nausea, vomito e hipotensao (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 a familia Fabaceae, popularmente conhecida por angico, sendo
utiizada no combate a diferentes enfermidades como: gonorreia, leucorreia, no
tratamento de febres, uUlcera, asma e diarreia (Rodrigues et al., 2005; Lima et al.,
2014). De acordo com estudos fitoquimicos descrito na literatura, o extrato de A.
colubrina apresenta propriedades quimicas indicativas de ser bom radioprotetor frente
aos efeitos nocivos ocasionados pela radiagao.

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

2 | MATERIAIS E METODOS
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 Agropecuaria (IPA). A area esta localizada
na cidade de Caruaru, regiao Agreste do estado de Pernambuco, Brasil (08°14’18.2"S
e 35°54°57.1”W). Um espécime foi depositado no herbario professor Vasconcelos
Sobrinho da Universidade Federal Rural de Pernambuco, nimero de registro 48663.
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2.2 Obtencao do extrato da planta Anadenanthera Colubrina:

ApOs a coleta, as amostras foram submetidas a 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 maceracao a partir de 5 g de massa vegetal em 100 ml de
metanol a 80%. A solugao foi mantida por 72 horas protegida da luz. O extrato foi seco
em rota—evaporador (Fisaton modelo 803) a pressao reduzida para retirada total do
solvente metanol e a agua.

2.3 Prospeccoes fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios
de Anadenanthera Colubrina:

Para as analises por CCD foram utilizadas placas de aluminio de silica gel 60 F254
Merck® de tamanho de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de adsor¢ao. O
método empregado na identificacéo das principais classes de metabdlitos secundarios
(taninos, flavonoides, acucares, saponinas, esteroides e terpenoides) foi estabelecido
por Wagner e Bladt (1996).

2.4 Embriotoxicidade

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

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

Foram utilizados aproximadamente 1144 embribes da espécie B. glabrata-
pigmentados separados em grupos com aproximadamente 100 espécimes cada:
grupo controle negativo com agua filtrada, grupo controle com agua e submetidos a
irradiacao, grupo controle com extrato de angico nao irradiado na concentracéo de 125
ppm (concentracao escolhida de acordo com o item 2.4) e grupo exposto ao extrato de
angico e irradiados com 4,0 Gy.Para a exposicao a radiacao foi utilizado o irradiador
gammacell de %°Co (modelo 220-Excel MDS Nordion) do Departamento de Energia
Nuclear (DEN-CTG) da Universidade Federal de Pernambuco.

A avaliagdo dos efeitos foi realizada por oito dias consecutivos com auxilio de um
microscopio estereoscopico (Tecnival-SQZ) segundo a metodologia de Okazaki et al.,

Teorias e Métodos da Biofisica Capitulo 11




1996.

2.6 Analises estatistico

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

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil fitoquimico do extrato bruto da casca de A. colubrina pode ser observado
na (Tabela 1). Na avaliacao fitoquimica, as placas cromatogréficas indicaram a presenca
dos seguintes metabolitos: Taninos, agucares e fendis. Estes resultados corroboram
com os apresentados por Lorenzi; Matos (2002); Colacite (2015). Segundo a literatura
os flavonodides e compostos fendlicos sdo responsaveis pela atividade antioxidante
(Leite et al., 2001; Haslam, 1996).

Metabolitos secundarios

Esterbides Flavonodides Taninos Acucares Terpendides Fendis

+ + - +

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

Na tabela 2, pode-se observar os resultados dos embrides 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 concentracées (125, 250, 500 e 1000) e também para facilitar a
escolha da concentracédo menos toxica e que posteriormente, foi utilizada para realizar
o teste radioprotetor da casca de angico. Na avaliacdo do teste com embrides, as
concentragcdes de 125, 250 e 500, foram menos toxico aos embrides de B. glabrata
exibindo uma frequéncia de mortalidade de 1,7; 2 e 10,4%. Porém, a concentracao de
1000 ppm apresentou uma frequéncia de mortalidades dos embrides de 100%. Por
tanto, a concentracao de 125 ppm foi escolhida para realizar o teste radioprotetor por
exibir menos toxicidade aos embrides de B. glabrata em relacdo aos restantes das
concentracoOes utilizadas no teste.

