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RESUMO

A técnica aditiva de polimerizagdo via absor¢do de dois fotons (P2F) tornou-se um excelente
método de microfabricacdo tridimensional (3D) dentre os muitos processos existentes, por
permitir a construcdo de microestruturas 3D com elevada resolucdo espacial na ordem
submicrométrica, alta complexidade geométrica e uso minimo de material fotossensivel. Essa
poderosa ferramenta tem atraido o interesse de diversas areas da ciéncia, incluindo a engenharia
de tecidos, com aplicacdo na fabricacdo de arcaboucos tridimensionais para cultura celular.
Estes microambientes sdo projetados para mimetizar condi¢des in vivo, e reproduzir suas
caracteristicas mais importantes possibilitando o estudo do comportamento celular e o
tratamento de doencgas com teste de farmacos. As resinas fotossensiveis sdo a matéria-prima
para construcdo dos arcabougos e, embora exista uma ampla disponibilidade destes materiais
para estudos bioldgicos, hd uma grande preocupacdo em torna-las biocompativeis e com baixa
citotoxicidade. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de arcaboucos tipo
microgrooves em diferentes geometrias sobre o médulo de elasticidade celular, propor um
método eficiente de tratamento de superficies poliméricas para promover uma melhor adesao
celular e sintetizar nanocompositos biocompativeis, antibacterianos e flexiveis para aplicacao
na engenharia de tecidos. Neste trabalho, os resultados obtidos demonstraram que todas as
resinas sintetizadas apresentaram biocompatibilidade aceitavel. Em destaque, a amostra com
nanocristais de diéxido de titanio (TiO2) exibiu baixa citotoxicidade e alta taxa de proliferacdo
celular, que se manteve superior a do controle por até 48 h. As propriedades biomecanicas das
células osteoblastos em contato direto com os arcaboucos circulares apresentaram o modulo de
Young significativamente maior (22.66+6.62 MPa) quando comparado as células semeadas
sobre arcaboucos retangulares e superficies planas, que apresentaram valores de 13.79+2.54
MPa e 18.27+3.31 MPa, respectivamente. Os resultados evidenciados por observacdes opticas
e espectroscopicas demonstraram que é possivel regular as propriedades fisico-quimicas,
incluindo rugosidade moderada, aumento da hidrofilicidade e surgimento de grupos funcionais
no substrato polimérico tratado com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), para
melhorar a adesdo de células epiteliais pulmonares. Além disso, foi demonstrado que o
polimero funcionalizado com nanoparticulas de propolis vermelha (NPs PV) apresentou efeito
antibacteriano significativo contra S. aureus. Esse efeito foi atribuido a presenca de compostos
fenolicos nas amostras poliméricas, confirmado por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Por fim, os arcaboucos com microgrooves paralelos e
circulares, fabricados via P2F, demonstraram potencial para liberagdo controlada de NPs PV,
indicando grande aplicabilidade em processos de cicatrizacéo.

Palavras-chave: Resina biocompativel. Arcabougos celulares. Polimerizagdo por absorgédo de
dois fatons.



ABSTRACT

The two-photon polymerization (2PP) additive technique has emerged as an excellent method
for three-dimensional (3D) microfabrication among the many existing processes, enabling the
construction of 3D microstructures with high spatial resolution at the submicrometer scale,
complex geometric designs, and minimal use of photosensitive materials. This powerful tool
has drawn the interest of various scientific fields, including tissue engineering, with
applications in the fabrication of three-dimensional scaffolds for cell culture. These
microenvironments are designed to mimic in vivo conditions, replicating their key features to
enable the study of cellular behavior and the treatment of diseases through drug testing.
Photosensitive resins serve as the raw material for the construction of scaffolds, and although
there is a wide range of these materials available for biological studies, there is a significant
focus on ensuring their biocompatibility and low cytotoxicity. The objective of this study was
to investigate the effect of microgroove-type scaffolds with different geometries on the cellular
elastic modulus, propose an efficient surface treatment method for polymeric substrates to
enhance cell adhesion, and synthesize biocompatible, antibacterial, and flexible
nanocomposites for tissue engineering applications. The results demonstrated that all
synthesized resins exhibited acceptable biocompatibility. Notably, the sample containing
titanium dioxide (TiO2) nanocrystals showed low cytotoxicity and a high cell proliferation rate,
which remained superior to the control for up to 48 hours. The biomechanical properties of
osteoblast cells in direct contact with circular scaffolds exhibited a significantly higher Young’s
modulus (22.66+6.62 MPa) compared to cells seeded on rectangular scaffolds and flat surfaces,
which displayed values of 13.79+2.54 MPa and 18.27+3.31 MPa, respectively. Optical and
spectroscopic observations revealed that it is possible to regulate the physicochemical
properties—including moderate roughness, increased hydrophilicity, and the formation of
functional groups on polymeric substrates treated with phosphate-buffered saline (PBS)—to
improve the adhesion of pulmonary epithelial cells. Additionally, the polymer functionalized
with red propolis nanoparticles (RP NPs) exhibited a significant antibacterial effect against S.
aureus. This effect was attributed to the presence of phenolic compounds in the polymeric
samples, confirmed by Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy. Finally, the scaffolds
with parallel and circular microgrooves fabricated via 2PP demonstrated potential for the
controlled release of RP NPs, indicating significant applicability in wound healing processes.

Keywords: Biocompatible Photoresin. Cellular scaffolds. Polymerization via two-photon
absorption.
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1 INTRODUCAO

A criacdo do laser possibilitou o desenvolvimento de inimeras linhas de pesquisas que
envolvem os principios da dptica ndo linear, uma vez que a maioria dos fendmenos fisicos ndo
lineares somente pdde ser reproduzida experimentalmente com o uso de fontes de alta
intensidade. Neste regime, observa-se a alteracdo das propriedades Opticas dos materiais, que
passam a depender da intensidade da fonte luminosa.

Anos apos a invengdo do primeiro laser, os primeiros fendmenos Opticos ndo lineares
observados foram a geracdo de segundo harmoénico, relatada por Franken et al. [1], e a
comprovacao experimental do efeito de absor¢éo de dois fotons (A2F) por Kaiser e Garrett [2],
teoricamente prevista por Maria Goppert-Mayer [3].

