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RESUMO

Esta tese teve como objetivo o desenvolvimento de fluidos imprimiveis
bioinspirados em mecanismos de iridescéncia de peixes do género Paracheirodon,
endémico da Bacia Amazonica, para impressao por tecnologia de Drop-on-Demand
(DoD), utilizando-se uma impressora de materiais. A iridescéncia da faixa lateral
desses peixes apresenta variacdo de cor em funcdo de estimulos que provocam
mudancas na distribuicdo de nanoestruturas presentes em células iridoforas,
identificadas como cristais de guanina. Foram realizados experimentos envolvendo
estudo comportamental e de andlise da banda lateral dos peixes alimentados com
nauplios de artémias salinas utilizadas para vetorizacdo de farmacos com atividade
neuroldgica, inicialmente a Olanzapina. Apesar da literatura apontar como causa da
variacdo de cor da faixa lateral desses peixes as variacdes de distancia entre os
planos cristalinos da guanina devido a variagdo da pressdo osmoética no interior dos
iridoforos em funcdo da abertura e fechamento de canais ibnicos, imagens de
microscopia de forca atbmica e do comportamento da cor nos experimentos e apos
Obito do animal mostraram que ha indicios de que o a causa da cor parece estra
associada a mecanismos de ordem-desordem dos cristais de guanina atuando como
cristais fotdnicos. Com base nesta observavel, o principal objetivo deste trabalho foi a
otimizacao de fluidos a base de guanina, para cristalizacdo apos impressao camada
por camada (LbL, layer-by-layer) por tecnologia DoD. Tentou-se cultivar as células
iridéforas de peixes da espécie Paracheirodon axelrodi, iniciando-se com a
dissociacao celular da sua faixa lateral, e foi constatada a complexidade para o cultivo
das células iridéforas utilizando-se uma incubadora de CO2. Com as dificuldades do
cultivo das células para utilizacdo em fluidos imprimiveis, decidiu-se o0
desenvolvimento de fluidos bioinspirados no mecanismo de iridescéncia desses
peixes. Para isso, foram estabelecidas as condi¢des ideais para a composi¢cao de um
fluido transportador de ndcleos de cristalizacdo de guanina, otimizado pela avaliacao
das suas coordenadas em relacéo a regido de imprimibilidade, através do calculo de
parametros de microfluidica, como os Numeros de Reynolds (Re), Weber (We) e
Ohnesorge (Oh), definindo-se parametros de impresséao a partir do monitoramento de
imagens de formacao das gotas por caAmera estroboscépica drop watcher, embarcada
na impressora DoD. A partir de guanina comercial em pé, foram sintetizados e
caracterizados por MEV e DRX microcristais de guanina, e os menores filtrados foram
utilizados como parte ativa na composicdo do fluido a ser impresso, ajustado com
monoetilenoglicol (MEG). Os filmes impressos tiveram 0s cristais crescidos em
processo pos-impressao, apresentando iridescéncia.

Palavras-chave: Guanina. Bioinspiracéo. Impresséo DoD de Materiais.



ABSTRACT

This thesis aimed at the development of printable fluids bioinspired in
mechanisms of Iridescence of fishes from the Paracheirodon genus, endemic of the
Amazon Basin, for printing by Drop-on-Demand (DoD) technology, using a material
printer. The iridescence of the lateral band of these fishes presents color variation as
a function of stimuli that cause changes in the distribution of nanostructures present in
iridophore cells, identified as guanine crystals. Experiments were performed involving
a behavioral study and analysis of the lateral band of fish fed with nauplii of saline
artermias used for vectorization of drugs with neurological activity, initially olanzapine.
Although the literature points out as the cause of the color variation of the lateral band
of these fish the variations of distance between the crystalline planes of guanine due
to the variation of osmotic pressure inside the iridophores as a function of the opening
and closing of ionic channels, images of atomic force microscopy and the behavior of
color in the experiments and after death of the animal showed that there are indications
that the cause of color seems to be associated with an order-disorder mechanisms of
guanine crystals acting as photonic crystals. Based on this observation, the main
objective of this work was the optimization of a guanine-based fluid for crystallization
after the printing layer-by-layer (LbL, layer-by-layer) by DoD technology. An effort was
made to cultivate the iridophore cells of fish of the Paracheirodon axelrodi species,
starting with the cell dissociation of its lateral band, and the complexity for the
cultivation of iridophore cells using a CO:2 incubator was verified. Due to the difficulties
of cell culture for use in printable fluids, it was decided to develop fluids bioinspired in
the iridescence mechanism of these fish. For this purpose, the ideal conditions were
established for the composition of a fluid carrier of guanine crystallization nuclei,
optimized by the evaluation of its coordinates concerning the printability region,
through the calculation of microfluidic parameters, such as the Reynolds (Re), Weber
(We) and Ohnesorge (Oh) numbers, defining print parameters from the monitoring of
the droplet formation images by Drop Watcher stroboscopic camera, embedded in the
DoD printer. From commercial guanine powder, it was synthesized and characterized
by MEV and DRX microcrystals of guanine, and the smallest ones were filtered and
used as an active part in the composition of the fluid to be printed, adjusted with
monoethylene glycol (MEG). The printed films had the crystals grown in a post-printing
process, showing iridescence.

Keywords: Guanine. Bioinspiration. DoD Materials Printing
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1 INTRODUCAO

A Dbioinspiracdo procura um conjunto de solu¢cdes que se parecam ou
contenham elementos que resultaram da evolugcéo biolégica das espécies e que
permitam otimizar solu¢des inovadoras para os problemas em questao, de forma mais
ampla que a biomimética, que trata da replicacdo exata de processos biolégicos.

Processos e materiais bioinspirados vém sendo incorporados cada vez mais
em novas tecnologias, e como a evolucdo das espécies bioldgicas resultou em um
alto nivel de otimizacdo da eficiéncia para cada meio, inclusive para se garantir
sobrevivéncia até em ambiente muito hostis, como no caso dos organismos
extremdfilos, a inspiragdo na natureza pode resultar em um salto tecnoldgico, previsto
na atual onda de inovacéo tecnoldgica.

Atualmente estamos vivendo a quarta revolugédo industrial, conhecida por
Industria 4.0, caracterizada por “fabricas inteligentes" com estruturas modulares,
incluindo conceitos como o de “manufatura aditiva” (AM) e Internet das Coisas (loT),
mas do ponto de vista das tecnologias envolvidas nessas revolucdes, estamos na
sexta onda de inovacéo tecnologica. As ondas de inovacao descritas atualmente
originaram- se de ciclos propostos em 1922 pelo economista russo Nikolai Kondratiev,
na época vistos com periodos de mesma largura temporal, em torno de 50 anos
(Figura 1).

Numa visdo mais atual, percebe-se que as ondas de inovacao estdo com ciclos
temporais cada vez mais curtos, e neste ano de 2020 estamos chegando no apice de
um ciclo de inovacdo pautado pela sustentabilidade, envolvendo tecnologias limpas,
biomimética e de forma mais ampla, bioinspiracdo, com vistas a um crescimento

sustentavel. Trata-se da 62 Onda de Inovacao, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 1- Ciclos de Kondratiev
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Fonte: The Natural Edge Project - The Natural Advantage of Nations (Vol.1): Business
Opportunities, Innovation and Governance in the 21th Century.

Figura 2— Ondas de Inovacgéo

ONDAS DE INOVAGAO

\  Sustainability
i Radical resource
I productivity

Innovation

\_ Commerce £ The Natural Edge Project 2004
>

1785 1845 1900 1950 1990 2020
Fonte: The Natural Edge Project.

O presente trabalho, executado no Laboratério LandFoton do Grupo de
Arquitetura de Nanodispositivos Fotonicos e Bioinspirados da UFPE, une duas linhas
de pesquisa prioritarias do Grupo, em fase com essa sexta onda de inovacédo: a de
Impresséo de Materiais Complexos (Printrénica), na linha de manufatura aditiva, e a
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linha de Materiais Bioinspirados, que vem resultado no depoésito de patentes de
dispositivos bioinspirados, produtos e processos fruto de bioinspiracdo em espécies
vegetais endémicas da Caatinga, unico bioma 100% brasileiro, e animais da nossa
biodiversidade. A maior motivacéo para se inserir nesta sexta onda de inovagao vem
do fato do Brasil ser um dos 17 paises considerados “megadiversos”, abrigando
aproximadamente 20% de todas as espécies animais e vegetais do planeta, sendo

considerado o pais com a maior quantidade de espécies endémicas.

Véarios exemplos recentes de trabalhos envolvendo tecnologias bioinspiradas
desenvolvidos no laboratério LandFoton-DQF/UFPE, e que resultaram em patentes
de produtos e processos do nosso Grupo de Pesquisas, podem ser citados, como a
patente depositada em 2019 de um recobrimento antibacteriano que alia
nanoparticulas de prata e superficies super-hidrofébicas bioinspiradas em plantas de
nossa biodiversidade, que reduzem a formacédo de placas bacterianas (biofilmes),
patente BR10201901483, fruto da integracdo de trabalhos de quatro estudantes
orientadas no Grupo, ou a patente depositada em 2018, de um Filme Bioinspirado em
Superficies Hidrofébicas para Medida de Salinidade em func&o de Angulo de Contato,
de nimero BR10201801710, fruto da dissertacdo de Felipe Sousa (2017) também
desenvolvida no Grupo, cuja dissertacdo de mestrado descreve a obtencao de filmes
super-hidrofébicos por soft litography tipo lift-off, utilizando como biotemplates as
nano- e microestruturas presentes tanto nas superficies das folhas de espécies
vegetais endémicas da Caatinga quanto na Colocasia esculenta ‘black magic’, tipica
de regibes tropicais. As hierarguias micro- e nanométricas reproduzidas em materiais
poliméricos resultaram em um dispositivo para medida de salinidade de agua potavel
a partir da observacdo do angulo de contato de uma gota da agua analisada sobre
essa superficie bioinspirada, e deu origem a um projeto do Edital CENTELHA
(Facepe), atualmente selecionado para a terceira e Ultima fase, com vistas a producéo
do dispositivo a ser monitorado por camera de smartphone.

O “biomolde” utilizado no desenvolvimento do dispositivo bioinspirado é
mostrado na figura 3, que evidencia a hierarquia das bioestruturas, responsavel pela
propriedade explorada, a super-hidrofobicidade, e que bioinspirou o dispositivo

patenteado.
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Figura 3— Colocasia esculenta ‘black magic’ em diferentes estagios de maturagao, e respectivas
micrografias (MEV Shimadzu SS-550)

Fonte: Felipe Sousa; 2017.

O grupo também tem um software depositado no INPI para producdo de
biotemplates digitais, para impressao por processo de manufatura aditiva camada por
camada (LbL) de superficies bioinspiradas, fruto de dois trabalhos do grupo, o de
doutorado de Rosely Queiroz, e o do mestrado defendido por Elibe Souza, para
producao de filmes bactericidas super-hidrofobicos. A funcdo do software registrado
no INPI (512018001308-2), chamado TopoSlicer, € de substituir a técnica de lift-off
pela impresséo Drop-on-Demand (DoD) de fluidos funcionais, a partir da converséo
de imagens de microscopia em um conjunto de camadas separadas por cotas para
impressao 3D em impressoras 2D de materiais.

Nos dois depdsitos de patentes mais recentes temos em 2020 o “Dispositivo
pré- concentrador com parte ativa viva para analise de tracos de micropoluentes em
agua” patente BR102020003546-0 de Sueli Tavares Silva, que explora a capacidade

filtradora ndo seletiva do microcrustaceo artémia, e a propria patente fruto dos



19

trabalhos da presente tese “Recobrimento iridescente imprimivel contendo guanina
cristalizada e respectivo processo de preparagado”, BR1020200036033 (Silva e Santa-
Cruz, 2020).

A bioinspiragdo também pode ocorrer pela observacdo de estruturas
macroscopicas, para inspiracdo de pecas com design com melhor funcionalidade, ou
mesmo para novos projetos de design mecanico, como nas famosas invenc¢des de
Leonardo da Vinci, por exemplo as “maquinas voadoras” inspiradas em passaros.

