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“Erase una vez la historia de un nifio y una
nifia, el nifio se llamaba siempre y era una
persona sofiadora, aventurera, que creia que
todo lo que veia no era todo lo que habia en
realidad y que habia algun lugar donde las
leyendas cobraban sentido. Por contra estaba
nunca, nunca era una persona pesimista, una
persona realista, una persona que solo se fiaba
de aquello que podia comprobar y constatar
con Sus propios ojos y que no se creia ni
historias ni cuentos. Entonces llego un dia en
que Siempre se acerco a Nunca y le dijo que su
mayor suefio en la vida era viajar y llegar hasta
el sol, ella dijo "no podras”, si saltas, te vas a
caer o lo que es peor, si llegas, te vas a
quemar. Supongo que ella lo que intentaba era
ser la cuerda del globo de los pajaros que tenia
en la cabeza Siempre, pero tal era el peso de
sus suefios y tantos pajaros tenia en la cabeza,
que llego un dia en que todos a la vez
emprendieron el vuelo y Siempre se perdio en
mitad del cielo. Hay quien dice que llego, otros
que se cayo, incluso hay quien dice que
cumplié su suerio, pero de todo esto que paso,
Nunca nunca lo supo porque echo raices en el
suelo. Y es que, si siempre te dices nunca,

nunca sera siempre.”

Bely Basarte e Rayden



RESUMO

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo um tipo especifico de nanomaterial
que, quando exposto a um campo magnético, desloca-se em diregao a ele.
Suas aplicagdes se concentram na biomedicina como direcionamento
estratégico de farmacos e como agente de contraste na ressonancia magnética
por imagem, bem como na area ambiental, devido as suas interagbes com
moléculas contaminantes. Nos ultimos anos, o uso deste tipo de nanomaterial
tem sido demonstrado na producdo de culturas tridimensionais de células,
principalmente para formagdo de miméticos tumorais. No entanto, as
aplicagdes das NPMs para outros modelos de células, ainda sao limitadas.
Paralelamente a isso, microrganismos planctdnicos quando aderidos a uma
superficie, realizam o fendbmeno de swarming, no intuito de garantir a expanséao
da col6nia e garantir mais nichos. A partir disso, o objetivo deste estudo foi
produzir NPMs com superficies modificadas com quatro tipos de carboidratos,
sendo eles a galactose, glicose, sacarose e maltose, para potenciais
aplicagbes em cultura de microrganismos e visando também a uma possivel
construcao tridimensional. Pelo método de coprecipitacdo, as NPMs foram
sintetizadas utilizando um protocolo recentemente otimizado no Laboratério de
Nanobiotecnologia da Embrapa. O volume final foi separado em cinco
béqueres, nos quais as NPMs foram decantadas magneticamente (NPM-SC) e
os outros quatro receberam 0,3 mM de diferentes carboidratos (NPM-Gal,
NPM-Gli, NPM-Sac e NPM-Mal), com o objetivo de revestir as NPMs, sendo
decantadas magneticamente apds 20 min de exposigdao as solugdes de
carboidratos. Estas NPMs foram analisadas e determinados os diametros
hidrodindmicos (DH), bem como perfis de grupos quimicos via espectroscopia
Raman. Foi realizado o ensaio de concentracdo minima inibitéria (CIM) contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae a fim de
identificar a possivel toxicidade das NPMs em microrganismos. Por fim, foi
avaliada a magnetizagcdo de E. coli e S. aureus para investigar a possivel
interagcdo com as NPMs bem como modular o crescimento e desenvolvimento
de swarming. Os resultados mostraram que as NPMs apresentam DH de 100 a
200 nm. As coberturas com os carboidratos nas NPMs influenciaram os perfis
obtidos por espectroscopia Raman de maneiras distintas. Quando submetidas
aos ensaios bioldgicos para averiguar o seu potencial nivel de toxicidade,
identificou-se que em nenhuma das concentragbes de 1 mM, 800, 600 e 400
MM (de ferro) houve alteracdo do crescimento dos microganismos quando
observado visualmente. Além destes, a magnetizagdo das bactérias foi
promovida de diferentes formas e a modulagdo da formagédo de swarming em
E. coli quando associada a NPM-Gili foi identificada. A modificagao na cobertura
das NPMs nao inferiu na possivel toxicidade aos microrganismos, bem como
aquelas sem cobertura. Entretanto, mostrou diferengas nas magnetizagdes e
modulagdo da formagao de swarming bacteriano em E. coli. Sendo assim, as
NPMs sintetizadas neste trabalho e modificadas superficialmente com
carboidratos, podem ser utilizadas para o cultivo de microrganismo, afim da
avaliacao de formacdo do swarming, bem como a formagao de biofilmes
microbianos e futuros ensaios com cultivo 3D.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Bactérias; Swarming; Carboidratos;
Bioimpressao magnética.



ABSTRACT

Magnetic nanoparticles (MNPs) are a specific type of nanomaterial that, when
exposed to a magnetic field, moves toward it. Its applications focus on
biomedicine as a strategic targeting of drugs and as a contrast agent in
magnetic resonance imaging as well as in the environmental area due to its
interactions with contaminating molecules. In recent years, the use of this type
of nanomaterial has been demonstrated in the production of three-dimensional
cell cultures, mainly for the formation of tumor mimetics. However, the
applications of NPMs to other cell models are still limited. Parallel to this,
planktonic microorganisms when adhered to a surface, perform the
phenomenon of swarming, in order to ensure the expansion of the colony and
ensure more niches.From this, the objective of this study was to produce MNPs
with surfaces modified with four types of carbohydrates, being galactose,
glucose, sucrose and maltose, for potential applications in microorganism
culture and also aiming at a possible three dimensional construction. By the
coprecipitation method, the MNPs were synthesized using a protocol recently
optimized in the Nanobiotechnology Laboratory of Embrapa. The final volume
was separated into five beakers in which the NPMs were magnetically decanted
(MNP-SC) and the other four received 0.3 mM of different carbohydrates (MNP-
Gal, MNP-Glu, MNP-Sac and MNP-Mal), with the objective of coating the
MNPs, being decanted magnetically after 20 min exposure to the carbohydrate
solutions. These MNPs were analyzed and hydrodynamic diameters (DH) were
determined, as well as profiles of chemical groups via Raman spectroscopy.
The minimum inhibitory concentration (MIC) assay against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Saccharomyces cerevisiae was performed in order
to identify the possible toxicity of MNPs in microorganisms. Finally, the
magnetization of E. coli and S. aureus was investigated to investigate the
possible interaction with MNPs as well as modulate the growth and
development of swarming. The results showed that MNPs have DH from 100 to
200 nm. Carbohydrate coatings in the MNPs influenced the profiles obtained by
Raman spectroscopy in different ways. When submitted to the biological assays
to determine its potential toxicity level, it was found that in none of the
concentrations of 1 mM, 800, 600 and 400 uM (of iron) there was altered growth
of microorganisms when observed visually. In addition, the magnetization of the
bacteria was promoted in different ways and the modulation of the swarming
formation in E. coli when associated with MNP-Glu was identified. The
modification in the coverage of the MNPs did not infer in the possible toxicity to
the microorganisms, as well as those without cover. However, it showed
differences in magnetizations and modulation of bacterial swarming formation in
E. coli. Therefore, the MNPs synthesized in this work and modified superficially
with carbohydrates, can be used for the culture of microorganism, in order to
evaluate the formation of swarming, as well as the formation of microbial
biofilms and future trials with 3D culture.

Keywords: Nanoparticles; Bacteria; Swarming; Carbohydrates; Magnetic

bioprinting.
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1. INTRODUCAO

No decorrer dos anos a cultura celular tem sido uma das principais
ferramentas utilizadas para a descoberta de novas drogas, imortalizagao
celular, desenvolvimento de engenharia de tecidos, pesquisa com células
tronco, expressdo de genes heterdlogos, sinalizagdo e morfologia celular
(RIBOLDI, S.A. et al. 2017). Entretanto, durante muitos anos essa estratégia foi
baseada exclusivamente na cultura bidimensional (2D), o que torna as
atividades em torno destas limitadas sob o ponto de vista de mimetizagcdo de
ambientes biologicos complexos (JAROCH, K. et al. 2018). Além disso, as
células necessitam da matriz extracelular (MEC) para se fixarem e adaptarem
ao meio em que se encontram como também para se comunicar com as outras
células (MARX, U. 2006). Por conta disso, a cultura 2D desenvolve respostas
muitas vezes pouco produtivas, quando comparado aos sistemas de
experimentagdo in vivo, também quando submetido as susceptibilidades
téxicas para os tratamentos clinicos (HOPKINS, A.L. 2008).

Entretanto, nos ultimos anos essas metodologias de cultivo celular 2D
passaram a também serem realizadas de forma tridimensional (3D), sendo
assim, a partir de uma cultura em monocamada, deslocando as células do
fundo da placa, possam formar estruturas tridimensionais como é o caso dos
esferoides multicelulares. Essa alternativa € capaz de aumentar a interagao
entre as células e o ambiente, mimetizando um determinado tecido, por
monocultura ou cocultura. Adicionalmente, as culturas 3D podem ser realizadas
de diversas formas, sendo elas a alteragdo do meio de cultura, inibicdo das
células com a superficie da placa utilizando 4gar (BARRERA-RODRIGUEZ, R;
FUENTES, J.M. 2015), ou até mesmo utilizando estruturas poliméricas
denominadas scaffolds (KLEIN, F. et al., 2011).

Mais recentemente, tem sido mostrado que a formagao de esferoides
celulares a partir da técnica de cultivo 3D, pode-se dar a partir da associacao
de um grupo de células a nanoparticulas magnéticas (NPMs) que possuem
compatibilidade. Esta estratégia ocorre quando as culturas sao submetidas a
um campo magnético especifico gerado por imas de neodimio, orientado a
formacado de esferoides, ou outras formas como por levitagdo ou impressao
celular (SOUZA, G.R. et al., 2010).
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A cultura 3D por meio de magnetismo promovido por NPMs vem sendo
utilizada para formar principalmente estruturas miméticas aos esferoides
tumorais (TSENG, H. et al., 2015). Sendo assim, ela abre também uma
oportunidade para estudar uma diversidade muito grande de outros organismos
(DURMUS, N.G. et al.,, 2015), como bactérias, fungos, nematoides e outras
células, como hemacias.

O principal representante destas NPMs utilizadas para promover
levitacdo de células, vem sendo as nanoparticulas de 6xido de ferro, que sao
na maioria das vezes sintetizadas a partir da coprecipitacdo de Fez2" e Fes®
utilizando bases fortes como o hidroxido de sodio (NaOH), por exemplo,
formando estruturas magnéticas como Fes3Os4 (magnetita) e y-Fe20s
(maghemita) (LAURENT et al., 2008).

Consequentemente ao cultivo tridimensional com células animais, abre-
se uma oportunidade para a realizagdo de experimentos com organismos
procariontes. A partir disso, uma utilidade alternativa para seguir esse caminho
€ 0 movimento de swarming que diversos microrganismo realizam. Este por
sua vez € utilizado pelas bactérias para acessar novas fontes de nutrientes,
aumentar o tamanho da comunidade e colonizar nichos. Além disso, as
colénias formadas por swarming de diferentes géneros bacterianos
compartilham varias caracteristicas dinamicas comuns, que podem ser 0O
alinhamento de células adjacentes e seu movimento coordenado multicelular; a
baixa curvatura de suas trajetérias; a baixa frequéncia de tumores de células; a
formagdo de vortices dindmicos e circulares das células; a motilidade
cooperativa das células em todas as superficies. Muitas das forgas fisicas e
interagdes que moldam o movimento coletivo nessas comunidades nao foram
identificadas e caracterizadas, em parte por limitagdes das técnicas
experimentais disponiveis. Assim, muito do que é conhecido sobre essa area
de microbiologia advém de teorias, simulacées e modelos (SWIECICKI, J. et
al., 2013).