Com a modernizacdo dos lasers, diversos outros fendmenos foram descobertos e
estudados. Consequentemente, esse campo de pesquisa avangou significativamente, com
aplicacbes em &reas como fotdnica, microscopia de fluorescéncia, armazenamento dptico,
terapia fotodindmica e microfabricagdo [4-8], todas associadas ao processo de absorcdo
multifotdnica, que constitui a base teorica de varias aplicacoes.

A microfabricacdo por escrita direta a laser, ao explorar os fundamentos dos processos
Opticos ndo lineares, em particular o processo de A2F, permite que a polimerizacdo da resina
fotossensivel ocorra exclusivamente no volume focal do laser. Como resultado, obtém-se um
elemento de volume polimerizado de tamanho micrométrico ou até mesmo nanométrico,
conhecido como voxel [9].

Essa configuracdo é possivel porque a taxa de ocorréncia da A2F depende diretamente
com o quadrado da intensidade luminosa. Assim, apenas no ponto focal a intensidade é
suficientemente elevada para gerar tal fendmeno. Portanto, a técnica de Polimerizagdo por
Absorcao de dois Fétons (P2F) pode ser utilizada com sucesso na fabricacdo de diversas
estruturas em escala micrométrica e submicrométrica.

Na engenharia de tecidos, a cultura de células 6sseas em microestruturas tridimensionais
fabricadas por microfabricacdo via P2F tornou-se uma estratégia eficiente para estabelecer
métodos e rotas adequadas & regeneracdo de tecidos danificados. Isso ocorre porque 0
arcabouco tem como papel fundamental proporcionar as células um suporte tridimensional
sintético temporario, que permita sua proliferacdo e diferenciacdo até o crescimento do novo
tecido [10].

Portanto, este método de fabricagdo versatil permite projetar arcaboucos celulares com

geometrias especificas, diferentes tamanhos e formatos de poros, que imitam o ambiente in vivo
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das células. Assim, esses arcabougos sdo capazes de contribuir para uma resposta celular
aprimorada, relacionada & adesdo, morfologia e proliferacéo celular.

Uma das exigéncias para alcancar a regeneracdo tecidual é garantir o desenvolvimento
promissor da cultura celular tridimensional, além de assegurar que a resina fotossensivel
utilizada na construcao do arcabougo seja biocompativel [11]. Os principais componentes que
constituem uma resina fotossensivel sdo basicamente um fotoiniciador (FI), que inicia a reagdo
quimica de polimerizacdo, € um mondmero, que confere as propriedades mecanicas ao
arcabouco.

Estudos demonstraram que, em altas concentragcbes do FI Irgacure 369, a resina
fotossensivel se torna citotdxica, o que resulta na diminuicdo da viabilidade celular [12].
Embora o FI seja essencial e indispensavel no processo de P2F, a literatura relata o uso de
diversos outros componentes acrescentados a sintese das resinas, tais como fotoiniciadores
sollveis em agua, compostos bioldgicos e nanoparticulas (NPs) [13-16]. Esses aditivos tém
como finalidade minimizar os efeitos nocivos do FI em altas concentracfes, além de
proporcionar propriedades dpticas e conferir caracteristicas bioldgicas especificas.

Neste contexto, os Pontos Quanticos (PQs) Semicondutores Ultra-pequenos de
CdSe/CdS, ou, em inglés, Ultrasmall Semiconductor Quantum Dots (USQDs), apresentam boa
biocompatibilidade, o que resulta em um desempenho mecénico aprimorado [17] e mantém
uma citocompatibilidade controlada in vitro [18]. Os nanocristais de dioxido de titanio (NCs
TiO2), além de exercerem excelente biocompatibilidade, também conferem melhor proliferacdo
celular, adesdo e propriedades antibacterianas, com alta aplicabilidade em células dsseas,
induzindo a osseointegracao de implantes [19, 20]. Por sua vez, as NPs de prépolis vermelha
(PV) apresentam atividades bioldgicas interessantes, como acdo antimicrobiana, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena e leishmanicida, com diversas aplicacfes na
farmacia, na medicina e em outras areas [21].

Nessa circunstancia, nosso estudo inicial teve como objetivo melhorar a
biocompatibilidade do material e reduzir a toxicidade. Foi realizada a preparagéo de uma resina
a base do monémero Pentaerythritol Triacrylate (PETA), com apenas 0,5% de FIl e incorporacao
das NPs de CdSe/CdS e dos NCs de TiO».

Neste primeiro estudo, foi proposto sintetizar resinas com incorporacao de NPs e NCs,
investigar os parametros adequados de escrita direta a laser nas resinas, caracterizar as resinas
por meio das técnicas de espectroscopia de absorcao dptica, espectroscopia de fluorescéncia e
espectroscopia Raman, além de avaliar a citotoxicidade das resinas em contato direto com

celulas de osteoblastos humanos da linhagem MG-63.
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Na sequéncia, foram construidos arcabougos do tipo groove, em duas diferentes
geometrias (retangular e circular), que mimetizam ambientes naturais do tecido 6sseo. Desta
forma, busca-se entender como as caracteristicas fisico-quimicas do microambiente alteram as
propriedades mecanicas das células MG-63 cultivadas sobre estes arcabougos, em comparacao
as células cultivadas em um filme plano feito da resina, que foram analisadas por meio de
medidas do Mdédulo de Young utilizando o Microscopio de Forga Atdmica (AFM).

Embora a literatura j& apresenta conhecimento sobre a morfologia, diferenciacdo e taxa
de proliferacdo das células osteoblastos MG-63 semeadas no interior de arcabouco tipo groove
[22], até 0 momento, ndo havia estudos sobre as propriedades biomecénicas das células 6sseas
em microgrooves. Essa lacuna foi preenchida pelo nosso trabalho, publicado em Journal of
biomedical materials research part A [23]. Nos estudos anteriores, ainda ndo estava claro como
as interacOes células-groove influenciam as propriedades biomecanicas das células dsseas, 0
que exigia uma compreensao mais aprofundada.