[ ] Total de Inviaveis Viaveis
ppm Embrides Total % 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 embrides de B. glabrata expostos ao extrato bruto da casca de A.
colubrina por 24 horas.

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

Afigura 1, llustra os resultados dos embrides de B. glabrata expostos a radiacao
de gama de ®°Co utilizando a dose de 4,0 Gy, na presenca dos extratos bruto da
casca do A. colubrina na concentracao de 125 ppm. Os grupo irradiados na presenca
de extrato bruto de angico na concentracdo de 125 ppm apresentou uma diminui¢do
no numeros de embrides inviaveis (13%) quando comparados apenas com O grupo
controle irradiado na dose de 4,0 Gy (15%) (Figura 1). Essa diminuicdo na taxa de
inviabilidade pode estar relacionada com a presenca de compostos fendlicos e de
taninos no extrato bruto da casca de angico.

Estudos realizado com o extrato metandlico da casca da Caesalpinia pyramidalis
sobre os embrides de B. glabrata mostrou que grupos irradiados com doses de 2,5
e 4,0 Gy, na presenca do extrato na concentracdo de 250 ppm, ndo apresentaram
diferencas significativas no numero de embrides inviaveis quando comparados a seu
controle nao irradiado, respectivamente (Santos et al., 2013). Este estudo corrobora
com o0s 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
0S grupos apresentaram um baixo percentual de embrides malformados ou mortos.
E que o grupo irradiado com 5,0 Gy na presenca de extrato aquoso da folha exibiu
um menor numero de embrides inviaveis quando comparados com o grupo controle
irradiado também com 5,0 Gy. E o grupo irradiado com 5,0 Gy na presenca do extrato
aquoso da casca, nao apresentou diferenca significante em relagcao ao grupo controle
irradiado (5,0 Gy). E que a acao radioprotetor do extrato da folha de Z. joazeiro podem
estar relacionada a presenca dos metabolitos secundarios com potencial antioxidante.

100+
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Figura 1: Ensaio realizado com embrides de Biomphalaria glabrata em presenca do extrato
bruto da casca de A. colubrina, na concentracao de 125 ppm, submetidos as radiacdes de
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4,0. As letras presentes no eixo x representam os grupos: controle (C), controle irradiado na
presenca da agua (C+l), extrato bruto na concentragcéo de 125 ppm (E), extrato bruto da casca
irradiado a 4,0 Gy (E+l). Os dados foram expressos + E.P.M. (Erro padrao da média), p (Nivel
de significadncia) < 0,05, nos quais 0os embrides submetidos ao extrato da casca da catingueira

ndo mostraram * (Diferenca significativa) em relacdo ao controle.

41 CONCLUSOES

A analise fitoquimico do extrato bruto da casca de angico mostrou a presenca de
taninos, acucares e fendis. E os resultados obtidos da exposicao dos embrides de B.
glabrata a radiacado na presenca do extrato da casca de A. colubrina na concentracao
de 125 ppm apresentou uma discreta atividade radioprotetora. Sugere-se estudo mais
detalhado sobre fitoquimica da planta para promover um enriquecimento do extrato
da casca de A. colubrina e consequentemente dos metabolitos responsaveis pala
atividade antioxidante, que promovem a potencializacao da acao radioprotetora.
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CAPITULO 12
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RESUMO: A radiacéo ionizante (RI) é utilizada
em tratamentos contra tumores cerebrais,
contudo, estudos demonstram que a Rl pode
causar efeitos adversos no Sistema Nervoso
Central (SNC). Com o intuito de fornecer
mais dados sobre os efeitos da Rl no SNC,
0 objetivo da pesquisa foi avaliar a atividade
elétrica cerebral de ratos expostos a RI. Para
0 procedimento experimental foram utilizados
doze animais, todos machos com 60 dias,
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RADIACAO IONIZANTE