O trabalho G V Lauder et al (2011) traz um breve resumo dos principais
aspectos da biomecéanica dos peixes, explorados em bioinspiragdo: a mecanica dos
raios da nadadeira dos peixes, e a funcao de modelos de natacéo ondulatérios simples

gue variam entre a rigidez e a flexibilidade (figura 04).

Figura 4— Mostra o material inteligente em bioinspirados na mecénica dos raios da nadadeira do
peixe

Raios dorsais

Fonte: Adaptado de G V Lauder et al., 2011.

Borboletas do género Morpho, endémicas das florestas tropicais brasileiras,
bioinspirou a industria de cosméticos L'Oréal Paris para o desenvolvimento do
primeiro produto bioinspirado na iridescéncia de animais, desenvolvendo a linha de
cosméticos LUCI, sem nenhum pigmento quimico. A cor azul é de natureza fisica,

resultante da interferéncia construtiva de material bioinspirado em nanoestruturas
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presentes nas asas iridescentes das borboletas Morpho, (Figura 5a). A auséncia de
cromoforos no cosmeético diminui consideravelmente a ocorréncia de alergias. As
figuras 5b e 5¢ mostram a hierarquia das estruturas, e a direita, a maquiagem
bioinspirada na borboleta, aplicada.

Figura 5— Borboleta do género Morpho (a), Micrografias das estruturas foténicas (b, c). A direita, a
sombra bioinspirada (linha LUCI) aplicada em modelo

Fonte: Adaptado da L Oréal.

As descricdes cientificas mais antigas de cores estruturais foram
provavelmente as escritas por Hooke em 1665 em Micrograpia e ha quinze anos
republicadas (Hooke, 2003). As cores mais brilhantes da natureza ndo estéao
associadas a pigmentos, mas sdo produzidas pela interagcdo da luz com materiais
estruturados, sendo cores estruturais, originadas nos seguintes cinco processos
opticos fundamentais e suas combinagdes: interferéncia de filme fino, interferéncia
multicamada, efeito de grade de difracdo, cristais fotbnicos e dispersdo de luz
(Kinoshita e Yoshioka, 2005).

Do ponto de vista evolutivo, as cores biogénicas estruturais evoluiram
paralelamente a pigmentacdo, e muitos animais apresentam uma combinacédo das
duas nas suas coloragdes (Land, M. 1972; A. R. Parker, 2000; Prum R.O, 2006; Fox,



21

D. L. 1953). A presenca de cores estruturais ocorre em organismos de todos 0s reinos.
Animais e plantas usam para diversos fins, como comunicagéo, termorregulacao,
aprimoramento da visdo, camuflagem e protecao.

Muitos animais desenvolveram estratégias independentemente para produzir
cores estruturais usando matrizes 2D ou 3D de vérios materiais, incluindo a quitina e
fibras de celulose, calcita, e cristais de guanina. (Doucet e Meadows 2009; Stuart-Fox
e Moussalli 2009). Como exemplos como em aves (Hill et al., 2006), répteis como o
camaledo (Teyssier et al. 2015; Or Berger et al. 2016), artropodes representado por
copépodos, caranguejos e aranhas (Dvir Gur et al. 2015; Kate D. L. Umbers et al.
2014), moluscos (Land, 1966), peixes (Denton e Lande, 1971; Ortmann et al., 2008;
Gur et al., 2013), e em frutas como exemplo a fruta Pollia condensata (Vignolini et al.
2012).

Essas espécies possuem estruturas de multicamadas com dimensdes que
variam de nano, micro a macro, caracteristicas de materiais bioloégicos, que
desempenham um papel importante na obtencéo de integridade estrutural e funcional
(BAR-COHEN, 2006).

No presente trabalho, colabora¢gdes com Dra. Daniela Nadvorny, na ocasiédo de
seu estagio pos-doutoral no grupo, incluiram ferramentas computacionais para
avaliacdo de cristais de guanina, estruturas presentes em iridéforos de peixes do
género Paracheirodon, visando o desenvolvimento de fluidos funcionais para
impressao materiais bioinspirados, por tecnologia Drop-on-Demand (DoD) de
materiais, utilizada neste Grupo de Pesquisas.

A tentativa de preparacédo de fluidos imprimiveis com materiais biologicos foi a
tentativa mais ousada dentro esta area do grupo, que denominamos de Printrénica de
fluidos funcionais, e constituiu a primeira tentativa de bioinspiragcéo deste trabalho.

Uma ferramenta que podemos utilizar atualmente sdo os métodos
computacionais de dinamica molecular, que surgem como uma alternativa na
compreensao de diversos comportamentos fisico-quimicos. Valores de energia dos
orbitais de fronteira HOMO (orbital molecular ocupado de maior energia) e LUMO
(orbital molecular desocupado de menor energia) e diferenca de energia entre eles
(gap) desempenham um papel relevante na determinacdo de suas propriedades

Opticas, bem como indicam estabilidade quimica (Kessentini et al., 2018).

A energia EHOMO esté relacionada ao caréater elétron-doador de um composto
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enguanto a energia do ELUMO se refere o caréater elétron-aceitador. Desta forma,
duas importantes caracteristicas podem ser observadas: quanto maior EHOMO, maior
a capacidade elétron-doadora, e quanto menor ELUMO, menor sera a resisténcia para
aceitar elétrons. Estes parametros podem ser obtidos através de métodos
computacionais como DFT, por exemplo. Neste contexto, calculos de estrutura
eletronica e de dindmica molecular foram realizados a titulo de melhor entendermos o
comportamento molecular da guanina inserida nas células iridoforas, e os primeiros

resultados sé&o apresentados no ANEXO II.

A presente tese envolve o estudo de espécie animal endémica do Brasil, o peixe
Paracheirodon axelrodi (Schultz, 1956), da bacia amazbnica, com vistas ao
desenvolvimento  futuro de dispositivos bioinspirados em sua linha lateral
nanoestruturada, que resulta em iridescéncia tipica das espécies de peixes desse
género (Paracheirodon innesi, Paracheirodon simulans e Paracheirodon axelrodi),
todos criados no Biotério de Espécies Nanoestruturadas (BEN-DQF/UFPE) do nosso
Grupo, consolidado apés expedi¢cdo organizada com recursos da Rede Nanobiotec
Brasil (CAPES) onde foram observadas as condi¢cdes ambientais dos igarapés em que
esses peixes habitam. Um documentario esta a disposicdo em
https://youtu.be/LyNuC_yOrDs e também na pagina do biotério: http://ben-

ufpe.blogspot.com/ .

A implementacdo do Biotério e os primeiros estudos foram realizados em
colaboracédo, durante o estagio pos-doutoral do Dr. José Lucio Bezerra Junior no
Grupo, e estudos comportamentais e associacdo de imageamento por RNM foram
confrontados avaliadas em conjunto com imagens de AFM, e como perspectivas serao
posteriormente confrontadas a crio-microscopia eletrbnica de transmissdo para
confirmacdo de novo mecanismo proposto, para servir de bioinspiracdo de

dispositivos futuros, em particular para uso em monitoramento ambiental.

O estudo de nanoestruturas da faixa lateral de peixes do género Paracheirodon,
aqui representados pela espécie Paracheirodon axelrodi, endémico da regido
amazonica, tem como objetivo se analisar a viabilidade de preparacdo de fluidos
bioinspirados para impressdo de material iridescente via processo Drop on Demand
(DoD), aliando as duas linhas prioritarias de pesquisa do Grupo GrandFoton (Grupo

de Arquitetura de Nanodispositivos Fotonicos e Bioinspirados, Diretério de Grupos de
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Pesquisa do Brasil, CNPq): a bioinspiracdo e a printrdnica, dando origem a
“Printrénica Bioinspirada”.

Pretende-se também avaliar o comportamento das nanoestruturas deste peixe
através de sua iridescéncia em funcéo de nanocontaminantes, e analisar a linha lateral
através de técnicas ainda ndo exploradas na literatura, como o imageamento por
RMN, na tentativa de contribuir com nova proposta de mecanismo do comportamento
da iridescéncia envolvendo as células iridéforas do peixe, em funcédo de parametros
de ordem-desordem, que explicaria 0 comportamento observado da nanoestrutura
apos 6bito. Além disso, pretende-se uma analise comportamental do peixe com base
na deteccdo de nado erratico em caso de danos neurolégicos causados por
nanocontaminantes, e a correlacdo com a mudanca de cor da faixa lateral. Esses
dados serao utilizados para avaliagao da viabilidade de futuros dispositivos baseados
no mecanismo de iridescéncia desses peixes, com vistas a dispositivos imprimiveis
bioinspirados, com vistas as perspectivas de continuidade desse trabalho.

A bioinspiracdo é nitidamente subexplorada pela comunidade cientifica de um
pais com a biodiversidade do Brasil, para desenvolvimento de novos produtos e
processos unindo a Ciéncia dos Materiais com a Biologia, e € neste contexto que este
projeto de doutorado se inseriu, aliando a ele minha formagédo em Ciéncias Bioldgicas

a Pés-graduacao em Ciéncia de Materiais.
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2 OBJETIVOS

v

Desenvolver fluidos imprimiveis bioinspirados, baseados no mecanismo de
iridescéncia observada no peixe Paracheirodon axelrodi, com parametros de
microfluidica otimizados para impressao Drop-on-Demand, como prova de
conceito para desenvolvimento de dispositivos visuais bioinspirados.

Os objetivos especificos

v

Realizar a cristalizagdo da guanina a partir de solu¢des aquosas, utilizando
um acido e uma base, inspirando-se nos cristais das nanoestruturas

presentes nas células iridéforas do peixe Paracheirodon axelrodi;

Caracterizar os cristais de guanina através de Microscopia Optica,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difragdo de Raios-X (DRX).

Desenvolver fluidos imprimiveis a partir de guanina comercial, com
monitoramento dos parametros de impressao - Numeros de Reynolds (Re),
Weber (We) e Ohnesorge (Oh), e imagens de formacdo das gotas pela

camera Drop Watcher embarcada na impressora DoD;

Implementar sistema para cultivar células irid6foras do peixe Paracheirodon
axelrodi em incubadora de CO2, para serem incorporadas em fluidos
imprimiveis, em paralelo com a impressdo de cristais de guanina que

constituem as nanoestruturas integrantes destas células;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 LUZE CORES

A luz é a estreita faixa visivel do espectro de radiacédo eletromagnética. As
ondas eletromagnéticas sao caracterizadas pela frequéncia e o comprimento de onda,
inversamente proporcional a ela (Mendham et al. 2008), e cada intervalo de
comprimento de onda na regido visivel estd associado a uma faixa de cor espectral.
Em ordem crescente de comprimento de onda, vai do violeta, passando pelo azul,
ciano, verde, amarelo, alaranjado e vermelho. Ha cores n&o-espectrais,
caracterizadas pela sintese aditiva de cores espectrais: 0 magenta, por exemplo, é
resultado da sintese aditiva de cores-luz vermelha e azul, ndo havendo comprimento
de onda algum que a represente, por ser ndo- espectral.

A luz, quantizada na forma de fétons, € absorvida por células (cones e
bastonetes) no fundo do olho (retina), promovendo rea¢cdes quimicas que resultam na
geracdo de elétrons conduzidos pelo nervo éptico ao cortex visual.

A rigor, a cor € uma sensacao produzida pelo cérebro, resultado de tristimulus.
Séo estimulos produzidos por trés tipos de cones, diferenciados pela faixa de radiagcéo
gue detecta. A intensidade relativa da excitacdo dessas trés células, com maximo de
sensibilidade associada as cores consideradas primarias em luz (vermelho-verde-
azul), nos da a sensacao de cor.