E notavel que a investigacdo das interacbes das células Gsseas em arcaboucos
microgroove € essencial na engenharia de tecidos, uma vez que este estudo visa possiveis
aplicacdes na adequacdo da geometria e topografia de implantes ortopédicos e dentarios [24],
bem como na cultura de células 6sseas no interior dos arcabougos para o desenvolvimento de
enxertos 0sseos implantados in vivo [25], sendo ainda um grande desafio na engenharia de
tecidos [26].

No segundo estudo, foi proposto um método rapido, de baixo custo e ecoldgico para o
tratamento de superficies poliméricas, com o objetivo de modificar as propriedades fisico-
quimicas a fim de ajustar o comportamento celular na interface célula-substrato. Dois diferentes
polimeros foram sintetizados a partir dos monémeros PETA e Trimethylolpropane Ethoxylate
Triacrylate (SR499), com o FI Irgacure 2959 (12959), e posteriormente tratados com solucao
salina tamponada com fosfato (PBS). A rugosidade, molhabilidade, e o surgimento de grupos
quimicos nas superficies apds o tratamento foram investigados. As células epiteliais
pulmonares da linhagem A549 foram cultivadas por 24 horas nas superficies poliméricas antes
e depois do tratamento para observacgdo da adeséo celular.

No terceiro estudo, foi proposto o desenvolvimento de resinas a partir dos monémeros
PETA e SR499, com o FI 12959, incorporadas com NPs de propolis vermelha do Estado de
Alagoas, visando obter um material microestruturado a laser com propriedades antibacterianas,
que servird como curativo para feridas cutaneas, auxiliando na cicatriza¢éo do tecido lesionado
e, simultaneamente, protegendo-o contra a proliferacdo de bactérias. Para isso, a acdo

antibacteriana das superficies polimeéricas foi avaliada contra Staphylococcus aureus, utilizando



20

0 teste de contato direto. A espectrometria UV-Vis foi empregada para investigar a dindmica
de liberacdo in vitro do medicamento durante quatro dias. Além disso, as amostras foram
caracterizadas por meio das técnicas de espectroscopia de absorcdo dptica, espectroscopia de
fluorescéncia e FTIR.

E importante destacar que a técnica de microfabricagdo por escrita a laser via P2F é uma
linha de pesquisa recente na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sendo o segundo
laboratério na Ameérica Latina a desenvolver atividades neste campo. Logo, por se tratar da
primeira tese desenvolvida nesta area na UFAL, com um projeto de pesquisa inovador, tanto
nas técnicas utilizadas quanto nos objetivos propostos, este trabalho serd estruturado com o
maximo de detalhes pertinentes a técnica, visto que os estudos e resultados alcancados servirdo
de referéncia para os proximos estudantes, buscando garantir a consolidacdo desta linha de
pesquisa no Programa de Pds-graduacdo em Fisica (PPGF).

Este trabalho esta organizado da seguinte maneira: no capitulo 2, é apresentada a
trajetoria do surgimento da Optica ndo linear, além da descricdo de alguns conceitos
fundamentais, com énfase nos processos de A2F e suas diversas aplicacfes tecnologicas. No
capitulo 3, descreve-se detalhadamente o sistema experimental utilizado na microfabricacéo via
P2F e sua perspectiva histdrica. Além disso, buscou-se compreender como o feixe gaussiano,
ao se propagar por lentes objetivas, altera a geometria do ponto focal, visto que a ocorréncia da
absorcdo ndo linear possui dependéncia espacial. Em seguida, foram abordadas as nocoes
basicas da metodologia de microfabricacdo, explicado o processo de fotopolimerizacdo por
radicais livres e definido o pardmetro grau de conversao.

No capitulo 4, descreve-se a etapa de sintese das resinas fotossensiveis incorporadas
com NPs e NCs, utilizadas para a constru¢do dos arcabougos microgrooves por meio da técnica
de microfabricacdo por escrita direta a laser via P2F. Ainda neste capitulo, as resinas foram
caracterizadas por varios métodos de espectroscopia, AFM, FTIR, Tensiémetro Optico, TEM,
MEV, entre outros. Além disso, foram realizados ensaios bioldgicos pelo método de exclusdo
do azul de tripan e ensaios de atividade antibacteriana pelo teste de contato direto. Por fim, no
capitulo 5, serdo apresentadas as consideraces finais deste projeto de pesquisa e as perspectivas

para futuros trabalhos.
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2 ABSORCAO DE DOIS FOTONS (A2F) — FUNDAMENTACAO TEORICA,
CONTEXTO HISTORICO E APLICACOES

Neste capitulo, serdo discutidas as bases teoricas relevantes para a compreensdo do
fendmeno da A2F, os parametros fisicos mais importantes e como a éptica ndo linear explica o
surgimento deste efeito pela interagdo entre a luz e a matéria. Além disso, serdo apresentadas
algumas aplicacBes que utilizam esses processos Opticos ndo lineares como base tedrica,

abrangendo areas como biologia, Optica, fotdnica e outras inUmeras areas interdisciplinares.

2.1 CONTEXTO HISTORICO

No contexto historico, a teoria do fendmeno da A2F tornou-se conhecida em ambito
cientifico a partir dos estudos da fisica teérica Maria GOppert-Mayer, apresentados em sua tese
de doutorado na Gottingen University em 1931 [1]. Ano em que ela prop6s que um atomo ou
uma molécula, ao interagir com uma fonte de luz de alta intensidade, poderia sofrer uma
transicdo eletrdnica de um nivel de baixa energia para um nivel de alta energia através da
absorcdo simultanea de dois fotons. Assim, de acordo com os principios da teoria quantica,
Mayer obteve a probabilidade de ocorréncia da transicao eletrénica por A2F.

No entanto, somente 30 anos depois, como desenvolvimento do primeiro laser ptico
em 1960 por Theodore Maiman [2], foi possivel a verificacdo experimental, visto que, para
realizar o experimento, era necessaria uma fonte intensa de radiacdo eletromagnética
monocromatica, devido ao fato de que a probabilidade de ocorréncia da transicédo eletronica era
numericamente pequena [3].