Neste contexto, a proposta desta dissertacao foi desenvolver NPMs e
modificar as suas superficies com quatro tipos de carboidratos (galactose,
glicose, sacarose e maltose) para que adicione a estas compatibilidades com
microrganismos, no intuito de modular a formagao de swarming com uso de

campos magnéticos gerados por iméas de neodimio.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanoparticulas magnéticas (NPMs) revestidas com
carboidratos para a formagao de impressos celulares de microrganismos em
placas de cultivo com meio sdlido para avaliar a influéncia do comportamento
celular com relagédo ao campo magneético gerado por imas de neodimio.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e recobrir NPMs com carboidratos;

e Caracterizar as NPMs com e sem cobertura com carboidratos pelos

meétodos de espalhamento de luz dinédmico e potencial Zeta;

e Caracterizar a adigao/ligacao dos carboidratos na superficie das NPMs

utilizando espectroscopia Raman;

e Quantificar o conteudo de acucares redutores apds as sinteses das
NPMs;

e Caracterizar as NPMs utilizando microscopia de forga atémica;

e Avaliar o potencial citotoxico das NPMs nos microrganismos Escherichia

coli, Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae,

e Modificar bactérias com NPMs e submeter a magnetizagcdo e

posteriormente contabilizar as coldnias;
e Magnetizar as bactérias expostas as NPMs e modular a formacéo de

swarming bacteriano em placas contendo os imé&s dos tipos Holding,

Ring e Spheroid.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Os cultivos tridimensionais vém sendo apresentados unicamente com
células animais, abrindo-se entdo uma oportunidade para a realizacdo de
experimentos com bactérias, principalmente com a aplicagédo de NPMs. A partir
disso, uma estratégia alternativa para seguir esse caminho é o controle do
movimento de swarming que diversos microrganismo realizam. Este por sua
vez €& utilizado pelas bactérias para acessar novas fontes de nutrientes,
aumentar o tamanho da comunidade e colonizar novos nichos. Além disso, as
colénias formadas por swarming de diferentes géneros bacterianos
compartilham varias caracteristicas dinamicas comuns. Muitas das forgas
fisicas e interagcbes que moldam o movimento coletivo nessas comunidades
nao foram identificadas e caracterizadas, em parte por limitacbes das técnicas
experimentais disponiveis na formacédo desse processo. Com isso, a formacao
de biofilmes como modelos e consequentemente o desafio para atingir estes
microrganismos com novos farmacos se torna limitado, bem como as

avaliagdes dos mesmos se dao por metodologias estabelecidas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanoparticulas Magnéticas (NPMs)

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) sdo uma classe de nanomateriais
que variam entre 1 e 100 nm de didmetro, que na presenca de um campo
magnético fornecido por um ima, direcionam sua movimentagao na sua diregao
(TADIC et al.,, 2014). As NPMs tém sido o foco de muitas pesquisas
recentemente porque apresentam propriedades promissoras que podem ser
utilizadas em diversas aplicagdes como a biomedicina e remediagdo ambiental
(MOHAMMED et al., 2017), direcionamento de farmacos especificos para
tecidos (RAMASWAMY et al., 2015), agentes de contraste em imagens de
ressonancia magnética (HUANG et al., 2010), sensores de biomoléculas
especificas ou fatores ambientais (GHADIALI; STEVENS, 2008) e também,
podem ser empregadas como plataformas as quais uma variedade de agentes
quimicos ou bioldgicos terapeuticamente ativos podem ser conjugados para
aumentar a seletividade de nanoparticulas hipertermicamente ativas
(BANOBRE-LOPEZ, M. et al, 2013).

As propriedades fisico-quimicas que as NPMs apresentam estao
diretamente correlacionadas com o tamanho das particulas em estrutura
cristalina e morfologia, estas que por sua vez estao relacionadas com o método
de sintese escolhido e o controle de seus parametros (pH, concentragdo de
reagentes e temperatura). Os efeitos de tamanho e de superficie ampliam o
caminho na busca de novos materiais que possam ter grande influéncia nas
propriedades dos sistemas magnéticos (ROTO, R. et al, 2016).

O diametro seco tipicamente menor do que 20 nm de NPMs, permite
formar um unico dominio magnético, enquanto aquelas que apresentam um
diametro acima desse valor, tendem a se dividir em multiplos dominios que
tendem a diminuir a energia magnetostatica (MAHMOUDI, M. et al., 2011). As
regides de magnetizacao uniforme sdo separadas por uma regiao de transigao
(parede de dominio), que minimizam a energia magnética interna livre e
consequentemente, conforme as dimensdes das particulas s&o reduzidas, este

tamanho dos dominios também diminui. Assim, as NPMs que apresentam o
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tamanho abaixo ao de seu didmetro seco, sdo denominadas por nanoparticulas
superparamagnéticas (SPIONs). Estas se apresentam com os momentos
magnéticos alinhados na mesma dire¢cdo como se fosse um monodominio
magnético, constituindo a configuragdo mais favoravel e com caracteristicas de
superparamagnetismo (Gupta, A. K., Gupta, M., 2005).

Além de serem extremamente estaveis, pela capacidade de formagao
de monodominios, a diminuigdo do tamanho faz com que grande parte dos
atomos que constituem o material se concentre na superficie da NPM. Devido a
quebra de simetria da rede cristalina, as NPMs apresentam efeitos de
superficie e tendem a concentrar grande parte dos momentos magnéticos
nessa camada. Portanto, a razdo superficie/volume é aumentada, afetando as
propriedades quimicas e magnéticas, caracteristica favoravel para funcionaliza-
las com os mais diferentes compostos (SABALE, S. et al., 2017).

Para uniformizar e controlar a morfologia, distribuicdo de tamanho,
polidispersividade, cristalinidade e consequentemente as propriedades
magnéticas das NPMs, tém-se a necessidade da uniformizagdo dos
parametros fisicos e quimicos envolvidos na sintese. Ademais, o controle
durante a sintese auxilia no desempenho deste nanomaterial, sendo entao
possivel a previsdo e modelamento do comportamento das NPMs em sistemas
complexos (MAJIDI, S. et al., 2014).

2.1.1 Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de Ferro

As propriedades fisicas e quimicas das NPMs dependem em grande
parte do método de sintese e da estrutura quimica. Estas podem variar de 1 a
100 nm de tamanho e podem exibir um comportamento de
superparamagnetismo (LU, An-hui et al, 2007).

As ferritas ou nanoparticulas de oxido de ferro (estruturas cristalinas),
maghemita (y-Fe203) e magnetita (FesOa4), sdo as NPMs mais exploradas do
ponto de vista cientifico e tecnolégico. Estas, por sua vez, possuindo tamanho
em escala nanométrica, apresentam caracteristicas superparamagneéticas, o

que impede a auto-aglomeragcdo, exibindo um comportamento magnético
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somente quando um campo magnético externo € aplicado (SINGAMANENI, S.
et al.,, 2011).

Assim como outras nanoparticulas, as superficies das NPMs sao
frequentemente modificadas por surfactantes, silica, carboidratos silicones ou
derivados do acido fosférico e outras moléculas organicas para aumentar sua
estabilidade em suspenséo (TONG, S. et al., 2010). A superficie das NPMs de
maghemita ou magnetita sao relativamente inertes e normalmente nao
permitem ligagdes covalentes fortes com moléculas para sua funcionalizagao.
No entanto, a reatividade das NPMs pode ser melhorada pelo revestimento de
uma camada de silica em sua superficie (KRALJ, S. et al., 2010).

As principais moléculas que sao usualmente utilizadas para o
recobrimento de NPMs sdo as moléculas organicas ou surfactantes (acidos
graxos, carboidratos, fendis e moléculas com grupos hidrofébicos) (GUPTA, A.
K; GUPTA, M. 2005), polimeros (dextran, gelatina, quitosana, polietilenoglicol,
alcool polivinilico, poli acido latico, alginato e poli metilmetacrilato) (WU, W. et
al. 2008) e moléculas biolégicas (proteinas, polipeptideos, anticorpos € DNA)
(AKBARZADEH, A. et al. 2012). Além destas pode ser realizado a cobertura
das NPMs com moléculas inorganicas como a silica (ASHTARI, P. et al., 2005),
metais e ndo metais como o ouro, prata, platina e paladium (MANDAL, M. et
al., 2005), e com o6xidos metalicos como ZnO, MgO, CaO, SnO2 e Al20s3
(NATILE, M. M; GLISENTI, A. 2003).

Das diversas aplicagcbes de NPMs, algumas dependem do uso de
campos magnéticos para a manipulacdo das suas propriedades, o que
depende a eficacia do mesmo com relacdo ao da particula e do campo
gradiente (SILVA, A.K.A. et al., 2012). Sendo assim, a forga exercida sobre
nanoparticulas superparamagnéticas de nucleo unico € nao muito eficaz devido
ao seu didametro pequeno e momento magnético (GRZESKOWIAK, B.F. et al.,
2014). As interagbes intramoleculares do tipo dipolo-dipolo magnético e o
campo-dipolo pode levar ao agrupamento e a formagao de particulas lineares
com tamanhos micrométricos relativamente grandes, que consequentemente
geram agregados com uma diminuicdo drastica na area de superficie
especifica (TOMBACZ, E. et al., 2015).
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2.1.2 Tipos de Sintese e Fabricagao de Nanoparticulas Magnéticas

Pesquisas realizadas nas ultimas décadas descrevem varias
abordagens para a sintese de NPMs de maneiras eficientes, controladas e
monodispersas. As metodologias mais comuns sdao as de decomposi¢cado
térmica, sintese hidrotérmica, microemulsdo, sintese por sonicagdo e
principalmente a de coprecipitacdo por hidrélise alcalina em meio aquoso (WU,
W. et al 2008). Além disso, NPMs também podem ser preparadas por outros
métodos, tais como sintese eletroquimica (PASCAL et al., 1999), técnicas de
pirdlise a laser (BOMATI-MIGUEL, O. et al., 2008) e utilizando microrganismos
(BHARDE, A.A. et al., 2008).

2.1.2.1 Método por coprecipitagao

O método mais convencional para obtengao de FesO4 ou y-Fe203 é por
coprecipitacdo. Este consiste na mistura de ions férricos e ferrosos em uma
razao molar tipicamente de 2:1 em solugdes basicas a temperatura ambiente
ou a alta temperatura. O tamanho e forma das NPMs de oéxido de ferro
dependem do tipo de sal utilizado (como cloretos, sulfatos, nitratos, percloratos,
etc.), a razdo de ions férricos e ferrosos, a temperatura de reagao, o valor de
pH, a forga idnica dos outros parametros da reacédo (por exemplo, taxa de
agitacao, velocidade de queda da solucao basica). Recentemente, a sintese
por coprecipitacdo de NPMs de Fe3O4 e suas morfologias correspondentes,
estruturas e propriedades magnéticas obtidas em diferentes temperaturas de
reacao foram investigadas (WU et al., 2010).

No processo de coprecipitacdo € importante observar que as variaveis
podem afetar significativamente o tamanho, a morfologia, a homogeneidade e o
comportamento magnético das NPMs formadas (SONG,Q.; ZHANG, Z.J.,
2004), sao: ) o valor de pH final da solugdo utilizada durante a sintese; Il) a
ordem e a velocidade da adigao dos reagentes; lll) a razdo/propor¢gao molar e
concentracao dos ions metalicos da reacéao; IV) o tipo de anion adotado; V) o
valor da temperatura de precipitagdo empregada; e VI) a velocidade de

agitacéo da solugao.
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A metodologia empregada para sintese de NPMs pela rota de
coprecipitagdo baseia-se em duas etapas principais. Inicialmente, ocorre a
nucleacado, na qual ha a formacao dos cristais induzidos pela saturagcao de
monémeros na solugdo e posteriormente, o crescimento das particulas
(MURRAY, C.B. et al 2000). Este método atende as seguintes caracteristicas:
(a) sao produzidas espécies pouco soluveis formadas sob condi¢gbes de
supersaturacédo, como produto da reacdo, (b) a nucleagdo tende a ser um
mecanismo durante a sintese para que as particulas sejam formadas, (c) os
processos secundarios como o crescimento de particulas maiores pela
dissolugéo de particulas menores e a agregacgao das particulas (coalescéncia)
afetam expressivamente o tamanho, a morfologia e as propriedades, e (d) as
condi¢cdes necessarias para induzir a precipitacdo sao o resultado da interagao
dos parametros que influenciam a reacdo quimica, determinando as
caracteristicas finais do produto (VAYSSIERES, L. et al., 1998).