Algumas das cores mais brilhantes da natureza séo produzidas pela interacao
da luz com materiais estruturados, causando reflexdo ou espalhamento de luz
seletivas. O uso dessas cores estruturais biogénicas evoluiu paralelamente a
pigmentacdo e muitos animais usam uma combinacdo das duas para produzir a
coloracdo, através de células iridoforas, cuja cor por iridescéncia (interferéncia
construtiva ou destrutiva da luz, que da a seletividade da cor refletida) é resultado de
sintese aditiva da luz, e células croméforas, que resulta em cores causadas por
sintese subtrativa, por absor¢cdo de parte do espectro visivel. As cores estruturais
(iridescentes, geralmente de aspecto metalico) sdo encontradas em varios grupos
taxondmicos de animais, como artrépodes, moluscos, peixes, aves, répteis e podendo
ser usadas para diversos fins, como comunicagdo, aprimoramento da visdo e

camuflagem (Lythgoe e Shand 1982).
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3.2 ESTRUTURAS FOTONICAS

A visdo e as interacfes luz-matéria desempenharam um papel crucial no
desenvolvimento de cor estrutural em varios organismos. As estratégias exclusivas de
manipulacdo de luz empregadas por varios organismos levaram ao desenvolvimento
da coloracao de predadores e presas e das comunicag¢des visuais que determinam as
preferéncias de acasalamento. A cor estrutural € formada por arquiteturas
hierarquicas multiescala, altamente sofisticadas (Sirimuvva et al 2017).

As surpreendentes cores estruturais observadas em materiais naturais e
biolégicos sdo consequéncia da interferéncia, difracdo ou reflexdo seletiva da luz em
cristais fotonicos, foco deste trabalho. Os cristais fotbnicos séo estruturas dielétricas
periddicas (com dimensfes da ordem do comprimento de onda da luz) que exibem
um intervalo de banda fotonica, proibindo a propagacéo da luz de certas frequéncias.

O intervalo de banda dos cristais fotonicos depende da orientacdo da
propagacao da luz no cristal, muitas vezes quantificado pelo espaco reciproco da rede
e correspondente aos picos de reflexdo da luz, causando a iridescéncia (Pavarini et
al., 2005).

Os cristais fotbnicos podem ser classificados em cristais fotonicos
unidimensionais (1D), bidimensionais (2D) ou tridimensionais (3D), dependendo da
orientacao e da disposicéo periddica dos materiais dielétricos em relacdo a direcdo da
propagacdo da luz. Os cristais fotbnicos 2D naturais fornecem coloracdo a varios
animais marinhos e passaros (Zi et al., 2003; Lee et al., 2012; Yoshioka et al., 2011),
enquanto os cristais fotbnicos 3D sdo mais comumente encontrados em insetos.
(Pavarini et al., 2005, Saranathan et al., 2010; Parker, et al., 2003; Galusha, et al.,
2010).

O reflexo da luz nos limites superior e inferior (interfaces) de um filme fino
resulta em interferéncia construtiva ou destrutiva de luz em certos comprimentos de
onda, dependendo da espessura do filme. A formagao de cores estruturais na maioria
dos sistemas biologicos decorre da disposicdo espacial alternada de materiais
dielétricos de indice de refracdo baixo e alto. Por exemplo, nas borboletas do género
Morpho, as estruturas foténicas formam discretas multicamadas de cuticula e vazios,
resultando em uma visibilidade a longa distancia de suas cores estruturais (Vukusic et
al. 1999; Kesong e Lei, 2011; Qingsong et al., 2016).
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A cor estrutural ocorre devido a presenca de estruturas lamelares nos cristais
gue oferecem uma forte reflexdo em uma determinada faixa de comprimento de onda,
resultando em um reflexo difuso e amplo de uma cor uniforme (Kinoshita et al., 2002).
A origem da coloracéo verde-clara nas escalas de asa do Papilio palinurus (Fabricius,
1787) é devido a modulacdo de mistura de cor dupla imposta as multicamadas pela
justaposicao das regides planas e inclinadas entre as concavidades (Vukusic et al.,
2000). Este tipo de média espacial em cores também foi observado nos besouros
(Sharma et al., 2009).

O caso mais simples de cor estrutural surge de interferéncias de filme fino.
Quando uma onda plana é incidente sobre uma pelicula fina de espessura d e indice
de refragcdo nb em um angulo de refracdo Or, entdo as ondas refletidas nas duas
interfaces interferem, e a condic¢éo para a interferéncia construtiva do comprimento de

onda incidente A é dada por:

2nb d cos 6r = mA,

onde m € um inteiro ou meio inteiro, dependendo se o filme fino esta ligado a um
material de alto indice de refracdo (Kinoshita et al., 2008). Isso sugere que, & medida
gue o angulo de incidéncia aumenta, o comprimento de onda correspondente a
reflexdo maxima muda para um comprimento de onda mais curto, que € uma
caracteristica da cor estrutural e mudanca de cor associada ao angulo de visao.

A interferéncia multicamada é um fendbmeno causado por camadas finas de
indices de refracdo altos e baixos empilhados em uma forma periddica com uma
espessura fisica na ordem do cumprimento de onda da luz. Considere duas camadas,
A e B, com espessuras dA e dB e indices de refraccdo nA e nb. QuandonA>nB, a
condicao para a interferéncia construtiva é dada por:

2(nA dA cos 6A + nb dB cos 6B) = mA,

com o angulo de refragdo nas camadas A e B dado por 6A e 6B (Kinoshita et al.,
2008). Embora esta seja uma versdao simplificada da compreensdo da reflexao
multicamada, a reflectividade e a transmitancia de uma multicamada com indices e

espessuras de refracdo arbitrarias e sem periodicidade podem ser calculadas pelo
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método da matriz de transferéncia (Kinoshita e Yoshioka, 2005a; 2005b).

Este fendbmeno é responsavel pelas brilhantes cores iridescentes produzidas
em estruturas naturais, observadas nos peixes do género Paracheirodon aqui
estudados, borboletas do género Morpho, ordem copépodos, género Sapphirina
(machos), besouros Plateumaris sericea (Linné,1758), Calloodes grayanus de cor
verde, Parotis “Ave do paraiso”, Parotia lawesii Vieillot, 1816 e no fruto Pollia
condensata (Wilts et al., 2014; Gur et al., 2015; Yoshioka et al., 2011; Kinoshita et al.,
2002; Kinoshita et al., 2005; Mckenzie e Large,1998; Stavenga et al., 2011) (figura 6).

Figura 6— Algumas espécies que apresentam cores iridescentes produzidas em estruturas naturais

Fonte: Imagem da autora (2020)

Segundo a literatura atual, os mecanismos de iridescéncia dos peixes desse

género envolveriam variagcdo de pressdo osmatica no interior das células iridoforas
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por abertura e fechamento de canais ibnicos induzidos por estimulos externos ou do
sistema nervoso central do peixe, e a variacao da pressdo osmotica levaria a mudanca
no espacamento nanomeétrico de estruturas lamelares de cristais de guanina,
alterando o comprimento de onda associada a interferéncia construtiva da luz, e a cor
da iridescéncia (Yoshioka et al., 2011). No entanto, medidas de microscopia de forca
atdbmica obtidas durante o estagio pos-doutoral do Dr. José Lucio Bezerra Junior no
nosso Grupo levaram a uma proposta de novo modelo, apresentado na International
Conference of Nanophotonics (ICNP 2017), que é apresentado no ANEXO I,
envolvendo mecanismo de ordem-desordem de cristais fotbnicos, o que explicaria o

desaparecimento da cor quando o peixe vai a obito.

Independente do mecanismo envolvido, a cor notdvel do Paracheirodon
axelrodi, assim como os demais peixes deste género (P. innesi, P. simulans), esta
associada a presenca de cristais de guanina periodicamente dispostos dentro de
células de iridoforos (Yoshioka et al., 2011), e meu trabalho sera bioinspirado nesses

cristais biogénicos.

3.3 GENERO Paracheirodon

Metade da ictiofauna de dgua doce conhecida do mundo encontra-se na regiao
Neotropical, e o Brasil abriga cerca de 43% desses peixes. A predominancia € da
ordem Characiforme, com destaque a familia Characidae, com quase 150 géneros e
mais de mil espécies (Buckup et al., 2007).

A espécie Paracheirodon axelrodi (Schultz, 1956), da familia Caracidae,
conhecida popularmente como "Neon Tetra", "Cardinal Tetra" ou simplesmente
"Neon", € um peixe de pequeno porte, nativa da bacia amazoénica. E encontrada
somente nas bacias do Rio Negro e Orinoco (figura 7), habitando preferencialmente
areas rasas de florestas inundaveis, localizadas em pequenos igarapés e afluentes
gue possuem pouca luminosidade e pouca correnteza. Em seu ambiente natural, vive
em ambientes com valores médios de nivel de oxigénio dissolvido na agua em torno
de 5,5 mg/L, pH 5,3, condutividade elétrica ~7,6 uS/cm e temperatura média de 28,5

°C (Lemos et al. 2015), podendo variar muito de acordo com a sazonalidade.
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Figura 7— Bacia do Rio Negro onde se encontra o peixe Paracheirodon axelrodi, estado do
Amazonas

Fonte: Lemos et al. (2015).

Embora seja encontrado como como um peixe ornamental de aquério em pet-
shops de varias partes do mundo pela sua beleza, nem a biologia natural nem o status
sistematico do Paracheirodon axelrodi (Schultz, 1956) € bem conhecido, havendo
outras duas espécies do mesmo género: Paracheirodon innesi (Myers, 1936) e

Paracheirodon simulans (Géry, 1963) (figura 8).

Figura 8— Paracheirodon axelrodi (Schultz, 1956) (A) e outras espécies do género: Paracheirodon
innesi (Myers, 1936) (B); Paracheirodon simulans (Géry, 1963) (C)

Fonte: Imagens da autora (2020)
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O brilho azul-esverdeado na faixa lateral dos peixes do género Paracheirodon
€ devido a uma nanoestrutura composta por um sistema de cristais fotdnicos
localizados nas células iridoforas (Lythgoe J. N. and Shand J. 1982). Os cristais
biogénicos organicos sao descritos como placas finas (50-100 nm) de guanina (Levy-
Lior et al. 2008) e desempenham uma funcdo semelhante aos de alguns minerais
(Lowenstam, e Weiner, 1989). Abaixo da faixa lateral, a cor vermelha ao longo de todo
o ventre do P. axelrodi e na parte anterior do ventre do P. innesi é devido a absorcéo
de luz por pigmentos em células cromoforas, praticamente inexistentes na espécie P.
simulans.

Exemplos de cristais biogénicos organicos sao oxalatos, tartratos e citratos
encontrados principalmente em plantas (Lowenstam e Weiner, 1989; Franceschi e
Horner, 1980; Arnott e Pautard, 1970) e purinas como acido Urico e guanina,
encontradas em insetos, répteis, anfibios e peixes (Fox, 1953 e Millot, 1923).

Recentemente foram identificados cristais de guanina em espécies machos de
Copepodas, como a Sapphirina nigromaculata (Claus, 1863) e Sapphirina metallin
(Dana, 1849) mais conhecidas como Safiras do mar, pela beleza (a direita da
borboleta Morpho na Figura 6). Em funcdo da pressao osmoética intracelular, podem
passar de azul a incolor, ficando invisiveis, quando o espacamento entre 0s cristais

corresponde afaixa de comprimento de onda do ultravioleta (Baar et al. 2014).

3.4 CRISTAIS DE GUANINA

Os cristais biogénicos organicos de guanina produzem montagens funcionais
em sistemas naturais, e séo intracelulares, formando-se em células especializadas,
referidas na literatura como iridoforos, iridocitos, guandcitos ou guanéforos. (Masashi
Hirata et al. 2003). Essas células de pigmento consistem em nanoplacas de cristal de
guanina anidro, e estado presentes na pele de uma ampla gama de animais de grupos
taxonémicos distintos, gerando cores estruturais. Esta formacédo de cor eficiente é
baseada no indice de refragdo muito alto dos cristais de guanina, 1,83 na direcéo de
refletida (Avital et al. 2008).