Diante disso, em 1961, Kaiser e Garrett comprovaram experimentalmente este
fendmeno né&o linear, usando um laser pulsado de rubi com comprimento de onda centrado em
694,3 nm, focalizado em um cristal de fluoreto de célcio dopado com ion eurépio (CaF2:Eu*?)
de 1 mm de espessura. Ao iluminar a amostra, eles observaram o sinal de fluorescéncia por
AZ2F, caracterizado em torno de 425 nm [4], como registrado na figura 2.1. Esse resultado indica
que o campo incidente promove a transi¢ao de um elétron, inicialmente no estado fundamental
(nivel real), para o estado intermediario (nivel virtual) por meio da absorcdo de um féton e,
guase simultaneamente, ao absorver um segundo féton, o elétron atinge um estado de energia

superior (nivel real), o que resulta na fluorescéncia do material.

Figura 2.1: Primeira comprovacgdo experimental de A2F demonstrada pela emissdo de fluorescéncia do cristal de
CaF2:Eu*? sob incidéncia de luz vermelha 694,3 nm.
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Observa-se que foi feita uma comparacédo entre a luz do laser, incidida no material na

Fonte: Kaiser, Garrett [4].

regido de A = 694,3 nm, ¢ o sinal de fluorescéncia do cristal por A2F, na regido com
comprimento de onda em torno de 425 nm, correspondente a emissao de luz azul. Dessa
maneira, os resultados forneceram uma confirmacéao préatica do conceito de absorcao simultanea
de dois fétons, que, até entdo, era apenas teorico.

Além disso, para homenagear Goppert-Mayer por sua descoberta inovadora, as iniciais
de seu nome foram utilizadas para representar a unidade da grandeza secdo de choque de A2F
do material, medida em 1 Géppert-Mayer (GM), equivalente a 1x1073° cm*.s.molécula™ [5].

Atualmente, esses resultados sobre a A2F sdo utilizados como base tedrica para
investigacOes cientificas em inumeras aplicacdes, tais como: microscopia ndo linear [6],
microscopia bioldgica [3], armazenamento dptico tridimensional de dados [7], microfabricacdo
litogréfica [8], terapia fotodindmica [9] e terapia fotodindmica antimicrobiana no campo da

ortodontia [10, 11], entre outras.

2.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A partir dos processos fisicos da intera¢do da luz do laser no regime de altas intensidades
com a matéria, foram observados os efeitos de absorcdo de dois fétons, assim como outros
fendmenos, que sao regidos pelos principios da éptica ndo linear. Considera-se que 0s &tomos
ou as moléculas de um meio especifico sejam tratados como materiais dielétricos, isotropicos
e uniformes, que serdo submetidos a radiacdo eletromagnética [12]. Os dielétricos possuem
caracteristicas especificas, pois as cargas elétricas que constituem o material sdo fortemente
ligadas aos atomos. Os materiais sdo considerados isotropicos quando suas propriedades, como
a susceptibilidade, ndo se alteram com a mudanca de direcdes, permanecendo constantes [13].

Primeiramente, considera-se que esse material apresenta uma resposta linear a interacao
com o campo elétrico aplicado, desde que as intensidades ndo sejam muito altas. Em resposta
ao campo elétrico, causa-se uma distor¢do na configuracéo das cargas dos atomos no dielétrico,
e surge um momento de dipolo por unidade de volume, ou também chamado de polarizagéo
induzida P(t), que é dependente do tempo e paralela ao campo elétrico E(t), ou seja, depende

linearmente da intensidade do campo elétrico aplicado e pode ser descrita pela expressao:
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P(t) = eaxVE(), 1)
em que »Y é uma constante de suscetibilidade elétrica linear do meio, a qual esté relacionada a
estrutura microscopica da substancia trabalhada, e ¢, representa a permissividade elétrica do
vacuo.Para simplificar a notacéo, tanto a polarizagdo quanto o campo aplicado, dados por P(t)
e E(t), sdo tratados como grandezas escalares, descartando a natureza tensorial de  na equagio
(1) e nas demais.Usa-se A para representar uma quantidade A qualquer que varia rapidamente
no tempo. Na equagdo (1), considera-se que P(t) depende somente do valor instantaneo da forca
do campo elétrico.

Os meios que se comportam de acordo com as propriedades fisicas descritas sdo
conhecidos como meios dielétricos lineares. Considerando os efeitos da polarizacdo em ordens
macroscopicas, em um grupo de moléculas de determinados materiais dielétricos, quando estes
sdo colocados na presenca de um campo elétrico E(t), acontece que as cargas dentro do &tomo
sdo influenciadas por este campo, de modo que as cargas elétricas em cada molécula tém seus
momentos de dipolos induzidos alinhados pelas forcas atribuidas pelo campo elétrico [14].

Em principio, € possivel generalizar a equacdo (1) para descrever a resposta ndo linear
em materiais na presenca de campos eletromagnéticos extremamente altos, com amplitudes que

sdo numericamente proximas da intensidade do campo interatbmico que liga os elétrons ao

sistema, o qual pode ser calculado pela relagdo: Ea = em que os parametros

ameo(ao)?’
sao: —e € a carga elétrica do elétron e a, € o raio de Bohr do 4&tomo de hidrogénio. Assim,
resulta em um campo elétrico da ordem de Ea = 5,14 x 10! VV/m [15]. Por consequéncia, as
cargas elétricas contidas no material sdo perturbadas pela fonte de luz muito intensa, que gera
efeitos dpticos ndo lineares que obedecem a seguinte relacdo [16]:

P() = eol@E®+ P E>@M) +,VE3@)+..]

Pty = PY(t)+ P%(t)+P3(t) +... (2)
onde y® e ¥ sdo denominadas susceptibilidades 6pticas ndo lineares de segunda e terceira
ordem, respectivamente. Observe-se que, nesta situacdo, a polarizagdo correspondente é
expressa por uma série de poténcias do campo elétrico, enquanto na equacdo (1) havia apenas
o termo inicial. Nas equacdes (1) e (2), assume-se que a resposta do meio sera instantanea. Este
é o tratamento mais simples e sugere que, ao aplicar o campo no material, a polarizacéo surge
instantaneamente.