Durante as etapas de sintese, a precipitacdo dos compostos nao
garante a formagao dos nanoparticulados ou monodispersos, sendo assim o
ideal para reagdes de sintese com formacao de produtos nessa escala seria
que a etapa de nucleagao ocorresse de forma rapida e o seu crescimento de
maneira lenta (CUSHING, B.L. et al 2004). Além disso, como resultado de sua
grande area superficial e de forgas como van der Wall e dipolo-dipolo, NPMs
sdo termodinamicamente instaveis e tendem a se aglomerar devido as forgas
de atracdo, mesmo a distancias consideraveis. Assim sendo, € importante o
uso de um agente estabilizante (surfactantes, polimeros) que diminua a atragao
entre elas, fazendo com que as etapas finais do processo de precipitacao
envolvam a terminacdao do crescimento e a estabilizacdo das particulas
(BALAKRISHNAN, S. et al, 2009).

2.1.3 Aplicagoes das Nanoparticulas Magnéticas

Ao longo das ultimas décadas, NPMs apresentam interesse
significativo em diferentes campos de aplicagbes como a biomedicina (por
exemplo, ressonancia magnética por imagem (MRI), a administragcdo de

medicamentos, a hipertermia), e também aplicagdes mais industriais (por
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exemplo, catalise, tratamento de aguas). Diferentes surfactantes e polimeros
sdo amplamente utilizados para o revestimento de NPMs, funcionalizadas as
superficies, e diminuem suas agregacoes. Além disso, modulam a adsorc¢ao de
biomoléculas e, na maioria dos casos, aumentam a estabilidade da dispersao
(LIU, T. et al., 2009). Ademais, o potencial e a versatilidade da quimica
magnética resultam da rapida e facil separagdo das NPMs, eliminando
processos de separacéo entediantes e dispendiosos geralmente aplicados em
quimica de nanomateriais. Ainda, as NPMs podem ser guiadas por um campo
magnético até o local desejado, como por exemplo em ambitos biomédico e no
tratamento de cancer (BIEHL, P. et al., 2018).

O interesse em nanotecnologias e materiais em nanoescala,
particularmente NPMs, cresceu recentemente e aplicagdes tém atraido a
atencao tanto da pesquisa quanto de diversos setores quimico, ambiental e
biomédico (LI et al.,, 2016). Com a gama de aplicagdes das NPMs nos mais
diversos campos, uma alternativa para a pesquisa vem sendo a utilizacao
destas para o cultivo tridimensional com células tumorais, formando pequenos
esferoides, miméticos aos de tecidos encontrados em pacientes (SOUZA, G.R.
et al. 2017).

2.2 Cultivo celular tridimensional

Os ensaios baseados em cultivo de células tém sido amplamente
utilizados na descoberta de farmacos ha varias décadas. Historicamente,
células mantidas em monocamadas bidimensionais (2D) cultivadas em uma
variedade de substratos planares eram a unica opg¢ao pratica para triagem
baseada em células (in vitro), quando provaram ser um meio conveniente e
eficaz para selecionar moléculas candidatas a farmacos. Hoje em dia, os
modelos de cultivo celular 2D podem ser utilizados para prever com eficacia as
possiveis respostas de drogas in vivo para muitos alvos (CUKIERMAN, E.
2001). No entanto, é evidente que esses cultivos bidimensionais apresentam
desvantagens associadas a perda de arquitetura especifica do tecido,
estimulos mecanicos e bioquimicos modificados e interagdes célula-célula e

célula-a-matriz alteradas, tornando-os modelos relativamente limitados prever

28



respostas de drogas para certas doengas, como cancer (BISSELL, M.J. et al
2003).

Recentemente a implementagcao acelerada de cultivos 3D de células
aplicaveis ao desenvolvimento precoce de farmacos, sustentado principalmente
pela necessidade de melhorar continuamente a produtividade da pesquisa e
desenvolvimento na area farmacéutica (PAUL, S.M. et al., 2010). O uso de
culturas de células 3D, juntamente com modelos celulares, como células-tronco
e células primarias, permitiria maior previsibilidade de eficacia e eventual
toxicidade em humanos antes que as drogas fossem validadas em testes
clinicos (PAMMOLLI, F. et al, 2011). Os modelos de culturas de células 3D e
co-cultura sdo vantajosos na medida em que permitem a avaliagdo da eficacia
e seguranca de medicamentos em um contexto mais proximos das condi¢cdes
in vivo do que as culturas de células 2D tradicionais, mas também eliminam as
diferencas de espécies (vs. modelos animais) que frequentemente impedem a
interpretacdo dos resultados pré-clinicos, permitindo o teste de drogas
diretamente nos sistemas com células humanas (BRESLIN, S.; O’'DRISCOLL,
L. 2013).

O desenvolvimento e aplicacdo de modelos de cultura celular 3D
avangados compostos por varios tipos de células distintas fornece ndo apenas
uma abordagem atraente para decodificar certos aspectos-chave de
sinalizacao intra e intercelular, mas também contribuem como fontes néao
genéticas no contexto de diversidades genética e epigenética em populagdes
de células cancerigenas. Ademais, eles também podem facilitar estudos
detalhados sobre os eventos e mecanismos de reprogramacao celular que
ocorrem em diferentes tipos de crescimentos em um formato de cultura 3D, e
oferecer oportunidades para a descoberta de novos nés em redes de
sinalizagdo intra e intercelulares e validacdo de alvos moleculares no
desenvolvimento de drogas (THOMA, C.R. et al., 2014).

Além disso, as células necessitam de matriz extracelular (MEC) para
se fixarem e adaptarem ao meio em que se encontram, como também para
comunicacdo com as outras células (MARX, 2006; BHADRIRAJU, 2002;
BIRGERSDOTTER; 2005).
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2.2.1 Cultivo celular tridimensional utilizando NPMs

As metodologias de cultivo celular 2D passaram a serem realizadas
também de forma tridimensional (3D), sendo assim, a partir de uma cultura em
monocamada, simplesmente descolando as células do fundo da placa (em
modelos de células aderentes), para formar estruturas 3D como € o caso dos
esferoides multicelulares. Essa alternativa é capaz de aumentar a interagao
entre as células e o ambiente, mimetizando um determinado tecido, por
monocultura ou cocultura. Adicionalmente, as culturas 3D podem ser realizadas
de diversas formas, sendo elas a alteracdo do meio de cultura, inibicdo do
processo de aderéncia das células com a superficie da placa utilizando agar
(JAGANATHAN et al.,2014 e BARRERA-RODRIGUEZ; FUENTES, 2015), ou
até mesmo utilizando estruturas poliméricas denominadas scaffolds (KLEIN et
al., 2011).

Mais recentemente, tem sido mostrado que a formacao de um esferoide
celular a partir da técnica de cultura 3D pode-se dar a partir da associagao de
células a NPMs recobertas por moléculas organicas que promovem
biocompatibilidade quando aplicados in vivo. Esta estratégia ocorre quando as
culturas sdo submetidas a um campo magnético especifico gerado por imas de
neodimio, orientado a formacdao de esferoides, ou outras formas como
impressao celular (SOUZA et al.,2010).

A cultura 3D por meio de magnetismo promovido por NPMs vem sendo
utilizada para formar principalmente estruturas miméticas a esferoides tumorais
(TSENG et al., 2015). Sendo assim, ela abre também uma oportunidade para
estudar uma diversidade muito grande de outros tipos de células ou
organismos (DURMUS et al., 2015), como bactérias, fungos, nematoides e

outras células, como as hemacias.

2.3. Swarming bacteriano

As bactérias tém sido tradicionalmente definidas como organismos
unicelulares que crescem como individuos dispersos em um ambiente

planctbnico. Recentemente, essa percepgdo comecou a mudar com a
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crescente conscientizacdo do papel dos biofilmes nos quais as bactérias
sésseis secretam matriz extracelular e agregam-se como grupos multicelulares.
Em certas condi¢des, as bactérias se tornam altamente moveis e migram sobre
0 substrato, em um processo conhecido como swarming. Pesquisas com
biofilmes renovaram o interesse pela motilidade de bactérias, muitas vezes
regulada de maneira oposta e antagbnica a formagado de biofilme
(VERSTRAETEN, N. et al., 2008).

2.3.1 Swarming e suas caracteristicas

A motilidade do swarming é definida por uma translocagao rapida (2—10
pm/s) e coordenada de uma populacdo bacteriana através de superficies
sélidas ou semi-sodlidas, sendo um exemplo de multicelularidade bacteriana e
comportamento de enxame (HARSHEY, R.M. 2003). Esse comportamento
multicelular tem sido observado principalmente em condigdes laboratoriais
controladas e depende de dois elementos criticos: (i) a composig¢ao nutricional
e (ii) a viscosidade do meio de cultura (ou seja, a porcentagem de agar). Uma
caracteristica particular desse tipo de motilidade é a formacdo de padrbes
dendriticos, formados por enxames migratérios que se afastam de um local
inicial. Embora a maioria das espécies possa produzir gavinhas quando fazem
0 enxameando, algumas espécies como Proteus mirabilis formam circulos
concéntricos em vez de padrbes dendriticos (KEARNS, D.B; LOSICK, R. 2004).

Em algumas espécies, a motilidade de swarming requer que a
autoproducao de biossurfactantes ocorra. Esta sintese de biossurfactantes
geralmente esta sob o controle de um sistema de comunicagao intercelular
denominado quorum sensing. Acredita-se que as moléculas de biossurfactante
atuem diminuindo a tensdo superficial, permitindo assim que as bactérias se
movam através de uma superficie (DANIELS, R. et al, 2004).

As bactérias sofrem diferenciagcdo morfolégica que as diferencia de seu
estado plancténico. Células localizadas na frente de migracao sao tipicamente
hiperelongadas, hiperflageladas e agrupadas em estruturas multicelulares
(RATHER, P.N. 2005). O papel fundamental da motilidade de enxameamento
permanece desconhecido. No entanto, observou-se que bactérias ativas de
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Salmonella typhimurium apresentam uma resisténcia elevada a certos
antibiéticos em comparagao com células indiferenciadas (KIM, W. et al., 2003).

A formagédo de swarming de diferentes espécies de microrganismos
compartilham varias caracteristicas dindmicas comuns: (i) o alinhamento de
células adjacentes e seu movimento coordenado em jangadas multicelulares;
(i) a baixa curvatura de suas trajetérias; (iii) a baixa frequéncia de quedas
celulares; (iv) a formacéao de vértices dindmicos e circulares de células; e (v) a
mobilidade cooperativa das células através das superficies. Muitas das forcas
fisicas e interagcbes que moldam o movimento coletivo nessas comunidades
nao foram identificadas e caracterizadas, em parte devido as limitacbes das
técnicas experimentais disponiveis para formacédo de swarming (COPELAND,
M. F.; WEIBEL, D. B. 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese de Nanoparticulas Magnéticas por Rota de Coprecipitacao

O estabelecimeto do protocolo para esta rota de sintese foi
desenvolvida pela mestra Tatiane de Melo Pereira, membro do Laboratério de
Nanobiotecnologia (LNANO). Em uma Balanga semi-analitica (Q520-3, Quimis,
Brasil) pesou-se 0,811 g (0,1 M) de FeCls.6H20 (Cloreto Férrico Il —
Proquimios, Brasil) e 0,379 g (0,05 M) FeS04.7H20 (Sulfato de Ferro — NEON,
Brasil), sendo ambos diluidos em cada béquer de vidro com 50 mL de agua
Tipo | a temperatura ambiente. Posteriormente, estas solugdes foram reunidas
em um beéquer de vidro de 200 mL, apresentando uma coloragao alaranjada,
migrando para o marrom. Em seguida, a solugéo resultante foi colocada em
agitador magnético com aquecimento (LUCA-01/09-E, Lucadema, Brasil). Sob
agitacdo magnética, a solucdo foi aquecida até 80°C e identificou-se que a
coloracéo ficou turva, e foram adicionados 35 mL (0,8 M) de NaOH (hidréxido
de soédio — ATRIOM, Brasil). Neste momento observou-se a imediata mudancga
de coloracdo da solugdo para marrom escuro, indicando a coprecipitacdo e
formagao das NPMs. Esta reacao foi mantida por 1,5 h sob agitacdo magnética
e a temperatura constante de 80°C. Ao final da sintese, a solugao contendo as
NPMs foi separada em cinco béqueres com um volume igual de 27 mL. Um
destes béqueres foi separado e a solugdo decantada magneticamente com o
auxilio de um imé& de neodimio em suporte. Posteriormente, as particulas foram
lavadas e decantadas por mais trés vezes com agua do Tipo | e medido o pH,
até que o mesmo atingisse o valor igual a 7, indicando a neutralidade da
suspensao do material final obtido. Por fim, o material foi diluido para 10 mL
com agua do Tipo | e armazenados em um tubo tipo Falcon de 15 mL (Alfa
Brasil) e nomeado e rotulado de NPM-SC, correspondente ao material sem

cobertura.