que foram separados em dois grupos (n = 6):
controle e irradiado. Inicialmente, os animais
passaram por um procedimento cirurgico
para implante dos eletrodos, pois, através do
eletrocorticograma (ECoG), é possivel avaliar
com mais precisdo a atividade elétrica cerebral.
Apés esse procedimentos, 0s animais do grupo
irradiado foram expostos auma dose Unicade 18
Gy de raios-X. Os registros de ambos 0s grupos
experimentais foram obtidos com 24 horas e 30
dias, onde pode-se observar alteracbes nas
ondas cerebrais através do uso de dois métodos
matematicos: a Transformada de Fourier (TF)
Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ). A partir
da CLZ foi identificado uma diminuicdo 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 diminuicéo de alfa e
teta no grupo irradiado em relagdo ao controle.
Dessa forma, pode-se concluir que Rl interfere
no SNC, causando alteragdes eletrofisiologicas,
que incluem diminuicdo da complexidade e
modificacdes nas ondas cerebrais.
PALAVRAS-CHAVE: eletrofisiologia; raios-X;
complexidade de Lempel-Ziv; Transformada de
Fourier.
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11 INTRODUCAO

Com a descoberta no final do século XIX dos raios-X, a radiagdo passou a ser
empregada pela medicina (SEGRETO e SEGRETO, 2000). Sendo utilizada ainda hoje
em diversos aspectos, desde a esterilizacdo de produtos farmacéuticos, médicos e
cirurgicos (PINO e GIOVEDI, 2005)pr\u00f3tons, e\u00e9trons, n\uOOeautrons, até
a utilizacdo em terapias, como é o caso da radioterapia. Do ponto de vista fisico, a
radiacdo pode ser ndo ionizante e ionizante. Sendo a radiagao ionizante (RI) aquela
que pode, durante a sua interagcdo com a matéria, remover elétrons da sua orbital,
podendo citar os raios-X e gama (YOSHIMURA, 2009).

A exposicéo do individuo a Rl pode causar efeitos diretos e indiretos em suas
estruturas. Os efeitos indiretos resultam em radicais livres, que sao bastante reativos,
podendo interferir com o metabolismo de proteinas, dos lipidios e carboidratos. Ja
os efeitos diretos ocorrem quando a radiacéo é absorvida diretamente por moléculas
importantes no metabolismo celular, como enzimas e o DNA (GARGIA, 2015).

As alteracdes bioldgicas causadas pela exposicdo a Rl s6 surgem ap6s um
periodo de laténcia, podendo variar entre minutos, semanas ou até anos, dependendo
do sistema biolégico e da dose aplicada (MOREIRA, 2011). Outros fatores, como a
taxa de dose, condi¢cdes ambientais na altura da radiacao, sensibilidade radiologica e
transferéncia linear de energia (LET) podem influencia no efeito da Rl (SEGRETO e
SEGRETO, 2000; MOREIRA, 2011).

A Rl tem sido utilizada na prevencédo do avanco do cancer cerebral a partir da
radioterapia, e apesar de aumentar a sobrevivéncia dos pacientes, também aumentou
0 numero de pacientes com sequelas neurocognitivas graves (PARIHAR e LIMOLI,
2013), incluindo, déficits progressivos na memoéria de curto prazo, nas relacoes
espaciais, no processamento visual e motor, em habilidades quantitativas e na atencéo
(MOREIRA, 2011). Os pacientes que passaram por uma radioterapia necessitam de
avaliagcOes 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 Rl pode afetar vias neurais envolvidas no envelhecimento
normal, ocasionar mudancas no perfil de expressdo do gene e causar respostas
neuroinflamatérias (LOGANOVSKY, 2009).