Uma das cinco bases de acido nucleico, a guanina tem a férmula quimica

C5H5N50. Existem trés diferentes fases conhecidas de guanina cristalina:

monohidrato de guanina e dois polimorfismos de guanina anidra, a e B. A guanina
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pode cristalizar como um monohidrato ou em forma anidra. Apenas a guanina anidra
estd presente em sistemas biogénicos, e estdo entre os cristais organicos mais
difundidos utilizados pelos organismos para produzir as cores estruturais (Dvir Gur et
al., 2016).

A estrutura cristalina do monohidrato € monoclinico com o grupo espacial P21
/ n, e dimensdes da célula a = 16.51, b = 11.28, ¢ = 3.65 A, e B = 96,8°. A estrutura
cristalina de guanina anidra é monoclinica, com grupo espacial P21/c e célula com
dimensdes a = 3,55, b = 9,69, c = 16,35 A, 8 = 95,88° (Avital at al. 2008; Dvir Gur et al.
2016). Esses cristais de guanina sao o foco deste estudo (figura 9).

Figura 9— Cristais da guanina anidra e monihidratada

Guanine monohydrate]

Anhydrous
guanine (o + )

Guanine sodium salt |

Fonte: adaptada de Dvir Gur et al. (2016).

A B-guanina anidra também é encontrada por baixo da cuticula de certos
crustaceos, como o0s copépodos de Sapphirina, onde produz cristais foténicos
ajustaveis, induzidos pela luz. A forma polimérfica de guanina anidra € encontrada em
camaledes, em diferentes grupos de lagartos e em olhos de molusco. Em todos os
casos em que o polimorfo foi determinado (aranhas, peixes e copépodos), a fase
cristalina biogénica foi composta apenas do polimorfo 3, enquanto que o polimorfo a
foi obtido somente in vitro (Dvir Gur et al. 2016).

Esses cristais de guanina sdo usados em muitos sistemas Opticos biolégicos
para realizar uma surpreendente variedade de fungdes (Land, 1972), desde a
producdo de cor branca em certas aranhas, até a brilhante reflectancia metalica
iridescente de certos crustaceos, peixes a planctbnicos e para visdo em olhos
espelhados complexos (Locket, 1970).

A cor branca observada em certos organismos resulta da reflexao difusa de luz,
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em que todos os comprimentos de onda da faixa visivel do espectro sofrem dispersao.
Por outro lado, reflectancia de aspecto prateado, iridescéncia, e as cores estruturais
sdo produzidas por reflexdo especular (ou seja, direcional), quer de todos os
comprimentos de onda (no caso da reflectancia prata) ou de comprimentos de onda
especificos da luz (no caso das cores estruturais).

A reflexdo da luz pode ter algumas vantagens sobre a absorcdo é
energeticamente eficiente, evita o aquecimento devido a absor¢céo, € mais propicio
para seletividade (sintonizavel), pode facilitar o controle sobre a polarizacdo e
direcionalidade, e muitas vezes produz um brilho melhorado (Kinoshita e Yoshioka,
2005; Oxford e Gillespie, 1998).

3.5 TECNOLOGIAS INKJET

3.5.1 Mecanismos CIJ e DoD para geracao de gotas para impresséo

O presente projeto tem como objetivo a producdo de fluidos bioinspirados
imprimiveis por tecnologia DoD, a partir de moldes digitais (templates). De acordocom
0 mecanismo para formacao das gotas a serem ejetadas, as tecnologias inkjet podem
ser classificadas como de jato de tinta continuo (ClJ) e gotas sob demanda (DoD),
podendo produzir gotas com volumes tdo pequenos quanto de 0,1fL, ou tipicamente
no nosso laboratério, 1 a 10 pL, correspondendo a um raio de 1 a 10 um por tecnologia
DoD, enquanto que a impresséao ClJ € mais utilizada para impressfes com gotas cerca
de dez vezes maiores. (DERBY, 2010).

3.5.2 Atuadores

Os atuadores mais comuns para expulsar o fluido na forma de gotas usam
mecanismos térmicos ou piezoelétricos. Para o presente trabalho, sera utilizada uma
impressora de materiais com cartuchos equipados com atuadores piezoelétricos, que

preservam o fluido produzido, por néo utilizar o calor.

Com uma maior resolucao do que as impressoras 3D convencionais, a precisao

no jateamento das gotas em condi¢cdes controladas e a versatilidade da natureza dos
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fluidos tornaram a impressoras de materiais uma nova plataforma de preparacéo de
dispositivos funcionais, dando origem ao que chamamos de printrénica. A impressao
LbL por tecnologia DoD pode produzir superficies com microestruturas 3D em
resolugdo maior, nessa simpressoras.

Temos como objetivo final neste trabalho, a printrénica de fluidos bioinspirados
nas estruturas presentes nos iridoforos. A preparacao do fluido envolve o controle de
parametros de microfluidica, que dependem tanto do material ativo, quanto da fase
volatil de transporte quanto do substrato e dos bicos de impresséao. O fluido preparado
e acondicionado no reservatorio do cartucho de impresséo é jateado a partir de um
conjunto de bicos de impressao por efeito piezoelétrico em cristais acionados pela
aplicacdo de diferenca de potencial elétrico controlada via software, a partir do
estabelecimento de curvas otimizadas para regulagem da presséo aplicada nos bicos
de impressao, definindo a velocidade de ejecao das gotas. (RU et al., 2014; Felipe
2014).

3.5.3 Sistema CIJ- continuous inkjet

A figura 10 mostra o esquema do mecanismo CIJ. Ele gera muito residuos,
desperdicando, contaminado ou degradando o fluido, ndo sendo uma tecnologia tao
limpa quanto a DoD, motivo pelo qual este hardware néo foi escolhido para a linha de

printrénica implementada em nosso Grupo.

Figura 10— Diagrama mostrando o principio de operacao de uma impressora ClJ
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Fonte: DERBY (2010).
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3.5.4 Sistema Drop-on-Demand

A figura 11 mostra o esquema de funcionamento de uma impressora DoD, com
atuador térmico (a) e atuador piezoelétrico (b). Para este projeto de tese, utilizamos
equipamento DoD com atuadores piezoelétricos (b) controlados por MEMS (Micro
Electro Mechanical Systems), disponivel para os projetos de printrénica do nosso
Grupo.

Figura 11— Impresséo DoD, com (a) atuador térmico e (b) atuador piezoelétrico
a ‘

Atuador termico LI ‘ Bolha de vapor ' Atuador piezocelétrico
P & b
-_\'.. A /

Y

Fonte: DERBY, 2010

Com a versatilidade de uso de materiais diversos por tecnologia DoD, hoje em
dia podemos projetar materiais funcionais imprimiveis, com parte ativa por exemplo
com 0s materiais inorganicos para aplicacdo em eletrénica flexivel, semicondutores
como nanotubos de carbono, materiais metalicos na forma de nanoparticulas, além
materiais organicos para aplicacdes biolégicas, com proteina, DNA, polimeros, etc.
Para este trabalho, os materiais serdo bioinspirados em cristais presentes em células
iridoforas da banda lateral de peixes do género Paracheirodon. Para isso, os fluidos

precisaréo ser otimizados.

3.5.5 Parametros para o desenvolvimento do fluido de impresséo

Para que as impressoras de materiais com tecnologia DoD produzam

impressfes de qualidade, o par fluido/substrato precisa ser otimizado. Jateamentos
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com boa resolucéo e reprodutividade precisam de ajustes entre a parte ativa e o fluido
de transporte, geralmente volatil, e valores viscosidade, densidade, disperséo, ponto
de ebulicdo, tensdo superficial e pH precisam estar dentro de faixas especificas. A
figura 12 mostra as diversas variaveis a serem consideradas no processo de impressao
de materiais, em geral feita em processo LbL (layer-by-layer), ou seja, camada por

camada, sobrepostas.
Figura 12— Variaveis para controle da impressédo DoD
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Fonte: Felipe Sousa (2015), adaptada de Chen (2011).

3.5.6 Fluidos imprimiveis

Os fluidos produzidos precisam ser devidamente monitorados através de
parametros que os situem em faixas otimizadas para uma impressao de qualidade.
Segundo Derby (2010) e Martin et al. (2008), os coeficientes fisicos adimensionais a
seguir, definidos pela dinamica dos fluidos, podem orientar a preparacao de um fluido
gue resulte em uma boa impressao, levando em conta que valores mal ajustados
podem levar até mesmo a ndo ejecdo das gotas. Serdo utilizados os numeros de
Reynolds (Re), Weber (We) e Ohnesorge (Oh):

Re = 2£2
L

We — 2P
Y
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em gue p, n e y sao a densidade, viscosidade dinamica, e tensao superficial do fluido,
engquanto que u é a velocidade média do fluido, e 0 comprimento caracteristico,
associado ao diametro da gota. Tomando-se o parametro Z = 1/Oh, valores entre 10 >
Z > 1 resultam em gotas estaveis, com menor quantidade de gotas satélite (Reis e
Derby, 2000).

Uma velocidade minima de ejegao da gota (u min), com energia cinética minima
o suficiente para vencer a tensao superficial fluido/ar num bico de impressao de
didmetro dn = a é dada por: vmin=(4y/pdn)1/2 .

Nas impressoras DoD pode-se ajustar esse valor pela tensdo aplicada ao
atuador, definindo-se um valor minimo de We para impresséao do fluido (Duineveld et
al., 2002). Valores de We insuficientes para ejecao da gota sdo mostrados na regiao
cinzenta do grafico na esquerda da figura 13. Entre as linhas tracejadas em vermelho,
a figura mostra a regido em que os parametros We e Re resultam em fluidos
imprimiveis, e acima da linha tracejada em azul, regido em que o alto impacto, devido
a velocidade da gota, provoca gotas satélite. No grafico a direita da mesma figura, é
mostrada a regido onde é possivel a impressdo DoD, em funcdo dos parametros de
Ohnesorge e Weber. Ajustes nos algoritmos de controle podem ser importantes para
gue o fluido esteja definido em regido adequada para se conseguir uma boa qualidade
de impresséo. Os parametros de Re, Z e Oh podem ser monitorados através de
aplicativo on-line para se avaliar se o fluido projetado é imprimivel nas condi¢cfes

utilizadas - regido em verde na figura 13 (b).

Figura 13— a) Graficos mostrando as regies em que os valores dos coeficientes de Weber (We),
Reynolds (Re) e Ohnesorge (Oh) resultam em fluidos imprimiveis em impressoras DoD, e b)
monitoramento dos parametros Re e Z por aplicativo on-line
a)
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Fonte: a) Derby, 2000; b) www.stevenabbott.co.uk/practical-coatings/ohnesorge.php (06/2019)

3.6 CULTURA DE CELULAS

Com vistas a avaliar a possibilidade de cultura de iridéforos na tentativa de se
utilizar diretamente as células em fluidos, em paralelo ao desenvolvimento de material
bioinspirado, foi montado um sistema de incubadora de COz2 para cultivo de células na
Ponto Quantico Nanotecnologia, hub de inovacéo situado na Positiva, NIT da UFPE,
pertencente ao Laboratério LandFoton onde a tese foi desenvolvida. Diante disso,

algumas consideracdes sobre cultura de células serdo feitas nessa secao.

3.6.1 Tipos de culturas

Por causa de perdas de algumas caracteristicas das células durante o seu
desenvolvimento em cultura, por mais préximo que esse modelo esteja da realidade,
0 processo in vitro ainda causa problemas para o desenvolvimento celular e pode
trazer problemas como um modelo de funcao fisiolégica, pois a proliferacao in vitro e
in vivo apresenta diferengas. Segundo Alves e Guimaraes (2010), “a adesao célula —

7

célula e célula — matriz é reduzida, pois no meio de cultura, ndo possui as


http://www.stevenabbott.co.uk/practical-coatings/ohnesorge.php
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caracteristicas (heterogeneidade e arquitetura tridimensional) de um tecido in vivo,
uma vez que seu meio nutricional e hormonal esta modificado”.