3.2 Cobertura das Nanoparticulas Magnéticas com Carboidratos
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A cobertura das NPMs foi otimizada a partir de reacbes de sintese
utilizando como referéncia diversos protocolos disponiveis na literatura vigente
do tema. Para realizar a cobertura das NPMs, selecionaram-se quatro
carboidratos distintos: galactose, glicose, sacarose e maltose. Dos outros
quatro materiais sepados, cada um recebeu a adicdo de um carboidrato
diferente. Em uma Balanga semi-analitica (Q520-3, Quimis, Brasil) foram
pesados separadamente 13,51 mg (0,3 mM) de galactose (Merck, Alemanha) e
glicose (Vetec, Brasil), e 25,67 mg (0,3 mM) de sacarose (Proquimios, Brasil) e
maltose (INLAB, Brasil). O segundo béquer foi mantido sobre a chapa de
aquecimento ao qual foi adicionada a galactose, em que se manteve agitando
por 20 min. O mesmo foi feito para os outros béqueres, sendo que cada um
recebeu um dos carboidratos restantes. Ao final do tempo estimado para a
cobertura das NPMs, realizou-se a decantacdo magnética destes, lavando-as
trés vezes com agua do Tipo | e medido o pH, até que o mesmo atingisse o
valor igual a 7, indicando a neutralidade do material. Em seguida os materias
foram armazenados em tubos tipo Falcon individuais, rotulados como NPM-Gal
(NPMs recobertas por galactose), NPM-GIli (NPMs recobertas por glicose),
NPM-Sac (NPMs recobertas por sacarose) e NPM-Mal (NPMs recobertas por
maltose). Todos os materiais foram armazenados ao abrigo de luz e a

temperatura ambiente.

3.3 Caracterizagao das NPM pelo Método de Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS) e Potencial Zeta (PZ)

As amostras de NPMs foram diluidas na propor¢cao de 1:500 e
distribuidos em cinco microtubos de polipropileno tipo eppendorf de 1,5 mL
(Axygen, EUA) onde foram identificadas e pipetadas 5 pyL de cada suspensédo
de NPMs, adicionando posteriormente 995 uL de agua Tipo |, completando o
volume final de 1 mL. Posteriormente, uma amostra de cada vez foi colocada
na cubeta (célula capilar DTS1070) no volume de 950 pL e todas foram
analisadas em equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido) por
espalhamento de luz dinamico (DLS) e potencial Zeta (PZ). O DLS foi realizado
com angulo de 173° utilizando laser de He-Ne (4 mW) operando a 633 nm e
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trés medidas foram realizadas a 25°C em modo de corrida automatica. O PZ
também foi determinado com o mesmo numero de réplicas e temperatura com

a execucgao de vinte aquisi¢oes.

3.4 Caracterizagao das NPMs por Microscopia de Forga Atomica (MFA)

Em microtubos de polipropileno diluiu-se as amostras de NPMs na
proporgcao de 1:99 em agua do Tipo |. Desta suspensao foram coletados 2 uL e
depositados em cima de porta-amostras recobertos com mica muscovita recém
clivada. Apds 2 h de secagem, o material seco foi colocado no microscépio e
analisado. As imagens foram obtidas utilizando o equipamento SPM-9600
(Shimadzu, Japao) com a leitura no modo dinamico-fase de forga constante
utilizando cantilever. O escaner tem um alcance de 125 uym nas diregbes XY e
7 ym na diregdo Z; na diregcado de trago; com o inicio das analises feito num
campo de 50 x 50 ym e a temperatura ambiente de aproximadamente 22°C. As
imagens foram processadas utilizando o software off-line SPM-9600. O
processamento consistiu em um nivelamento automatico de ajuste de plano da
superficie no eixo X, bem como o seu background e corre¢ao de linhas no eixo
X. Em seguida, pelo mesmo software, obteve-se a contagem e a medida em
relacdo a altura topografica das nanoparticulas pelas suas distribuicbes
passando pelos passos Analyse, Particle e depois Labeling, sendo medidas

pelo menos 150 particulas por amostra.

3.5 Ensaio para detecgao de agucar redutor - teste de Benedict

A solucado de Benedict foi preparada utilizando uma Balanga semi-
analitica (Quimis, Brasil) e pesando os materiais nas concentragdes de 0,108 M
de CuS04.5H20 (sulfato de cobre - MALLINCKRODT), 0,943 M de NaCOs
(carbonato de sédio P. A. - NEON), 0,67 M de NasCsH507.2H20 (citrato de
sédio P. A. - Dinamica) e Agua tipo Il (gsp 1000 mL). Em cinco tubos de vidro
de 10 mL, foram adicionados 20 pyL de cada uma das amostras de NPMs,

sendo devidamente rotulado cada um, a fim de avaliar se as moléculas de
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agucar interagiram com as nanoparticulas. Como controles positivos, foram
utilizados 20 yL dos quatro carboidratos em suas respectivas concentragdes
iniciais, além de glicina como controle negativo, no intuito de comparar com a
possivel nao interagdo. Também, em outros cinco tubos, amostras do
sobrenadante de cada sintese foram adicionadas para avaliar se durante as
lavagens com agua do tipo | os carboidratos foram removidos. Apés isso, 3 mL
da solucdo de Benedict foi adicionada em cada tubo. Em seguida 1,80 mL de
cada NPM foi adicionado em cada tubo, para um volume final de 5 mL. Os
tubos foram colocados em banho-maria (Quimis, Brasil) a 75°C por 3 min. Para
validar a presenca de acucar redutor nas amostras, a solucdo deve mudar de

uma coloracao azulada, modificando para tons de verde, vermelho ou marrom.

3.6 Microscopia de Luz e Espectroscopia Raman

Cinco laminas de vidro (Carvalhaes, Brasil) foram revestidas com a
parte fosca de papel aluminio (Wyda Pratic, Brasil) voltada para fora e presas
com fita adesiva no verso, mantendo a superficie mais nivelada e lisa possivel.
Cada lamina foi identificada com os nomes das NPMs anteriormente
sintetizadas (NPM-SC, NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-Sac e NPM-Mal) e
posteriormente adicionou-se com um micropipetador 1DV10 (HTL LAB
SOLUTIONS) 10 pL de suspensdo em cada lamina recoberta (Figura 1),
esperando a secagem do material em dessecador (Kartell™) por um periodo
de 2 h. Em seguida, em um microscépio Raman Alpha 300 RA (WITec,
Alemanha) todas as cinco amostras de NPMs foram analisadas nas condi¢cdes
de: modo de aquisicao de espectro unico, com objetiva de 100x, filtro de 785
nm, comprimento de onda a 784,925 nm, temperatura de -60°C, tempo de
Integracdo de 0,23372 segundos, com numero de 100 acumulagdes. Esta
metodologia proporciona a obtengdo de espectros referentes aos materiais
analisados e consequentemente a comparagao quantitativa da influéncia das
coberturas das nanoparticulas magnéticas com os quatro tipos de carboidratos.
Adicionalmente, com uma lente objetiva 40x do microscépio, foram obtidas
imagens Opticas dos respectivos materiais para a comparagao final dos

mesmos.
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Figura 1. Deposicao das amostras de NPMs com e sem cobertura de carboidratos em
laminas de vidro envolvidas com papel aluminio. Cerca de 10 pL de amostra de NPM-
SC, NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-Sac e NPM-Mal foram colocados sobre o papel
aluminio, alocados para secagem e fotografadas.

3.7 Cultivo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

As bactérias utilizadas durante todos os ensaios com o0s

microrganismos foram da American Type Culture Collection (ATCC®) sendo
uma Gram negativa a Escherichia coli ATCC®8739 e a outra Gram positiva
Staphylococcus aureus ATCC® 25923. Ja para o crescimento em meio solido,

além do meio Luria-Bertani (Sigma Aldrich, Alemanha) liquido foi adicionado
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1,5% pl/v de agar bacteriologico (Vetec, Brasil) para preparo de meio semi-
soélido. Ambos sempre submetidos a autoclave vertical de bancada (ldealclave,
Brasil) para garantir a esterilizagcdo do material, que por consequéncia evita a
contaminagdo de experimentos futuros. Depois do descongelamento dos
microrganismos que se encontravam em tubos criogénicos (TPP, Suiga) a -
80°C em Ultrafreezer (Sanyo, Japao), com o auxilio de uma alga de platina,
foram coletados o equivalente a 10 L, espalhados em zig-zag em placas
separadas e colocadas em incubadora bacteriolégica (LUCA-81/81) a 37°C,
deixado overnight para o crescimento e desenvolvimento de unidades

formadoras de coldnias (UFC).

3.8 Cultivo de Saccharomyces cerevisiae

A levedura utilizada durante o ensaio bioldgico foi obtida a partir da
Colecao de Microrganismos de Interesse Agroindustrial da Embrapa Uva e
Vinho com a Dra. Bruna Carla Agustini, identificada por CMIA 20B em tubos
criogénicos. Para o crescimento submerso foi utilizado o meio de cultivo celular
YPD que é composto por 1% p/v de extrato de levedura, 2% p/v de peptona e
2% de dextrose e agua tipo I, ajustando o pH para 6,5. Apos a solubilizagéo
dos componentes, o meio foi submetido a autoclave vertical de bancada
(Idealclave) para garantir a esterilizagdo do material. Depois do
descongelamento dos microrganismos que se encontravam em tubos
criogénicos (TPP) a -80°C em ultrafreezer (Sanyo), com o auxilio de uma alga
de platina, foram coletados o equivalente a 10 pL, espalhados em zig-zag em
placas separadas e colocadas em incubadora bacteriologica (LUCA-81/81) a
37°C, deixado overnight para o crescimento e desenvolvimento de unidades

formadoras de coldnias (UFC).

3.9 Ensaio para a Detecg¢ao da Concentragdao Minima Inibitéria (CIM)

Para avaliar a possivel atividade antimicrobiana das NPMs, utilizou-se

da metodologia de CIM para identificar em qual concentragdo equivalente a de
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ferro, os microrganismos teriam o crescimento inibido. Sendo assim, dentro de
uma cabine de fluxo unidirecional horizontal (Veco, Brasil), uma UFC foi
coletada com o auxilio de uma alga de platina e espalhada em cada tubo tipo
Falcon de 50 mL contendo meio de cultura LB liquido (2% p/v), e incubada em
shaker (Luca 222) a 37°C por periodo overnight. Apos esse periodo de
crescimento, coletou-se 1 mL do meio de cultivo contendo microrganismos,
transferido para cubetas de poliestireno e determinada a densidade 6ptica (OD)
com o auxilio de biofotdmetro (Eppendorf) utilizando um comprimento de onda
a 600 nm. A suspensao foi ajustada para uma turbidez equivalente a 0,05 UA,
diluindo-se as mesmas em meio LB. Os microrganismos foram adicionados em
microplacas de 96 pog¢os, num volume de 180 uL e em seguida 20 uL das
NPMs com ou sem cobertura de carboidratos foram adicionas por cima,
variando as concentracées em 1 mM, 800, 600 e 400 pM de ferro total. Além
destas, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) foram utilizados
como controles positivos do experimento. Em seguida as particulas foram
adicionadas ao meio de cultivo, entretanto em pogos separados, para
verificacdo de possiveis efeitos nas leituras de OD. A CIM foi definida como
aquela em que nao ha crescimento celular visivel de 24 a 72 h de exposi¢cao ao
nanomaterial, em incubacdo a 37°C. Todos os testes foram realizados em
triplicatas experimentais, sendo que a CIM foi considerada a condi¢gao na qual

ocorreu a inibicado em pelo menos duas das trés réplicas avaliadas.

