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Resumo

As nanoparticulas metalicas (NPMs) podem ser sintetizadas por rotas quimicas, as
guais comumente utilizam-se de reagentes toxicos e geram residuos prejudiciais a
saude e ao meio ambiente. Uma alternativa € a sintese via rotas verdes, as quais
utilizam-se reagentes menos toxicos e biodegradaveis. Entre as NPMs estdo as
nanoparticulas de prata (AgNPs) que entre outras caracteristicas, apresentam
atividade antimicrobiana. Para a sintese verde de AgNPs podem ser utilizados
diferentes tipos de recursos biolégicos para a biorreducéo da prata, como plantas,
células e biomoléculas. Além disso, a biofabricacdo 3D consiste na utilizacdo de
materiais biol6gicos como matéria-prima na producdo de miméticos de tecidos e
estruturas com propriedades especificas. Ja a nanobiofabricacdo € uma vertente que
consiste na utilizacdo de nanomateriais - por exemplo AgNPs - e materiais biol6gicos
- como biopolimeros e células - como insumos na producao de estruturas funcionais.
Adicionalmente, um dos desafios na engenharia de tecidos é a producédo de
estruturas 3D a partir de hidrogéis com atividade antimicrobiana para evitar
contaminagdes de microrganismos em cultivo celular 3D. Sendo assim, o principal
objetivo deste trabalho foi a producédo de estruturas biopoliméricas contendo AgNPs
em sua composicao ou imobilizadas em estruturas termoplasticas para avaliacdo da
atividade antibacteriana. As rotas de sintese de AgNPs foram realizadas utilizando
extratos de cha preto (CP) e verde (CV) com sachés novos (I) e usados (Il). As
AgNPs foram caracterizadas por espectrofotometria UV-vis, espalhamento de luz
dindmico (DLS), potencial Zeta e microscopia eletrénica de transmissao (MET). A
AgNP (CV) apresentou maior absorbancia, indicando maior formacédo de AgNPs. As
medidas das quatro AgNPs, como o Z-average foi entre 80 e 140 nm; o Pdl entre 0,3
e 0,4; e o potencial Zeta negativo, com instabilidade incipiente. Ambas AgNPs dos
extratos | e Il apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli em até 50%. No
entanto, a AgNP (CP) apresentou concentragao inibitdria minima (CIM) em 256 uM.
Foram utilizadas as AgNPs de CP e CV do extrato Il para a producdo de 3
composic¢des de hidrogéis baseados em alginato de sodio. Também foram utilizadas
técnicas de escaneamento 3D e fotogrametria para a digitalizacdo 3D de materiais
botanicos. Os modelos CAD foram obtidos a partir das técnicas de digitalizacdo 3D
para a utilizacdo de um modelo CAD nos processos de fabricacdo e biofabricacéo
3D. Posteriormente, utilizou-se técnicas de biofabricacdo como fiagcdo Umida,
gotejamento e bioimpresséo 3D e foram produzidas fibras, esferoides e modelos 3D,
respectivamente. As estruturas 3D contendo AgNPs apresentaram atividade
antibacteriana e foram seccionadas para caracterizacao de sua estrutura interna por
microscopia de luz e microscopia eletrénica de varredura (MEV). As estruturas se
demonstraram estaveis, com atividade antibacteriana e estrutura interna favoravel a
aplicacdo em cultivo celular 3D. Além disso, as AgNPs de CP e CV do extrato Il
foram imobilizadas em modelos 3D impressos em termoplastico de ABS. A
superficie de termoplastico foi caracterizada utilizando MEV, e apesar das imagens
apresentarem indicios de AgNPs imobilizadas, ndo foi possivel observar atividade
antibacteriana nos ensaios com 0s mesmos modelos 3D impressos em
termoplastico.

Palavras-chave: sintese verde, nanoparticulas, biomateriais, hidrogéis,
biofabricacao, fabricacdo 3D, antimicrobiano, engenharia de tecidos.



Abstract

Metal nanoparticles (MNPs) can be synthesized by chemical routes, which commonly
use toxic reagents and generate residues that are harmful to health and the
environment. An alternative is the synthesis via green routes, which use less toxic
and biodegradable reagents. Among the MNPs are silver nanoparticles (AgNPs) that,
among other characteristics, have antimicrobial activity. For the green synthesis of
AgNPs different types of biological resources can be used for the bioreduction of
silver, such as plants, cells and biomolecules. In addition, 3D biofabrication consists
of the use of biological materials as raw material in the production of tissue mimetics
and structures with specific properties. Nanobiofabrication is a component that
consists of the use of nanomaterials - for example AgNPs - and biological materials -
as biopolymers and cells - as inputs in the production of functional structures.
Additionally, one of the challenges in tissue engineering is the production of 3D
structures from hydrogels with antimicrobial activity to avoid contamination of
microorganisms in 3D cell culture. Thus, the main objective of this work was the
production of biopolymer structures containing AgNPs in their composition or
immobilized in thermoplastic structures to evaluate antibacterial activity. AgNP
synthesis routes were performed using black (BT) and green (GT) tea extracts with
new (I) and wused (ll) sachets. AgNPs were characterized by UV-vis
spectrophotometry, dynamic light scattering (DLS), Zeta potential and transmission
electron microscopy (TEM). AgNP (GT) showed higher absorbance, indicating a
higher formation of AgNPs. The measurements of the four AgNPs, such as Z-
average, were between 80 and 140 nm; the Pdl between 0.3 and 0.4; and the
negative Zeta potential, with incipient instability. Both AgNPs from extracts | and Il
showed antibacterial activity against E. coli in up to 50%. However, AgNP (BT)
showed minimal inhibitory concentration (MIC) in 256 uM. The BT and GT AgNPs of
extract Il were used for the production of 3 hydrogel compositions based on sodium
alginate. We also used 3D scanning and photogrammetry techniques for the 3D
scanning of botanical materials. The CAD models were obtained from 3D scanning
techniques for the use of a CAD model in 3D manufacturing and biofabrication
processes. Subsequently, biofabrication techniques such as wet spinning, dripping
and 3D bioprinting were used and fibers, spheroids and 3D models were produced,
respectively. The 3D structures containing AgNPs showed antibacterial activity and
were sectioned to characterize their internal structure by light microscopy and
scanning electron microscopy (SEM). The structures were shown to be stable, with
antibacterial activity and internal structure favorable to the application in 3D cell
culture. In addition, BT and GT AgNPs from extract Il were immobilized in 3D models
printed on ABS thermoplastic. The thermoplastic surface was characterized using
SEM, and although the images showed signs of immobilized AgNPs, it was not
possible to observe antibacterial activity in the assays with the same 3D models
printed in thermoplastic.

Key words: green synthesis, nanopatrticles, biomaterials, hydrogels, biofabrication,
3D manufacturing, antimicrobial, tissue engineering.
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1. Introducéo

1.1. Nanociéncia e Nanobiotecnologia

A Nanociéncia é o estudo da matéria na escala nanométrica (10°), onde é
possivel manipular atomos e moléculas. Richard Feynman foi o precursor nessa
area ao proferir a palestra intitulada “There’s plenty of room at the bottom” em uma
conferéncia para a Sociedade Americana de Fisica, em 1959. Feynman apresentou
suas ideias sobre o assunto se referindo a miniaturizacdo da informacdo e ao
problema de manipular e controlar a matéria em escala atdmica (FEYNMAN, 1960).
A Nanotecnologia por sua vez é a aplicacdo deste conhecimento em nanoescala,
onde a manipulacdo da matéria nesta escala da bilionésima parte do metro, gera
estruturas e novos nanomateriais para serem utilizados em diversas areas como
medicina, eletronica, ciéncia da computacdo, fisica, quimica, biologia, engenharia
dos materiais, etc. Além disso, 0 que tornam 0S nanomateriais especiais sdo as
caracteristicas particulares adquiridas por sua escala nanométrica, tais como
propriedades 6pticas, elétricas, resisténcia estrutural, reatividade quimica, atividade
bioldgica, entre outras.

A Nanobiotecnologia € um campo da nanotecnologia que se utiliza de material
biol6gico como biomoléculas, biopolimeros, tecidos vegetais ou microrganismos para
0 estudo, producdo de nanomateriais e/ou aplicacdo em sistemas bioldgicos. Dentre
as nanoestruturas mais comuns em nanobiotecnologia estdo as nanoparticulas
metdalicas (NPMs). No entanto, as NPMs ndo sdo produzidas exclusivamente por
rotas nanobiotecnoldgicas, ou seja, geralmente sao sintetizadas por rotas quimicas.
Neste caso utiliza-se reagentes toxicos que acabam gerando residuos prejudiciais a
saude humana e ao meio ambiente. Outra possibilidade para a producdo de NPMs
sdo rotas de sintese verde, as quais utilizam reagentes menos téxicos ou atdxicos,
biodegradaveis e de custo baixo. Além disso, em sintese verde utiliza-se recursos
biol6gicos como tecidos, células, biomoléculas e até mesmo residuos e subprodutos
agropecuarios para reacfes de oxirreducdo durante a sintese de nanomateriais
(SILVA et al., 2017b).

Entre as NPMs produzidas por rotas de sintese verde estdao as nanoparticulas

de prata (AgNPs) as quais sao nanomateriais que apresentam atividade


https://paperpile.com/c/DAPOkr/9BhK
https://paperpile.com/c/DAPOkr/ilBU

19

antimicrobiana (PANACEK et al., 2006; SILVA et al.,, 2017a) e apesar do efeito
antibidtico ser a propriedade mais explorada, as AgNPs apresentam outras
aplicacbes como o uso em circuitos eletrénicos, diagnésticos, biossensores,
processos de catalises, entre outras. Devido ao seu alto potencial antimicrobiano, as
AgNPs sdo largamente utilizadas contra bactérias e fungos, mas também podem
apresentar atividade citotoxica contra protozoarios, nematoides, virus, entre outras.
Suas aplicagbes antimicrobianas podem ser utilizadas no tratamento direto de
diversas infec¢cdes por bactérias e fungos; e até mesmo na esterilizacdo e
imobilizacdo em superficies poliméricas, evitando a presenca de bactérias, fungos e
outros microrganismos (SILVA, 2015).

Para as reacdes de oxirreducdo durante a sintese verde de AgNPs sao
utilizados diversos tipos de recursos biolégicos, entre estes o0 uso de chas de plantas
e seus residuos tem-se demonstrado eficientes na formagdo de AgNPs com
atividade antibacteriana (ONITSUKA; HAMADA; OKAMURA, 2019; SILVEIRA et al.,
2018; SUN et al., 2014). Isso porque os chas sdo compostos por biomoléculas, de
diferentes classes, que atuam promovendo a reducéo de prata idnica (Ag*) em prata
reduzida (Ag®) levando a formacédo de AgNPs. Além disso, as biomoléculas também
atuam como agentes estabilizantes e de revestimento (cobertura) de superficie das
AgNPs.

O processo de sintese de AgNPs é formado por quatro etapas principais: 1)
biorreducdo de prata na presenca de agentes redutores presentes no recurso
biol6égico; 1) nucleacdo, em que had a aglomeracdo dos atomos de AgC® IlI)
crescimento, em que ha incorporacdo de atomos de Ag® IV) estabilizacdo das
AgNPs, em que ha o esgotamento de atomos de Ag° e/ou o revestimento com
biomoléculas presentes no recurso biolégico. No caso de rotas de sintese verde
utilizando extratos aquosos vegetais, geralmente as biomoléculas que participam
deste processo de sintese de AgNPs sdo metabdlitos primarios e/ou secundarios.
Os metabdlitos primarios séo polissacarideos, aminoacidos, proteinas, vitaminas e
acidos nucleicos. Ja& os metabdlitos secundérios sdo fendis, alcaloides, terpenos e
saponinas. Apesar de ser possivel identificar as classes e compostos presentes nos
extratos aquosos, é dificil afirmar exatamente quais estdo envolvidos em cada etapa
de sintese e formacao das AgNPs (SILVA; PEREIRA; BONATTO, 2019).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/kICl+iKKo
https://paperpile.com/c/DAPOkr/fROf
https://paperpile.com/c/DAPOkr/z7l2+L3IA+e2nc
https://paperpile.com/c/DAPOkr/z7l2+L3IA+e2nc
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1.2. Biomateriais e hidrogéis

Os biomateriais s&o substancias ou uma mistura delas, de origem natural ou
sintética, os quais podem ser utilizados em contato com sistemas biologicos para
diversas aplica¢des, como materiais implantaveis, dispositivos biomédicos, curativos,
orgéos artificiais, tecidos biomiméticos, entre outros (PIRES; BIERHALZ; MORAES,
2015). Os materiais amplamente utilizados como biomateriais s&o metais,
ceramicas, polimeros e compdsitos. Uma das aplicacdes recentes de biomateriais
poliméricos é na producdo de scaffolds (arcaboucos ou estruturas 3D) em
engenharia de tecidos e medicina regenerativa, dentre os quais se destacam o0s
hidrogéis.

Os hidrogéis sdo matrizes que contém em sua cOmposicao biomateriais
poliméricos naturais ou sintéticos, com propriedades hidrofilicas, o que os torna
capazes de reter grande quantidade de agua (AHMED, 2015). Devido a sua rede
polimérica hidrofilica e biocompatibilidade tem-se utilizado os hidrogéis em areas
como engenharia de tecidos (LEE; MOONEY, 2001), medicina regenerativa
(SLAUGHTER et al., 2009) e aplicacbes biomédicas de forma geral (HOFFMAN,
2012). Uma das aplicacdes crescentes € o0 uso de hidrogéis como matrizes
biocompativeis na construcdo de estruturas 3D com varios tipos de células
(NAKAMURA et al., 2010), além de permitir a incorporacéo de substancias bioativas,
tais como fatores de crescimento, proteinas e células vivas (KHALIL; SUN, 2009).