Apesar disso, ainda existem muitas vantagens no uso de cultura de células
como modelo experimental, mas o maior desafio consiste na escolha do meio ideal
para a obtencdo de uma cultura que expresse uma funcao especifica. O controle do
ambiente, a homogeneidade da amostra, quando comparada ao uso de animais em
experimentos, e a economia, Sa0 as principais vantagens dessa técnica.

Atualmente, com a implementac&o das Comissdes de Etica de Uso de Animais
em Pesquisa (CEUA), a cultura de células é o principal modelo alternativo para a

substituicdo dos animais vivos em experimentos de pesquisa (Freshney, 1994).

3.6.2 Células primarias, células estabelecidas e células transformadas

Uma cultura priméria é estabelecida a partir do crescimento de células oriundas
de um fragmento de tecido obtido por desagregacdo mecéanica ou enzimatica. As
células que conseguirem sobreviver ao processo de desagregacdo e aderirem
formando a primeira monocamada de células daquele tecido, possuindo as
caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um determinado
periodo de tempo e sdo denominadas células primérias. Essa forma de cultivo é a
mais utilizada para estudar o comportamento de determinada célula in vitro devido a

presenca de suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas (Alves e Guimaraes, 2010).

No organismo vivo, 0 processo denominado apoptose é responsavel tanto pela
renovacéo tecidual pela a morte celular programada, quanto pela morte prematura de
células com alta taxa de erro na divisdo celular, evitando o surgimento de tumores
malignos. A morte por apoptose é programada e ndo causa danos, pois a célula ndo
€ rompida, ela simplesmente se “autodigere” formando botdes apoptéticos que se
degradam.

Alves e Guimaraes (2010) descrevem que “esse tipo de célula é chamado
linhagem celular continua (células estabelecidas), e é muito utilizado em pesquisa,
pois pode ser mantido em cultura por um grande periodo de tempo (quando
comparado as células primarias) e ainda guarda grande parte das caracteristicas do

tecido original. Muitas linhagens celulares continuas podem ser propagadas sem
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perder suas caracteristicas por até oitenta passagens, além de serem euploides, ou
seja, possuem um numero de cromossomos multiplo do nimero original da espécie”.

Ainda segundo Alves e Guimardes (2010), “no momento em que as
caracteristicas genéticas das células sdo modificadas, elas deixam de ser
semelhantes morfolégica e geneticamente ao tecido original e sdo entdo chamadas
células transformadas. Tais células podem ser transformadas em cultura utilizando-se
substancias quimicas, virus ou agentes fisicos como a luz ultravioleta. A
transformacdo celular € uma alteracdo genética que permite mutacdes em genes
responsaveis pelo controle do ciclo celular (proto-oncogenes e genes supressores de
tumor). A mutacao pode resultar de uma superexpressao de proto-oncogenes ou da
inativacdo de genes supressores de tumor”.

As células transformadas também podem ser obtidas diretamente de tecidos ja
mutados, como € o caso de tecidos tumorais., como na linhagem das células Hela,
citadas no trabalho pioneiro de 1951 descrito na introducdo desta qualificacéo - sao
oriundas de um tumor de cérvice uterina humana - células genética e
morfologicamente diferentes do tecido original, e ndo possuem dependéncia de
ancoragem nem inibicdo por contato, além de serem capazes de proliferar
infinitamente quando em cultura. Essas células sdo muito utilizadas em estudos de

citotoxicidade e controle de qualidade (Alves e Guimaraes, 2010).

3.6.3 Aplicagdes dos cultivos celulares

Existem muitas aplicacGes para a cultura de células, como por exemplo, para

producédo de imunoldgicos, virologia e terapia celular, conforme descrito a seguir.

e Producédo de imunolégicos

As primeiras aplicacbes se relacionam com a producdo de anticorpos
monoclonais. Os anticorpos monoclonais tém sua maior aplicacdo nos imunoensaios,
como o ELISA, e também sdo muito utilizados associados a marcadores radioativos

em imunocintilografia.
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e Virologia

Como os virus necessitam de hospedeiros, € na cultura de células que é
possivel cultiva-los, por isso, na virologia, a cultura de células é muito utilizada para a
obtenc&o viral, permitindo o isolamento do virus para avaliar o seu efeito em

determinados tipos celulares, além de verificar as células que séo.

e Terapia celular

A técnica de terapia celular tem como objetivo restabelecer a funcédo ou a
estrutura de um tecido por meio da utilizagdo de células. E utilizada no caso de
traumas, doencas degenerativas ou agressées aos tecidos do corpo. E necessario o

conhecimento do microambiente celular original para a reprodu¢céo no meio de cultura.

3.6.4 Cultivo de células de peixes

Apesar de cada tipo de célula necessitar de conhecimentos especificos para
sua cultura, conhecendo-se o microambiente celular original, pode-se afirmar que os
conceitos tratados de forma geral nos topicos precedentes se estendem as células de

peixes de interesse nesta tese.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 PREPARACAO DA AMOSTRA BIOLOGICA

4.1.1 Cristalizacdo da guanina em meios acidos e basicos

Os cristais de guanina foram produzidos por dissolu¢do de 20 mg, 50 mg, 70
mg e 100 mg de guanina em pé (ACROS ORGANCS; Guanina 99%), em solugéo de
10 mlde HClcom pH =2 e 1 M; NaOH pH =10 e 1 M. As solu¢des foram entéo filtradas
usando-se um filtro de PVDF (22 um, milipore) e 0,1 ml de NaOH 1 M ou HCI 1 M. A
cristalizacdo de guanina foi induzida a partir do gotejamento da solugdo de NaOH ou
HCI. O pH da solucéo foi acompanhado utilizando-se um pHmetro digital e a solugao

foi ajustada para diferentes valores de pH.

4.1.2 Preparacdo do Fluidos

Foram iniciados os ensaios de preparacdo dos fluidos de impressao, sendo
compostos por uma solucdo de guanina em agua com pH corrigido, e

monoetilenoglicol (MEG) em propor¢des variadas para juste de parametros.

4.1.3 Substrato

Foram utilizadas laminas de vidro de silicato de sédio para microscopia Optica
(26 mm x 76 mm) como substrato vitreo para impressao do fluido. As superficies foram
tratadas com vapor de acido fluoridrico de forma a aumentar a rugosidade e aumentar
0 numero de grupos silandis disponiveis, possibilitando a formacgéo de ligacdes de

hidrogénio e fixacdo da guanina na lamina.

4.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE IMPRESSAO - DMP 2831

O LandFoton, laboratério de nosso Grupo, estad equipado com a impressora
DoD de materiais DIMTIX® Materials Printer DMP2931 (Fuji) para os projetos de
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pesquisa envolvendo Printrénica de nanodispositivos, com cartuchos de 1pL ou 10pL,
composto de 16 bicos de impressédo utilizando 16 atuadores independentes com
cristais piezoelétricos controlados por MEMS independentes, que recebem uma
diferenca de potencial (DDP) em funcdo do tempo a partir de curva DDP ()
estabelecida por software de controle. Para os parametros dos bicos de impresséo,
determinou-se a frequéncia maxima de ciclo de jateamento com as ferramentas
embarcadas DropWatcher e Cartridge Settings. Para a determinacdo dos algoritmos
de controle utilizou-se uma forma de onda padrdo, com o auxilio da ferramenta

Waveform Editor, mostrado na figura 14.

Figura 14— Waveform Editor do software de controle embarcado na DMP 2831
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Fonte: Imagens da autora.

Parametros de DDP e frequéncia maxima de ejecdo de gotas (Fmax) foram
obtidos empiricamente, observando-se a forma das gotas geradas, volume e energia
cinética, proporcional & DDP aplicada. A determinacdo e controle dos parametros de
impressao foram ajustados inicialmente partindo-se dos algoritmos de controle para
um fluido padrédo da DMP 2831 (Sousa, 2015).

O protocolo seguido para a determinacdo dos parametros iniciou com a

varredura da tensao aplicada entre 10 — 40 V, aplicada aos bicos de impresséo, para
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determinar o valor minimo para o jateamento sem provocar obstrucdo dos bicos e a
maxima sem gerar gotas satélites. Determinou-se em seguida a frequéncia maxima
do ciclo de jateamento que ndo provocasse efeitos de obstrucdo, geracédo de gotas
satélites ou desvio do jato. Ajustou-se patamar de tensdo constante sem fluxo de
fluido, e o ajuste do patamar e declives de preenchimento da antecamara de
jateamento. Por fim, ajustou-se o patamar e declives para 0 aumento da tensdo
aplicada para o inicio da ejecdo do fluido, e o ajuste do patamar e declives para a
diminuicdo controlada da tensao aplicada nos piezoelétricos, para reduzir a turbuléncia
na formacao da gota ejetada.

A distancia entre o centro de duas gotas adjacentes foi definido com a
ferramenta Drop Spacing, e os parametros de impressao foram ajustados. Através de
gonidbmetro que equipa o suporte do cartucho de impresséo, ajustou-se manualmente
0 angulo da cabeca de impressédo. A temperatura da plataforma de fixagdo do
substrato pode ser ajustada para se otimizar o controle da evaporacdo do solvente
utilizado, dentro de limite compativel com o fluido.

Templates digitais (padrdes de impressao) podem ser desenhados por software
embarcado na impressora, ou importados em formato bitmap de 1 bit (preto e branco).
Utilizou-se inicialmente padrdes retangulares. A espessura do substrato foi informada
para evitar o contato dos bicos com 0 mesmo, mantendo-os em distancia ideal para

impressao.

4.3 DISSOCIACAO CELULAR

Foram utilizados peixes saudaveis da espécie Paracheirodon axelrodi. Os peixes
foram anestesiados de acordo com as normais da comissdo de ética através do
método de “cold shock” onde, os espécimes eram acondicionados em recipiente com
gelo em escamas, submetendo-os a um choque térmico. Este método € recomendado
pelo Use of Fishes in Research Committee (AFS, 2014), e nosso Biotério de Espécies
Nanoestruturadas (BEN/LandFoton) e os experimentos tem registro na Comissao de
ética para experimentacdo animal da UFPE. Em seguida, foi retirada a faixa lateral
onde se encontra determinados tipos celulares, como as células iridoforas, que
produzem a iridescéncia no peixe. Para dissociacdo das células foram feitos os
seguintes passos mostrado na figura 15: as células totais foram dissociadas em



45

tripsina 1x (Figura 15A) e PBS 2% FBS, e foi realizado um processo de filtracao através
de uma peneira de 100 uMmacerado, lavado com PBS 2% FBS (Figura 15B) e
novamente filtrado através de uma peneira de 100 uM para melhor dissociacao. Apés
esse processo, as células foram lavadas por centrifugacdo (2000 rpm por 5 minutos)
(Figura 15C). Em seguida as células foram ressuspendidas em 2ml de PBS 2% FBS
e posteriormente colocadas em tubos de 15 ml (Falcon) sob gradiente de Percoll
fisiologico (nove partes de Percoll-Sigma + uma parte de PBS 10X, Figura 15D),
seguindo Charles et al (2013). Os tubos contendo as células totais e o Percoll foram
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente (centrifuga CT
- 4000 de angulo fixo, CIENTEC) (Figura 15E). Ao final as células que se encontraram
na parte superior do gradiente (Figura 15F) foram removidas e lavadas por
centrifugacdo (2000 rpm por 5 minutos). As células totais foram ressuspendidas em
0,4 ml de PBS 2% FBS e em seguida analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri
C6) (Figura 16).

Figura 15— Etapas realizadas para a dissociagdo das células da faixa lateral do peixe Paracheirodon
axelrodi (A,B,C,D,EeF)
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Fonte: Imagens da autora (2020)
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Figura 16— Citémetro (BD Accuri C6 Sampler. BD Biossience)

Fonte: Imagens da autora (2020).