3.10 Ensaio de Magnetizagcao bacteriana

As bactérias E. coli e S. aureus foram crescidas em meio de cultivo
celular LB (2% p/v) medidas suas respectivas ODs e corrigidas adicionando
meio de cultivo para uma OD final de 0,05. Utilizando uma microplaca de 96
pocos, em ftriplicatas, 180 uL de bactérias foram adicionadas em seis fileiras,
respeitando uma coluna para a diferenciacdo da Gram negativa e Gram
positiva. Em seguida, 20 pL as NPMs com ou sem coberturas com os
carboidratos foram adicionadas por cima dos microrganismos na concentragao
de 800 uM, e deixada a microplaca em incubadora bacteriolégica por 2 h, a fim

de assegurar a interagcdo das NPMs com as respectivas bactérias. Além
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destas, uma triplicata de E. coli e uma de S. aureus, nao tiveram a adicao de
nanoparticulas, denominadas por BAC-SN (bactérias sem nanoparticulas).
Apods o tempo de incubacgdo, a microplaca foi colocada em cima de uma placa
de acrilico contendo imas de neodimio (driver) que promovem O campo
magnético do tipo Holding (n3D BioSciences, EUA), para arrastar as NPMs
junto com os microrganismos. Depois de 2 mins de magnetizagdo, com o
auxilio de uma alga de platina, o meio sobrenadante de um dos pocgos de cada
triplicata foi coletado e espalhado em movimentos repetitivos sobre placas Petri
contendo meio LB sdlido (2% LB p/v e 1,5% agar p/v). Em seguida, as placas
foram acondicionadas em incubadora bacteriolégica e aguardado overnight
para a formacao das colbnias isoladas. Com o auxilio do software ImageJ
1.52f, as colbnias bacterianas isoladas foram contadas, fazendo as seguintes
modificagdes em cada imagem: (i) image > type > 8-bit; (ii) image > adjust >
threshold, para limiarizar a imagem; (iii) process > binary > fill holes, para
preencher os espagos em branco; (iv) analyze > analyze particles, para a
contagem das col6nias. E posteriormente no software Origin Pro 8 plotadas em

grafico de barras.

3.11 Swarming bacteriano com adi¢cao de NPMs

Para avaliar a potencial modulacdo da formagdo de swarming
bacteriano, bem como o comportamento e desenvolvimento dos
microrganismos, um ensaio das bactérias com as NPMs foi desenvolvido. Em
trés microplacas de cultivo celular com seis pocos, foi adicionado 2 mL de meio
LB sdlido (2% Luria Bertani e 1,5% Agar bacteriolégico) até cobrir o fundo. Em
seguida, da mesma forma que anterior, as bactérias foram preparadas com as
respectivas NPMs e incubadas a 37°C por 2 h. Estas foram adicionadas em
microplacas de seis pogos na seguinte sequéncia de associagcdo com as
NPMs, da esquerda para a direita: NPM-SC, NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-Sac,
NPM-Mal e BAC-SN (bactéria sem adicdo de nanomaterial, como controle).
Apds a incubacdo, as bactérias foram ressuspendidas delicadamente,
coletados 5 yL com uma micropipeta e adicionado em cima dos meios de

cultivo sdlido, concomitantemente associado a uma placa de acrilico contendo
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imas de neodimio que promovem diferentes campos magnéticos. Estes por sua
vez sao Ring, Spheroid e Holding (n3D BioSciences). Tanto para E. coli, quanto
para S. aureus seguiu-se exatamente esses passos. As microplacas contendo
0s microrganismos magnetizados permaneceram em incubadora bacterioldgica
por dez dias, até o desenvolvimento e formagao do swarming. Além disso,
todos os dias foram obtidas fotografias das placas para acompanhar o

desenvolvimento microbiano.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aparéncia e atragdao magnética pelas NPMs

Ao término das reacdes de sintese pelo método de coprecipitacao e
recobrimento das NPMs com carboidratos, visualmente todas elas
apresentaram caracteristicas semelhantes com relacdo a coloragdo com um
tom de marrom-escuro (Figura 2a). As sucessivas lavagens com a agua Tipo |
foram essenciais para reduzir o pH inicial da sintese, de alcalino para neutro.
Consequentemente, a avaliagdo da atragdo magnética das NPMs foi realizada
de maneira visual (Figura 2b) utilizando imas de neodimio com campos

magnéticos consideravelmente fortes.
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Figura 2. Amostras das NPMs sintetizadas pelo método de coprecipitagdo com e sem
cobertura de carboidratos. Em a) se encontram microtubos de polipropileno contendo
NPMs apds a suas respectivas sinteses, com cores semelhantes. Ja em b) utilizando
um ima de neodimio demonstrou-se a atragdo magnética para a parede dos tubos em
um intervalo de 30 s.
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Além disso, as NPM-SC apresentaram um poder de atragcdo magnética
mais forte do que o das NPMs recobertas com carboidratos. Na Figura 3,
ilustra-se o processo de verificagao visual da atragdo das NPMs pelo campo
magnético gerado por im&s de neodimio. Observa-se que o nanomaterial ao
passar do tempo se aglomera proximo a localizagdo em que se encontra o ima,
fazendo com que a solucdo mude sua coloragcdo de marrom-escuro,
demonstrando as NPMs livres, para marrom-translucido, indicando a atracao

do nanomaterial pelo campo magnético.

Tubo tipo Falcon
contendo NPMs

imas de
Neodimio

Figura 3. Atracdo das NPMs pelo campo magnético gerado por imas de neodimio. Na
imagem é comparado o processo de arraste do nanomaterial pelo campo magnético
evidenciado pela mudanca de cor da solucado, de marrom-escuro (NPMs livres) para
marrom-translucido (NPMs atraidas pelo im&). Em a) marcado pelo tempo inicial de 10
s, b) 10 s, ¢) 15 s e d) 20 segundos, como o tempo final.

43



4.2 Diametro Hidrodinamico, indice de Polidispersividade e Potencial Zeta

das NPMs sintetizadas

A metodologia de DLS fornece informagdes quanto ao tamanho do
material com o diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (Pdl)
e Z-average; e a mobilidade eletroforética fornece informagbes sobre o
potencial Zeta (PZ) de superficie.

A Figura 4 mostra a distribuicdo dos DH obtidos que foram plotados em
curvas, mostrando a variagdo do tamanho das NPMs sintetizadas. Foram
realizadas trés reacdes de sintese, com as quais se obtiveram resultados
semelhantes. As amostras de NPM-SC e NPM-GIi apresentam uma distribuicéo
mais homogénea e com formacao de picos especificos, cada uma. Ja as
amostras de NPM-Gal, NPM-Sac e NPM-Mal apresentaram dois picos com
tamanhos distintos, apresentando distribuicbes heterogéneas e com
subpopulagdes distintas.

Como as NPMs por si apresentam comportamento magnético devido a
disposicédo dos elétrons na camada de valéncia, tornando-as paramagnéticos e
formando seus proprios campos, € esperado o desencadeamento da formacao
de aglomerados que formam e desfazem constantemente, aumentando o
desvio padrdo dos seus referidos DH, bem como de seus Pdls (TOMBACZ, E.
et al., 2015).

A Tabela 1 apresenta os PZs de superficie das NPMs sem cobertura e
com cobertura com os carboidratos, analisadas um dia apds as reacgdes de
sintese. A técnica aplica uma corrente elétrica de alta voltagem, de carater
destrutivo, com a qual se consegue determinar o valor do PZ em mV do
material. Além disso, observa-se também os dados referentes ao indice de
Polispersividade, o qual pode variar de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo
de 0, menos polidispersa € a amostra e que as particulas apresentam
caracteristicas estruturais semelhantes, o que pode ser confirmado pelas
analises feitas por Microscopia de Forgca Atémica (Figuras 9 a 13). Porém,
quanto mais proximo de 1, mais polidispersa € a amostra analisada, mostrando
que as caracteristicas estruturais de subpopulagdes presentes em um material

sao bem distintas entre si.
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Tabela 1. Potenciais Zeta (PZ) e indices de polidispersividade (Pdl) das NPMs

com e sem cobertura de carboidratos.

Amostras
NPM-SC NPM-Gal NPM-Gli NPM-Sac NPM-Mal
(:ﬁ) -12,00+ 0,40 -13,80+1,60 -10,60+ 0,20 -9,40+ 0,60 -0,80+0,20

Pdl 0,51+0,04 043+0,08 057+0,06 0,58+0,04 0,35+0,05

As NPM-SC sintetizadas pela metodologia de coprecipitagdo
apresentaram PZ negativo, bem como as NPMs recobertas com carboidratos.
Entretanto, a adigdo dos carboidratos para a cobertura das nanoparticulas
mostrou que os valores de PZ das NPM-GIli, NPM-Sac e NPM-Mal aumentaram
e para NPM-Gal diminuiu, quando comparadas as NPM-SC. Isso infere que as
adicoes de glicose, sacarose e maltose, aumentam da carga superficial das
nanoparticulas, em contraste com a adigao de galactose que a faz diminuir. Ja
os respectivos valores de Z-average e Intensidade das NPMs com e sem

cobertura com os carboidratos, se encontram na Tabela 2.

Tabela 2. Z-Average e Intensidade das NPMs com e sem cobertura de

carboidratos.

Amostras

o NPM-SC NPM-Gal NPM-Gli NPM-Sac NPM-Mal
E —_—

=
:}, £ 481,1+25,88 480,9+39,11 527,0+43,54 714,2+ 16,60 339,9+ 3,91
N
g
g g 434,0 + 63,62 4656 +56,65 8716 +211,8 607,1+29,39 570,44 + 56,64
gL
c
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A forma de interagdo dos carboidratos com as NPMs sintetizadas pode
ser justificada pela adsor¢gao quimica, a qual € um tipo de adeséo que envolve
uma reacao quimica entre uma superficie e o adsorbato gerando novas
ligagcdes quimicas na superficie do adsorvente. Sendo assim, a forte interagéao
entre o adsorvato e a superficie do substrato cria novos tipos de ligagdes
eletrénicas. Por isso, mudangas no didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersividade, Z-Average, intensidade e potencial Zeta sdo distintos entre
as amostras.

Durante as sinteses das NPMs apresentadas neste trabalho, ocorreu a
adicdo de quatro tipos de carboidratos (Galactose, Glicose, Sacarose e
Maltose), sendo dois deles classificados como monossacarideos e dois como
dissacarideos. As nanoparticulas magnéticas com e sem cobertura com
carboidratos, sintetizadas e apresentadas neste trabalho, mostraram
caracteristicas distintas entre elas, como os diametros hidrodinamicos,
potencial Zeta e indice de Polidispersividade.

O DH médios das cinco amostras encontra-se entre 100 a 200 nm,
caracterizando como nanometeriais submicrométricos. Além disso, o potencial
Zeta das mesmas se encontraram carregados negativamente, que variaram
entre -13,80 a 0,80 mV. Estes valores implicam que estas nanoparticulas
possuem uma estabilidade incipiente, segundo Doostmohammadi et al. (2011).
Os seus respectivos Pdl, variando entre 0,4 a 0,6 das cinco nanoparticulas
sintetizadas, s&o classificados como moderados e estes dizem sobre a
homogeneidade do material, ao qual quanto mais préximo de 1,0 quer dizer
que a amostra analisada é heterogénea e quando mais proximo de 0,0 mais
homogéneo.

O tamanho das NPMs, bem como o PZ e Pdl podem ser diferentes
dependendo do método de sintese aplicado, bem como os reagentes utilizados
e procedimentos feitos durante todo o processo (MAJIDI et al., 2014). Outro
fator que implica essas modulagdes, sao os tipos de moléculas que podem ser
adicionadas como agentes estabilizantes e que possam atuar como coberturas,
durante a sintese das mesmas.

Para as aplicagdes biomédicas, no estudo de Kang et al. (2015), é
mostrado as diversas associacbes de nanoparticulas, dentre elas as NPMs,

com carboidratos distintos. Além disso, relatam a adigdo destas moléculas aos
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nanomateriais por suas aplicagcdes, principalmente como carreadores de
farmacos para o tratamento de canceres e HIV (EL-BOUBBOU et al., 2010).
Entretanto durante o seu artigo ele mostra que as NPMs associadas com os
carboidratos, possuem moléculas ao redor das particulas, em sua grande
maioria composta por TEOS (FARR et al., 2014) ao qual em sua extremidade
uma molécula de glicose ou galactose fixam para a associagédo com proteinas
celulares de membrana.