Entre os hidrogéis de polimeros naturais amplamente utilizados esta o
hidrogel de alginato, um biomaterial biocompativel, com facil gelificacdo e com
semelhancas estruturais com as matrizes extracelulares de tecidos. Assim, 0s
hidrogéis de alginato tém sido utilizados para cicatrizacédo de feridas, na veiculacéo
de farmacos e em aplicacdes na engenharia de tecidos (LEE; MOONEY, 2012).
Além disso, o alginato € um biomaterial que ja foi e ainda é muito utilizado como
matriz de aprisionamento e imobilizacdo de células para processos em biorreatores,
micropropagacao in vitro, producdo de anticorpos, entre outros (SMIDSROD;
SKJAKBRK, 1990; TANAKA; MATSUMURA; VELIKY, 1984). Hidrogéis de alginato
também tém sido utilizados na composi¢do de estruturas 3D, em que é possivel
controlar as propriedades do material tais como viscosidade e densidade para ser

aplicado em processos de biofabricacéo (JIA et al., 2014).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/ImAw
https://paperpile.com/c/DAPOkr/ImAw
https://paperpile.com/c/DAPOkr/nMGc
https://paperpile.com/c/DAPOkr/cz6L
https://paperpile.com/c/DAPOkr/J4WI
https://paperpile.com/c/DAPOkr/BrhY
https://paperpile.com/c/DAPOkr/BrhY
https://paperpile.com/c/DAPOkr/lqrq
https://paperpile.com/c/DAPOkr/4q5U
https://paperpile.com/c/DAPOkr/HZUc
https://paperpile.com/c/DAPOkr/BDzO+TZFf
https://paperpile.com/c/DAPOkr/BDzO+TZFf
https://paperpile.com/c/DAPOkr/idDX
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Outros estudos contemplam a utilizacdo de quitosana (NASCIMENTO; DO
NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016), acido polilatico (NARAYANAN et al., 2016),
agarose (ZARRINTAJ et al., 2018), carboximetilcelulose (CHANG; ZHANG, 2011),
entre outros materiais, 0s quais podem ser polimerizados e formar uma estrutura 3D.
Geralmente, para a fabricacdo de estruturas 3D mais complexas séo utilizadas
misturas de biomateriais na composicdo de um hidrogel para garantir propriedades
complementares como resisténcia mecanica, viscosidade adequada e
biocompatibilidade. Por exemplo, um hidrogel contendo alginato, agarose e
metilcelulose pode facilitar o processo de fabricacdo, devido a sua viscosidade
significativa, e simultaneamente permitir a incorporacdo de células para cultivo
dentro da matriz do hidrogel (SEIDEL et al., 2017).

Tem sido discutido também o desenvolvimento de estruturas 3D semelhantes
a matriz celular com propriedades antibacterianas, contendo em sua composi¢cao
hidrogéis com incorporacéo de antibiéticos ou nanoparticulas antimicrobianas, como
AgNPs (UNNITHAN; ARATHYRAM; KIM, 2015). Neste caso, o principal desafio é
criar estruturas 3D que promovam a adesdo e proliferagcdo celular, e ao mesmo
tempo inibem a colonizacdo bacteriana, evitando a contaminagcéo durante o cultivo

celular.

1.3. Fabricacéo, biofabricacdo e nanobiofabricacédo 3D

A fabricacdo 3D, conhecida também como fabricacdo digital, consiste na
producdo e materializacdo de ideias, objetos e estruturas 3D utilizando maquinas
computadorizadas, como impressora 3D, escaner 3D, maquina de corte e maquina
de usinagem de controle numérico computadorizado (CNC). Os processos de
fabricacdo digital podem ser aplicados em diversas areas do conhecimento como
arquitetura, computacédo grafica, design, odontologia, biomedicina, entre outros
(CHRYSSOLOURIS et al., 2009). Diferentes tipos de materiais podem ser utilizados
em processos de fabricacao 3D, incluindo metais, ceramicas, plasticos, resinas e até
mesmo materiais biol6gicos. Nesse sentido, a biofabricacdo 3D consiste na
utilizacdo de materiais biolégicos como a principal matéria-prima para construcao de
estruturas funcionais tais como miméticos de tecidos e estruturas com propriedades
especificas as quais podem ser aplicadas para testes de atividade biolégica de

substancias e nanomateriais.


https://paperpile.com/c/DAPOkr/ybC4
https://paperpile.com/c/DAPOkr/ybC4
https://paperpile.com/c/DAPOkr/er7R
https://paperpile.com/c/DAPOkr/Zl7h
https://paperpile.com/c/DAPOkr/YWWs
https://paperpile.com/c/DAPOkr/rEqp
https://paperpile.com/c/DAPOkr/XRX8
https://paperpile.com/c/DAPOkr/XfGZ
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A biofabricacdo de miméticos de tecidos e érgaos tem sido o principal objetivo
de estudos recentes nesta area. Esta abordagem inovadora € cada vez mais
utilizada em biomedicina, e tem potencial para criar construc¢des artificiais funcionais
para o rastreio de drogas, nanomateriais e de investigacdo em toxicologia, bem
como transplante de tecidos e 6rgdos (ARSLAN-YILDIZ et al., 2016). Devido a
capacidade de gerar estruturas analogas aos tecidos biolégicos (células e matriz
extracelular), tais técnicas abriram novas areas de pesquisa em engenharia de
tecidos e medicina regenerativa (DERBY, 2012). Além disso, ha a possibilidade de
aplicacdo na area da agricultura, como a producao de sementes artificiais.

Técnicas de biofabricagdo podem ser executadas muitas vezes de forma
manual ou robdtica (automatizada), como a bioimpressédo 3D, para a producéo de
estruturas com formas especificas e customizadas a partir de um modelo 3D
computacional, conhecido como modelo de desenho assistido por computador
(CAD), onde a estrutura é impressa camada a camada (MARKSTEDT et al., 2015);
formacdo de esferoides, utilizando um injetor de seringa ou manualmente onde o
biomaterial é depositado em solucéo reticulante gota a gota (LU; YAN; LEHE, 2007);
eletrofiacdo também conhecida como electrospinning, para a formacéao de fibras a
partir da aplicacdo de um campo elétrico (MEIRELES et al.,, 2018); fiacdo umida
também conhecida como wet- spinning, para a producdo de fibras em solucéo
aquosa a qual solidifica a fibra (PUPPI; CHIELLINI, 2017); microfluidica, para a
fabricacéo de canais microfluidicos de biomaterial (CHOI et al., 2007); fabricacdo por
moldagem, para a producdo de estruturas personalizadas utilizando um molde (HE;
XUE; FU, 2014); estereolitografia, também para a fabricacéo de estruturas a partir de
um modelo CAD com resinas sensiveis a luz UV (CVETKOVIC et al., 2014); entre
outras técnicas (MORONI et al., 2018).

Segundo um relatério publicado em 2018 pela Grand View Research, o
mercado mundial de bioimpressdo 3D, uma das técnicas mais populares de
biofabricacdo, deve atingir 2,6 bilhdes dolares até 2024 e € esperado um
crescimento significativo principalmente na area da saude devido ao aumento da
incidéncia de doencas cronicas que levam a necessidade de realizacdo de
transplantes de 6rgdos e tecidos; além do aumento da expectativa de vida e do
namero limitado de doadores de 6rgdos. Dentre as principais aplicacfes analisadas
no relatério incluem os segmentos médico, odontoldgico, biossensores, biotintas,

alimentos e animais. O segmento dominante esperado é a area médica, com mais


https://paperpile.com/c/DAPOkr/XYUo
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de 30% de participacdo em 2022, utilizando-se a regeneracdo de o6rgaos, tecidos,
implantes e proteses juntamente com o0 uso de bioimpressos como miméticos para
testes de atividade na producdo de medicamentos (screening).

Apesar da existéncia de um mercado em ascensao, existem grandes desafios
relacionados a biofabricagcdo 3D, tais como a escolha dos tipos de células e
biomateriais (incluindo hidrogéis) que podem ser utilizados; técnica de biofabricacéo;
fatores de crescimento, diferenciacdo e difusdo/vascularizagdo a serem utilizados
em biomiméticos; bem como as dificuldades técnicas relacionadas com a viabilidade
do material bioldgico, incluindo o crescimento indesejado de microrganismos
(MURPHY; ATALA, 2014). Além da possibilidade de aplicacdo para o screening da
atividade biolégica de nanomateriais em miméticos biofabricados, mais
recentemente tem sido sugerida a possibilidade de utilizacdo de nanomateriais
também como blocos essenciais para estruturacdo e funcionalizacdo de
biofabricados (BUYUKHATIPOGLU et al., 2010), assim como para aprisionamento
por meio de nanoencapsulamento para liberagdo sustentada de materiais
necessarios aos biomiméticos como nutrientes, fatores de crescimento, reguladores
de crescimento, entre outros.

Assim, a vertente denominada nanobiofabricacdo consiste na utilizacdo de
nanomateriais e materiais biolégicos como insumos para construcao de estruturas
funcionais, ou até mesmo a utilizacdo de organismos vivos para processos de
fabricacdo de estruturas, nanomateriais ou biomoléculas (GUANG, 2016; SILVA,
2018). Estas estruturas podem ser construidas utilizando técnicas de biofabricacéo e
empregadas como biomiméticos em testes de atividade bioldgica de principios ativos
(ARSLAN-YILDIZ et al., 2016) e na incorporacdo de nanomateriais com
propriedades Unicas (BUYUKHATIPOGLU et al., 2010). Os nanomateriais podem
conferir reforco mecanico ou mesmo contribuir com propriedades antimicrobianas,
como as AgNPs. Assim, nanomateriais podem ser empregados em estudos de
biofabricacdo 3D, ndo apenas no intuito de investigar possiveis toxicidades em
miméticos de tecidos, mas também como constituintes de estruturas biofabricadas
(MIRONOV; KASYANOV; MARKWALD, 2008).

Avancos no desenvolvimento e aprimoramento das técnicas na area de
biofabricagcdo 3D viabilizam o sucesso das aplicagdes de estruturas biofabricadas,
tais como o uso de um sistema de CAD que seja eficaz no design e fabricagéo de

estruturas 3D complexas (JUNG; LEE; CHO, 2016), além de bioinspiracdo em
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estruturas com caracteristicas arquitetbnicas que sdo encontradas em varios
biomateriais naturais (MEZA et al., 2015). Tem-se também, impressoras 3D com
geracdo continua de pecas poliméricas com alta velocidade de impresséo
(TUMBLESTON et al., 2015), permitindo a producao de estruturas em uma interface

liquida e em menor tempo que a abordagem camada por camada.


https://paperpile.com/c/DAPOkr/MJls
https://paperpile.com/c/DAPOkr/tH2o
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2. Motivagédo e Justificativa

Devido a expansdao, desafios e avan¢cos em biofabricacdo 3D e considerando
a contribuicdo que a nanobiotecnologia pode oferecer nesse campo emergente da
nanobiofabricacdo 3D, faz-se necesséario cada vez mais um melhor entendimento
das tecnologias para o desenvolvimento de novas metodologias, servi¢cos e produtos
gue agreguem finalidade e conhecimento cientifico.

Sabendo da possibilidade de produzir ANPs de forma simples, sustentavel e
com custo baixo utilizando recursos biolégicos, uma das propostas deste estudo foi
sintetizar AQNPs com atividade antimicrobiana a partir de rota de sintese verde
utilizando extratos aquosos de chéas. Além disso, tendo em vista a oportunidade e
necessidade de avaliar o efeito antibidtico de estruturas 3D em processos de
fabricacdo e biofabricacdo, também foi proposto produzir, utilizando 3 técnicas
diferentes, estruturas biofabricadas com hidrogéis baseados em alginato contendo
AgNPs; e imobilizacdo de AgNPs em superficies de termoplastico acrilonitrila
butadieno estireno (ABS), comumente utilizado em processo de fabricagao 3D.

De forma complementar, avaliar e caracterizar a organizacdo da estrutura
interna dos biofabricados € fundamental para entender e escolher os biomateriais e
técnicas de biofabricacdo de acordo com o objetivo e tipo celular para a aplicacéo
em cultivo 3D nas estruturas para o avanco efetivo nas areas de engenharia de

tecidos e medicina regenerativa.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Explorar a fabricacdo e biofabricagdo 3D de estruturas biopoliméricas
contendo nanoparticulas de prata (AgNPs) em sua composi¢cdo ou imobilizadas em
estruturas termoplasticas e avaliar a possivel atividade das estruturas produzidas

contra o crescimento de bactérias.

3.2. Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar AQNPs produzidas via rota verde utilizando extratos
aquosos dos chas (preto e verde) de Camellia sinensis;

e Produzir hidrogéis aplicaveis em técnicas de biofabricacdo 3D e na
incorporacao de AgNPs;

e Obter modelos 3D a partir de materiais organicos;

e Imobilizar AQNPs em objetos impressos em 3D com termoplastico de ABS;

e Avaliar a eficacia antibiotica da presenca de AgNPs nas estruturas
biofabricadas com biopolimeros e nas impressas em 3D com termoplastico de
ABS;

e Caracterizar a organizacao estrutural interna dos biofabricados e superficie de
objetos de termoplastico de ABS;

e Comparar técnicas manuais e robéticas de fabricacéo e biofabricacdo 3D.
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4. Material e Métodos

4.1. Materiais

Agulhas hipodérmicas descartaveis (Descarpack, Brasil); Bisturi (ABC
instrumentos cirdrgicos, Brasil); Caixa de polipropileno para microtubos; Canetas
permanentes coloridas (Sharpie, EUA); Célula capilar descartavel de policarbonato
(modelo DTS1070, Malvern, Reino Unido); Cuba de vidro com tampa para coloragao
(100 x 80 x 85 mm) (Unica Cientifica, Brasil); Cubeta de poliestireno descartavel de
1,5 mL (modelo 1948, Kartell, Itdlia); Estantes para tubos de 1,5 e 50 mL; Estilete
(DSC, Brasil); Filme de laboratério (Parafilm M®, American National Can, EUA); Fita
adesiva durex (3M, EUA); Fita adesiva crepe (3M, EUA); Frasco de vidro tipo Béquer
com capacidade para 5, 50 e 200 mL; Grades de cobre com 150 malhas vazadas
(Electron Microscopy Sciences, EUA); Lamina de bisturi; La&mina de vidro ponta
fosca 26 x 76 mm espessura 1-1,2 mm (Carvalhaes, Brasil); Microplacas de 24
pocos de fundo chato (KASVI, Brasil); Microplacas de 96 pocos de fundo chato
(TPP, Alemanha); Placas de Petri 90 x 15 mm descartavel (TPP, Alemanha); Mica
muscovita; Papel branco (Chamex, Brasil); Papel aluminio; Papel filtro (11 um,
Whatman®, EUA); Seringas 1, 5 e 10 mL; Microtubos de polipropileno do tipo
Eppendorf de 1,5 e 2,0 mL (Axygen, EUA); Navalha de aco (MC818, Leica,
Alemanha); Papel pardo; Pinca clinica; Ponteiras de polipropileno brancas (0,1-10
uL), amarelas (20-200 uL) e azuis (100-1000 uL); Provetas de vidro com capacidade
de 10, 100, 200 e 1000 mL (Pyrex, EUA); Tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL (TPP,

Alemanha).

4.2. Reagentes

Acetona PA (CRK, Brasil); Acido acético (Merck, Alemanha); Agar Luria
Bertani - LB (Sigma-Aldrich Co., EUA); Agarose ultrapura (Invitrogen, EUA); Agua
destilada (Millipore Corporation); Agua ultrapura tipo | (Millipore Corporation); Alcool
etilico absoluto PA (Dinamica, Brasil); Alcool etilico absoluto PA (Cinética, Brasil);
Alcool metilico (JTBaker, EUA); Alginato de sddio (Dinamica, Brasil); Alginato de
sédio (Sigma-Aldrich Co, EUA); Antibi6tico Penicilina e Estreptomicina (Gibco, EUA);
Cacodilato de sédio (Sigma-Aldrich Co., EUA); Carboximetilcelulose 5000 (Chemco,
Brasil); Cha preto (Dr. Oetker, Brasil); Cha verde (Ledo Fuze, Brasil); Cloreto de

célcio (Vetec, Brasil); Cloroférmio (CRQ, Brasil); Eosina amarelada (Dinamica,
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Brasil); Extran (Merck, Alemanha); Hematoxilina (Dinamica, Brasil); Meio de cultura
basico LB (Sigma, Alemanha); Nitrato de prata (Plat-Lab, Brasil); Paraplast (Sigma-
Aldrich Co, EUA); Verniz vitral incolor (Acrilex, Brasil); Xileno (Dinamica, Brasil).