4.4 CULTIVO DE CELULAS

Ap6s dissociacdo tecidual, como descrito no item 4.3, as células totais foram
ressuspensas em meio L-15 Medium Leibovitz (SIGMA) contendo 1% de antibiotico e
solugédo antimicética (1.000 U de penicilina, 1.000 pg de estreptomicina e 25 ug de
anfotericina B mL-1; Invitrogen) e 20% de soro fetal bovino (FBS) (GIBCO). Em
seguida, a suspensdao das células foi colocada em duas garrafas para cultivos de 25
cm (Corning) (Figura 17A), e as garrafas foram colocadas em uma incubadora de CO,
(ESCO) em temperatura de 28°C com 5% de CO2 (Figura 17B). De dois em dois dias
as ceélulas foram observadas com auxilio de microscépio invertido (Olympus) (Figura

18B). Quando necessario 0 meio sobrenadante era removido e adicionado um novo.

Figura 17— Garrafas com a solucéo e a suspencao das células (A) e incubadora
(ESCO) com a temperatura de 28°C com 5% de CO: (B)

Fonte: Imagens da autora (2020).
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4.5 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

4.5.1 Microscopia Gtica e invertida

As imagens foram adquiridas no microscopio Nikon (Eclipse E600 POL), com
ou sem luz polarizada em posi¢éo cruzada para as imagens da cristalizacdo. Também
foram registradas imagens da cultura de células com o0 microscopio invertido

(Olympus) (Figura 18).

Figura 18— Microscépios 6pticos (A) Microscopio Nikon (Eclipse E600 POL) e
(B) Microscopio invertido

Fonte: Imagens da autora (2020).

4.5.2 Difracédo de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um equipamento Rigaku Ultima
Il e as medicbes da cristalizacdo da guanina foram feitas em um equipamento
Smartab da Rigaku, utilizando tubo de carbonato de cobre com o comprimento de
onda utilizado A = 1,5418 A (CuK.), com a varredura de 10° a 100°. Para realizar a
analise da guanina em p6é, as amostras foram dispersas em um substrato. Todas as
analises de dados DRX foram feitas com o pacote de software Jade (Materials Data

Inc.). As medidas foram realizadas por angulo rasante e geometria Bragg-Brentano
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com o intuito de diminuir a interferéncia do substrato na medida real. Com esta
geometria, o feixe de radiacdo monocromatica incide tangenciando a amostra, que
esta rotacionada no angulo 6, enquanto que os dados sao coletados no detector que

se movimenta em 26.

4.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os cristais de guanina foram fixados em porta amostra com fita de carbono.
Toda as amostras foram metalizadas com filme de Au de 10 nm de espessura,
utilizando o SC 701 Quick Coater. As medidas de MEV foram feitas em equipamento
TESCAN MIRA3, utilizando aceleracdo de 10 kV sob diferentes magnificacdes. O
equipamento foi utilizado para aquisicdo das imagens dos cristais de guanina em
diversas concentracdes. As analises permitiram observar a morfologia e a estrutura

do cristal.

45.4 Citometria de fluxo

Como descrito no item 4.3, apos dissociacao tecidual, as células que se
encontraram na parte superior do gradiente foram removidas e lavadas por
centrifugacdo. As células totais foram ressuspendidas em 0,4 ml de PBS 2% FBS e
em seguida analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri C6).

O citbmetro de fluxo é capaz de analisar varias particulas em cada segundo em
"tempo real" e podem ativamente separar e isolar particulas com propriedades
especificas. Um citbmetro de fluxo € similar a um microscépio que produz, ao invés
de imagens da célula, uma quantificacdo de um conjunto de parametros. Para analise

de tecidos bioldgicos € necessaria a preparacado de uma suspensao de células.

Um citdmetro de fluxo tem 5 principais componentes:

¢ Uma célula de fluxo - flow cell

« Uma fonte de luz - normalmente sé&o usados lasers (de excitacao de gases,

como Arg6nio e Hélio-Nebnio) e lasers de estado sdlido (solid state laser) emitindo em


https://pt.wikipedia.org/wiki/Microsc%C3%B3pio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Quantifica%C3%A7%C3%A3o
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diversos comprimentos de onda, como: 355 nm (laser UV); 405 nm (laser violeta); 488
nm (laser azul); 561 nm (laser amarelo-verde); 633 ou 638 nm (laser vermelho); 808
nm (laser infravermelho).

« Um sistema Otico/eletrdbnico compostos de filtros e detectores -
Fotomultiplicadoras (PMT) ou arranjos de fotodiodo (APD) que captam as luzes
emitidas pelos lasers e pelas substancias fluorescentes e as convertem sinais
eletrénicos analdgico em digitais (ADC), e amplificando esses sinais.

o Um computador para analise de sinais.

4.5.5 Metodologia computacional

Para a realizacéo dos célculos de dindmica molecular, através de colaboracao
com a pos-doutoranda Daniala Nadvorny, inicialmente a estrutura geométrica da
guanina anidra foi otimizada através do método de estrutura eletrénica B3LYP/6-
31++G(d,p) com o programa GAUSSIAN 09 (Frisch et al., 2009). Em seguida uma
caixa de simulagéo foi gerada, aonde as moléculas de guanina foram inseridas de
acordo com a estrutura cristalina gerada através do programa computacional. A
simulacao foi realizada durante 100 ns a temperatura de 298 K e pressdo de 1 bar
com o programa GROMACS e campo de forca 53A6 (Oostenbrink e Soares, 2005;
Oostenbrink at al., 2004). Foram realizadas a analises de desvio médio quadratico
(RMSD), funcéo de distribuicéo radial (RDF) e tempo de vida médio das ligacGes de
hidrogénio. Para os célculos de estrutura eletrénica foram também realizados os
calculos dos orbitais HOMO e LUMO.
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5 RESULTADOS

A guanina obtida comercialmente na forma de po (Sigma Aldrich) ndo apresenta
iridescéncia, como mostra as imagens de microscopia Otica na figura 19. Foram
realizadas cristalizacfes da guanina comercial em meios &acidos e basicos visando na
obtencdo de cristais que apresentem iridescéncia, como o objetivo de se estudar a
viabilidade da producéo de fluidos bioinspirados que permitam a simulacdo da auto-
organizacdo de guanina cristalina presente na faixa lateral dos peixes de género
Paracheirodon.

a na guanina comercial
S e Yl s

Foram realizadas cristalizagbes em meio basico (pH 14) variando-se a
guantidade de guanina em p6 (20 mg, 70 mg e 100 mg). O tempo médio de formacao
dos cristais mostrados nas imagens de microscopia 6tica da figura 20 foi em torno de
15 dias. E observado uma morfologia cristalina tipo filamentos ou microagulhas,
observando-se em algumas regides a iridescéncia de filamentos sob luz polarizada.
Para estas amostras, cristalizadas em pH 14, foi observada a formac¢éo de depdsitos
do excesso de hidroxido de sédio na superficie dos cristais formados, funcionando
como contaminantes que dificultam a observacédo da iridescéncia.

A figura 21 mostra imagens de MEV dos cristais obtidos a partir de solucdes de
20 mg (A), 70 mg (B) e 100 mg (C) de guanina em pH 14, e observa-se a presenca de
depdsito de contaminantes, provavelmente NaOH, na superficie dos filamentos
obtidos em todas as amostras. Foi observada uma variagdo na dimenséo do filamento
cristalino obtido em funcdo da quantidade de guanina utilizada na solucdo. Para a

cristalizacdo a partir de 20 mg de guanina séao obtidos filamentos curtos e para a
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cristalizacdo de 100 mg sdo obtidos filamentos de maior comprimento, com

iridescéncia observada emtodas as amostras, como mostrado na figura 20.

Figura 20— Imagens de microscopia 6tica da cristalizagdo em pH 14, com regifes iridescentes visiveis

Fonte: Imagens da autora (2020).

Figura 21— Imagens MEV dos cristais de guanina obtidos a partir de solu¢cfes de 20 mg ampliada 598x
(A), 70 mg ampliada 3220x (B) e 100 mg ampliada 3220x (C) de guanina em pH 14

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.68 mm | MIRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 8.90 mm MIRA3 TESCAN

Print MAG: 598 x Det: SE 50 ym Print MAG: 3.22 kx Det: SE 10 pm
SEM MAG: 930 x | Date(m/dly): 03/02/18 DEPARTAMENTO DE FISICA -UFPE SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 03/02/18 DEPARTAMENTO DE FISICA -UFPE
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Continuacéo da figura 21

, r:f?'

SEMHV: 5.0 kV WD: 8.77 mm LT MIRA3 TESCAN
Print MAG: 3.22 kx Det: SE 10 ym

SEM MAG: 5.00 kx | Date{m/dly): 03/02/18 DEPARTAMENTO DE FISICA -UFPE

Fonte: Imagens da autora (2020).

A cristalizacao realizada em pH 14 resulta na formacédo do sal dissédico de
guanina heptahidratado, o que facilita a solubilidade e a posterior cristalizacéo, ja que
a guanina € insolavel em solugdo aguosa com pH neutro. A cristalizacdo em pH 14 é
ocorrida devido a uma dupla desprotonacao, formando o tautdmero mostrado na figura
22, assim, quando os ions de guanina atingem a saturacdo, o sal heptahidratado

formado cristaliza na forma de longos microfilamentos.

Figura 22— Dupla desprotonacao da guanina em pH 14

Fonte: Imagens da autora (2020).

Foram realizadas também cristalizagces em meio acido (pH 2) com 100 mg de
guanina, com tempo minimo de cristalizacdo de 4 meses. Foram obtidos cristais
pequenos na forma de microbastdes, como mostrado na figura 23. A cristalizacdo da
guanina em pH 2 também ocorre pela formacao do tautdbmero da molécula, obtendo-

se dois possiveis tautbmeros, como mostrado na figura 24.
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Figura 23— Imagens de microscopia 6tica da cristalizacdo em pH 2

Fonte: Imagens da autora (2020).

Figura 24— Tautébmeros da guanina formados em pH=2

Fonte: Imagens da autora (2020).

Os cristais formados neste pH ndo mostram contaminacdo na superficie
observada em pH alcalino, mas o tempo de cristalizacdo impede seu uso imediato,
portanto, para contornar o problema da contaminagéo, foram realizadas cristaliza¢des
com controle de pH, neutralizando o meio a partir da titulagcdo da solucdo béasica de
guanina com HCI, iniciando o controle do pH em 10.

Os cristais obtidos nesta nova metodologia mostram em 15 dias a formagéao de
cristalitos de guanina com morfologia de microfilamentos, como mostrado na figura
25.
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Figura 25— Microscopias o6ticas dos cristais de guanina obtidos em pH 10

Fonte: Imagens da autora (2020).

Para esta cristalizacdo, foram obtidos cristais de maior comprimento, que
apresentam nitida iridescéncia sob luz polarizada, como mostrado acima. A
caracterizagdo morfolégica por MEV é mostrada nas micrografias da figura 26. A
morfologia obtida é de microfilamentos de menor diametro que as obtidas
anteriormente, e é observado uma estrutura de formacdo hexagonal. E importante
mencionar que ndo é observada a presenca de contaminantes na superficie do cristal.
Para comparacdo da morfologia do produto de partida com os cristais formados, na
figura 27 sdo mostradas as imagens MEV da guanina comercial em p0, observando-
se uma estrutura irregular e ndo uniforme, deixando em evidencia as alteracdes

morfoldgicas obtidas com a formacédo dos cristais com a metodologia proposta.

Figura 26— Imagens MEV dos cristais de guanina sintetizados em pH 10

D1 =31.51 ym

SEM HV: 20.0 &V WD 10.72 mm 1 | I MIRA3 TESCARN
Print MAG: 1.47 kx Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2 29 kx| Dateim/div): 04/26M8 DEPARTAMENTD DE FISICA SUFPE

SEM HV: 20.0 kV WD: 10.58 mm MIRAS TESCA!
Print MAG: 198 x Det: SE
SEMMAG: 308 ¥ Data(midly) 0412618 DEPARTAMENTO DE FISICA -UFPE

Fonte: Imagens da autora (2020).
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Figura 27— Imagens MEV da guanina comercial em pd, utilizada como produto de partida

g

» ot B _

SEM HV: 50 kV WD: 8.93 mm 1 | MIRA3 TESCAN SEM HV: 50 kV WOD: 9.02 mm MIRA3 TESCAN
Print MAG: 772 x Det: SE 50 pam Print MAG: 12.9 kx Det: SE 2pm
SEM MAG: 120 kx Date{m/dly): 03/02/18 DEPARTAMENTO DE FISICA UFPE SEM MAG 20 0 kx Date{m/dly): 03/02/18 DEPARTAMENTO DE FISICA -UFPE

Fonte: Imagens da autora (2020).