As NPMs sintetizadas durante o desenvolvimento deste trabalho foram
analisadas apos um periodo de 6 meses, no intuito de verificar se as
caracteristicas se mantinham ao longo do tempo de armazenamento e se estas
sdo adequadas. A Figura 5 corresponde a comparagado realizada entre os
didmetros hidrodinamicos médios de um dia apds a sintese (colunas na cor
cinza) e 6 meses apods (colunas na cor branca). Percebeu-se que as NPMs
com e sem cobertura de carboidratos seguiram a mesma tendéncia de diminuir
o didmetro hidrodindmico médio ao passar dos meses, exceto para a NPM-Mal

na qual ocorreu o contrario, ou seja, houve o aumento das nanoparticulas.
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Figura 5. Comparacao entre os DH médios apds as sinteses de NPMs e 6 meses
depois. As colunas em cinza correspondem aos diametros hidrodinamicos médios de
um dia apds a sintese e as colunas na cor branca, 6 meses depois. Percebeu-se que
as NPMs com e sem cobertura de carboidratos seguiram a mesma tendéncia de
diminuir o didmetro hidrodindmico médio ao passar dos meses, entretanto, para a
NPM-Mal ocorreu o contrario, ou seja, houve o crescimento das nanoparticulas.
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A sintese de NPMs pelo método de copreciptacdo pode promover a
formacgao de diferentes tamanhos de particulas, bem como o produto resultante
desta. Ferritas como magnetita, maghemita, hematita e goetita podem
identificadas apos diferentes técnicas para a metodologia acima. Durante o
trabalho realizado, a sintese de NPMs promoveu a formagado de nanomaterial
de coloragdo escura, em um tom marrom, e com atracdo magnética
consideravel, quando colocadas préximas a um campo magnético. Para tal,
receberam os nomes NPM-SC para as nanoparticulas sintetizadas
normalmente, NPM-Gal para as nanoparticulas recobertas com galactose,
NPM-GIi recobertas com glicose, NPM-Sac recobertas com sacarose e NPM-
Mal aquelas recobertas com maltose.

Todas as cinco nanoparticulas sintetizadas, recobertas ou ndo com os
carboidratos, apresentaram como diametros hidrodinamicos médios valores
acima de 100 nm, configurando-as como particulas sub-micrométricas. O
potencial Zeta de superficie das NPMs revelou estruturas carregadas
negativamente, sendo que para NPM-Mal o seu valor foi préximo a nulo. O
valor do indice de polidispersividade indicou que as amostras apresentaram
valores que variaram de 0,4 a 0,6; considerados moderados, e que estas
particulas sdo heterogéneas.

Com isso, durante a sintese das nanoparticulas magnéticas, a adigao
dos carboidratos mostrou ser um fator que implica na variagdo das
caracteristicas de DH, PZ e PdI, bem como ja abordado na literatura, mesmo
quando comparado a sintese que nao houve a adicdo de carboidrato.
Entretanto, quando comparado aos outros tipos de associagcdes dessas NPMs
com distintas moléculas, observa-se que existe elas se mantém ao redor
destas, por estrutura criada ao redor do nanomaterial. Em contraposicédo, os
carboidratos utilizados e adicionados nas sinteses foram idealizados para que
interagisse com a particula de maneira em que houvesse uma adsorgao

quimica.
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4.3 Captura de Imagens por microscopia de luz e espectros obtidos por

espectroscopia Raman

As fotografias das amostras das NPMs pipetadas e identificadas nas
laminas de vidro envolvidas com papel aluminio foram capturadas digitalmente,
utilizando a camera de telefone celular (Figura 1), em que foi observada uma
pequena variagao da coloragao entre as amostras.

A microscopia de luz é utilizada para examinar pequenos objetos nao
visiveis a olho nu, ou detalhes enores que ndo sédo permitidos enxergar sem o
auxilio de equipamentos. Quando colocadas no suporte e ajustado o foco, as
NPMs foram fotografadas utilizando a ocular do microscopio com um aumento
de 40 vezes (Figura 6). Nao ha uma diferenca visual entre as amostras de
NPM-Gal, NPM-GIli, NPM-Sac e NPM-Mal, mas sim destas quando
comparadas a de NPM-SC. As rachaduras existentes nas fotografias podem ter
sido provocadas durante o processo de secagem do material no dessecador.

No intuito de avaliar o ambiente quimico das NPMs e eventualmente
detectar os picos referentes a presengca de grupamentos quimicos dos
carboidratos contidos na superficie e consequentemente permitir uma
comparacgado entre elas, foram localizadas e selecionadas regides sem
rachaduras e posteriormente focadas com a objetiva e incididas com laser para

aquisicao de espectros Raman.
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Com isso adquiriu-se os espectros mostrados na Figura 7. Tendo como
base o espectro da amostra contendo as NPM-SC foram detectados varios
picos e bandas representativos do material analisado, destacando-se
particularmente quatro deles referentes aos cernes das NPMs. As setas de cor
preta indicam os picos referentes a NPMs constituidas por magnetita (290 e
615 cm™) e as setas de cor branca indicam os picos referentes a NPMs
constituidas por maghemita (225 e 410 cm™'). Isso implica que a metodologia
para a sintese de NPMs por coprecipitagcdo empregada formou nanoparticulas
constituidas por Fe3O4 e y-Fe20s.

Quando analisados os espectros das amostras com as NPMs
recobertas com carboidratos, foram identificados os mesmos quatro picos que
se destacaram na amostra de NPM-SC, mas com supressao de sinal. Isso
pode ser causado pela adsor¢cao das moléculas de carboidratos nas superficies
das NPMs, diminuindo a intensidade dos sinais.

As NPM-Gal e NPM-Mal, que foram recobertas galactose e maltose em
cada uma delas, respectivamente, apresentaram um espectro semelhante ao
das NPM-SC, pressupondo que os carboidratos adicionados durante a sintese
nao se associaram fortemente ao nanomaterial. Ja os espectros de NPM-Sac e
NPM-Gli tiveram a intensidade diminuida quase ao ponto de nao emitirem
nenhum sinal detectavel, sugerindo que os carboidratos sacarose e glicose se
associaram as NPMs, interferindo com o sinal.

Observando os espetros emitidos pela Espectroscopia Raman e os
picos em destaque, comparados aos trabalhos de Panta (2015), Hanesch
(2009), Li, Church e Woodhead (2012), que foram para Fe3zOs4 mencionados
sdo os de 295, 310, 540, 600 e 670 cm™', ja para y-Fe203 s&o os de 215, 350,
400, 512, 665 e 730 cm™', confirmam a presenga de maghemita e magnetita
das amostras analisadas de NPMs com e sem cobertura de carboidratos
sintetizadas neste trabalho.

Com relacdo aos carboidratos adicionados durante as sinteses das
NPMs, apds as suas analises via espectroscopia Raman, nao foram
observados os seus respectivos espectros. Quando investigado os mesmos, de
forma ndo associada a nanoparticulas os autores Enejder et al. (2005),
Mcglashen et al. (1995), llaslan et al. (2015) e Li et al. (2012), informaram os

espectros de galactose, glicose, sacarose e maltose, respectivamente.
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Com a técnica de espectroscopia Raman, nido foi possivel identificar os
picos e bandas correspondentes a presenca de carboidratos adsorvidos na
superficie das NPMs. Contudo foi possivel identificar picos referentes a
presenca de ferritas, como maghemita e magnetita com picos bem definidos na
amostra de NPM-SC. Com relacdo as outras amostras, estes mesmos picos
foram possiveis de serem identificados, porém com uma menor intensidade no
espectro, inferindo que alguns carboidratos podem estar adsorvidos na
superficie dos nanomateriais e eventualmente suprimindo os sinais dos 6xidos
de ferro nos espectros Raman.

Como reflexo destas abordagens, ndo sendo possivel identificar os
picos referentes aos grupamentos quimicos presentes em carboidratos nas
NPMs sintetizadas, especulou-se que estes carboidratos podem estar
associados as nanoparticulas por adsor¢édo quimica e que por este estdo
interferindo nos espectros de NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-Sac e NPM-Mal,

quando comparado a NPM-SC que nao recebeu a adicao de qualquer agucar.

4.4 Detecao de agucar redutor pelo teste de Benedict

A fim de determinar a presenca de carboidratos que poderiam estar
associados as NPMs foi realizado o ensaio para a quantificacdo de agucar
redutor pelo teste de Benedict. Quando ha a presenca de agucares redutores
na amostra, estes tendem a formar ions Cu®, que se complexam com o citrato
de sédio e decantam, modulando a coloracdo da solucéo variando entre tons
de verde, laranja e vermelho. Na pratica, quanto maior a presenga de agucares
redutores em uma amostra, mais avermelhada a sua solugao vai se tornando.

Seguindo este raciocinio, para as NPMs, quanto mais carboidratos
associados a superficie, maior seria a variacao de cor da solugcéo no ensaio de
Benedict. Caso ndao houvesse a mudancga de cor, haveria a possibilidade de
estes ndo estarem associados (e terem sido lavados durante a sintese),
corroborando ou refutando a hip6tese da associagao por adsorgao.

Durante o preparo para o ensaio, na Figura 8a, pode ser observada a
disposicdo das amostras em seus respectivos tubos de maneira intercalada

com os controles positivos e controle negativo. Da esquerda para a direita
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estdo os tubos marcados e contendo Glicina (Gly - Controle Negativo), NPM-
SC, Galactose (Gal - Controle Positivo), NPM-Gal, Glicose (Gli - Controle
Positivo), NPM-Gli, Sacarose (Sac - Controle Positivo), NPM-Sac, Maltose (Mal
- Controle Positivo) e NPM-Mal. Nota-se que os tubos que contém as amostras
de NPMs estdo com a coloragdo marrom-translucido.

Apods a adigao da solugédo de Benedict, na Figura 8b observa-se que nos
controles positivos e negativo ndo ha mudanga na coloragdo, entretanto
quando comparado aqueles tubos que contém as NPMs, nota-se uma ligeira
alteracao por conta da presenca do nanomaterial, que por si sO ja possui sua
propria cor.

Os dez tubos foram tampados e colocados em banho-maria a 37°C por
3 min cronometrados. Ao final deste intervalo de tempo, retirou-se o material da
agua e de maneira visual foi observada a mudanca de coloragdo das amostras.
Na Figura 8c, tanto o aminoacido glicina (controle negativo) quanto NPM-SC
que nao apresentam nenhum tipo de carboidrato associado, ndo houve
mudanca de coloragdo da solugédo. Para os controles positivos, exceto o de
sacarose, ocorreu uma ligeira mudanga nas suas coloragbes, indicando a
presenca de agucares redutores. Ja para as outras NPMs, n&o houve diferencga
entre as amostras quando comparado com a imagem anterior, indicando que
mesmo que eventualmente associados, os carboidratos ndo foram detectados
na superficie das NPMs.

Ao comparar os resultados obtidos por espectroscopia Raman e os de
deteccao de agucares redutores pelo teste de Benedict, foi possivel especular
que os carboidratos galactose e glicose tendem a estar ligados na superficie
das NPMs, influenciando diretamente nos espectros formados. Ja sacarose e
maltose, aparentam nao estar associados as NPMs, mantendo préximos os

seus espectros quando comparados a NPM-SC.
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A fim de compreender a possivel interacdo dos carboidratos com as
NPMs desde o inicio do processo de recobrimento, foi feito novamente mais
um ensaio para a detecgao de agucar redutor, s6 que desta vez a analise foi
feita com a agua coletada a partir da primeira decantagdo magnética. Com
isso, a Figura 8d corrobora algumas suspeitas com relagdo a hipotese da
adicdo de carboidrato nas NPMs. Desta vez, a disposicao das amostras foi, da
esquerda para a direita estdo os tubos marcados e contendo Glicina (Gly -
Controle Negativo), os sobrenadantes de NPM-SC e NPM-Gal, Galactose (Gal
- Controle Positivo), o sobrenadante de NPM-GIi, Glicose (Gli - Controle
Positivo), o sobrenadante de NPM-Sac, Sacarose (Sac - Controle Positivo), o
sobrenadante de NPM-Mal e Maltose (Mal - Controle Positivo).

A quimica dos carboidratos adicionados para as coberturas das NPMs
pode estar relacionada diretamente com as respostas obtidas neste
experimento. Glicose e galactose sdo estruturas monoméricas, ou seja, séo
compostas por apenas uma unica unidade de carboidrato em sua composicéao.
Ja sacarose e maltose sao estruturas de dissacarideos. A primeira apresenta
uma molecula de glicose unida com uma molécula de frutose por uma ligagao
glicosidica do tipo a-1,2, e a segunda possui duas unidades de glicose unidas
por uma ligagao glicosidica do tipo a-1,4. Essas configuragées podem contribuir
para associagaos dos carboidratos com a superficie das NPMs.