4.3. Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento (modelo Q261, Quimis, Brasil); Agitador
magnético com aquecimento (modelo LUCA-01/09-E, Lucadema, Brasil); Agitador de
Tubos tipo Vortex (modelo Genie 2, Genie, EUA); Autoclave vertical (modelo
Idealclave, Stermax, Brasil); Balanca eletrénica de precisdo (modelo Q520-3,
Quimis, Brasil); Balanca analitica (modelo AG200, Gehaka, Brasil); Biofotdmetro
(Eppendorf, Alemanha); Bioimpressora 3D (modelo r3bEL, SE3D, EUA); Camara de
ponto critico (modelo CPD 030, Balzers, Suica); Camera fotografica DSLR (modelo
EOS Rebel SL1, Canon, Japéo); Escaner 3D (modelo Scanner V1, Matter and Form,
Canada); Estufa de secagem e esterilizacdo (Lucadema, Brasil); Fluxo unidirecional
horizontal (modelo CFLV12, Veco, Brasil); Freezer (modelo CVU26EBBNA, Consul,
Brasil); Geladeira (modelo DC499A, Electrolux, Brasil); Impressora 3D (modelo MP
Select Mini V2, Monoprice, EUA); Incubadora de bancada com agitacdo orbital
(modelo Q816M20, Quimis, Brasil); Injetor de seringa (KD Scientific, EUA); Leitora
de microplacas (modelo ELx808 IU, Biotek, EUA); Lente (modelo EF-S 18-55mm
f/3.5-5.6 IS STM, Canon, Japdo); Metalizador (modelo EM SCD500, Leica,
Alemanha); Micropipetas monocanais com capacidade maxima de 10 pL, 200 pL e
1000 pL (modelo LabMate Soft, HTL, Polbnia); Micropipeta multicanal com
capacidade maxima de 200 pL (modelo DV8-200, modelo LabMate Soft, HTL);
Microscoépio de luz (modelo Axiophot, Zeiss, Alemanha); Microscépio eletrénico de
transmissao (modelo JEM-1011, Jeol, Japao); Microscopio eletrbnico de varredura
(modelo JSM-7000F, Jeol, Japao); Micrétomo (modelo 1512, Leitz, Alemanha); Nano
ZetaSizer (modelo Nano ZS, Malvern, Reino Unido); Paquimetro digital High Speed
0-150 0,01 mm (modelo 1108, Insize, Brasil); Plataforma robética (modelo Proteineer
fc, Bruker, EUA); Sistema Milli-Q (modelo Advantage A10, Millipore Corporation,
EUA); Smartphone (modelo Slil, Samsung, Coreia do Sul); Timer digital (Cronobio);
Notebook (modelo Aspire R15, Acer, Taiwan).
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4.4, Estratégia experimental

O delineamento deste trabalho se deu a partir da prospeccdo de
nanomaterial; biomateriais para producao de hidrogéis; e técnicas de biofabricacéo.
Posteriormente, testes iniciais com 0s materiais e técnicas disponiveis foram
realizados e em seguida seguiu-se uma metodologia para todo o trabalho. Foram
realizadas a sintese de AgNPs via rota verde e caracterizacdes fisico-quimicas e de
atividade antimicrobiana. Estruturas 3D contendo AgNPs foram biofabricadas e
modelos de termoplastico de ABS foram fabricados para imobilizacdo de AgNPs;
depois foram caracterizados quanto ao efeito antibidtico contra bactéria modelo E.
coli, e quanto a estrutura interna e superficie. Sendo assim, a metodologia para o

desenvolvimento deste estudo foi definida como descrito no fluxograma abaixo:

= Testes Iniclals

01. Experimentacao » Plataforma robotica
« Blofabricacao por molde

= Digltalizacao 3D

* Impressao 3D

Imobilizacao de AQNPs
Caracterizagao: MEV

Atlvidade blologica: difusao

Estratégia

04. Fabricacao 3D .
experimental

02. Nanoparticulas

« Sintese verde de AgNPs

« Caracterlzacao: UV-VIs, DLS
e MET

« Atlvidade blologica: CIM

= Hidrogéls

« Blofabricacao

« Caracterizacao: establlidade,
microscopla de luz e MEV

= Atlvidade blologica: difusao e

03. Biofabricacao 3D

encapsulamento

Figura 1. Representacdo esquematica da metodologia desenvolvida durante este
trabalho.

4.5. Obtencao dos extratos de Camellia sinensis
Os extratos para a sintese verde de AgNPs foram obtidos a partir da infusédo

de chas preto (CP) e verde (CV). Os chas utilizados foram sachés comerciais
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contendo folhas e talos de C. sinensis. Cada saché foi pesado para o célculo da
concentracgédo final de 0,1 g/mL de pulverizado de C. sinensis no extrato bruto.

As infusbes foram produzidas utilizando um saché de cada cha
separadamente e agua ultrapura em ebulicdo em chapa aquecedora durante 2
minutos. Cada saché foi utilizado duas vezes independentes para comparacao e
avaliagdo das AgNPs sintetizadas com o saché de primeiro (I) e segundo (ll) uso. As
extracbes aquosas dos chas preto e verde foram separadas para a sintese de
AgNPs logo em seguida.

4.6. Sintese verde de nanoparticulas de prata com extratos de C.
sinensis

As sinteses verde de AgNPs foram realizadas em tubos de ensaio de vidro de
10 mL, um para cada amostra: AgNP (CP) | e Il - sintese com cha preto; AgNP (CV)
| e Il - sintese com chéa verde; CP | e Il - controle de cha preto (extrato); CV I e Il -
controle de cha verde (extrato); Ag* - controle de ions prata. Para as reacdes de
sintese foi utilizado nitrato de prata (AgNO3) na concentracao final de 1 mM.

Para as sinteses das AgNPs, 50 pL de extrato (100 mg/mL) foram
adicionados a 4,950 mL de AgNO3z 1 mM (proporcao de 1:100); para os respectivos
controles, as solugdes de extrato ou AgNO3z foram substituidos por agua ultrapura.
Os tubos de ensaio permaneceram sobre a bancada e recobertos por papel
aluminio. As reacfes ocorreram a temperatura ambiente durante 2,5 horas e foram
monitoradas a cada 30 minutos sendo realizada leitura em espectrofotometro no
comprimento de onda de 450 nm. Foram produzidos 5 lotes de sintese (L1, L2, L3,
L4 e L5) e para os dados de absorbancia das amostras de AgNPs foi obtida uma
média aritmética para representacao gréafica. As sinteses de AgNPs com extratos
dos sachés de primeiro (I) e segundo (ll) uso foram realizadas com a mesma
metodologia e no mesmo dia. Todas as amostras foram armazenadas a 4°C até o

uso.

4.7. Caracterizacdo de nanoparticulas de prata produzidas com

extratos de C. sinensis
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4.7.1. Espectrofotometria UV-Vis
Além do monitoramento espectrofotométrico durante a sintese de AgNPs,
também foram obtidas as curvas de absor¢cdo das amostras de AgNPs | e Il
utilizando um espectrofotometro UV-Vis na faixa de comprimentos de onda de 350 a
550 nm. Para as andlises, as amostras foram diluidas 10 vezes em agua ultrapura.

4.7.2. Espalhamento de Iluz dindmico (DLS) e mobilidade
eletroforética (potencial Zeta)

As amostras de AgNPs foram caracterizadas por DLS para determinar o
didmetro hidrodinamico e o indice de polidispersividade (Pdl) e por mobilidade
eletroforética para determinar o potencial Zeta de superficie das suspensdes
coloidais. A técnica de DLS mede a distribuicdo de diametro hidrodindmico de
particulas e moléculas em suspensao, e utiliza-se da luz de um laser que atinge o
material analisado. A luz é espalhada com diferentes intensidades devido ao
movimento browniano e aos tamanhos diferentes das particulas ou moléculas. A luz
€ detectada com o angulo e o volume de espalhamento auxiliando no calculo do
tamanho da particula ou molécula. J4 o potencial Zeta, utiliza-se da diferenca de
tensdo elétrica aplicada na suspensdo analisada. A partir da mobilidade
eletroforética as cargas de superficie sdo medidas de forma indireta. Esta medida da
magnitude de repulsdo ou atracdo eletrostatica auxilia na analise da estabilidade
coloidal do sistema. As analises de DLS foram realizadas em equipamento ZetaSizer
Nano ZS utilizando laser He-Ne (4 mW) operando a 633 nm e deteccado de dispersao
de luz em angulo de 173°. O tamanho das particulas (diametro hidrodinamico), o PdlI
e 0 potencial Zeta das AgNPs foram obtidos a partir de trés medi¢Bes independentes
para cada parametro, a temperatura de 25°C, em meio reacional aquoso utilizando
célula capilar de policarbonato com eletrodos revestidos a ouro. Para as andlises, as
amostras foram diluidas 10 vezes em agua ultrapura. Sempre foram determinados
primeiramente o diametro hidrodindmico e indice de polidispersividade por se
tratarem de abordagens nao destrutivas, e posteriormente foi avaliado o potencial
Zeta das amostras. As andlises foram realizadas utilizando o software ZetaSizer
versdo 7.04 que acompanha o equipamento. Para os dados de cada uma das
amostras de AgNPs foi obtida uma média aritmética dos 5 lotes (L1, L2, L3, L4 e L5)

para a representacao grafica do diametro hidrodinamico.
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4.7.3. Microscopia eletronica de transmisséao (MET)

As AgNPs sintetizadas também foram avaliadas por MET para determinar o
didmetro seco e a ultraestrutura das nanoparticulas. As amostras foram analisadas
em microscopio eletrbnico de transmissdo operado a 80 kV e as imagens foram
obtidas com uma camera digital integrada ao microscépio. Para as anadlises, as
amostras foram diluidas 10 vezes em agua ultrapura e depositadas 5 pL sobre
grades de cobre recobertas por uma pelicula de Formvar. As grades de cobre foram
mantidas em placa de Petri a 25°C por 24 horas para posterior analise no
microscopio. As imagens foram adquiridas com magnificacdo de 10 e 40 mil vezes.
Para determinar o didmetro seco foi utilizado o software ImageJ versdo 1.52 e as

imagens utilizadas foram todas com a mesma magnificacao de 10 mil vezes.

4.8. Obtencao de modelos 3D

Os modelos 3D ou modelos CAD (em portugués, Desenho Assistido por
Computador) foram obtidos a partir de duas técnicas de digitalizacdo 3D:
escaneamento 3D e fotogrametria (Figura 2). Os equipamentos utilizados foram um
escaner 3D de bancada (desktop) do tipo sem contato e ativo (fonte prépria de
radiacdo); e para a fotogrametria, uma camera fotografica DSLR com lente de 18-55
mm. Os materiais utilizados para os processos de digitalizacdo 3D foram materiais
botanicos de Hibiscus brackenridgei (flor e folha de hibisco amarelo), Plumeria rubra
(flor e folha de jasmim-manga), Malus domestica (macd) e Phaseolus vulgaris
(semente de feijdo carioca). Os materiais de hibisco amarelo e jasmim-manga foram
obtidos em zona urbana do Distrito Federal, e os materiais de maca e feijao carioca
foram obtidos de forma comercial no Distrito Federal. Foram obtidas pelo menos
uma digitalizacdo de cada material para aquisicdo dos dados tridimensionais e
posteriormente gerar o modelo CAD. As digitalizacdes 3D foram obtidas logo apos a
obtencdo do tecido vegetal (dia 0) e apOs periodo de senescéncia (para hibisco
amarelo, jasmim-manga e maca) e germinagdo (para feijdo carioca), sendo 3 dias
apos a coleta (dia 3). O tempo necessério para cada aquisicdo foi monitorado com

um crondmetro digital.
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Figura 2. Metodologia de digitalizacdo 3D de materiais botanicos para obtencéo de
modelos CAD.
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4.8.1. Escéaner 3D

Para a digitalizacdo 3D utilizando o escaneamento 3D, foram feitas de 1 a 3
digitalizagbes de cada material botanico, obtendo varreduras com o material na
horizontal e na vertical. Para os materiais do tipo folha e flor foi preciso utilizar um
prendedor de papel como suporte para auxiliar no posicionamento horizontal e
vertical do material. Para a semente foi utilizada apenas fita adesiva para posiciona-
la, e para o fruto ndo foi preciso suporte. A cada digitalizacdo, o material vegetal foi
depositado no centro da area de digitalizacdo e apds iniciar o processo de varredura
do material, o cronémetro foi iniciado e interrompido ao final da digitalizacdo. Dois
tipos de arquivos foram gerados apOs a digitalizacdo de cada material, um com
dados tridimensionais como a nuvem de pontos e outro com informacdes de textura,
sendo que ambos foram processados no proprio software do escaner 3D, MFStudio
versao 1. Apds o processamento, um arquivo do tipo .stl contendo o modelo 3D foi
exportado. A partir dos modelos 3D foram analisadas caracteristicas morfolégicas
gualitativas, como a forma e a coloracdo comparando-as com as observadas nos
materiais botanicos originais. Essas etapas foram repetidas para todos os materiais
analisados nos dias 0 e 3. O processo de digitalizacdo por escaneamento 3D foi

demonstrado nos videos de time-lapse neste link.

4.8.2. Fotogrametria
Para a digitalizacdo 3D utilizando a fotogrametria, foi feita 1 digitalizacdo de
cada material botanico, a qual consistiu em fixar o material em apenas uma posi¢cao
e fotografa-lo em varios angulos. A fixagcdo dos materiais foi feita em superficie plana
com prendedor de papel para os materiais de folhas e flores e fita adesiva para a

semente. Para o fruto foi utilizada uma agulha hipodérmica de calibre 18 G acoplada


https://www.youtube.com/playlist?list=PLq0pEdXfyEat5WbrqriXNUt19JU_al-90
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em uma seringa de 5 mL, a qual foi imobilizada com fita adesiva na superficie plana.
A agulha foi atravessada no pseudofruto para que a maior parte de sua superficie
estivesse visivel para ser fotografada. Ao iniciar as fotografias, o cronédmetro foi
disparado e interrompido ao final da digitalizacdo por fotos. Apos fotografar ao redor
do material, as imagens foram carregadas e processadas no software VisualSFM
versao V0.5.26 e exportados dois arquivos, um contendo a nuvem de pontos e outro
as informagoes de textura. Para a formacgédo da malha do modelo 3D foi utilizado o
software MeshLab versdo V2016.12. Ao carregar e processar 0s dois arquivos no
programa, o modelo 3D foi gerado e exportado em arquivo .stl. As caracteristicas de
forma e coloracéo dos modelos também foram comparadas com as observadas nos
materiais botanicos originais. E todas as etapas foram repetidas para todos os
materiais analisados nos dias 0 e 3. O processo de digitalizag&do por fotogrametria foi

demonstrado nos videos de time-lapse neste link.