Apesar do aumento do numero de pesquisas realizadas na area, ainda faltam
informacgdes acerca dos efeitos da Rl no sistema nervoso. E uma metodologia eficiente
na investigacdo desses possiveis efeitos é o registro de sinais da atividade elétrica
cortical através do eletrocorticograma (ECoG). Essa forma de andlise € de grande
importante para a medicina e para a biologia, pois, busca compreender fen6menos
fisioldgicos associados a codificacdo neural (CARDOSO, 2005). O ECoG consiste
em uma técnica onde um eletrodo € posicionado diretamente na superficie do cortex
cerebral, oferecendo uma maior resolucao espacial e precisdo (DILORENZO et al.,
2014).
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Com base em tudo que foi exposto, o presente trabalho buscou analisar, através
de métodos matematicos, possiveis alteracées na atividade elétrica cerebral em ratos
expostos a RI, procurando compreender os possiveis efeitos da radiacao ionizante em
humanos que passaram por uma radioterapia.

2 | MATERIAIS E METODOS

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 ndo expostos a Rl e o Grupo
2 (irradiado), com animais expostos a Rl. 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 j& anestesiado é
realizado uma tricotomia e assepsia do campo cirargico. Os animais tiveram suas
cabecas fixadas a base de um aparelho estereotaxico (Figura 1) e em seguida foi
realizada uma inciséo longitudinal da pele, na linha média do cranio.

ELETRODOS

RESINA DE FIXAGAO

LOCAL DE IMPLANTE

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

Com auxilio de um micromotor foram feitas duas craniotomias, uma na regiao
parietal e outro na regido nasal. Nessas craniotomias foram fixados dois micros
parafusos (MP) de aco inox, utilizados posteriormente como eletrodos para realizagcéo
do registro. Para fixacédo dos parafusos foi utilizada resina acrilica e em seguida a pele
foi suturada, expondo apenas os MP (Figura 2).
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Figura 2. Animais com suas cabecas fixadas no estereotaxico 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).

g

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 regido de cabeca/pescoco fossem irradiadas (Figura 4), sendo
metade aplicados na parte superior (9 Gy) e a outra na parte inferior da cabeca (9 Gy).
A taxa de dose utilizada foi de 2,4 Gy/min a 1,5 cm de profundidade, sendo o tempo
total de exposicao de 15 minutos.
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Figura 4. Animais posicionados na mesa do Acelerador linear Varian com 0s raios colimados
para regiao da cabeca/pescoc¢o (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 trés momentos: antes da exposicéo a Rl, com 24 horas e 30 dias ap6s
a exposicao.

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 € uma analise direta da série temporal que permite passar a informacao
no dominio do tempo para o dominio da frequéncia, desta forma, torna possivel o
conhecimento da contribuicdo de cada componente de frequéncia presente numa
serie temporal (WEISSTEIN, 2004). Através do método de Welch foi possivel calcular
a poténcia média para as diferentes frequéncias (WELCH, 1967).

Ja a analise da CLZ baseou-se na definicdo descrita por Lempel-Ziv (1976),
posteriormente discutida por Kaspar e Schuster (1987). Através da CLZ é possivel
identificar a recorréncias de padrdes em uma série. Assim uma série que apresenta
padrées com regularidades, ou seja, séries auto similares possui valor de CLZ
proximo a 0. Por sua vez uma série que possui um comportamento semelhante a uma
caminhada aleatéria tera um valor de CLZ préximo a 1.

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

Por fim, o teste estatistico 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 significancia.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

As ondas cerebrais representam o resultado de varios tipos de fendbmenos
eletrofisiologicos que, por sua vez, refletem numerosos processos neurais (TIMO-IARIA
e PEREIRA, 1971), estando envolvidas com os estados de humor, as emogdes e 0
nivel de tensdo muscular (PERNAMBUCO et al., 2003). Nessa perspectiva, alteracdes
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 possivel
identificar as variagdes 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, apds a exposicéo a Rl (Figura 5).