Confirmou-se que glicina, os sobrenadantes de NPM-SC e NPM-Gal néao
induzem a mudanga da coloracdo da solugdo comparado aos controles.
Entretanto o sobrenadante de NPM-Gli demonstra que nem todo o carboidrato
adicionado se associa as NPMs. Ja os sobrenadantes de NPM-Sac e NPM-Mal
conseguem formar precipitados de Cu® indicando a presenca de aglUcares
redutores, ou seja, que estes ndo estdo se associando as NPMs em
concentragdes efetivas.

As estratégias utilizadas para a associagao de carboidratos na superficie
de nanoparticulas, particularmente em NPMs, baseia-se na funcionalizagédo de
silica, para em que sua porcao final, seja associado monossacarideos, como a
manose, glicose, galactose, fucose e até mesmo moléculas de N-
acetilglicosamina, como mostrado por El-boubbou et al. (2010), e Gruden e
Huang (2007). Além disso, 0s ensaios para a obtengdo de nanoparticulas com

essas caracteristicas sao direcionadas com o objetivo de se associarem as
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células tumorais principalmente, como tecnologias biomédicas. Em
contrapartida, ndo se observa trabalhos em que ocorre a combinagao entre
carboidratos e NPMs para atuar no cultivo de microrganismos, a nao ser para
sua agao citotoxica como demonstrado por Arakha et al. (2015).

Sendo assim, 0 ensaio para a deteccdo de agucares redutores pela
metodologia de Benedict, mostrou que os carboidratos glicose e galactose se
associaram com as NPMs durante o processo de sintese, mesmo apés as
sucessivas lavagens com agua do Tipo | e decantagbes magnéticas. Ja os
carboidratos sacarose e maltose néo tiveram indicio de associacdo as NPMs,
visto que o sobrenadante destes nanomateriais, apds a sintese, continham
acgucares redutores que permitiram a mudanca de coloracdo das reacbes com
a solugcdo de Benedict. Além disso, quando analisado os espectros por

espectroscopia Raman, essas constatagbes sao entao corroboradas.

4.5 Morfologia e diametro seco (Altura) das NPMs por microscopia de

forca atomica

Assim que as NPMs foram depositadas na superficie de mica
muscovita, foi identificado que estes materiais secavam de maneira
ligeiramente rapida, quando comparado aos outros tipos de nanomateriais
sintetizados rotineiramente no laboratorio.

Na Figura 9 encontram-se as imagens em plano bidimensional (a) e
tridimensional em altura topogréfica (b) das NPM-SC, nas dimensdes de 50 uym
x 50 ym. Observa-se que ha uma dispersao de particulas com caracteristicas
heterogéneas, em que agregados particulados e polidispersos séao
encontrados. Quando investigada a dispersdo do didmetro seco em altura das
NPM-SC, elaborou-se um histograma de distribuicdo topografica (c) que mostra
a média em altura, largura da distribuicdo e o coeficiente de determinacao
elaborado a partir de uma curva gaussiana de distribuicdo normal. Foi
identificado que a média em altura destas nanoparticulas é de 85,76 + 0,24 nm;
a média da largura é de 17,87 + 0,56 nm; com um R? de 0,996.

Na Figura 10 encontram-se as imagens em plano (a) e tridimensional

em altura topografica (b) das NPM-Gal, nas dimensdes de 50 ym x 50 pym.
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Diferentemente da amostra anterior, observamos uma quantidade de
nanoparticulas altamente dispersas, caracterizando-se como fortemente
homogénea, com poucos aglomerados identificados. Posteriormente um
histograma de distribui¢ado topografica (c) foi construido, mostrando a média em
altura, largura e o coeficiente de determinagao elaborado a partir de uma curva
gaussiana de distribuicdo normal. Identificamos que a média em altura destas
nanoparticulas € de 51,96 + 0,71 nm; a média da largura é de 16,34 + 2,02 nm
e com um R? de 0,907.

Na Figura 11 encontram-se as imagens em plano (a) e tridimensional
em altura topografica (b) das NPM-Gli, nas dimensdes de 10um x 10um. Estas
nanoparticulas possuem estruturas morfolégicas semelhantes as NPM-Gal,
com relacdo a sua dispersividade, homogeneidade e pouca formacao de
aglomerados particulados. O histograma de distribuicdo topografica (c) mostra
a média em altura, largura e o coeficiente de determinagéo elaborado a partir
de uma curva gaussiana de distribuicdo normal. Foi identificado que a média
em altura destas nanoparticulas € de 65,43 + 0,67 nm; a média da largura é de
19,82 £ 1,63 nm e com um R? de 0,972.

Na Figura 12 encontram-se as imagens em plano (a) e tridimensional
em altura topografica (b) das NPM-Sac, nas dimensdes de 10um x 10um. Essa
amostra se assemelha morfologicamente comparando as NPM-Gal e NPM-Gli
com relagado ‘a dispersividade homogénea das particulas devido aos poucos
aglomerados formados e também contendo particulas individuais. Apos a
formacado das imagens, um histograma de distribuicdo topografica (c) foi
construido, mostrando a média em altura, largura e o coeficiente de
determinacdo elaborado a partir de uma curva gaussiana de distribuicdo
normal. Identificamos que a média em altura destas nanoparticulas é de 50,18
+ 0,38 nm; a média da largura é de 15,68 + 1,01 nm e com um R? de 0,985.

Por ultimo, na Figura 13 encontram-se as imagens em plano (a) e
tridimensional em altura topografica (b) das NPM-Mal, nas dimensdes de 10um
x 10um. Ao observar a amostra analisada, identificamos que ha principalmente
a formacdo de aglomerados de particulas e poucas de maneiras
monodispersas, sendo assim, esta € uma amostra altamente heterogénea. O
histograma de distribuicdo topografica (c) mostra a média em altura, largura e o

coeficiente de determinagcdo elaborado a partir de uma curva gaussiana de
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distribuicdo normal. Foi identificado que a média em altura destas
nanoparticulas € de 98,54 + 0,47 nm; a média da largura € de 6,15+ 0,90 nm e
com um R? de 0,927.

Quando observamos os trabalhos de ZHANG et al. (2009), CORDOVA
et al. (2017) e GONCALVES et al. (2017) as amostras de nanoparticulas
magnéticas analisadas apresentaram caracteristicas distintas as desenvolvidas
neste trabalho. Os nanomateriais mostraram ser menores tanto com relagao a
média topografica em altura, quanto em comprimento. Isso se deve aos
materiais utilizados para a funcionalizagcdo das mesmas, como a silica, bem
como o método de sintese empregada, variando pelos métodos de
copreciptacdo e decomposicdao térmica. Além disso, os materiais se
encontraram com uma menor agregagcdo, comparados as particulas
desenvolvidas neste trabalho, ou seja, com uma maior homogeneidade das
NPMs. WANG et al. (2013) utilizou a microscopia de forga atdbmica para
analisar sua NPMs que possuiam fluorescéncia, como caracteristica final apos
a sua sintese. Nos mesmo, foi possivel perceber que ocorreu aglomeragdes
das nanoparticulas e que os tamanhos tanto da altura topografica, quanto do
comprimento eram maiores do que as desenvolvidas neste trabalho, na escala

micrométrica.
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Para a comparacao dos resultados obtidos utilizando o DLS e a MFA,
foi elaborado o grafico representado pela Figura 14, que apresenta a média,
em numero, do didmetro hidrodindmico médio das NPMs analisadas por DLS,
comparado média topografica em altura analisadas por MFA.

Interessantemente, as amostras de NPMs analisadas por microscopia
de forca atdbmica mostraram caracteristicas distintas com relagdo as suas
morfologias, agregagdo de material e grau de homogeneidade. Todas estas
possuem em tamanho médio da altura topografica das amostras menor do que
100 nm. Comparando ao didmetro hidrodindmico médio das mesmas na Figura
3, ha uma variagdo expressiva entre elas, que é justificado pela camada de
solvatagcao presente quando analisadas via DLS, enquanto aquelas analisadas

por MFA se encontram em ambiente seco.

1 B Diametro Hidrodinamico Médio
250 [ Altura Topografica Média

[72]
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Figura 14. Comparacdo entre as médias dos valores de didmetros hidrodindmicos
médio obtidos por espalhamento de luz dindmico e a média da altura topografica das
amostras obtidos por microscopia de forga atdbmica. As colunas de coloragao cinza,
mostram os didmetros hidrodindmicos médios das NPMs com e sem cobertura de
carboidratos. Ja as colunas brancas, mostram média da altura topografica das
mesmas. Quando comparados ao didmetro hidrodindmico médio e a média da altura
topografica, ha uma variagdo expressiva entre elas, que é justificado pela camada de
solvatagdo presente quando analisadas via DLS, enquanto aquelas analisadas por
MFA se encontram em ambiente seco.
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As imagens obtidas por microscopia de forga atébmica mostraram a
topografia em altura das amostras analisadas contendo as NPMs. Ficou
evidente que as NPMs com e sem cobertura com carboidrato apresentaram
caracteristicas morfolégicas distintas. As aglomeragbes dos nanomateriais se
destacaram em NPM-SC e principalmente em NPM-Mal, a qual mostrou
alomeracgao de particulas. Enquanto isso, as outras amostras NPM-Gal, NPM-
Gli e NPM-Sac mostraram um nivel de homogeneidade do material
consideravel. Em média, a altura média de todas as NPMs foram menores do
que 100 nm, contrariamente aos valores de diametro hidrodinamico
determinados, mas sendo justificado pela camada de solvatagado que ocorre no

mesmo.

4.6 Ensaio de toxicidade das NPMs em Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Saccharomyces cerevisiae

A partir das analises feitas e constatando os DH, Pdl, PZ e se ha a
presenca de carboidratos na superficie das nanoparticulas magnéticas, com os
espectros Raman obtidos, a avaliagdo de toxicidade da NPMs em
microrganismo foi realizada. O intuito dos testes de toxicidade foi avaliar se as
NPMs apresentavam alguma citotoxicidade sobre as bactérias e leveduras.
Sendo assim, uma resposta positiva ou negativa poderia informar sobre a
possibilidade de aplicacdo destes nanomateriais para o cultivo celular 3D de
microrganismos.

As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, bem como a
levedura Saccharomyces cerevisiae foram expostas as NPMs por 72 h, sendo
monitoradas visualmente a cada 24 h e suas respectivas microplacas foram
fotografadas.

Nenhuma das NPMs apresentou citotoxicidade expressiva contra os
organismos investigados nas diferentes concentragdes testadas. Na Figura 15
€ mostrada a placa contendo E. coli, na Figura 16 S. aureus e na Figura 17 S.
cerevisiae, sendo sempre em a) representando o dia inicial do CIM e em b) o
ultimo dia, contabilizando 72 horas de incubagdo dos microrganismos

associados as nanoparticulas com e sem cobertura com os carboidratos.
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As nanoparticulas magnéticas desenvolvidas e funcionalizadas com
moléculas como ATPS, PEG, ou até mesmo TEOS, possuem como finalidade
atingir niveis toxicos para E. coli e S. aureus e reduzir a sua populagdo, como
apresentado por DARWISH et al. (2015) e CHEN et al. (2012) funcionalizando
suas NPMs com carboximetilquitosana. Além disso, as concentragdes testadas
nos microrganismos foram cerca de quinze vezes menores do que a aqui foi
testada. Em contrapartida, foi demonstrado por AZEVEDO (2003) a néo
toxicidade destes tipos de nanomaterias para com leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae). Além disso as NPMs de maghemita e magnetita
sao consideraveis com baixissima toxicidade para células animais, sendo
utilizadas constamente como ferramentas biomédicas, assim mostrado por
DOBSON (2018) e GAO et al. (2014).

Quando testadas nos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Saccharomyces cerevisiae, em quatro concentragdes distintas abaixo
de 1 mM de equivalente em ferro, as NPMs com e sem cobertura com
carboidrato ndo apresentaram atividade citotoxica para os mesmos,
observando por inspegao visual. De certa forma, algumas NPMs sao descritas
como toxicas para bactérias, sendo estas com tamanhos bem menores do que
as obtidas neste estudo e com caracteristicas de SPIONs. Mas ao mesmo
tempo, magnetitas e maghemitas s&o estabelecidas como um tipo de
nanomaterial com uma carga citotéxica muito baixa. Ainda por cima, a
adsorcao dos carboidratos na superficie das amostras tende a corroborar essa
identidade das ferritas, bem como alegar a auséncia de toxicidade das
nanoparticulas.