4.9. Obtencao dos hidrogéis baseados em alginato de sédio

As matrizes biopoliméricas foram produzidas com alginato de sédio como
principal insumo para formacé&o dos hidrogéis. Foram avaliadas trés composicdes de
hidrogéis: 1) alginato de soédio 3%; 2) alginato de sédio 3% e carboximetilcelulose
9%; e 3) alginato de sodio 2,8%, agarose 0,9% e carboximetilcelulose 3%. As
concentracbes foram definidas em peso (g) e volume (mL). As composicOes e
concentracbes foram baseadas e adaptadas de trabalhos da literatura cientifica
(HABIB et al., 2018; SEIDEL et al., 2017; SCHUTZ et al., 2017; LODE et al., 2015).

Para cada uma das composicfes (1, 2 e 3) foram produzidos trés hidrogéis
com diferentes meios: agua ultrapura somente; AgNP (CP) Il em agua ultrapura;
AgNP (CV) Il em agua ultrapura, completando entdo 9 hidrogéis com volume final de
15 mL para cada um. Para os hidrogéis contendo AgNPs, as mesmas foram
adicionadas diretamente como solventes, na concentracdo final de 1 mM. Foram
utilizadas para a producéo dos hidrogéis apenas as AgNPs sintetizadas com extratos
dos sachés de segundo uso (I1). Os componentes de cada hidrogel foram misturados
aos poucos e um soluto por vez em agitador magnético. Para os hidrogéis com as
composicdes 2 e 3 foi necesséria a agitacdo mecanica quando a barra magnética ja
ndo era suficiente para a dissolugdo completa. Os hidrogéis foram armazenados a

4°C até o momento do uso.


https://www.youtube.com/playlist?list=PLq0pEdXfyEas7eCzzRbRh9vkWv_Jgerqm
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4.10. Biofabricacao de estruturas 3D

As técnicas utilizadas para a biofabricacdo das estruturas (Figura 3) foram a
fiacdo Umida (wet spinning), para a formacéo de fibras; gotejamento por injetor de
seringa e também de forma manual com pipeta Pasteur, para a formacdo de
esferoides; e bioimpressao 3D, para a formacdo de modelos de sementes. Para
todas as técnicas foi utilizado o cloreto de célcio (CaClz) na concentracdo de 0,1 M
como agente reticulante (crosslinking), e a cada ciclo de biofabricacdo de cada
técnica foi substituida a solucdo de CaCl,.. Foram produzidas aproximadamente 8
estruturas de cada hidrogel para cada técnica como descrito na Tabela 1 com as
composicdes e técnicas utilizadas para cada hidrogel.

2x lavadas
agua destilada

|FIAGRO UMIDA| | GOTEJAMENTO | | BIOIMPRESSAO 3D |

CaCl, 0,1 M por 10 min

Figura 3. Esquema representativo de técnicas de biofabricacdo utilizadas neste
trabalho: fiacdo Umida; gotejamento; e bioimpresséao 3D.
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Tabela 1. Composi¢cBes dos hidrogéis, técnicas e estruturas produzidas.

Composicao Técnica Estruturas 3D
1 alginato de so6dio 3% fiacdo umida fibras
gotejamento esferoides
2 alginato de sé6dio 3% fiacdo umida fibras
carboximetilcelulose 9%
bioimpresséo 3D modelos de
sementes
3 alginato de sodio 2,8% fiacdo Umida fibras
agarose 0,9%
carboximetilcelulose 3% bioimpressao 3D modelos de
sementes
4.10.1. Fiacdo umida (wet spinning)

Para a formacéo de fibras foi utilizada a técnica de fiacdo umida. Os hidrogéis
utilizados nesta técnica foram os de composicéo 1, 2 e 3 (com as trés variacdes de
meio reacional aquoso cada), e foram adicionados em seringas de 10 mL e
posteriormente o conteudo foi adicionado em uma seringa com bico luer slip de 1 mL
com agulhas hipodérmicas com calibre de 18 G. Para a formacéo das fibras, cada
seringa contendo o hidrogel foi posicionada com a ponta da agulha dentro da
solugcédo de CaClz (0,1 M) com aproximadamente 50 mL e pressionada de forma
continua e manual para expelir aproximadamente 0,3 mL do hidrogel em forma de
fibra dentro da solucao, para cada fibra produzida. Apds a formacgéo da estrutura em
solucédo reticulante de CacCl,, as fibras permaneceram 10 minutos nessa solugéo
para estabilizacéo estrutural, e depois foram lavadas duas vezes em agua destilada
autoclavada. Todas essas etapas foram seguidas para a producao das estruturas de
cada um dos 9 tipos hidrogéis utilizados com esta técnica. As fibras foram separadas
em béqueres com aproximadamente 1 mL de agua destilada autoclavada, suficiente
para nédo ressecarem. Posteriormente, as fibras foram utilizadas nos ensaios de

atividade bioldgica realizados no mesmo dia.
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4.10.2. Gotejamento

Para a formacédo de esferoides com diferentes tamanhos (menores e maiores)
foi utilizado o gotejamento por injetor de seringa (bomba infusora) e também de
forma manual com pipeta Pasteur. O hidrogel utilizado nesta técnica foi apenas o de
composi¢cdo 1 (com as trés variagbes de meio). Para a formacdo dos esferoides
menores, os hidrogéis foram adicionados em seringas com bico luer slip de 1 mL
com agulha hipodérmica com calibre de 27 G e posteriormente a seringa foi
posicionada no injetor de seringa com velocidade de 3000 pL/h. Abaixo da agulha
durante cada processamento foi posicionado um béquer contendo aproximadamente
50 mL da solucao de CacCl, 0,1 M onde a solucao biopolimérica era gotejada, e cuja
as estruturas formadas permaneceram por 10 minutos, sendo depois lavadas duas
vezes em agua destilada autoclavada. Para a formacdo dos esferoides maiores,
foram utilizados pipetas Pasteur com capacidade volumétrica de 3 mL para gotejar
os biopolimeros e formar os hidrogéis em um béquer com aproximadamente 50 mL
da solucéo de CaCl; 0,1 M e da mesma forma os esferoides permaneceram por 10
minutos na solucdo, e depois foram lavados duas vezes em agua destilada
autoclavada. Todas essas etapas foram seguidas para a producao das estruturas de
cada um dos 3 hidrogéis biofabricados com esta técnica. Todos os esferoides
também foram separados em béqueres com aproximadamente 1 mL de agua
destilada autoclavada para ndo ressecarem. Posteriormente, foram utilizados nos

ensaios de atividade biolégica realizados no mesmo dia.

4.10.3. Bioimpresséo 3D

Para a formacdo de modelos de sementes foi utilizada a técnica de
bioimpressao 3D. Os hidrogéis utilizados nesta técnica foram os de composicéo 2 e
3 (com as trés variacdes de solvente cada), e foram adicionados em seringas com
bico luer lock de 5 mL com ponteiras P200 (amarela) acopladas apenas rosqueando-
as no bico da seringa. Antes da bioimpressdo 3D dos modelos de semente, o
arquivo .stl do modelo 3D da semente, obtido por escaneamento 3D, foi utilizado no
software Slic3r versdo 1.1.7 para preparar e gerar 0 arquivo .gcode para a
bioimpressédo 3D. Os principais parametros de configuracdo do software que foram
modificados para a bioimpressdo do modelo da semente com os hidrogéis e ponteira
selecionados estdo descritos na Tabela 2. Apdés a configuracdo do software, o

arquivo 3D do tipo .stl foi carregado no programa e posteriormente exportado o
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arquivo do tipo .gcode. O arquivo .gcode foi utilizado no software que controla a
bioimpressora 3D, Pronterface versdo Printrun 2014.08.01. Apos ligar a
bioimpressora ao notebook e por sua vez conecti-la ao programa Pronterface
instalado no mesmo computador, o arquivo .gcode foi carregado no programa. A
seringa ja preparada com o hidrogel foi acondicionada na extrusora da
bioimpressora 3D e uma placa de Petri foi montada na mesa de impressao, sendo
gue posteriormente foi acionada a operacdo de biompressao na bioimpressora do
modelo da semente. Apds a bioimpressao de cada estrutura com aproximadamente
0,6 mL do hidrogel, a placa de Petri com o modelo de semente bioimpresso foi
retirada da bioimpressora 3D e adicionada parte da solugédo de CaCl, 0,1 M para
auxiliar na retirada da estrutura com uma espatula. A estrutura bioimpressa foi
transferida para um béquer contendo aproximadamente 50 mL da solucéo de CacCl>
0,1 M, onde permaneceu por 10 minutos e depois foi lavada duas vezes em agua
destilada autoclavada. Todas essas etapas foram seguidas para a producdo das
estruturas de cada um dos 6 tipos de biofabricados produzidos com hidrogéis por
esta técnica. Todas os miméticos de sementes bioimpressas foram separados em
béqueres contendo aproximadamente 10 mL agua destilada autoclavada para nao
ressecarem. Posteriormente, foram utilizadas nos ensaios de atividade biolégica

realizados no mesmo dia.
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Tabela 2. Parametros de configuracao do software Slic3r para gerar arquivo .gcode.

Print Settings

Layer height 0,35 mm
First layer height 0,41 mm
Fill density 30%
Speed: Perimeters, Solid infill, Top solid 6 mm/s
infill

Speed: Small perimeters, External 7 mm/s

perimeters, Infill

Filament Settings

Diameter 1 mm
Extrusion multiplier 0,12
Temperature: Extruder, Bed 0°C

4.11. Fabricacdo 3D e imobilizacdo de nanoparticulas de prata em
termoplastico

A imobilizacdo de AgNPs foi realizada em termoplastico acrilonitrila butadieno
estireno (ABS), comumente utilizado em processos de fabricacdo 3D, como a
impressao 3D. A fabricacédo 3D foi feita utilizando o modelo 3D de semente de feijao
carioca que foi digitalizada pelo escaner 3D, sendo que o arquivo .gcode foi utilizado
na impressora 3D e o filamento de ABS para a impressdao do modelo. As
temperaturas utilizadas no processo de impressao com o filamento de ABS foram de
220°C para a extrusora e 110°C para a mesa de impresséo. Foi utilizado no modelo
0 suporte de adesdo na mesa de impressao do tipo Raft. Foram impressos em 3D 15
modelos idénticos de semente em ABS para a imobilizacdo de AgNPs nas
superficies. Ap6s a impressédo, os modelos de sementes produzidos em ABS foram
lavados com agua destilada contendo 1% de Extran durante 3 minutos e depois
enxaguadas 2 vezes em agua destilada. Ap6s a secagem ao ar das sementes de
ABS, foram inseridas individualmente dentro dos tubos de ensaio de vidro. As
solucdes de AgNOs (1 mM) e extratos de CP Il e CV Il (1 mg/mL relagdo massa do

pulverizado de chéa e volume de agua) foram adicionadas aos tubos de ensaio para a
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sintese de AgNPs durante 2,5 horas. O processo de imobilizacdo foi realizado
mediante a formacdo e adsor¢cdo de AgNPs nas superficies dos modelos de
termoplastico ABS durante a sintese verde de AgNPs ja descrita. Para os controles
foi utilizado as sementes impressas em 3D com o filamento de ABS sem a
imobilizagdo de AgNPs. Todas as sementes foram separadas em tubos do tipo
Falcon de 15 mL e armazenadas a 4°C.

4.12. Atividade biolégica de nanoparticulas de prata livres, em
hidrogéis e imobilizadas em termopléastico

A atividade bioldgica testada foi a atividade antibacteriana contra Escherichia
coli com AgNPs livres, incorporadas nas estruturas biofabricadas em 3D com
hidrogéis e nos modelos 3D de sementes a base de termoplastico ABS. O
microrganismo modelo utilizado foi E. coli ATCC 8739 e os testes realizados foram
de concentracgao inibitoria minima (CIM) para AgNPs livre; difusdo em meio LB solido
e em meio LB liquido para as estruturas biofabricadas e para os modelos 3D
impressos em ABS; e cultivo em meio LB liquido das estruturas biofabricadas com
encapsulamento de E. coli.

Para todos os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados os preé-
in6culos e indculos de E. coli. As colonias de E. coli foram isoladas em placas de
Petri contendo meio LB solido e incubadas a 37°C por cerca de 16 horas e
posteriormente armazenadas a 4°C. Posteriormente, o pré-indculo foi feito
coletando-se com uma coldnia isolada a qual foi inoculada em 5 mL de meio LB
liquido, a 37°C por cerca de 24 horas sob agitacdo de 200 rpm em incubadora
shaker. ApGs esse processo, foi realizada leitura em biofotbmetro da OD em
comprimento de onda de 600 nm e inoculado em OD final de 0,05 em 5 mL de meio
LB liquido, a 37°C por cerca de 6 horas sob agitacdo de 200 rpm. ApoOs esse
preparo, o inoculo foi utilizado com volume final de acordo com ensaio e OD final de
0,05.

4.12.1. Ensaio de concentracgao inibitéria minima (CIM)
Para as AgNPs livres foi realizado o ensaio de CIM utilizando microplacas de
96 pocos, onde foram testadas as AgNPs | e I, os extratos de CP e CV | e |,
controles de Ag*, controle positivo com ampicilina e estreptomicina a 200 pug/mL e

controle negativo com agua destilada autoclavada. As concentragbes das amostras
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testadas foram de 256 uM, 128 pM, 64 uM, 32 uM, 16 pM e 8 pM em equivalente a
AgNOs. As diluicbes foram feitas separadamente em microtubos tipo Eppendorf.
Para a aplicacao na placa de 96 pocos, o volume maximo de cada amostra foi de
12,8% do volume final em cada pogo, exceto para a maior concentracéo (256 puM)
em que foi utilizado 25,6% do volume final do poco, sendo que para este foi
preparado um controle independente. Em cada poco da placa foram aplicados 25,6
UL de amostra mais 174,4 pL de in6culo em meio de cultivo, e para a concentracdo
de 256 pM foi aplicado 51,2 pL de amostra mais 148,8 pL de in6culo em meio de
cultivo. As placas foram incubadas em estufa a 37°C. Os ensaios foram avaliados
por inspecao visual de acordo com a turbidez do meio e por espectrofotometria
medindo a absorbancia em comprimento de onda de 630 nm durante os periodos de
tempo de 0, 24, 48 e 72 horas.

4.12.2. Ensaio de difusdo em meio LB liquido

Para as estruturas biofabricadas em 3D e para os modelos 3D em ABS foi
realizado ensaio de difusdo em meio LB liquido. Foi preparada uma placa de 24
pocos e inseridas em cada poco 1 estrutura biofabricada ou equivalente a
aproximadamente 0,3 mL (no caso dos esferoides) de todas as 9 composicdes de
hidrogéis e suas respectivas formas (fibras, esferoides e modelos de sementes),
além dos modelos de sementes em ABS. Foram adicionados em cada poco 0,872
mL do inéculo de E. coli, com OD de 0,05 em comprimento de onda de 600 nm, em
meio de cultivo, considerando a estrutura e o indculo no pogco a concentracao final
de 256 uM. Para os modelos de sementes bioimpressas, foram adicionados em
cada poco 1,800 mL do inéculo de E. coli, também considerando a concentracéo
final de 256 uM. As placas foram incubadas em estufa a 37°C. O crescimento
microbiano no meio liquido foi monitorado por inspec¢éo visual durante os periodos
de tempo de 24, 48 e 72 horas.