1 ,~ M Controle

8} ‘ H RI24h
H RI30d

0 2 4 6

Delta (0,5 — 4 Hz) Teta (4 — 8 Hz) Alfa (8 — 12 Hz) Beta (12 — 20 Hz) Hz

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

As ondas cerebrais delta e beta sofreram um aumento em relagédo ao grupo
controle em ambos os periodos de avaliagéo (24 horas e 30 dias). Passando de 9,95
uV?/Hz para 11,86 pyV2/Hz e de 1,23 pV?/Hz para 1,70 yV?/Hz, nas ondas delta e beta,
respectivamente. Por outro lado, as ondas teta e alfa diminuiram. A onda teta passou
de 7,65 pyV23/Hz para 5,74 yV3/Hz com 24 horas e 4,03 pyV2/Hz com 30 dias. O mesmo
pode ser observado com a onda alfa, passando de 2,68 pV?/Hz no grupo controle
para 1,88 pV2/Hz nos animais avaliados com 30 dias. Sendo observado através do
teste de Kruskal-Wallis que houve uma diferenga significativa do grupo controle em
comparacao ao grupo irradiado (p < 0,05).

Estudos ja comprovaram que o padrdo do eletroencefalograma (EEG) em
humanos exposto a radiagao ionizante sao bastantes distintos se comparado com o
padrao dos individuos normais, podendo observar o0 aumento da atividade das ondas
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cerebrais beta e delta juntamente com a diminuicao de alfa e teta (LOGANOVSKY e
YURYEYV, 2001), corroborando com os dados obtidos na analise realizada nos animais
tanto com 24 horas, quanto com 30 dias (Figura 5).

A utilizacdo 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 diminuicdo da complexidade do sinal cerebral do grupo irradiado em
relacdo ao grupo controle. Passando de 0,5552 no grupo controle, para 0,4931 ja nas
primeiras vinte e quatro horas pos irradiacéo e 0,4314 na analise feita com 30 dias,
obtendo um nivel de significancia de p < 0,036 através do teste de Kruskal-Wallis com
o post-hoc de Dunn, sendo significativamente distinto do controle.

Complexidade de Lempel-Ziv (CL2)

0,6 A
05 -
' B
0.4
03
02
0,1
0
Controle 24 horas 30 dias
m Sériel 0,5552 0,4931 04314

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

Essa alteragcbes encontradas nas ondas cerebrais, tanto referentes a TF,
quanto a CLZ, podem estar correlacionado aos danos cognitivos observados apés as
radioterapias, justamente pela atuacao fisiologica dessas ondas cerebrais (WONG e
KOGEL, 2004; BALENTOVA e ADAMKQOV, 2015).

Apesar da falta de compreensdo dos mecanismos que causam as lesdes nos
tecidos induzidas pela exposicao a Rl, acredita-se que seja consequéncia de uma
cascata de reacoes, cuja formacao final sdo espécies reativas de oxigénio (SENER et
al., 2006; BARBOSA, 2010), cujo cérebro é bastante susceptivel a esse tipo de dano,
principalmente devido a sua alta utilizacdo de oxigénio (DORNAS et al., 2007), sendo
portanto uma justificativa para os danos encontrados na atividade elétrica cerebral.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Através das analises feitas nos animais expostos a radiacéo ionizante pode-se
concluir que os efeitos surgem logo apds 24 horas, com a ocorréncia de mudancas
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significativas nos padrdes do ECoG em relagdo aos animais do grupo controle, tendo
alterac6es nos padrdes de todas as ondas cerebrais (delta, alfa, teta e beta). Apods 30
dias de irradiacao foram realizados novos registros do ECoG e pbéde ser observado
que as alteracbes no padrao da atividade elétrica cerebral ainda estavam presentes,
demostrando que esses danos podem ser irreversiveis.

A partir da Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) observou-se que a atividade
elétrica do cérebro nos animais irradiados diferiu do controle somente apds 30 dias da
exposicao aradiacao, portanto, as alteragdes no grau de complexidade do sinal cerebral
pode ser considerado um efeito tardio da irradiacéo, contudo, se faz necesséario mais
estudos para entender melhor o mecanismo da radiagao ionizante no sistema nervoso
central.
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