Vale ressaltar que essas grandezas fisicas de interacdes opticas ndo lineares de segunda
ordem (P2(t)) e terceira ordem (P3(t)) diferem-se entre si e descrevem varios processos 6pticos

ndo lineares, dependendo do tipo de material que esta sendo trabalhado.
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Na pratica, verifica-se que a susceptibilidade de segunda ordem somente ocorre em
materiais caracterizados por serem ndo centrossimétricos, ou seja,aqueles meios que nédo
possuem simetria de inversdo. Exemplo disso s@o os cristais de niobato de litio (LiNbO3),
sulfeto de cadmio (CdS), nitrato de litio (LilOz),quartz, entre outros. Esses meios sdo
responsaveis por desencadear o processo de retificacdo Optica [14], [17], e geragdo de segundo
harmonico [18]. Como resultado desse efeito, o segundo termo da equacdo (2) torna-se
proporcional ao quadrado da intensidade do campo aplicado [15].

Observe-se que, do ponto de vista historico, o0 desenvolvimento do primeiro laser foi
um marco para o surgimento da Optica ndo linear.Isso ocorreu porque, um ano apds esse
acontecimento, além da comprovacao da A2F por Kaiser e Garrett, foi descoberto, em 1961,
por Franken e colaboradores [19], outro fendmeno ndo linear conhecido como geracdo de
segundo harmdnico. Nesse experimento, foi utilizado um cristal de quartzo, no qual foi possivel
obter a emissédo de luz ultravioleta (UV) com 1 = 347,2 nm a partir da incidéncia de um feixe
laser de rubi operando em 694,2 nm por meio do cristal de quartzo.

Por outro lado, a susceptibilidade de terceira ordem independe das caracteristicas de
simetria do material, pode ocorrer tanto em meios ndo centrossimétricos (assimétricos) quanto
em meios com um centro de simetria, chamados centrossimétricos ou, ainda, conhecidos por
terem uma “simetria de inversao”. Tal interagdo provoca fendmenos baseados no efeito Kerr
Optico ou autofocalizagao [20], em que o indice de refracdo é dependente da intensidade da luz
no material, A2F [3], geracdo de terceiro harmdnico e geracdo de soma e diferenca de

frequéncias. Exemplo de materiais centrossimétricos incluem sélidos e liquidos.

2.2.1 Processo de absorc¢ao de dois fétons

O processo de absorcdo multifotdnica, classificado como um processo ndo paramétrico,
inicia-se quando uma fonte de luz de alta intensidade incide sobre a molécula. Tal interacéo
permite induzir uma transicdo eletrénica do estado de menor energia, isto é, o estado
fundamental |f), para o estado de maior energia, como os estados excitados |g), por meio da
absorcdo simultanea de dois ou mais fotons [23].

Em geral, o fendmeno de A2F pode ocorrer de duas formas, as quais sao ilustradas na
figura 2.2. Na primeira situagdo, figura 2.2(b), os fétons podem ter as mesmas frequéncias f,
com E1 = E».Tal processo € conhecido como degenerado [24]. Ja na segunda situacdo, figura
2.2(c), as frequéncias dos fotons séo diferentes, dadas por f1 e fo. Essa configuracdo é chamada

de ndo degenerada [25].
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No entanto, é importante que a soma das energias dos fétons E:1 + E», recebida da fonte
de excitagdo externa, seja equivalente a diferenca de energia entre os estados eletrénicos do
sistema, ou seja, devem estar em ressonancia. Ao comparar o processo de absorcao de um foton
(A1lF) com a A2F, observa-se que a energia absorvida na transicdo eletrénica de um féton,
mostrada pelo diagrama de energia na figura 2.2(a), deve ser igual a soma das energias dos dois
fétons absorvidos durante a transicao eletrdnica, sendo que, no processo degenerado de A2F,

cada foton terd metade da energia necessaria na absorcéo linear.

Figura 2.2: llustracdo do processo de (a) absorgdo linear e A2F no caso (b) degenerado (fétons tém mesma energia)
e (c) ndo degenerado (fotons tém energias diferentes). Niveis virtuais sdo representados por linhas tracejadas e
niveis reais por linhas preenchidas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nota-se um ponto importante no processo de A2F: somente é possivel ocorrer devido
ao surgimento de um nivel intermediario virtual, que se difere de um estado estacionario real
do sistema, pois ele existe durante um periodo de tempo muito curto, na ordem de
femtossegundos (correspondente a 10~*° s), e em seguida desaparece. Logo, especificamente
para ocorrer um salto quantico, é necessario que os dois fotons estejam no estado real de mais
alta energia antes do decaimento do estado intermediario virtual.

Deduz-se, portanto, que ha um tempo limite para o qual o estado intermediario virtual
permanece, conhecido como tempo de vida (At), que é criado pela absorcéo do primeiro foton
nos processos de interacdo de radiacdo e matéria [26]. O tempo de vida do nivel intermediario

virtual é regido pelo principio de incerteza de Heisenberg e obedece a seguinte relacao:

AEAt=>2=1 ®)
2 41

Ou, ainda, isolando At, tem-Se:
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h
At =2 —, 4)

em que AE ¢ a variagdo entre a energia do estado virtual e a energia estado real. Ao analisar a
equacéo (4) para eventos em que a diferenca entre a energia do estado virtual e a energia do
estado real for pequena, segundo o principio de incerteza de Heisenberg, diz-se que o tempo de
vida do estado virtual deste sistema permanecera por um periodo de tempo maior. Para se ter
nogdo da duracdo do tempo de vida do estado virtual necessario para ocorrer a transicdo dos
fotons, como exemplo, suponha que AE = 1,55 eV, que equivale a um féton com A = 800
nm.Isso resulta em um tempo de aproximadamente 2,12x107® s. Portanto, para garantir a
ocorréncia da A2F, é necessario que os fétons estejam quase que simultaneamente no nivel real
[28].