Os resultados obtidos deste trabalho, como mencionado anteriormente,
indicam a presenca de magnetita e maghemita como populagdes presentes
nas amostras de NPMs sintetizdas. Isto infere na utilizacdo destas NPMs para
o cultivo 3D de bactérias e leveduras, ao mesmo tempo em que caso ocorra
associagdao com os microrganismos possibilitando a utilizagdo de dos campos
magnéticos gerados por imas de neodimio para o controle da formacao de

swarming e impressdo magnética.
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4.7 Formacgao de coldénias bacterianas apés a magnetizagao com NPMs

Apos a investigagao da possivel atividade citotéxica das NPMs com e
sem cobertura com carboidratos nas trés linhagens de microrganismos, e
evidenciado que nao ocorreu nenhuma interferéncia expressiva na viabilidade
das células, foi avaliado o potencial magnetizador de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus ap6s a adicdo de NPMs em meio de cultivo celular
liquido.

Na Figura 16 sao mostradas as microplacas com os microorganismos
E. coli e S. aureus os quais foram adicionados em triplicatas, e em seguida as
NPMs com e sem cobertura de carboidratos foram aplicadas. Apds a incubacao
por 2 h em incubadora bacteriolégica a 37°C e utilizando uma placa de acrilico
contendo imas de neodimio emitindo campos magnéticos que arrastam as
NPMs para o fundo, caracterizado por Holding, foi colocada embaixo da
microplaca contendo os microrganismos ja com o material adicionado sobre os
mesmos, levando-os para o fundo de cada pogo, como mostrado na Figura 18.

Na Figura 19, encontram-se seis placas Petri com a formacédo de
colénias individuais de Escherichia coli, apés a magnetizagdo com suas
respectivas NPMs e entdo semeadas em meio semissolido. Da esquerda para
a direita sdo as bactérias associadas com NPM-SC, NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-
Sac, NPM-Mal e Bac-SN (controle de bactérias sem a adicdo de
nanoparticulas). Ja na Figura 20, da-se a mesma sequéncia que anterior,

entretanto com a formagao de colbnias individuais de Staphylococcus aureus.
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NPM-SC
NPM-Gal
NPM-Gli
NPM-Sac
NPM-Mal
Bac-SN

NPM-SC
NPM-Gal
NPM-Gli
NPM-Sac
NPM-Mal
Bac-SN

Figura 18. Magnetizacdo de Escherichia coli e Staphylococcus aureus para unidades
formadoras de col6nias. Em (a) associagdo dos microrganismos com as NPMs, bem
como os controles ndo associados as particulas (Bac-SN). Ja em (b) representa a
magnetizacdo dos mesmos utilizando a placa de acrilico contendo os imas de
neodimio com campos magnéticos na forma de holding.
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Em todas as placas foi observado o crescimento das bactérias e a
respectiva formacao de coldnias apds a magnetizagdo das mesmas. O numero
total de colbnias contabilizadas pelo software ImagedJ foram convertidas em um
grafico de colunas representado pela Figura 21. Nela, € possivel observar que
0 numero de colbnias isoladas de S. aureus é maior do que as de E. coli apds a
magnetizacdo com NPM-Gal, NPM-Gli, NPM-Mal e BAC-SN. J& o contrario, ou
seja, o numero de unidades formadoras de col6nias isoladas formadas de E.
coli maiores do que as de S. aureus ocorre apos a magnetizagdo com SPM-SC
e NPM-Sac.

250

B Escherichia coli
d{ [ Staphylococcus aureus

200 -

150

100

Numero de coldnias isoladas

0 . | . .

NPM-SC NPM-Gal NPM-Gli NPM-Sac  NPM-Mal Bac-SN

Amostras

Figura 21. Contagem do numero de unidades foramadoras de colénias bacterianas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus formadas apdés a magnetizacdo com as
NPMs. Em preto, encontram-se as barras correspondentes aos numeros de colbnias
formadas por E. coli. Ja em cinza, encontram-se as barras correspondentes aos
numeros de colbnias formadas por S. aureus. Observa-se que o numero de colbnias
isoladas de S. aureus é maior do que as de E. coli apds a magnetizagdo com NPM-
Gal, NPM-Gli, NPM-Mal e BAC-SN. Ja o contrario, ou seja, o numero de unidades
formadoras de coldnias isoladas formadas de E. coli maiores do que as de S. aureus
ocorre apos a magnetizacdo com SPM-SC e NPM-Sac.

As nanoparticulas magnéticas ligadas aos microrganismos, vem sendo

utilizadas como métodos para a remediacao ambiental ou para ensaios com
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biosensores altamente sensiveis. Para tais aplicagdes, QIAO et al. (2017) e
KOEDRITH et al. (2014) funcionalizaram suas particulas com anticorpos
especificos para protéinas da membrana externa de E. coli. Isso torna o ensaio,
bem como essas aplicagdes, dispendiciosas e bastante onerosas. Quando
comparado as NPMs recobertas com carboidratos desenvolvidas neste
trabalho, assim como as suas magnetizagbes sobre o0s microrganismos
estudados, torna-se uma abordagem mais barata e alternativa para a pesquisa.

A magnetizacdo dos microrganismos com as NPMs com e sem
cobertura de carboidratos mostrou a diferenca da capacidade de associacao
das mesmas com as duas espécies de bactérias. As nanoparticulas NPM-Gal e
NPM-GIi foram aquelas que indicaram ser o tipo de material que conseguiu se
associar com a E. coli, arrastando para o fundo do po¢o apds a aplicacdo do
campo magnético gerado pelo ima de neodimio na placa de acrilico. Quando
avaliada a bactéria S. aureus, foi observado que nao houve arraste magnético
similar dos microrganismos expostos as NPMs recobertas ou n&o com
carboidratos, quando comparados com o ocorrido em E. coli.

A compilacédo de resultados apresentados neste experimento de
magnetizacdo dos dois microrganismos para avaliar o numero e a formacgao de
colénias isoladas, mostrou que os diferentes nanomateriais sintetizados
apresentam respostas distintas. Com isso, foi mostrado que além de tenderem
a se associarem diferentemente com relagdo ao carboidrato adicionado a

superficie das NPMs, ocorre uma preferéncia para com a E. coli.

4.8 Avaliagao da formacao de Swarming bacteriano ap6s a exposigdo com
NPMs

O comportamento dos microrganismos para a formagao do swarming
varia desde o método aplicado, como também o ambiente em que se encontra
a bactéria. No presente ensaio, E. coli e S. aureus foram submetidas a
magnetizacdo apos associagdes com as NPMs e submetidas a trés tipos de
campos magneéticos formados por imas de neodimio, denominados por Ring,

Spheroid e Holding.
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Durante dez dias consecutivos, as microplacas contendo as gotas
referentes a cada microrganismo com suas respectivas NPMs associada foram
fotografadas. De todas as microplacas observados, verificou-se que para S.
aureus a metodologia nao foi eficiente, configurando na formacao de swarming
normal em todas as particulas associadas, bem como o controle sem a adicéo
de nanomaterial, representado pela Figura 22. Além disso, mesmo com 0 meio
de cultivo rachado na microplaca referente ao campo Spheroid, nado houve
interferéncia no crescimento dos microrganismos.

Por outro lado, quando visualizada a Figura 23, pode-se identificar que
dos trés modos de magnetizagdo por influéncias do campo magnético
promovido pelo ima de neodimio, a E. coli associada com a NPM-GIli em
Holding resultou numa menor formagdo de swarming quando comparada as
condi¢cbes experimentais dessa bactéria associada aos outros nanomateriais,
bem como aquela que ndo possui associagdo com alguma nanoparticula.
Assim sendo, esta NPM-Gli permitiu modular o desenvolvimento e
comportamento da E. coli.

Para poder garantir a umidade das microplacas contendo os
microrganismos, as mesmas foram envolvidas com parafilme (inicialmente) e
trocadas durantes os primeiros dias. Por conta do desgaste facil do material
utilizado, foi escolhido o plastico filme para envolver as placas, garantindo

assim uma melhor manutencao da umidade destas.
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As nanoparticulas magnéticas, que possuem funcionalizagdo ou nao
com alguma mdlecula e que seja aplicada ao cultivo tridimensional de células,
vém sendo aplicadas sumariamente para o desenvolvimento de organoides
celulares e também como miméticos tumorais, como JAGANATHAN et al.
(2014) demonstra em seu trabalho. Além disso, ha a estratégia da
bioimpressdo magnéticas de células humanas, utilizando estas NPMs, segundo
SOUZA et al. (2017). Como ha uma oportunidade nesse caminho de
associagao destas nanoparticulas com diferentes células, a proposta e
execucdo da mesma apresentada neste trabalho, tornou-se uma alternativa
para o cultivo de microrganismos.

Com a modulagdo da formacado de swarming em E. coli a partir da
associacdo da mesma com NPMs revestidas com glicose (NPM-Gli) e
posteriormente submetidas ao campo magnético Holding gerados pelos imas
de neodimio, mostra-se a possibilidade de magnetizagdo deste microrganismo
para distintos estudos. Com isso, a formacado de biofiime pode ser alterada
para mais ou para menos, tendo que as bactérias se encontram mais proximas,
podendo ocasionar em feedback positivos ou negativos. Isso abre portas para
que ensaios para que esta metodologia seja uma nova ferramenta para
avaliacdo e teste de novos farmacos, ensaios para viabilidade e resisténcia
bacteriana a medicamentos existentes.

Durantes os processos de magnetizagao das bactérias, destacaram-se
alguns aspectos especificos em cada NPM e as respostas de ambos
microrganismos para com as mesmas. No primeiro momento, apds a adigcao
das NPMs em E. coli e S. aureus, e atragao magnética das mesmas utilizando
uma placa contendo imas de neodimio com campo magneético do tipo Holding,
a formacao de colbnias isoladas indicou que houve uma maior interagao de
NPM-Gal, NPM-Gli e NPM-Sac com a bactéria Gram negativa do que com a
Gram positiva. Além disso, pode-se dizer que ocorreu uma selegao de
microrganismo por conta do recobrimento das NPMs com carboidratos
distintos. No segundo momento, foi realizado a modulagdo da formagédo de
swarming de ambas as bactérias com a associagdo das NPMs e submetidas a
trés diferentes campos magnéticos gerados por imas de neodimio,
denominados por Ring, Spheroid e Holding. Com as microplacas fotografadas,

constatou-se que a NPM-GIi associada a E. coli e submetida ao ima com o
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campo magnético Holding, modulou a formagdo do swarming deste
microrganismo e concentrando 0s mesmos por mais tempo em um

determinado ponto, quando comparado com todas a outras condigdes.
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5. CONCLUSOES

A sintese quimica das NPMs pelo método de copreciptagao alcalina e
posteriormente a adigdo dos carboidratos galactose, glicose, sacarose e
maltose para a cobertura das mesmas, acarretou na formagdo de
nanoparticulas com diferentes DH, Pdl e PZ.

A adesdo por adsorcdo dos carboidratos na superficie das NPMs pode
ter ocorrido, justamente por ter sido encontrado a modulagdo dos espectros
Raman correspondentes das amostras, quando comparado aquela em que nao
houve a cobertura. Além disso, pelo ensaio de Benedict’s, foi identificado em
na sintese de NPM-Mal, a maltose se encontra na suspensc¢ao da solugao e
nao aderido a nanoparticulas.

Com a relacdo ao potencial citotéxico das NPMs com e sem a
cobertura dos carboidratos sobre os microrganismos Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae, em nenhuma
concentracao estudad foi identificada a suceptibilidade as mesmas.

Os ensaios de magnetizagdo dos microrganismos com as NPMs com e
sem cobertura de carboidratos, mostraram que houve uma maior associacao
das NPM-Gal e NPM-GIli com a E. coli, que € corroborado no ensaio para a
contagem de unidades formadoras de colbnias.

A modulagao da formagao do swarming de E. coli foi identificado apds
a associagao das mesmas com as NPM-Gli, quando colocadas sobre um iméa
com campo magnético do tipo Holding.

Em virtude do apresentado neste trabalho, a utilizacdo de NPMs
modificadas com carboidratos em microrganismos plancténicos, como a
Escherichia coli, a fim de modular a formagdo de swarming e
consequentemente a indugao de biofilme bacteriano, torna-se uma ferramenta
util para avaliacao e teste de novos farmacos, resisténcia e principalmente para
a validacao de ensaios 3D com bactérias, como a bioimpressdo magnética de

microrganismos.
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