4.12.3. Ensaio de difusdo em meio LB sdlido
Para as estruturas biofabricadas em 3D e para os modelos 3D em ABS foi
realizado ensaio de difusdo em meio LB sdlido. Similar aos testes de sensibilidade
aos antimicrobianos por disco-difusdo, foram preparadas 21 placas de Petri com
meio LB solido, sendo realizada a semeadura com swab estéril no in6culo de E. coli

na superficie do meio solido em 3 dire¢bes diferentes. Dentro de cada placa foi
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colado na tampa com fita adesiva dupla face um papel filtro para reter a umidade.
Foram inseridas 2 estruturas biofabricadas de todas as 9 composi¢cfes de hidrogéis
e suas respectivas formas (fibras, esferoides e modelos de sementes) em cada
placa, e 3 estruturas dos modelos de sementes em ABS foram depositadas sobre o
meio LB sdélido. Em seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C. O
crescimento microbiano ao redor das estruturas e o possivel halo de inibicdo foram

avaliados por inspecdao visual e durante os periodos de tempo de 24, 48 e 72 horas.

4.12.4. Ensaio de cultivo em meio LB liquido das estruturas
biofabricadas com encapsulamento de E. coli
Para ensaio de cultivo das estruturas biofabricadas com E. coli encapsuladas
foram acrescidos ao hidrogel antes do processo de biofabricacdo, o inéculo de E.
coli em meio de cultivo na propor¢gdo 1:1. Posteriormente, o hidrogel e o inoculo
foram misturados com auxilio de uma espatula e inseridos em uma seringa de 1 mL.
Foram avaliadas todas as 9 composi¢cfes de hidrogéis e escolhidas apenas as
estruturas de fibras por ser a forma presente em todas as composi¢cdes. A
biofabricacdo das fibras com E. coli encapsuladas foi feita com a mesma
metodologia ja descrita para producdo de fibras. Foi preparada uma placa de 12
pocos e inserida 1 fibra em cada poco. Posteriormente foi adicionado 0,872 mL de
meio LB liquido autoclavado em cada poco. A placa foi incubada em estufa a 37°C.
Apés 24 horas foi avaliado o crescimento microbiano no meio LB liquido por
inspecdo visual e as fibras foram retiradas do meio, lavadas 2 vezes com agua
destilada autoclavada e armazenadas em tubos tipo Falcon de 15 mL contendo 4gua
destilada autoclavada a 4°C para posterior processamento para analises por

microscopia eletrénica de varredura.

4.13. Caracterizacdo das estruturas biofabricadas em 3D e modelos 3D

de termoplastico

4.13.1. Ensaio de estabilidade térmica em meio de cultivo
ApOs a producédo das estruturas biofabricadas foi preparada uma placa de 24
pocos e inseridas em cada po¢o uma estrutura biofabricada ou equivalente a
aproximadamente 0,3 mL (no caso dos esferoides) de todas as 9 composicdes de

hidrogéis e suas respectivas formas (fibras, esferoides e modelos de sementes).
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Foram adicionados em cada poc¢o 0,872 mL de meio LB liquido autoclavado,
considerando a estrutura biofabricada e o volume do meio no pogo a concentragdo
final de 256 pM. Para os modelos de sementes bioimpressas, foram adicionados em
cada poco cerca de 1,800 mL de meio LB liquido autoclavado, também
considerando a concentragao final de 256 uM. As placas foram incubadas em estufa
a 37°C. Foi realizada inspecdo visual da estabilidade da forma em meio e

temperatura de cultivo durante os periodos de tempo de 24, 48 e 72 horas.

4.13.2. Microscopiade luz

As estruturas biofabricadas foram processadas para avaliacio em
microscopia de luz. Apos a producéo das estruturas de todas as 9 composicdes de
hidrogéis e suas respectivas formas (fibras, esferoides e modelos de sementes),
estas foram separadas em tubos tipo Falcon contendo 10 mL de agua ultrapura em
cada. Os tubos foram incubados em estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas.
As estruturas biofabricadas foram fixadas utilizando dois fixadores diferentes, metil-
Carnoy (metanol 60%, cloroformio 30% e acido acético 10%) e paraformaldeido a
4%, durante 2 horas a aproximadamente 22°C. ApOs retirar os fixadores, no caso
das estruturas fixadas com metil-Carnoy as amostras foram submetidas a etapas
sucessivas de concentracdes decrescentes de etanol [100, 90, 80 e 70%], no caso
das estruturas fixadas com paraformaldeido foram adicionados alcool etilico 70%
nas amostras. Todas as etapas tiveram 1 hora de duracdo cada. Apos a adicédo de
etanol 70% em todas as estruturas, estas foram armazenadas a 4°C durante
aproximadamente 16 horas. Em seguida, as amostras foram submetidas a etapas
sucessivas de desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol [80, 90 e 100%
(2x)], todas as etapas também tiveram 1 hora de duracdo cada. As amostras foram
submetidas a diafanizacdo (etanol/xileno 1:1, xileno 1 e xileno 2) com 1 hora de
duracdo cada. Posteriormente, foram infiltradas com Paraplast por meio de dois
banhos de 1,5 horas (Paraplast 1 e Paraplast 2). ApGs a infiltracdo, o material foi
incluido em blocos de Paraplast. Os blocos foram seccionados em micrétomo e as
seccOes em espessura de 5 um foram depositadas em laminas de vidro e levados a
uma chapa de aquecimento a 42°C por aproximadamente 24 horas. Posteriormente,
as laminas foram submetidas a processo de coloracdo com hematoxilina e eosina

(H&E). As analises das seccbes micrométricas das estruturas foram avaliadas em
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microscopio de luz acoplado com camera digital e documentadas digitalmente
utilizando o software AxioVision versao 4.8.

4.13.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para os modelos de sementes em ABS foi realizada a caracterizacao da
superficie dos impressos em 3D com AgNPs imobilizadas e como controle um
impresso em 3D sem a imobilizacdo de AgNPs. Os modelos 3D foram depositados
sobre fita de carbono em porta-amostras (stubs). Posteriormente, as amostras foram
metalizadas com uma fina camada de ouro. Em seguida, foram analisadas em
microscoépio eletrénico de varredura operado a 15 kV. As imagens foram obtidas com
uma camera digital integrada ao microscopio com magnificacdes de 25, 200 e 20 mil
vezes.

Para as estruturas biofabricadas com E. coli encapsuladas também foi
utilizada MEV para caracterizacdo das superficies externas e internas. As fibras
utilizadas nesta caracterizacdo foram as armazenadas a 4°C ap0s 0 ensaio de
cultivo ja descrito. Cada fibra das 9 composi¢cdes de hidrogéis foi cortada em um
fragmento de aproximadamente 1 cm com auxilio de uma lamina de bisturi.
Posteriormente, os fragmentos foram separados em tubos tipo Eppendorf de 2 mL e
fixados com 1 mL de Karnovsky em cada tubo, e armazenados a 4°C por
aproximadamente 24 horas. Em seguida, foi retirado o fixador e adicionado 1 mL de
tampédo cacodilato de sodio a 0,1 M para lavar os fragmentos. ApOs a retirada do
tampéo, as amostras foram pdés-fixadas com tetréxido de 6smio (OsOa) durante 30
minutos. Posteriormente, as amostras foram lavadas 2 vezes com agua destilada.
Foram submetidas a etapas sucessivas de desidratacdo em concentracdes
crescentes de acetona [50, 70, 90 e 100% (2x)] por 10 minutos em cada etapa. Em
seguida, os fragmentos foram novamente seccionados de forma transversal e
longitudinal e passaram por processo de secagem ao ponto critico utilizando uma
camara com gas carbonico (CO2). Apds a secagem, os fragmentos foram inseridos
sobre fita de carbono em porta-amostras (stubs), e posteriormente foram
metalizados com uma fina camada de ouro. Em seguida, os fragmentos foram
analisados em microscoépio eletrbnico de varredura operado a 15 kV. As imagens
foram obtidas com uma camera digital integrada ao microscopio com magnificacdes

de 350, 4 mil, 6 mil e 20 mil vezes.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Sintese verde e caracterizacdo de AgNPs com extratos de C.
sinensis

As AgNPs de CP e CV dos sachés | e Il também foram caracterizadas quanto
a absorcao entre os comprimentos de onda de 350 a 550 nm. Foi possivel observar
a semelhanca entre as 4 AgNPs a partir dos picos de maxima absorcdo, em que as
AgNPs (CP) | e Il tiveram seu pico em 440 nm, enquanto a AgNP (CV) | teve a
absorcdo em 450 nm e a AgNP (CV) Il em 460 nm, apesar de apresentar uma larga
banda de absorgéo (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de absorcdo das AgNPs de CP e CV dos sachés | e Il. Os
comprimentos de onda analisados foram de 350 a 550 nm.

Os gréaficos de absorbancia da Figura 5 também apresentam indicios de
formacdo de AgNPs para a sintese realizada com os extratos testados, bem como a
mudanca de coloracdo observada nos tubos de ensaio contendo as reacdes de
sintese. Nota-se que as sinteses realizadas com extrato de CV se destacam com
uma curva mais acentuada, possivelmente indicando maior formacgéo de particulas.

Estudos sugerem que uma das classes de compostos presentes nos extratos
de C. sinensis sdo os polifendis, como os flavonoides, os quais podem fazer parte do
processo de sintese de NPMs (BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997; BEGUM


https://paperpile.com/c/DAPOkr/LeTV+oMtc
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et al., 2009) auxiliando na biorreducéo da prata e na cobertura de NPMs (SEABRA
et al., 2017). A diferenga entre os extratos de CP e CV esta nos niveis de oxidagao
dos polifendis, os compostos no CV apresentam menores niveis de oxidacado, ja no
CP sao completamente oxidados (ONITSUKA; HAMADA; OKAMURA, 2019).
Possivelmente, isso pode explicar o indicativo de maior formagdo de AgNPs por
extratos de CV.

Pode-se observar que as populacbes de AgNPs apresentam diametro
hidrodindmico por intensidade, por volta de 100 nm com ambos os extratos (CP e
CV) | e ll. E quando comparados os resultados obtidos entre as sinteses realizadas
com extratos dos sachés | com as dos sachés Il, observa-se que mesmo sendo
diferentes, apresentam perfis de AgNPs com caracteristicas semelhantes. Os
extratos (CP e CV) | e Il apresentaram distribuicdo de tamanho, com valores altos de
diametro hidrodinamico, devido a aglomerados de biomoléculas e particulas

presentes na solugédo aquosa dos extratos.
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Figura 5. Caracterizacdo das AgNPs sintetizadas por rota de sintese verde a partir
de extratos de C. sinensis (CP e CV). Dados referentes a extragdo com sachés |
(primeiro uso) e Il (segundo uso): (a) e (d) Cinética de formacdo de AgNPs durante a
sintese de 2,5 horas utilizando a média da absorbancia dos 5 lotes de AgNPs; (b) e
(e) Distribuicdo média do diametro hidrodinamico em intensidade de amostras dos

extratos e 5 lotes de AgNPs sintetizadas; (c) e (f) Amostras representativas apos as
reacoes de sintese.

Além da caracterizagdo da absorbancia e do didmetro hidrodindmico das
amostras de AgNPs, a média do diametro hidrodinAmico (Z-Average) - dado em
numero, o indice de polidispersividade (Pdl) e o potencial Zeta foram determinados.

Estes dados sé@o apresentados na Tabela 3, onde observa-se que as AgNPs (CV)
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apresentaram Pdl relativamente menor em relacdo as AgNPs (CP), indicando maior
homogeneidade no nanossistema desenvolvido. No entanto, o potencial Zeta de
todas as AgNPs foram detectados na faixa de instabilidade incipiente, mas as
AgNPs (CP) demonstraram potenciais relativamente maiores em modulo, indicando
estabilidade coloidal maior do que em AgNPs (CV). Quando comparados o0s
potenciais Zeta das AgNPs sintetizadas com sachés | e Il, permaneceram com

instabilidade incipiente.
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs sintetizadas utilizando os
extratos da planta C. sinensis de CP e CV. Diametro hidrodindAmico médio (Z-
average), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta. Valores referentes as
médias e desvios padrdo da média de trés leituras independentes.

Sachés novos Z-Average (d.nm) Pdl Potencial Zeta
(mV)
AgNP (CP) |_L1 82,89 + 1,19 0,413 + 0,013 24,5+ 4,0
AgNP (CP) |_L2 82,07 + 2,34 0,442 + 0,014 -20,3+0,5
AgNP (CP) |_L3 83,80 £ 2,63 0,436 + 0,022 -235+2,3
AgNP (CP) |_L4 84,26 + 1,98 0,430 + 0,023 -21,2+0,9
AgNP (CP) |_L5 78,55 + 1,65 0,439 + 0,014 -20,9+1,2
AgNP (CV) |_L1 121,90 + 0,87 0,377 + 0,002 -13,8+0,6
AgNP (CV) |_L2 129,10 + 1,36 0,291 + 0,004 13,0+ 0,2
AgNP (CV) I_L3 130,00 + 0,64 0,330 + 0,036 -13,3 +1,0
AgNP (CV) I_L4 125,80 + 4,26 0,335 + 0,037 -13,9+1,8
AgNP (CV) |_L5 126,10 £ 2,16 0,333 £ 0,045 -13,1+0,4

Sachés usados  Z-Average (d.nm) Pdl Potencial Zeta
(mV)
AgNP (CP) II_L1 67,77 +£1,29 0,417 +£ 0,013 -17,2+0,5
AgNP (CP) I1_L2 74,27 £ 6,29 0,443 £ 0,021 -18,3+3,1
AgNP (CP) 11_L3 70,89 +£1,10 0,427 +£0,014 -18,3+6,1
AgNP (CP) II_L4 75,92 + 3,89 0,451 +£ 0,016 -19,2+2,1
AgNP (CP) II_L5 84,35+ 1,29 0,475 + 0,008 -18,1+1,5
AgNP (CV) II_L1 136,00 + 3,12 0,344 + 0,028 -145+0,8
AgNP (CV) Il_L2 123,60 + 1,85 0,307 £ 0,047 -155+0,7
AgNP (CV) 11_L3 125,60 £ 0,81 0,296 + 0,019 -15,4+0,8
AgNP (CV) II_L4 123,40 £ 3,24 0,300 + 0,029 -16,1 + 0,6
AgNP (CV) I_L5 118,40+ 1,51 0,327 £ 0,019 -14,7 + 0,8

O diametro seco das AgNPs foi avaliado por MET, e as caracteristicas de

forma das nanoparticulas também foram observadas (Figura 6). A andlise por MET
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revelou particulas com diferentes formatos, mas em sua maioria esféricas. As
AgNPs (CP) | apresentaram diametro seco médio de 17,61 nm; AgNPs (CV) | com
70,50 nm; AgNPs (CP) Il com 18,45 nm, e AgNPs (CV) Il com 10,09 nm.