Um aspecto fundamental do processo de A2F esta relacionado a sua probabilidade ou
taxa de ocorréncia, que se torna mais provavel para altas intensidades do campo elétrico, posto
que, nessas condicdes, 0 coeficiente de absor¢do do material a(I) possui dependéncia com a
intensidade da radiag&o incidente do laser, que é dada pela expresséo [15]:

a(l) = BI, ()
onde B é um coeficiente que descreve o processo de A2F e | é a intensidade do feixe de luz
incidente. O coeficiente de absorgdo linear ap do material foi omitido na equacédo (5), pois é
esperado que a fonte de excitacdo esteja fora do espectro de absorcéo linear do material; assim,
tera valor nulo. O coeficiente de A2F esta diretamente relacionado a parte imaginaria da

susceptibilidade de terceira ordem, dada por [30, 31]:

(3) — 2n02€0C2
Ly x —, B (6)

A resposta do material ao campo aplicado pode ainda ser expressa em termos de outra

quantidade fisica, isto €, pela secdo de choque de A2F, que esta relacionada ao coeficiente de
A2F pela seguinte equacdo: & = i’v—wﬁ, onde No é nimero de moléculas por cm?® [28]. A
0

grandeza secdo de choque de absor¢do é uma propriedade do material e pode ser interpretada
como a area efetiva na qual uma particula (&tomo) provavelmente ird absorver a frequéncia do
laser incidente [15].

Com base na lei de Beer-Lambert, torna-se possivel interpretar como se da a variacéo
da intensidade da luz no material, cuja descricdo estabelece que: a intensidade da luz incidente,
ao se propagar no interior de um meio ndo linear com espessura Az, diminui de maneira
exponencial, uma vez que parte da luz serd absorvida, como ilustrado na figura 2.3. Dessa

forma, tal lei pode ser obtida pela equacdo diferencial [32]:
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ar _

o= —al, (7)

em que dI é a derivada da intensidade de luz absorvida e dz representa a espessura do material

ao longo da coordenada z.

Figura 2.3: llustracdo do feixe de alta poténcia ao incidir no material de largura d.

Fonte: Adaptado de Lakowicz [32].

Ao resolver a equagéo anterior por integracdo, considerando as condi¢des de contorno

Iy # 0 e zy = 0, obtém-se a lei de Beer-Lambert [33]:
1(z) = lje™ %, (8)
onde I, refere-se a intensidade de luz incidente na entrada do material e z é 0 eixo de propagacéo

da luz absorvida pelo meio. Ou, ainda, substituindo a equagéo (5) na (7):

D= —pr, ©

Este resultado estabelece que a probabilidade de o meio absorver simultaneamente dois
fétons sera proporcional ao quadrado da intensidade da luz usada para excitacdo. Esta relacdo
ndo linear é expressa na equacdo (9). Espacialmente, a densidade de fétons ao longo do eixo
optico de lasers pulsados de femtossegundos € maior no ponto focal, e em regides espaciais

mais afastadas, os fotons se tornam menos frequentes, como ilustrado pela figura 2.4.

Figura 2.4: (a) Distribuicdo da densidade de fotons pela trajetéria de lasers pulsados de femtossegundos. (b)
Comparacdo da compressao temporal de foétons em lasers continuos e pulsados.
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(a) Compressdo espacial de fotons (b) Compressao temporal de fotons ao
pela lentes objetivas longo do pulsos do laser:

#» Laser continuo;

Lente S LR P
- . - Tempo
Fotons 7 ., A » Laser pulsado de femtossegundo:
2] 140 fs
-t
: . ] —>'|._,|(—
Ponto focal JE Ee— 10ms —f
.. Tempo

Fonte: Adaptado de Stutzmann, Parker [34].

Esta configuracdo espacial dos fotons estd diretamente associada ao perfil transversal
da intensidade do feixe gaussiano, que é suficientemente alto na regido central.
Consequentemente, no plano focal, possui-se a maior probabilidade de ocorréncia da A2F. Ja
em regides mais distantes, a probabilidade € reduzida.

Na figura 2.5(a), observa-se o resultado experimental do sinal de fluorescéncia de uma
solucdo a base de fluoresceina, onde é possivel visualizar a trajetéria dos perfis dos feixes
gaussianos. Ao interagir com a fonte de luz na faixa do UV, em toda a regido fluorescente
ocorre absor¢do por um féton.

Por outro lado, na figura 2.5(b), observa-se que é possivel induzir um fendmeno nédo
linear de A2F, porém requer um laser de femtossegundos de alta intensidade com comprimento
de onda na faixa do infravermelho (IR). Como mostrado na ilustracdo, somente ha fluorescéncia
no volume focal da amostra, pois apenas nesta pequena regido ha energia suficiente para o meio
absorver simultaneamente dois fétons, gque, juntos, possuem a energia da luz UV. Nota-se
também que a absorcao ndo linear melhora a resolucao espacial do perfil do feixe gaussiano, de
modo que este tamanho € menor em comparagdo ao processo de ALF. Na figura 2.5(c), observa-
se que a integral da intensidade do feixe do laser é constante ao longo do eixo de propagacao,
0 que esta associado a probabilidade de A1F. Ja na figura 2.5(d), a integral da intensidade ao

quadrado do feixe do laser € maior no ponto focal, assim como a probabilidade de A2F.

Figura 2.5: Comparagdo do sinal de fluorescéncia de uma amostra com fluoresceina excitada por ALF e A2F. (c)
Intensidade integrada associada a probabilidade de ocorrer ALF permanece sempre continua ao longo do eixo
optico. (d) A intensidade ao quadrado integrada é maior no ponto focal, consequentemente, a probabilidade de
A2F possui maior ocorréncia nessa regido.
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Fonte: Li, Fourkas. [35], Spectra [36].

2.3 APLICACOES

2.3.1 Armazenamento 6ptico de dados

A técnica de A2F possui propriedades que abrem caminhos para sua utilizacdo em
diversas areas tecnoldgicas. Um exemplo disso € o processo de gravacdo dptica de informacGes
em filmes com determinadas espessuras. A partir da incidéncia do feixe laser, que opera em
regime pulsado, ao percorrer uma abertura numerica, € focalizado no volume do material e
possibilita a gravacdo de informac0es através das alteracGes Opticas causadas pela A2F [37].