Realizada a caracterizacdo morfoldégica por microscopia Optica e eletrdnica,
foram realizadas medidas DRX para confirmar a estrutura cristalina da guanina. Os
difratogramas obtidos da analise DRX de po para as amostras obtidas em pH 10, pH
14 e para a guanina comercial s&o mostrados na figura 28. Para guanina comercial,
observa- se os picos de Bragg correspondentes a fase -guanina, obtendo-se uma
orientacdo preferencial na familia de planos (102), observado em 27° e plano (012)
em 14°. Para a cristalizacdo em pH 10, observa-se 0s picos de Bragg correspondentes
a uma estrutura cubica de face centrada, tipicamente da cristalizacdo do NaCl, mas
realizando um zoom na regiéao de 20° a 60°, observa-se o pico mais intenso da guanina
em 27°, correspondente ao plano (102), comparada a guanina comercial. Ja para as
cristalizacdes em pH 14, foram observados em maior intensidade os picos cristalinos
do contaminante NaOH, ndo sendo possivel a identificacdo dos picos caracteristicos

da guanina.
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Figura 28— DRX da guanina comercial e cristalizacdes em pH 10, e pH 14
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Fonte: Imagens da autora (2020).

5.1 PREPARACAO DE FLUIDO PARA CRISTALIZACAO DA GUANINA APOS
IMPRESSAO DOD

Conforme descrito na sesséo 3.5.5, a determinacao dos numeros de Reynolds
(Re), Weber (We) e Ohnesorge (Oh) pode nos guiar na otimizacdo da composi¢cao
final do fluido, permitindo ajusta-lo para que seja imprimivel por tecnologia DoD. Esses
coeficientes sdo calculados a partir de parametros fisico-quimicos em funcdo da
mistura dos componentes do fluido, a partir das equaces apresentadas na mesma
sessdo. O grafico mostrado na figura 13 situa o fluido em relacdo a uma regido 6tima
para impressao DoD. A figura 29 mostra este gréfico, tracado on-line em aplicativo via
Web, conforme descrito também na figura 13, com a coordenada final do fluido
otimizado, preparado para a impressdo DoD da guanina comercial, com o pH ja
controlado a partir do presente trabalho. Percebe-se que a coordenada se situa em
regido que indica que a composicdo utilizada resultou num fluido imprimivel (area

verde).
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Figura 29— Coordenada (Re,Z) do fluido da guanina comercial para o presente trabalho, calculada
conforme descrito na figura 13 (Z=1/0Oh)

Splashing

Too Viscous

Fonte: Imagem da autora (2020).

Foram feitos varios testes para determinacéo dos parametros adequados para
impressao dos fluidos com guanina aqui desenvolvidos. Partiu-se dos parametros
utilizados para o fluido padrao da Dimatix (fluido modelo), ajustando em seguida esses
parametros para os fluidos funcionais preparados, determinando assim as curvas
otimizadas de tensédo X tempo para os atuadores piezoelétricos. A tabela 1 apresenta
0s parametros utilizados nos algoritmos de controle, que garantem a ejecéo do fluido

sem problemas, resultando numa impressao de qualidade.
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Tabela 1- Pardmetros otimizados para os cartuchos e ciclos de limpeza para os fluidos
desenvolvidos

PARAMETROS VALORES OTIMIZADOS
DDP [V] 30
Fmax [KHZ] 5,0
TEMPERATURA DO CARTUCHO [°C] 30
CICLOS DE LIMPEZA (INiCIO E DURANTE O 300
JATO) [S]
TEMPERATURA DA PLACA [°C] 30
TEMPO DE ESPERA ENTRE CAMADAS [MIN] 10

Fonte: Da autora (2020).

Realizadas as otimizagbes de parametros das amostras com a guanina
comercial, foram preparados fluidos de impressao para enchimento dos cartuchos
(méximo de 1,5 mL por cartucho), sendo compostos por uma solucédo de guanina em
agua com pH corrigido e monoetilenoglicol (MEG) em diversas concentracdes para
ajuste de viscosidade, para posteriormente realizar as impressdes. Como substratos
de impressao, foram utilizadas 1aminas de vidro para microscopia optica (silicato de
sodio), para deposicéo do fluido. As superficies, a base de SiO2, foram tratadas com
vapor de acido fluoridrico, de forma a aumentar a rugosidade e aumentar o nimero
de grupos silandis disponiveis, possibilitando a formacao de ligacdes de hidrogénio e
fixacdo da guanina na lamina.

Foi escolhida a metodologia utilizando-se 70 mg de guanina e pH 10, onde se
obteve filamentos mais longos, finos e que ndo mostrou a contaminagao nos cristais.
Os fluidos (5 mL) foram preparados em 5 solugcdes que variaram entre as
concentracdes contendo 4,5 a 2,5 mL da solucédo de guaninapH 10 e 0,5a 2,5 mL de
monoetilenglicol (MEG) respectivamente, para ajustar a viscosidade (tabela 02) nos

valores otimizados.
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Tabela 2— Concentragdes dos fluidos contendo 4.5 a 2.5 mL da solug¢ao de guanina pH 10 e

monoetilenglicol (MEG)
SOLUCOES DE GUANINA COM PH 10

MEG X (ML)
(ML)
4.5 0,5
4,0 1,0
3,5 1,5
3,0 2,0
25 2,5

Fonte: Da autora (2020).

As impressodes foram feitas em substratos tratados conforme descrito, para
induzir a cristalizacdo apds impressao, utilizando a técnica de deposicdo DoD na
impressora DMP 2831 e utilizado as solu¢gées de maior e menor concentracao de
guanina com pH10. O primeiro fluido utilizado foi com 4,5 mL de solucdo de guanina,
gue corresponde ao de maior concentracdo, e foram depositadas 10 camadas de
impressao, jateadas layer- by-layer (LbL), enquanto que com 2,5 mL de solucéo de

guanina, foram depositadas 5 camadas LbL.

5.1.1 Fluido de proporc¢éo 4.5:0.5 (Guanina/MEG)

A figura 30 apresenta o primeiro ensaio de impressdo DoD com o fluido 4,5:0,5,
em que trés quadrados foram impressos lado a lado como template digital, com 10
camadas superpostas. Comparando-se com a representagcao do template, observa-se
a ndo homogeneidade e dispersdo do material depositado, que pode ser relacionado
a baixa viscosidade do sistema de solventes, associada a natureza do substrato, ndo

POroso.
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Figura 30— Fluido 4.5:0.5 depositado sobre substrato de vidro de silicato de sddio

Fonte: Imagem da autora (2020).

A figura 31 apresenta a imagem obtida por microscopia otica das camadas
impressas com o fluido do sistema 4.5:0.5 cristalizando. Observa-se pequenos pontos,

relacionados ao inicio da cristalizacao da guanina.

Figura 31— Imagem de microscopia 6tica do sistema 4.5:0.5 impresso por DoD

Fonte: Imagem da autora (2020).

5.1.2 Fluido de proporgéo 2.5:2.5

A figura 32 apresenta o fluido 2.5:2.5 impresso por DoD em cinco camadas
superpostas, com o mesmo template da figura 27, ou seja, trés quadrados dispostos
lado a lado. Observa-se a maior homogeneidade do material depositado, associada a

composicdo de maior viscosidade, devido ao aumento da concentragdo relativa de
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MEG. O monoetilenoglicol atua como estabilizador das microparticulas e confere

maior viscosidade ao fluido de impressao.

Figura 32— Fluido 2.5:2.5 impresso por tecnologia DoD sobre substrato de vidro

Fonte: Imagem da autora (2020).

A figura 33 apresenta os microcristais de guanina obtidos via impresdo DoD, e
a medida de distribuicdo de tamanho das particulas foi obtida por auxilio do software
de processamento de imagens ImageJ, version 1.50, public domain, National Institutes
of Health. O tamanho médio das particulas foi € de 13.81 £ 6.23 um, selecionando-se

aleatoriamente 100 microcristais.

Figura 33— Imagem de microscopia optica dos microcristais de guanina apos etapas de nucleagéo-
crescimento, obtidos via impressédo DoD

50 pm

Fonte: Imagem da autora (2020).

A forma dos cristais € alongada numa direcdo, aproximando-se de

microbastdes. Ao expor as amostras a luz polarizada, é possivel se observar indicios
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de iridescéncia. O processo de recristalizacdo da guanina é realizado em meio
alcalino, e provavelmente existem grupos OH" e Na* inseridos na estrutura de forma a
modificar alguns parametros interplanares dos cristais puros. Dessa forma, em etapa
posterior serdo feitos ensaios num meio para remocéo de moléculas de NaOH, par se
monitorar alteragcdes nos processos de sintese aditiva de cor por iridescéncia, em

funcao de alteracdes de homogeneidade e valores do indice de refracdo do meio.

Pretende-se em trabalho posterior a tese imprimir esses cristais em templates
gue imponham uma organizacdo com parametros compativeis aos cristais fotdnicos
gue resultam em iridescéncia pela ordem, para se confrontar com padroes
desordenados, e posteriormente em substratos flexiveis para simular o efeito de
ordem/desordem proposto para a explicacdo da iridescéncia dos peixes do género

Paracheirodon.

5.2 CULTURA CELULAR DO PEIXE PARACHEIRODON AXELRODI

Em paralelo a impressdo de fluido bioinspirado nos cristais presentes nas
células iridéforas, procedeu-se com a tentativa de cultura dessas células para se
avaliar a possibilidade de se produzir um fluido imprimivel com elas.

Para obtencéo das células totais, contendo as células iridescentes, foi realizado
primeiramente um processo de dissociagdo celular da faixa lateral do peixe P.
axelrodi. As células totais foram analisadas por citometria de fluxo, onde foi observado
diferentes tipos celulares, tanto em tamanho/volume (FSC-disperséo frontal) quanto
por complexidade (SSC-disperséao lateral) (figura 34A). Na figura 34B pode ser visto a
disperséo celular utilizando dois canais de fluorescéncia, FL1 (verde) e FL2 (laranja).
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Figura 34— Visualiza¢cdo das células totais e iridescentes obtidas ap6s dissociacdo tecidual da
faixa lateral do peixe Paracheirodon axelrodi. Células totais apds dissociacao tecidual, SSC-A
representa a complexidade celular e FSC-A o tamanho/volume celular (A); estratégia de andlise de
células iridescentes, canal FL1 (verde) e canal FL2 (laranja) (B); Células totais apds dissociacao
tecidual e uso de gradiente de Percoll, SSC-A representa a complexidade celular e FSC-A o
tamanho/volume celular (C); estratégia de analise de células iridescentes, apds isolamento por
gradiente de percoll, canal FL1 (verde) e canal FL2 (laranja) (D)
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Fonte: Imagem da autora (2020).



64

Essa estratégia de visualizacao de células iridescentes foi previamente utilizada
por Higton e colaboradores, a partir da fluorescéncia emitida por estas células (figura
35). Foi encontrado 0.7% de células iridoforas do total celular obtido (figura 34A).
Utilizando gradiente de Percoll, para melhor purificagdo destas células, observou-se
um aumento das células emissoras de fluorescéncia, 2% no quadrante positivo para
as duas fluorescéncias (figura 34C e 34D), quando comparado com o extrato celular

total.

Figura 35— Estratégia de visualizacao de células iridescentes, utilizada por Higton e
colaboradores, a partir da fluorescéncia emitida por estas células

Fonte: Higton et al (2013).