As diferengas entre os diametros hidrodindmico e o seco sao pelo fato de se
utilizar técnicas diferentes. Onde o diametro hidrodinAmico € medido em solucéo
aguosa e considera a camada de solvatacdo ao redor das AgNPs. Além de ser uma
medida indireta por correlacionar outros fatores como o movimento browniano das
particulas ao seu tamanho. Ja o didmetro seco € medido apds secagem ao ar da
amostra e sob vacuo. Além disso, ambos os diametros e a abundancia da morfologia

quase esférica sdo semelhantes a literatura (SUN et al., 2014).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/z7l2
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Figura 6. Microscopia eletrénica de transmissao para avaliacdo do diametro seco e
da forma das AgNPs produzidas com os extratos de CP e CV de sachés | e Il
Imagens e graficos de histograma de distribuicdo de classes com numero de
estruturas e o diametro (nm) seco das amostras de AgNP (CP) | (a); AgNP (CV) I (b);
AgNP (CP) Il (c); e AgNP (CV) II (d).
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5.2. Digitalizagao 3D de materiais botanicos

Os modelos CAD, que geralmente sao utilizados para processos de
fabricacdo 3D foram gerados neste estudo a partir das técnicas de digitalizacdo 3D
j& descritas. Os tecidos vegetais de Hibiscus brackenridgei (flor e folha de hibisco
amarelo), Plumeria rubra (flor e folha de jasmim-manga), Malus domestica (maca) e
Phaseolus vulgaris (semente de feijao carioca) foram digitalizados por
escaneamento 3D e fotogrametria.

O tempo de cada aquisicdo durante o processo de digitalizacdo 3D foi
monitorado com um cronémetro e comparado entre as duas técnicas utilizadas e os
dois dias avaliados, ou seja, o dia da coleta do material vegetal (dia 0) e apds 3 dias
da coleta (dia 3). Na Figura 7, observa-se que geralmente a fotogrametria € mais
rapida em comparacdo ao escaneamento 3D, exceto para a digitalizacdo da
semente de feijao, devido ao seu tamanho em compara¢ao com 0s outros materiais.
Além disso, na mesma figura, observa-se o monitoramento da massa dos materiais
avaliados, o qual corrobora com os periodos de senescéncia e germinacdo (no caso
da semente de feijao), ou seja, a tendéncia a perder ou ganhar massa, influenciando

na forma e tamanho do modelo CAD.
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Figura 7. (a) Tempo de digitalizacdo dos tecidos vegetais de H. brackenridgei (flor e
folha de hibisco amarelo), P. rubra (flor e folha de jasmim-manga), M. domestica
(macd) e P. vulgaris (semente de feijao carioca) durante digitalizacdo por
escaneamento 3D (E) e com fotogrametria (F) nos dias 0 e 3. (b) Massa dos tecidos
vegetais analisados como medida real de morfometria nos dias 0 e 3.



53

A partir dos modelos 3D, foram analisadas caracteristicas morfologicas
gualitativas, como a forma e a coloragdo, e comparando-as com propriedades dos
materiais originais, como pode ser observado na Figura 8. Cada tecido vegetal
avaliado, possui representado na figura duas imagens (uma em cada linha, na
mesma coluna) da técnica de escanemaneto 3D e duas imagens da técnica de
fotogrametria, em que uma corresponde ao arquivo com nuvem de pontos e a outra
ao modelo final ja renderizado (produto final de um processamento digital). Nota-se
gue para o escaneamento 3D, materiais como algumas folhas, podem ter sofrido
com efeitos de reflexdo da luz no material durante a digitalizacdo, gerando um
modelo com um volume maior. Ja para a fotogrametria, alguns materiais menores e
mais delicados, como a flor de jasmim-manga e a semente de feijdo carioca, nao
possibilitaram gerar modelos 3D por ndo terem sido geradas nuvens de pontos com
informacdes tridimensionais suficientes para gerar uma malha densa. Alguns

modelos 3D obtidos também podem ser observados neste link.


https://sketchfab.com/carvalho.bs/models
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Figura 8. Tecidos vegetais de H. brackenridgei, P. rubra, M. domestica e P. vulgaris avaliados ap0s a coleta do material botanico
(Dia 0) e ap6s 3 dias da coleta (Dia 3) utilizando as técnicas de digitalizacdo 3D com escaneamento 3D e com fotogrametria.




55

No entanto, o modelo 3D gerado a partir do escaneamento 3D da semente de
feijao carioca foi um dos modelos com maior semelhanca ao material vegetal
original. Por isso, e pelo modelo ser simples, tamanho reduzido e com forma
organica bem definida, o modelo foi selecionado para a fabricagdo 3D em
termoplastico e bioimpresséo 3D.

A digitalizagéo 3D de materiais botanicos se mostrou bem mais abrangente e
aplicavel que apenas a finalidade de obtencdo de modelos 3D (CAD) para a
fabricacdo 3D. Os modelos 3D de tecidos vegetais obtidos podem facilmente serem
complementares a documentos de exsicatas, por exemplo. Assim, exsicatas 3D
poderdo representar um modelo virtual 3D com caracteristicas de um material
vegetal fresco, diferentemente de uma exsicata convencional na qual o material é
prensado e seco. Estas informacdes poderdo ser armazenadas em bancos de dados
(herbarios 3D) e serem prontamente acessiveis a pesquisadores e estudantes para
estudos botéanicos.

Estudos nessa area de digitalizacéo e reconstru¢cdo 3D tém demonstrado a
utilizacdo de técnicas como a fotogrametria e o escaneamento de alta definicdo para
aplicacdes na agricultura e em trabalhos de morfometria para medicdo de volume,
topografia, geometria e fenotipagem de plantas (FAHLGREN; GEHAN; BAXTER,
2015; GIBBS et al., 2016; PAULUS et al., 2014). Adicionalmente, também tem-se
utilizado outras técnicas para obtencdo de modelos 3D de plantas, como tomografia
computadorizada (CT) e imageamento por ressonancia magnética (MRI) para a
fenotipagem (LI; ZHANG; HUANG, 2014) e até interacdes planta-solo (GARBOUT et
al., 2012). Estas técnicas de CT e MRI também s&o muito utilizadas em aplicacdes
médicas para a fabricacdo 3D (RENGIER et al., 2010).

Além disso, um modelo digital, que por si oferece informacdes visuais sobre o0
material, pode oferecer caracteristicas visuais de textura e forma de fitopatologias.
Também pode fornecer medidas estruturais em alta resolucao e fidedignidade, além
de informacdes que comumente ndo séo obtidas em avaliagcdes morfométricas como
o volume do tecido vegetal, portanto podendo atuar como ferramenta inovadora para
estudos de morfologia e taxonomia vegetal. Outra aplicacédo para estes modelos 3D
seria na area educacional, desde a visualizagdo do modelo de tecido vegetal 3D em
realidades virtual, aumentada ou mista até a fabricacdo digital em termoplastico do

modelo para aprendizado de individuos com deficiéncia visual.


https://paperpile.com/c/DAPOkr/C9d9+FGFc+Z2LP
https://paperpile.com/c/DAPOkr/C9d9+FGFc+Z2LP
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5.3. Biofabricacdo de estruturas 3D produzidas com hidrogéis e
AgNPs

Durante os processos iniciais para obtencdo de conhecimento e otimizacao
da biofabricacdo de estruturas 3D produzidas com biopolimeros, foram realizados
testes primarios, os quais foram parte apenas da etapa de experimentacdo e ndo da
metodologia final deste trabalho. Utilizou-se técnica de moldagem e também uma

plataforma robética baseada em CNC, a qual foi adaptada para tal funcéo (Figura 9).

(a)

Figura 9. Técnicas e metodologias aplicadas durante periodo de iniciacdo em
biofabricacdo. (a) biofabricacdo por moldagem em formas de silicone, utilizando
gelatina e alginato; (b) adaptacdo de plataforma robdtica para semeadura de
bactérias; (c) biofabricacdo de fibras de alginato utilizando plataforma robotica
adaptada.

Algumas estruturas representativas biofabricadas em plataforma roboética
podem ser observadas na Figura 10, e foram produzidas a partir de alginato de sddio
a 2% e reticuladas durante o processo de biofabricacdo em solugéo de CaCl. a 2%.
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Figura 10. Estruturas 3D de alginato a 2% (com corantes azul e vermelho em sua
composi¢do) com reticulagdo de CaCl> a 2% produzidas com plataforma robética
adaptada durante otimizacdo de processos de biofabricacdo. As barras de escala
equivalema 1 cm.

Apesar das estruturas produzidas por moldagem e pela plataforma robética
demonstrarem boa estabilidade e formas atrativas, a técnica de biofabricacdo via
moldagem precisaria de uma triagem de biomateriais especificos para a técnica; ja o
uso da plataforma robotica ndo favoreceu a reprodutibilidade para producédo das
estruturas 3D. Assim, outras técnicas de biofabricacdo foram avaliadas, tais como
flacdo Umida, para a formacdo de fibras; gotejamento, para a formacdo de
esferoides; e bioimpressdo 3D, para a formacédo de estruturas com forma definida
por modelos CAD. Estas técnicas se mostraram promissoras para a biofabricacéo de
estruturas 3D estaveis, reprodutiveis e com composicdes de hidrogéis diferentes, as
guais foram selecionadas para continuidade deste trabalho.

O alginato de sodio mostrou ser um biopolimero promissor na producédo de
hidrogéis e em processos de biofabricacdo devido as suas caracteristicas de
viscosidade, facil reticulacdo i6nica, biocompatibilidade e aplicacbes ja bem
conhecidas. Por isso, o alginato foi o biopolimero escolhido como base na
composicdo dos hidrogéis. As concentracdes dos biopolimeros e do agente
reticulante foram baseadas na literatura e adaptadas quando necessario.

As estruturas 3D foram produzidas utilizando as 3 composi¢des baseadas em
alginato: 1) alginato de sédio 3%; 2) alginato de sédio 3% e carboximetilcelulose 9%;
e 3) alginato de soédio 2,8%, agarose 0,9% e carboximetilcelulose 3%. Devido a
viscosidade de cada uma das composi¢cfes observou-se limitagdes na escolha de
algumas das técnicas utilizadas para a biofabricacdo. Por isso, a composicdo 1
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mostrou-se eficiente para as técnicas de fiacdo umida e gotejamento e demonstrou-
se ser pouco viscosa e fluida, permitindo a biofabricacdo de fibras e esferoides. Para
o0 arcabouco estrutural se manter firme foi necessario sua gelificagdo rapida e assim
foi preciso que as estruturas fossem produzidas dentro da solucéo reticulante. J& a
composicao 2 apresentou alta viscosidade e pode manter sua estrutura antes do
processo de reticulacdo, por isso foi eficiente para as técnicas de fiacdo umida e
bioimpressdo 3D. Finalmente, a composi¢cdo 3 apresentou viscosidade moderada
devido as baixas concentracfes dos reagentes e também demonstrou-se favoravel
para o uso nas técnicas de fiagdo Umida e bioimpressao 3D.

Apbs os processos de biofabricacdo por meio de cada técnica ja descrita, as
estruturas se demonstraram estaveis (Figura 11), e ndo se desfizeram em meio
aquoso. Além disso, a adicdo de AgNPs nao alterou as propriedades dos hidrogéis e

nao afetou os processos de biofabricagao.

(b)

Figura 11. Técnicas de biofabricacdo utilizadas neste trabalho e estruturas 3D
biofabricadas: fiagdo umida (a) para a producao de fibras (e); gotejamento por injetor
de seringa (b) e com pipeta Pasteur (c) para a producdo de esferoides (f); e
bioimpresséo 3D (d) para a producdo de modelos de sementes (g). Foram utilizadas
as 3 composi¢cbes sem AgNPs para representacdo das estruturas. As barras de
escala equivalema 1 cm.
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As fibras foram as estruturas mais versateis, pois foi possivel biofabrica-las em
diferentes tamanhos e formas com as 3 composicdes testadas (Figura 11 e),
demonstrando que a estrutura fibrosa e a técnica podem ser aplicadas
independentemente da caracteristica de viscosidade do hidrogel.

Em estudos da é&rea de biofabricagdo, é comum o uso de hidrogéis contendo
alginato de sodio, o qual foi a base das 3 composicdes, até mesmo para a fabricacdo
de fibras de alginato utilizando a técnica de fiacdo Umida (HE et al., 2012; HU et al.,
2016; WATTHANAPHANIT et al., 2010). J4 para a formacéo de esferoides é mais
comum o0 uso desta técnica com alginato para o aprisionamento de células
bacterianas para a producdo de metabdlitos (AHMAD; PANDA, 2013; WYNANT et
al., 2009).

Entre as 3 composi¢bes biopoliméricas de hidrogéis, as estruturas 3D
produzidas com a composicdo 1 foram as que mostraram-se mais rigidas. Além
disso, entre as composi¢cdes de hidrogéis utilizadas em técnicas de bioimpressao
3D, a composicao 3 foi considerada de qualidade inferior porque durante processo
de bioimpressdo camada a camada, 0 arcabouco estrutural ndo manteve a estrutura
oval como o modelo CAD da semente (observado na time-lapse neste link); o que
poderia ser explicado pela viscosidade moderada do hidrogel em relacdo a
composi¢cdo 2. Na Figura 11 g, € possivel visualizar os modelos de semente
biompressas, onde as estruturas mais translicidas e com forma mais esférica foram
produzidas com a composicdo 3. E diferentemente destas estruturas sem forma
definida, as estruturas mais opacas e com forma oval foram produzidas com a
composicao 2, e apresentaram maior semelhanca com o modelo CAD (observado na
time-lapse neste link).

A biompressdo 3D € uma das técnicas mais utilizadas na area de
biofabricacdo, e um dos requisitos do hidrogel para a fidelidade ao modelo CAD de
uma estrutura bioimpressa é a chamada printabilidade ou capacidade de impresséo
(KYLE et al., 2017; THAYER; MARTINEZ; GATENHOLM, 2018). Esta capacidade de
impressao depende da composicdo do hidrogel, viscosidade, e até a agulha ou bico
de impressao podem afetar a forma da estrutura bioimpressa. Por isso, a falta de
fidelidade na forma da semente biompressa com o hidrogel de composi¢cédo 3 pode
ser explicada pela baixa capacidade de impresséo do hidrogel.

As técnicas de biofabricacdo 3D utilizadas se mostraram viaveis e praticas

durante a execuc¢ao da produgéo das estruturas. No entanto, a bioimpressao 3D foi a


https://paperpile.com/c/DAPOkr/x37l+nDWS
https://paperpile.com/c/DAPOkr/x37l+nDWS
https://youtu.be/c4cpx3BL3CI
https://youtu.be/h2dJ_zqAlKw
https://paperpile.com/c/DAPOkr/9EZu+aLXn
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técnica mais robusta e demorada, por ser uma tecnologia que fabrica a estrutura
camada a camada. Para cada estrutura de semente bioimpressa foram gastos
aproximadamente de 6 a 8 minutos que foi o equivalente a aproximadamente um
ciclo de biofabricacdo de aproximadamente 8 estruturas nas outras técnicas de
biofabricacdo para a producao de esferoides ou fibras. Além disso, a bioimpresséo
3D necessariamente precisa de um arquivo CAD com o modelo digital 3D para o
preparo do arquivo .gcode visando ao processo de bioimpressao, o que pode
demandar tempo também para a configuracdo do arquivo ideal para a biompresséo
3D de uma determinada estrutura.