O primeiro dispositivo de armazenamento optico de informacgdes em 3D foi realizado
por Parthenopolous e Rentzepis [38] em 1989, por meio de um material polimérico dopado com
corante fotocrémico. No dispositivo proposto, seria possivel armazenar, por A2F, uma maior
densidade de dados em 3D, cerca de aproximadamente 102 bits/cm?®, que supera a quantidade
de informacdes armazenadas pela técnica anterior de armazenamento optico bidimensional, que

se restringe a uma quantidade de apenas 108 bits/cm? [39]. Posteriormente, varios outros estudos
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foram introduzidos para facilitar a leitura das informacOes armazenadas pelos feixes
infravermelho por A2F, além da utilizacdo de outros materiais fotossensiveis, como, por
exemplo, o polimero poly(methylmethacrylate) (PMMA) incorporado com 2% de croméforo
chamado AF240 [7-benzothiazol-2-yl-9,9- diethylfluoren2-yl)diphenylamine] [7], ou ainda
dopado com outro fotocromoforo Disperse Red 13 (DR13) [40], em que 0s autores conseguiram

registrar informagGes ao promover a birrefringéncia no material via absorgéo néo linear.

2.3.2 Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica consiste em um procedimento utilizado como alternativa no
tratamento de diversas doencas. As aplicacdes dessa técnica tém se mostrado eficientes desde
o tratamento de canceres até o combate de infecces no campo odontoldgico e patologias
dermatoldgicas [41, 42]. Essa terapia se baseia na interacdo de uma fonte de luz, com um
comprimento de onda apropriado, utilizada para excitacdo de substancias fotoquimicas, sendo
estas compostas por fotossensibilizadores ndo toxicos.

Portanto, durante o processo, quando as moléculas do fotossensibilizador, excitadas pela
luz, entram em contato com as moléculas de oxigénio (O2) presentes no ambiente, estas sdo
ativadas e reagem quimicamente, desempenhando fungdes especificas. Esse mecanismo ocorre
por meio da producdo de substancias fototdxicas no local da aplicacdo, conhecidas como
espécies reativas de oxigénio, as quais tém a capacidade de induzir a morte celular tanto de
micro-organismos patogénicos quanto de células cancerosas [43].

Essa terapia apresenta uma resposta extremamente benéfica nos tratamentos, devido a
sua capacidade de causar danos aos sistemas celulares patogénicos. O sucesso desse tratamento
ocorre pela formacdo de espécies reativas de oxigénio, originadas a partir da absorcéo de fotons
pelas moléculas do fotossensibilizador. Por meio da A2F, ha uma transicao eletrdnica do estado
fundamental, de menor energia, para um estado excitado, de maior energia.

As moléculas excitadas, ao entrarem em contato com o oxigénio no estado tripleto,
transferem parte de sua energia. Como resultado, o oxigénio no estado tripleto torna-se
altamente reativo e instavel, retornando ao seu estado fundamental. Consequentemente, essa
reacdo, proveniente da terapia fotodindmica, leva a formacdo do oxigénio no estado singleto

[44], responsavel por causar danos irreparaveis as células-alvo das doencas.

2.3.3 Microscopia multifotdnica
A microscopia multifotbnica teve origem em 1990 com as pesquisas de Webb e

colaboradores [45]. Trata-se de um meétodo promissor, especialmente aplicado em estudos
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bioldgicos, sendo indispensavel para a analise de processos celulares. Essa técnica permite o
monitoramento de células, fornecendo informacdes detalhadas sobre seus aspectos estruturais
e funcionais.

Nesta técnica, a amostra é excitada por meio da absorcdo simultanea de dois fotons,
cujo comprimento de onda do laser esta proximo da faixa do infravermelho (IR). Caso a amostra
possua absorcdo linear no ultravioleta (UV), ela sera transparente a frequéncia de excitacdo
utilizada. Devido a essas caracteristicas, o feixe laser pode penetrar no tecido a uma
profundidade maior sem causar danos fisicos significativos a regido irradiada. . Dessa forma,
além de minimizar a agressao ao organismo, essa técnica permite a obtencdo de imagens de
amostras biologicas com maior resolugéo, devido & alta intensidade de fluorescéncia emitida
por elas [46].

A microscopia multifotbnica apresenta vantagens significativas em relacdo a
microscopia confocal linear (Confocal Laser-Scanning Microscopy - CLSM) que,
diferentemente da técnica de A2F, utiliza a absorcdo de um Unico foton (A1F) para excitacao
do tecido. Na microscopia por A2F (Two-Photon Laser-Scanning Microscopy - TPLSM), a
excitacdo ocorre de forma mais localizada, interagindo exclusivamente no plano focal com a
regido especifica da amostra. Esse aspecto reduz a probabilidade de fotolesdes ou
fotodegradagdo, problemas frequentemente observados no método CLSM, onde o feixe laser,
na faixa do visivel, interage com toda a sec¢do transversal do tecido, tanto dentro quanto fora
do ponto focal. Além disso, uma limitacdo adicional do CLSM ¢é sua menor profundidade de

penetracdo, conforme ilustrado na Figura 2.6 [47, 48].

Figura 2.6: Diferenca entre 0 método CLSM e TPLSM.

Fonte: Potter [49].
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Na literatura, diversos estudos utilizaram a microscopia de fluorescéncia por absorc¢ao
de dois fotons em aplicacdes bioldgicas. Um exemplo € a geragdo de imagens tridimensionais
de neur6nios, permitindo o acompanhamento do comportamento desses sistemas biologicos.
Essa abordagem tem sido essencial no estudo de doencas degenerativas, pois possibilita uma

melhor compreenséo dos fatores que as desencadeiam [50-53].

2.3.4 Microfabricacéo por P2F

Entre os diversos processos de escrita direta a laser, a técnica aditiva de P2F desperta
interesse especial devido a sua capacidade de estruturar um modelo 3D, pela montagem do
objeto proposto, camada por camada, com o minimo necessario de material. A técnica baseia-
se na interacdo nao linear da radiacdo laser de pulsos ultracurtos (fs) com resinas fotossensiveis,
onde reacBes quimicas altamente localizadas resultam na polimerizacdo do material,
alcancando resolucdes de até 100 nm.