Apés a dissociacao das células da faixa letal do peixe Paracheirodon axelrodi,
como descrito anteriormente, as células foram observadas no microscopio (figura 36A)

e foi verificada a viabilidade celular através do Azul de Tripan (figura 36B).
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Figura 36— Andlise das células apds dissociagdo celular da faixa lateral. Visualizacéo das
células totais da faixa lateral do peixe Paracheirodon axelrodi, aumento de 100x (A) e andlise
daviabilidade celular colorida com solucéo de Azul de Tripan, com 98% de células viaveis (B)

Fonte: Imagem da autora (2020).
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As células totais foram ressuspensas em meio L-15 Medium Leibovitz contendo
1% de antibidtico e solugdo antimicética (1.000 U de penicilina, 1.000 ug de
estreptomicina e 25 pg de anfotericina B mL-1; Invitrogen) e 20% de soro fetal bovino
(FBS) (Kapoor et al., 2013 e Avella et al., 1994) e em seguida foram colocadas em
cultura (figura 37).

Figura 37— Cultura das células totais extraidas da faixa lateral do peixe Paracheirodon
axelrodi. Visualizacéo das células totais em garrafa de cultura através do microscopio invertido
(Olympus)

Fonte: Imagem da autora (2020).

No segundo dia de cultura as células ja consumiram quase todo o meio, o0 que
pode ser observada pela coloragcdo amarelada do meio de cultura (figura 38). Desse
modo, de dois em dois dias as células eram observadas com auxilio de microscopio
invertido (Olympus), o meio de cultura sobrenadante era removido e um novo era
adicionado na garrafa de cultura. Apos 2 dias, notou-se uma expansao celular (figura
38B e 38C).
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Figura 38— Acompanhamento do cultivo celular das células totais obtidas da faixa lateral do
peixe. Garrafa mostra 0 meio consumido pelas células a pois dois dias de cultura (A); expansdo
celular apds uma semana de cultivo (B); visualizacdo das células no microscépio apdés uma semana
de cultivo (C)

Fonte: Imagem da autora (2020).

Pelo aspecto da cultura, ao final desse teste de cultivo, ndo se pode descartar
gue possa ter ocorrido contaminagdo por algum microrganismo. Assim, ha
necessidade de melhor padronizagao da cultura celular das células totais provenientes
da faixa lateral do peixe P. axelrodi. Adicionalmente, para purificacdo e isolamento das
células iridescentes serda fundamental novas estratégias metodologias ainda nao
abordadas nesse trabalho, que como produto final resultou no fluido imprimivel

bioinspirado nas células do peixe, e ndo no fluido contendo essas células.



68

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apods estudo da iridescéncia dos peixes do género Paracheirodon, conseguiu-
se otimizar os primeiros fluidos bioinspirados nas células irid6foras observadas no
peixe Paracheirodon axelrodi, que apresenta cristais de guanina no interior dessas
células, como parte ativa do mecanismo de iridescéncia, e otimizou-se os parametros
de microfluidica para impressdo Drop-on-Demand através de superposicdo de

camadas e posterior controle de cristalizag&o.

A cristalizagéo da guanina foi estudada a partir de solu¢des aquosas utilizando
um acido e uma base, e as condicdes 6timas de pH e concentracdo foram
estabelecidas, a partir da caracterizacdo por Microscopia Optica, Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e Difracdo de Raios-X (DRX) dos cristais de guanina
formados.

Os Numeros de Reynolds (Re), Weber (We) e Ohnesorge (Oh) foram
calculados para otimizacdo da composicao do fluido, e imagens de formacéao das gotas
pela camera Drop Watcher embarcada na impressora DoD permitiram a otimizacao
dos parametros de impressao.

Com a dissociacdo das células da faixa lateral e a utilizacdo do citbmetro de
fluxo, foi identificada uma distribuicéo de células iridescente no decido trabalhado.
Foi iniciada os primeiros testes de cultivo de células iridoforas do peixe
Paracheirodon axelrodi em incubadora de CO,, para serem incorporados em futuros
fluidos imprimiveis, previsto como perspectivas decorrentes deste trabalho.
Fruto dos resultados desta tese, foi depositada no INPlI uma patente
intitulada: “Recobrimento iridescente imprimivel contendo guanina cristalizada e

respectivo processo de preparagao”, BR1020200036033.
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ANEXO A — IMAGEAMENTO POR RMN

Estudos iniciais pioneiros de imageamento da banda lateral do peixe por RMN
resultaram nas imagens apresentadas na figura 39, obtidas com o peixe levado a 6bito
imediatamente antes da inser¢do no magneto do equipamento, no entanto havia-se o
objetivo de se tentar registrar imagens em tempo real com o peixe sendo levado a
Obito dentro do magneto do equipamento, porém, devido a problemas técnicos na

instrumentagao, as medidas foram interrompidas.

Figura 39— Primeiras imagens obtidas por RMN do peixe Parecheirodon axelrodi, analisado trés
profundidades de corte longitudinais diferentes, sendo a terceira, mais proxima do tecido subepitelial
onde se encontram os iridéforos da banda lateral nanoestruturada

Fonte: Imagem da autora (2020).
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ANEXO B — MECANISMOS PROPOSTO PARA IRIDESCENCIA DA BANDA
LATERAL DOS GENERO PARACHEIRODON (Interac6es com o estagio Pos-

doutoral do Dr. José Lucio Bezerra Jr.).

Segundo a literatura (YOSHIOKA et al., 2011.) o mecanismo de iridescéncia
presente na linha lateral dos peixes do género Paracheirodon esta associado a
variacdo de pressdo osmotica no interior das células iridéforas, por abertura e
fechamento de canais ibnicos induzidos por estimulos externos ou do sistema nervoso
central do peixe. A variacao da pressdo osmatica levaria a mudancga no espacamento
nanometrico de estruturas lamelares de cristais de guanina, alterando o comprimento
de onda associada a interferéncia construtiva da luz, e a cor da iridescéncia, conforme

mostrado na figura. 40.

Figura 40— Aumento da pressao osmotica nos iridéforos levaria o espagcamento de 160 nm para 200
nm entre as palhetas de cristais de guanina, alterando a cor da iridescéncia

Fonte: YOSHIOKA et al., 2011.

Dois modelos passaram a ser apresentados para explicar a variacdo de cor nos
peixes desse género, 0 modelo de venezianas (Venetian blind), mostrado na figura 41

(a), e o modelo de acordeon, associado a pressao osmética, mostrado na figura 41

(b).
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Figura 41— Modelos para iridescéncia dos peixes Paracheirodon (a) Modelo “veneziana” e (b) Modelo
“acordeon”
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Fonte: GUR et al., 2015.

No entanto, medidas de microscopia de for¢ca atbmica obtidas durante o estagio
pés-doutoral do Dr. José Lacio Bezerra Junior no nosso Grupo levaram a uma
proposta de novo modelo, apresentado na 10" International Conference of
Nanophotonics. Este modelo baseia-se em mecanismos de ordem-desordem de
cristais fotbnicos de guanina dispersos na forma de nanoparticulas esféricas,
conforme imagem obtida por AFM do tecido subepitelial da banda lateral do peixe,
mostrado na figura 42.

Figura 42— AFM do tecido subepitelial da banda lateral do Paracheirodon axelrodi
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Fonte: Bezerra Jr. J. L, Santa-Cruz, P.A. ICNP 2018.



79

Neste novo modelo proposto, a variagdo do espacamento entre as
nanoestruturas estaria associada a variagéo de cor, como cristais fotbnicos em Opalas.
Um efeito ordem- desordem associado a este modelo levaria ao desparecimento da

cor da linha lateral do peixe apés 0Obito, observado em nosso grupo figura 43.

Figura 43— Imagem do Paracheirodon axelrodi com desaparecimento da iridescéncia azul
associada aos iridoforos, apds 6bito. A cor vermelha do ventre é atribuida a absorcao, por pigmento
de cromoforos

Fonte: Imagem da autora (2020).
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ANEXO C — METODOS COMPUTACIONAIS E CRISTAIS DE GUANINA

(Interacdes com o estagio Pdés-doutoral da Dra. Daniela Nadvorny).

A representacdo dos orbitais de fronteira para a guanina anidra esti
apresentada na figura 44. Os valores das energias para os orbitais HOMO e LUMO
calculados foram, -0,306 e -0,147 eV respectivamente, sendo o gap -0,159 eV (figura
44).

Figura 44— superficie dos orbitais HOMO e LUMO da guanina anidra calculada pelo método
DFT B3LYP/6-31++G(d,p)

. ‘J Euuo=-0,147 eV
‘ .

L omo-ume =-0,152

. El-.:lw; = '0,305 EV

Fonte: Imagem da autora (2020).

Esta diferenca de energia entre os orbitais de fronteira € uma caracteristica
importante para determinacdo de propriedades de transporte elétrico molecular, pois
€ uma medida relacionada a transferéncia de carga (Guidara et al., 2014). Desta
forma, o entendimento destes parametros pode auxiliar na compreensao do
comportamento das moléculas inseridas nos cristais de guanina, pois a forma de
interacdo no interior do cristal reflete diretamente na auto-organizacdo dos cristais
entre si.

Outra abordagem que pode possivelmente apontar diferentes aspectos

referente as interacdes da guanina e a auto-organizacdo dos cristais envolve a
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dindmica molecular. A figura 45 apresenta o sistema simulado com representacao

implicita das moléculas do solvente (agua).

Figura 45— Representa¢éo do sistema guanina anidra simulado por dindmica molecular

Fonte: Imagem da autora (2020).

Inicialmente verificamos o desvio médio quadratico (RMSD) das coordenadas

ao final da simulacédo, onde é possivel observar que o equilibro foi atingido figura 46.

Figura 46— RMSD calculado para o sistema simulado incluindo a guanina anidra e solvente
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Fonte: Imagem da autora (2020).
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Em seguida, foram avaliadas as funcbes de distribuicdo radial (RDF) da
guanina anidra tanto em relacdo ao solvente quanto entre suas proprias moléculas
(figura 47e 47D).

Figura 47— RDF da guanina em relagao a agua (a) e suas proprias moléculas (b)

Fonte: Imagem da autora (2020).

Foi observado que néo ha interagéo entre o solvente e a guanina, diferente do
gue ocorre quando a mesma propriedade é calculada entre suas préprias moléculas.
Este comportamento ja é esperado, uma vez que a guanina se encontra num ambiente
aquoso na natureza, e seu carater hidrofébico deve ser evidenciado. Ao contrario, o
gue ocorreria seria uma dispersdo da sua estrutura cristalina no meio fisiolégico. No
entanto, € interessante verificarmos que entre si, a guanina é capaz de formar
camadas de empacotamento, o que é um importante indicio de sua auto-organizacao
e a partir destes resultados é possivel se compreender de forma mais precisa este

processo.
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ANEXO D - ESTUDO COMPORTAMENTAL DOS PEIXES, INICIADO COM A
DROGA OLANZAPINA

Pretende-se dar continuidade a um estudo comportamental dos peixes ja
iniciado, e acompanhar a dindmica da faixa lateral onde essas células iridoforas se
encontram em fung¢do da presenca de nanocontaminantes da agua. Nesta primeira
etapa iniciou com a droga olanzapina, com atividades neurologicas, vetorizadas
através de artémias vivas, alimentos naturais dos peixes. Também pretende-se avaliar
protocolos para neuroxicidade usando a observagao da linha lateral iridescente dos
peixes do género Paracheirodon, alimentados por nduplios dessas artémias expostos
a nanoestruturas de carbono.

O objetivo desses ensaios envolve uma segunda prova de conceito, para
avaliar possiveis aplicacdes dos sistemas imprimiveis em dispositivos bioinspirados
para monitoramento ambiental e a partir da correlagdo entre a neurotoxicidade e
mudancas na coloracao de faixa lateral iridescente e motilidade alterada dos peixes,

a figura 48 ilustra os experimentos em andamento do inicio desta segunda etapa.

Figura 48— Exposicao dos nauplios de artémias a olanzapina para vetorizagdo do farmaco aos peixes
do género Paracheirodon, para analise comportamental objetivando a bioinspiracdo de dispositivos
imprimiveis

Fonte: Imagem da autora (2020).