5.4. Atividade biol6égica de AgNPs livres

As atividades biol6gicas antibacterianas das AgNPs livres foram avaliadas
com ensaios de CIM em microrganismo modelo E. coli. Na Figura 12, & possivel
observar avaliando a turbidez do meio LB e o grafico da taxa de crescimento
microbiano que a concentracgao inibitéria minima das AgNPs de CP dos sachés | e Il
para evitar o crescimento da bactéria foi a concentracédo de 256 uM (destaque em

vermelho nas placas da Figura 12).



61

@
CPI cvi CPII cvil AgNP (CP) 1 AgNP (CV) I AgNP (CP) Il AgNP (CV) I
256 M
128 uM
64 M
32uM
16 uM

8 um
controle +

controle «

256 uM
128 uM
64 uM
32uM
16 uM
8 uM

256 uM
128 uM
64 uyM
32uM
16 uM
8 uM

32 M

_— n 16
35’120 ”MW'
o Controle -
c Controle +
S 100+
-3
[
o
E 801
£
@ 60
E
[}
o
® 40-
o
@
°
© 20
3
-

0

S N N >

CA B A

& S
¥ v W ¥

Figura 12. Ensaio de CIM de AgNPs e extratos de CP e CV dos sachés | e Il
testadas em E. coli nas concentragdes de 8 uM a 256 pM. (a) Microplacas do ensaio
durante os intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas; (b) Viabilidade celular de E. coli
ao final do ensaio para as AgNPs testadas.

Observa-se também que apenas os extratos de CP e CV de ambos os sachés

ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli. Além disso, a solu¢éo de
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Ag" apresentou atividade antimicrobiana inicial, mas ao final das 72 horas apenas
um poco da triplicata apresentava inibicdo do crescimento da bactéria testada. Além
disso, todas as AgNPs de CP e CV dos sachés | e Il demonstraram atividade
antimicrobiana em até 50% do crescimento da bactéria E. coli, no entanto as AgNPs
(CP) I e Il tiveram maior atividade antimicrobiana, apresentando total inibicdo, e
semelhantes ao controle positivo (antibidtico penicilina e estreptomicina). As AgNPs
de CP e CV dos sachés | e Il também tiveram efeito antibiético semelhante e por
esta razéo foi escolhido apenas as AgNPs de CP e CV dos sachés Il para os testes
seguintes em processos de biofabricacéo e fabricacédo 3D, devido a possibilidade de
se utilizar um residuo de material organico, ou seja, sachés ja utilizados para
producéo de chas.

Além disso, muitos trabalhos tém discutido o efeito biolégico e caracteristicas
das AgNPs que podem influenciar na atividade antimicrobiana, como tamanho (LU et
al., 2013), forma (PAL; TAK; SONG, 2007), carga (ABBASZADEGAN et al., 2015) e
cobertura quimica (NAVARRO et al., 2015). Avaliando a atividade de AgNPs
sintetizadas com extrato de C. sinensis contra E. coli, o tamanho menor e a
presenca de fitoquimicos na cobertura das AgNPs podem explicar a alta atividade
antibacteriana (ROLIM et al., 2019).

5.5. Atividade biolégica de estruturas biofabricadas em 3D com
hidrogéis e AQNPs em sua composicéao

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das estruturas 3D biofabricadas
com AgNPs em sua composicao foram feitos ensaios de difusdo em meio LB liquido
e solido, e cultivo das estruturas biofabricadas com encapsulamento de E. coli em
meio LB liquido.

Foram testadas todas as estruturas: fibras, esferoides e sementes
bioimpressas com os 9 hidrogéis diferentes (3 composi¢cdes contendo AgNP (CP) II,
AgNP (CV) Il e sem AgNPs em cada composicdo). Nos ensaios de difusdo em meio
LB liquido (Figura 13) observou-se o crescimento microbiano a partir da turbidez no
meio. As fibras (destaque em verde na Figura 13), esferoides (destaque em laranja
na Figura 13), e sementes bioimpressas (destaque em azul na Figura 13) contendo
ambas AgNPs apresentaram pouca turbidez no meio LB ap6s 24 horas, comparado
com as estruturas sem AgNPs (controle). Ap6s 48 e 72 horas, a turbidez no meio

aumentou, indicando crescimento microbiano. Além disso, foi observado que as


https://paperpile.com/c/DAPOkr/KM9p
https://paperpile.com/c/DAPOkr/KM9p
https://paperpile.com/c/DAPOkr/zA9L
https://paperpile.com/c/DAPOkr/jaJt
https://paperpile.com/c/DAPOkr/n0P6
https://paperpile.com/c/DAPOkr/QmjM
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estruturas contendo carboximetilcelulose apresentaram maior turbidez no meio,
indicando que o polimero pode favorecer o crescimento de bactérias. O crescimento
microbiano também pode ser explicado pela concentracdo efetiva de AgNPs em
cada pogo, podendo estar abaixo de 256 uM pelo volume de hidrogel em cada
estrutura ser estimado e também pela possivel perda de hidrogel durante os
processos de biofabricacédo devido a viscosidade de cada composicao.

Nos ensaios de difusdo em meio LB soélido (Figuras 14, 15 e 16) com fibras
(destaque em verde nas Figuras 14, 15 e 16), esferoides (destaque em laranja nas
Figuras 14, 15 e 16), e sementes bioimpressas (destague em azul nas Figuras 14,
15 e 16) nota-se que as estruturas que estiveram com maior area de sua superficie
em contato com a semeadura de E. coli no meio sélido apresentaram areas de
inibicdo em volta de alguns pontos especificos de estruturas contendo AgNPs de CP
e CV. Isto é possivel observar claramente nas fibras de todas 3 composi¢cdes de
hidrogéis contendo AgNPs as quais apresentaram areas de inibicdo em pontos da
fibra que havia maior contato com o meio sdlido. Para os esferoides foi dificil
perceber a eventual inibicdo devido seu formato esférico que pode prejudicar o
contato entre a estrutura e a semeadura de bactéria. Ja para as sementes
bioimpressas em 3D nao foi possivel avaliar por inspecéo visual alguma area de
inibicdo, sendo possivel perceber uma camada de solvatacdo circundando as
sementes bioimpressas, 0 que provavelmente ocorreu durante a retirada das
estruturas de um béquer contendo agua e no momento da deposicdo das sementes,
0 volume de agua ao seu redor comprometeu esta analise. Além disso, no caso das
fibras contendo AgNPs, notou-se que o tamanho das areas de inibicdo aumentaram
apos 24, 48 e 72 horas. E ndo foi observada diferenca notdria nas areas de inibicéao
entre as composicbes 1, 2 e 3.

Segundo trabalhos nessa area de hidrogéis antimicrobianos, as principais
aplicacdes para estas estruturas 3D sdo em engenharia de tecidos para o cultivo de
células, evitando a contaminacdo com microrganismos, e a aplicacdes biomédicas,
como o uso em feridas para auxiliar na regeneracéao e evitar infeccoes (ALARCON et
al.,, 2015; RAGHAVENDRA et al., 2013; SONG et al., 2015). Além disso, estas
estruturas poliméricas tém substituido hidrogéis carregados com ions Ag*, devido o
alto potencial antimicrobiano das AgNPs, no entanto é preciso ainda entender a
citotoxicidade e o mecanismo de agao das AgNPs (UNNITHAN; ARATHYRAM; KIM,
2015).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/zqUa+iygr+HctF
https://paperpile.com/c/DAPOkr/zqUa+iygr+HctF
https://paperpile.com/c/DAPOkr/XRX8
https://paperpile.com/c/DAPOkr/XRX8
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Além de avaliar a difusdo das AgNPs presentes nas estruturas em meio LB
liqguido e solido, foi avaliada a atividade antimicrobiana quando o crescimento de
bactérias ocorreu dentro das estruturas biofabricadas. Por isso foi utilizado o ensaio
de encapsulamento de E. coli nos hidrogéis e estruturas biofabricadas. Para este
teste foram escolhidas apenas as estruturas em fibras por ser a forma mais versatil e
pratica para a biofabricacdo de todas as 3 composicbes de hidrogéis, além da
facilidade em aproximar o volume de cada estrutura produzida pela visualizagéo da
graduacgéo na seringa.

ApOs 24 horas do ensaio de atividade antimicrobiana com encapsulados de
E. coli em fibras nas 3 composic¢des contendo as AgNPs de CP e CV e sem AgNPs
em meio LB liquido (Figura 17), ndo foi observada alteragéo de turbidez indicativa do
crescimento de bactérias no meio contido em cada um dos pocos de todas as fibras
gue apresentaram AgNPs (CP e CV). Quando comparado com as fibras sem AgNPs
(controle), nota-se a turbidez do meio, indicativo de crescimento bacteriano e ja nas
fiboras contendo AgNPs ndo ha nenhum indicativo de crescimento de bactérias,

sugerindo o efeito antibidtico aumentado no interior das estruturas.
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AgNP (CP) II

AgNP (CV) II

Controle

AgNP (CP) II

AgNP (CV) II

Controle

Figura 13. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB liquido com in6culo de E. coli, avaliando fibras (verde),
esferoides (laranja) e sementes bioimpressas (azul) com as 3 composi¢des de hidrogeis (1, 2, e 3) contendo AgNP (CP) II, AgNP
(CV) 1l e sem AgNPs (controle). Ensaio avaliado durante os intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 14. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB solido com semeadura de E. coli avaliando fibras (verde) e
esferoides (laranja) na composicéo 1 de hidrogel contendo AgNP (CP) II, AgNP (CV) Il e sem AgNPs (controle). As placas de Petri
foram observadas durante os intervalos de 24, 48 e 72 horas. As barras de escala equivalem a 1 cm.
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Figura 15. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB sélido com semeadura de E. coli avaliando fibras (verde) e
sementes bioimpressas (azul) na composigédo 2 de hidrogel contendo AgNP (CP) Il, AgNP (CV) Il e sem AgNPs (controle). As
placas de Petri foram observadas durante os intervalos de 24, 48 e 72 horas. As barras de escala equivalem a 1 cm.
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Figura 16. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB solido com semeadura de E. coli avaliando fibras (verde) e
sementes bioimpressas (azul) na composi¢cdo 3 de hidrogel contendo AgNP (CP) II, AgNP (CV) Il e sem AgNPs (controle). As
placas de Petri foram observadas durante os intervalos de 24, 48 e 72 horas. As barras de escala equivalem a 1 cm.
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AgNP (CP) II

AgNP (CV) II

Controle

Figura 17. Ensaio de atividade antimicrobiana com encapsulados de E. coli em fibras
nas 3 composicoes (1, 2 e 3) de hidrogéis contendo AgNP (CP) II, AgNP (CV) Il e
sem AgNPs (controle) em meio LB liquido. Crescimento bacteriano avaliado apés 24
horas.

5.6. Atividade biolégica de modelos 3D de termoplastico com AgNPs
imobilizadas

Para a avaliacdo da possivel atividade antimicrobiana dos modelos de
sementes impressas em 3D com termoplastico de ABS contendo AgNPs
imobilizadas em suas superficies (Figura 18) foram realizados ensaios de difusdo em
meio LB liquido e sdlido da mesma forma do anteriormente apresentado com as

estruturas biofabricadas.
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Figura 18. Modelos de sementes impressas em 3D com termoplastico ABS durante a
imobilizacdo de AgNPs de CP e CV dos sachés | e Il.

Nos ensaios de difusdo em meio LB liquido (Figura 19) observou-se em todas
as trés condicdes (modelos de sementes em ABS com AgNPs CP e CV imobilizadas
em sua superficie e sem AgNPs) o aumento da turbidez do meio liquido, indicando o
crescimento bacteriano até nos pocos que continham os modelos de sementes com
AgNPs imobilizadas. O crescimento foi observado desde as primeiras 24 horas e se
confirmou em 48 e 72 horas no ensaio. Pode-se sugerir que a concentracdo efetiva
de AgNPs em cada poco foi abaixo da CIM por ndo ser possivel saber a real
concentracdo de AgNPs imobilizadas na superficie dos modelos de sementes em

ABS durante o processo de imobilizacéo.
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Controle  AgNP (CV) Il AgNP (CP) I

Figura 19. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB liquido com
inéculo de E. coli, avaliando sementes impressas em 3D com termoplastico de ABS
contendo AgNP (CP) Il ou AgNP (CV) Il imobilizadas em sua superficie e sem
AgNPs (controle). Ensaio avaliado durante os intervalos de tempo de 24, 48 e 72
horas.

Ja nos ensaios de difusdo em meio LB sodlido (Figura 20) também nao foi
observado o efeito antibiotico das AgNPs. Nenhum halo ou area de inibicdo foi
observado nas placas de Petri com semeadura de E. coli e os modelos de sementes
em ABS contendo AgNPs imobilizadas em sua superficie. Isto pode ser explicado da
mesma forma como no ensaio de difusdo em meio liquido, por ndo saber a
concentracdo efetiva na area da semente de ABS que estava em contato com a
semeadura nao foi possivel observar atividade antibacteriana. Além disso, a area em
contato com o0 meio soélido era minima devido o formato oval do modelo impresso. As
rachaduras presentes no meio LB sélido devem-se a pressédo feita no momento da

deposicao das sementes de ABS sobre o meio solido.
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Figura 20. Ensaio de atividade antimicrobiana por difusdo em meio LB sélido com
semeadura de E. coli avaliando modelos de sementes impressas em 3D com
termopléastico de ABS contendo AgNP (CP) Il ou AgNP (CV) Il imobilizadas em sua
superficie e sem AgNPs (controle). As placas de Petri foram observadas durante os

intervalos de 24, 48 e 72 horas. As barras de escala equivalem a 1 cm.

Apesar de ndo apresentarem atividade antimicrobiana provavelmente por
questdes ja discutidas, na literatura é possivel encontrar estudos que a imobilizacédo
de AgNPs em superficies poliméricas (LI et al., 2005; SILVA, 2015) e até téxteis
utilizando AgNPs de extrato de C. sinensis (ONITSUKA; HAMADA; OKAMURA,

2019) a atividade antimicrobiana permanecia.


https://paperpile.com/c/DAPOkr/fROf+AmUo
https://paperpile.com/c/DAPOkr/L3IA
https://paperpile.com/c/DAPOkr/L3IA
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5.7. Caracterizacao das estruturas biofabricadas em 3D

As estruturas 3D biofabricadas foram avaliadas quanto a estabilidade térmica
em meio LB liquido e também em andlises por microscopia de luz e MEV de suas
microestruturas internas.

A estabilidade estrutural foi avaliada em meio LB liquido, sem a adicdo de
in6culo de E. coli, a 37°C, como pode ser observado na Figura 21. As fibras
(destaque em verde na Figura 21), esferoides (destaque em laranja na Figura 21) e
sementes bioimpressas (destaque em azul na Figura 21) permaneceram estaveis
nessas condi¢cOes durante os intervalos de tempo testados de 24, 48 e 72 horas. As
estruturas mantiveram sua forma, sem se desfazer significativamente. Além disso,
como ja mencionado, as estruturas produzidas com a composicdo 1 foram as
estruturas mais estaveis estruturalmente. As estruturas com as composicdes 2 e 3
pareciam mais frageis devido ao seu peso mais pronunciado e consisténcia mais
gelatinosa.

E possivel observar também na Figura 21 que as estruturas sem AgNPs em
sua composicao (controles) foram contaminadas ao longo dos periodos de tempo
avaliados, tendo como indicativo o aumento da turbidez do meio, indicativo do
crescimento de algum microrganismo. Ja a maioria das estruturas biofabricadas com
AgNPs de CP e CV nao apresentaram turbidez ao longo dos periodos de tempo do
ensaio. E possivel notar também que novamente as estruturas contendo o polimero
carboximetilcelulose (composicbes 2 e 3) foram facilmente contaminadas e a
turbidez aumentou até o fim do ensaio. No entanto, a composicao 3 de hidrogel que
apresenta menor concentracdo de carboximetilcelulose teve maior resisténcia a

contaminacao por microrganismos.
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Figura 21. Ensaio de estabilidade térmica em meio LB liquido (sem adi¢cdo de inoculo de E. coli) de fibras (verde), esferoides
(laranja) e sementes bioimpressas (azul) nas 3 composicoes (1, 2, e 3) de hidrogéis contendo AgNP (CP) II, AgNP (CV) Il e sem
AgNPs  (controle). Ensaio avaliado durante os intervalos de tempo de 24, 48 e 72  horas.
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As microestruturas internas das estruturas 3D biofabricadas foram avaliadas a
partir de cortes transversais corados com H&E e visualizados em microscépio de luz.
Em testes iniciais foram processados apenas os esferoides da composicao 1 de
hidrogel para escolha de um fixador para o processamento das estruturas
biofabricadas. Na Figura 22, pode ser observado que o uso do fixador
paraformaldeido comprometeu a visualizacdo da seccdo e sua estrutura interna,
aparentemente pode ter desintegrado o hidrogel. Ja o fixador metil-Carnoy
demonstrou ser melhor que o anterior para 0 processamento das estruturas,
preservando a estrutura interna. A partir disto, os processos de fixagdo quimica das
demais estruturas foram realizados apenas com o fixador metil-Carnoy. Além disso,
nota-se que a microestrutura interna dos esferoides menores apresentou ser mais
fibrosa que aquelas dos esferoides maiores. Sendo assim, diferentes diametros de
estruturas biofabricadas poderiam gerar microestruturas internas com organizacfes
distintas.

Apesar do fixador metil-Carnoy ter tido melhor desempenho nos processos de
fixacdo quimica, a fixacdo das estruturas 3D normalmente é realizada, segundo a
literatura, com derivados de formaldeido (CVETKOVIC et al., 2014; LIU et al., 2009;
LU et al., 2006).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/Wnb2+UE3i+aj9Q
https://paperpile.com/c/DAPOkr/Wnb2+UE3i+aj9Q
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Esferoides menores Esferoides maiores

. S0um

Figura 22. Imagens obtidas por microscopia de luz de secc¢des micrométricas de
esferoides menores e maiores da composicao 1 de hidrogel que permaneceram 24
horas em estufa a 37°C antes do processamento para a microscopia de luz. (a)
Esferoides menores e maiores fixados com metil-Carnoy. (b) Esferoides menores e
maiores fixados com paraformaldeido.

A microestrutura interna das outras estruturas também foram avaliadas como
podem ser vistas nas Figuras 23, 24 e 25. Para as secc¢Oes das fibras, esta
apresentado uma imagem transversal (imagem da esquerda) e longitudinal (imagem
da direita) do sentido de cada fibra presente nas Figuras 23, 24 e 25 para cada
amostra: controle, AQNP (CP) Il e AgNP (CV) II.

E possivel observar que cada composicdo de hidrogel apresenta uma

microestrutura interna diferente com caracteristicas préprias, independente da forma.



s

No entanto, as estruturas de todas as 3 composi¢des de hidrogéis contendo AgNPs
de CP e CV néo apresentaram diferencas significativas em suas microestruturas
guando comparadas as estruturas correspondentes sem AgNPs (controles).
Diferentemente da Figura 22, na Figura 23 a composi¢ao 1 de hidrogel ndo
demonstrou diferencas entre as fibras e esferoides (menores e maiores) e
apresentou uma microestrutura sem poros e densa. Provavelmente isso pode ser
explicado pelo fato do uso em testes iniciais (Figura 22) terem sido realizados com o
polimero alginato de s6dio de uma marca diferente dos testes seguintes. Ja na
composicdo 2 de hidrogel (Figura 24) observou-se uma diferenga significativa na
microestrutura interna dos modelos de sementes bioimpressas e as fibras. As
sementes bioimpressas com hidrogéis da composicdo 2 apresentaram maior
uniformidade e homogeneidade dos poros internos ao comparar com as fibras da
mesma composi¢ao. As estruturas biofabricadas com os hidrogéis da composicéo 3
(Figura 25) também apresentaram diferengas entre as sementes bioimpressas e as
fibras. As sementes bioimpressas com hidrogéis da composicdo 3 apresentaram
bordas mais densas e fibrosas e microestrutura interna com poros maiores em

relacdo as fibras com a mesma composicao.
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Figura 23. Imagens obtidas por microscopia de luz de secc¢des micrométricas de fibras e esferoides (menores e maiores) da
composicdo 1 de hidrogel sem AgNPs (controle) e com AgNP (CP) Il e AgNP (CV) Il que permaneceram 24 horas em estufa a
37°C antes do processamento para a microscopia de luz.
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Figura 24. Imagens obtidas por microscopia de luz de sec¢des micrométricas de fibras e esferoides (menores e maiores) da
composicao 2 de hidrogel sem AgNPs (controle) e com AgNP (CP) Il e AgNP (CV) Il que permaneceram 24 horas em estufa a
37°C antes do processamento para a microscopia de luz.
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Figura 25. Imagens obtidas por microscopia de luz de secgbes micrométricas de fibras e esferoides (menores e maiores) da
composicdo 3 de hidrogel sem AgNPs (controle) e com AgNP (CP) Il e AgNP (CV) Il que permaneceram 24 horas em estufa a
37°C antes do processamento para a microscopia de luz.
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Além da caracterizacdo da microestrutura interna por microscopia de luz, as
fibras de todas as 3 composi¢cdes de hidrogéis contendo encapsulados de E. coli
foram avaliadas por MEV apoés o ensaio de atividade antimicrobiana (Figuras 26, 27
e 28). Nos encapsulados de E. coli na composicao 1 de hidrogel é possivel observar
a diferenca expressiva entre as fibras sem AgNPs (controle) (Figura 26 a) e as fibras
com AgNPs (Figura 26 b e c). Nas imagens da fibra controle observa-se varios
aglomerados de células de E. coli na superficie e internamente, como erupc¢des. Ja
nas imagens das fibras produzidas com AgNPs, as superficies e o interior das fibras
estdo com aparéncia lisa, sem erupg¢des, apenas a rugosidade da fibra, e dificiimente
sdo observadas algumas células bacterianas. Além disso, é possivel observar a

presenca de alguns aglomerados de AgNPs.

Figura 26. Imagens obtidas por microscopia eletrdbnica de varredura dos
encapsulados de E. coli em fibras da composi¢cdo 1 de hidrogel, onde (a) sem
AgNPs (controle), apenas E. coli; (b) com AgNP (CP) Il e E. coli; (c) com AgNP (CV)
Il e E. coli.
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J& nos encapsulados de E. coli na composicdo 2 de hidrogel € possivel
observar também a diferenca entre as fibras sem AgNPs (controle) (Figura 27 a) e
as fibras com AgNPs (Figura 27 b e c). E possivel observar também na fibra controle
os aglomerados de células de E. coli envoltas pelo hidrogel na superficie e
internamente. Nas fibras com AgNPs, as superficies também ndo apresentaram
erupgcles de células bacterianas. Devido o interior fibroso da fibra, dificimente é

possivel visualizar AQNPs em seu interior.

Figura 27. Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura dos
encapsulados de E. coli em fibras da composi¢cdo 2 de hidrogel, onde (a) sem
AgNPs (controle), apenas E. coli; (b) com AgNP (CP) Il e E. coli; (c) com AgNP (CV)
Il e E. coli.

Nos encapsulados de E. coli na composi¢cdo 3 de hidrogel nota-se a mesma

diferenca entre as fibras sem AgNPs (controle) (Figura 28 a) e as fibras com AgNPs
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(Figura 28 b e c). E possivel observar também na fibra controle os aglomerados e
erupcgOes de células de E. coli na superficie e internamente. Nas fibras com AgNPs,
as superficies também néo apresentaram erup¢cBes de células bacterianas, no
entanto € possivel observar algumas células de E. coli ndo intactas, mas com
aspecto murcho e possivelmente com aglomerados de AQNPs em suas membranas
(Figura 28 b). Como o interior da fibra é fibroso, dificilmente é possivel visualizar

AgNPs em seu interior.

Figura 28. Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura dos
encapsulados de E. coli em fibras da composi¢cdo 3 de hidrogel, onde (a) sem
AgNPs (controle), apenas E. coli; (b) com AgNP (CP) Il e E. coli; (c) com AgNP (CV)
Il e E. coli.

Observa-se que as imagens de MEV sdo complementares as imagens de

microscopia de luz sem células de E. coli, onde é possivel associar ambas imagens
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das microestruturas internas com o0s poros, aparéncia fibrosa e até as bordas

rugosas das estruturas comparando com as sec¢gfes micrométricas.

5.8. Caracterizacao da superficie dos modelos 3D de termoplastico

As superficies dos modelos de sementes impressas em 3D com termoplastico
de ABS também foram caracterizadas por MEV (Figura 29). Nas micrografias
observa-se as camadas de termoplastico depositadas uma acima da outra durante
processo de impressdo 3D. Além disso, nas imagens de maior magnificacdo é
possivel ver as diferencas entre as superficies do modelo sem AgNPs imobilizadas
(controle) (Figura 29 a) e os modelos com AgNPs imobilizadas (Figura 29 b e c), os
guais apresentam provaveis aglomerados de AgNPs.

Apesar dos modelos de sementes impressas em 3D nao terem apresentado
atividade antimicrobiana, as imagens de MEV indicam possiveis aglomerados de
AgNPs adsorvidos na superficie do termoplastico. Além disso, geralmente o0s
trabalhos de imobilizacdo de AgNPs utilizam técnicas de microscopia como esta
para a confirmacdo do processo de imobilizacdo nas superficies (ONITSUKA,;
HAMADA; OKAMURA, 2019).


https://paperpile.com/c/DAPOkr/L3IA
https://paperpile.com/c/DAPOkr/L3IA
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Figura 29. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de modelos de
sementes impressas em 3D com termoplastico de ABS, onde (a) sem AgNPs
(controle); (b) com AgNP (CP) Il e (c) com AgNP (CV) Il imobilizadas nas superficies.
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6. Conclusdes

As AgNPs produzidas via sintese verde utilizando extratos de CP e CV
apresentaram atividade antibacteriana, em que AgNP (CP) apresentou CIM
na concentragéo de 256 uM,;

O escaneamento 3D demonstrou ser mais acurado para a digitalizacao de
materiais botanicos simples como a semente de feijao carioca;

A fotogrametria mostrou-se mais rapida na execu¢do, mas complicada para a
obtencao de um modelo CAD fiel;

A escolha de cada hidrogel para cada técnica depende das propriedades de
viscosidade e printabilidade dele;

A utilizacdo de técnicas manuais ou robdticas de biofabricacdo depende da
forma da estrutura 3D desejada, 0 objetivo para a biofabricacédo (aplicacao,
uso de células, etc) e tempo disponivel;

As estruturas biofabricadas contendo AgNPs sdo pelo menos parcialmente
protegidas contra contaminag¢des bacterianas como E. coli;

As estruturas biofabricadas contendo AgNPs demonstraram maior
desempenho da atividade antibacteriana em sua estrutura interna quando
comparado a atividade por difuséo;

A atividade antibacteriana dos modelos de sementes impressas em 3D com
termopléastico de ABS precisa ser investigada;

Estruturas bioimpressas em 3D apresentaram uma microestrutura interna
mais homogénea com poros uniformes quando comparadas as demais
formas de biofabricacéo testadas;

As estruturas biofabricadas (fibras, esferoides e bioimpressos) demonstraram
ser estaveis e com estrutura interna favoravel a construcao de estruturas 3D

funcionais com potencial para aplicacdo em cultivo celular 3D.
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7. Perspectivas

Aspirando a aplicacdo e possibilidades deste estudo, alguns ensaios futuros
podem ser avaliados. A atividade antimicrobiana de AgNPs livres e em estruturas
biofabricadas em 3D com hidrogéis pode ser testada em outros microrganismos
modelo. Para uma bactéria Gram-positiva pode-se utilizar a Staphylococcus aureus;
ja para um modelo de fungo pode-se utilizar a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Para os ensaios de atividade antimicrobiana, além de se observar a turbidez do meio
liquido, pode-se analisar também de forma quantitativa. Ao semear o contetdo de
cada poco, contendo a estrutura 3D biofabricada, em uma placa de Petri com meio
sélido sera possivel observar o crescimento de bactérias ou ndo, e contar as
coldnias crescidas.

Para a aplicacdo das estruturas 3D biofabricadas em cultivo celular, a
caracterizacao da estabilidade estrutural em meio e temperatura de cultivo pode ser
realizada em periodos de tempo mais prolongados. Além disso, deve-se avaliar o pH
dos hidrogéis e realizar ensaios com células eucariontes e verificar a viabilidade
celular nas estruturas biofabricadas em 3D. Adicionalmente, pode-se avaliar
menores tempos de incubacdo em solucao reticulante de CaCl, para evitar baixa
viabilidade celular.

A visualizacdo da presenca e dispersdo de aglomerados de AgNPs em
microscopia de luz talvez possa ser avaliada utilizando algum tipo de marcador,
corante ou fluorescéncia. JA em MEV pode-se utilizar a técnica de espectroscopia de
raios X por energia dispersiva (EDS) acoplada ao microscépio. Assim, sera possivel
verificar a presenca de AgNPs e até sugerir mecanismos de acdo na presenca de
células de E. coli.

A presenca de AgNPs imobilizadas nos modelos de sementes impressas em
3D com termoplastico também podem ser avaliadas por EDS. Além disso, novos
testes de imobilizacdo e atividade antimicrobiana podem ser realizados. Visto que a
aplicacdo em modelos 3D de sementes sdo apenas para prova de conceito, e assim
poderdo ser aplicadas em processos de fabricacdo 3D de objetos plasticos estéreis

para laboratérios, hospitais, industria de alimentos, etc.
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