Séo encontrados inimeros trabalhos baseados em microestruturagédo 3D via P2F nos
ultimos anos, com grande perspectiva de crescimento, envolvendo pesquisas em diferentes
campos, tais como na microeletrénica, microfluidica [54], nanofotdnica [55], bioengenharia
[56], dispositivos médicos [57], 6ptica ndo linear [58], sistemas de comunicac¢do, entre outros
[59-60]. Com especial interesse na area de bioengenharia, sdo desenvolvidos diversos
arcaboucos que variam em sua geometria, complexidade, composicdo quimica e
funcionalidade, além da busca pela sintese resina biocompativel, biodegradavel e com reduzida
citotoxicidade [61]. Neste topico, a técnica de microfabricacdo via P2F foi abordada de maneira
sucinta; no entanto, no capitulo seguinte, serdo abordados em detalhes a metodologia, 0s

avancos e suas aplicacoes.
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3 MICROFABRICACAO VIA POLIMERIZACAO POR ABSORCAO DE DOIS
FOTONS

Neste capitulo, serdo descritos em detalhes os aspectos fundamentais que constituem a
técnica de microfabricacdo via P2F. Em seguida, serd explicado o processo de
fotopolimerizagdo, os materiais utilizados, os dispositivos &pticos necessarios para a
investigacao, bem como o entendimento e dominio destas informac6es, que sdo essenciais para

0 aprimoramento dessa importante técnica.

3.1 CONTEXTO HISTORICO

De modo geral, a microfabricacdo demonstrou-se capaz de atuar de maneira
interdisciplinar e relacionar-se com diversas areas cientificas, que se refletem na criacdo de
subareas como, por exemplo, microtecnologia, microfluidica, microeletrdnica, entre outras [1-
4].

Existem vérias técnicas que utilizam o método de escrita direta a laser para
microfabricacdo, entre as quais se destaca a técnica de P2F. No contexto histérico, a primeira
microestrutura tridimensional construida por meio da técnica de microfabricacdo por escrita
direta a laser via P2F foi realizada em 1997 pelo pesquisador japonés Satoshi Kawata e
colaboradores [5].

Neste artigo, os autores fabricaram uma microestrutura em formato espiral com um
didametro de 7 um. A resolucédo espacial era de 1,3 um na direcdo lateral e de 2,2 um na direcédo
longitudinal, valores que correspondem aproximadamente ao diametro e a altura do voxel
formado, respectivamente, conforme mostrado na figura 3.1, caracterizada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

A resina fotopolimerizavel usada (SCR-500, da Japan Synthetic Rubber Company, Ltd.)
era composta por um fotoiniciador e dois mondémeros: acrilato de uretano e oligbmeros de
acrilato de uretano. A partir deste primeiro trabalho, outros pesquisadores reconheceram o
potencial dessa técnica e desenvolveram varias microestruturas com complexidade ainda maior,

mas igualmente aplicaveis, desde a fisica até a biologia.

Figura 3.1: Imagens MEV da microestrutura em formato espiral construida por microfabricacdo via P2F ap6s
processo de remogdo de residuos néo solidificados.
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Fonte: Maruo et al. [5].

Para exemplificar, na figura 3.2, sdo apresentados diversos exemplos dessa técnica, tais
como a construcdo de moduladores de luz [6], microvasos com poros e microestruturas
tridimensionais para cultura celular de tecidos biologicos [7, 8], microagulhas para o transporte
adequado de medicamentos [9-11], microdispositivos [12], além de sensores microfluidicos

integrados [13] e guias de ondas de luz [14, 15], entre varias outras microestruturas.

Figura 3.2: Microestruturas fabricadas via P2F. (a) microvasos com poros, (b) modulador de luz, (c) arcabouco
celular, (d) microagulhas para entrega de medicamentos e (e) microestrutura complexa.

160 um

Fonte: Bieda et al. [16]; Oliveira et al. [6]; Ovsianikov et al. [7]; Ostendorf et al. [9]; Baléiunas et al. [12].

O processo de microfabricacdo via P2F consiste, basicamente, em focalizar o feixe de
luz, que opera em regime pulsado na ordem de femtossegundos, por meio de uma lente objetiva
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de microscépio, capaz de direciona-lo até a resina fotossensivel, cuja sensibilidade é
determinada pelos componentes utilizados em sua sintese. A figura a seguir mostra em detalhes

essa configuracdo experimental.

Figura 3.3: Interacdo da radiacdo com a matéria, onde o feixe laser é focalizado na resina pela lente objetiva.

Fonte: Elaborada pela autora.

Embora a resina seja sensivel ao ultravioleta (UV), na microfabricacéao, tendo em visto
0 objetivo de fabricar estruturas da ordem de micrdmetros, ndo é vantajoso utilizar
comprimentos de onda na regido da absorcdo linear do material, pois a probabilidade de
ocorréncia da ALF é mais elevada e ocorre ao longo de todo o eixo de propagacéo do feixe do
laser pela amostra fotossensivel [17]. Como consequéncia, uma regido extensa da resina sera
polimerizada uniformemente, tornando-se impossivel confeccionar microestruturas bem
definidas e com alta resolucao.

Devido a seletividade espacial dos processos de absor¢do multifoténica, semelhante ao
gue ocorre na absorcdo de dois fotons (A2F), esse fendbmeno passou a ser estudado como uma
alternativa para induzir propriedades 6pticas ndo lineares em compostos polimericos. Para isso,
€ necessario promover uma absorcéo nédo linear por meio da A2F, a qual, devido a probabilidade
de ocorréncia, é diretamente proporcional ao quadrado da intensidade da luz, restringindo a
absorcdo ao volume focal. Esse processo gera um menor volume polimerizado, o que permite
atribuir formas as microestruturas. Um cuidado essencial na fabricacdo dessas estruturas €
garantir que a fonte de excitacdo tenha um comprimento de onda fora da regido de absorgéo
linear das moléculas do fotoiniciador e do monémero, assegurando assim que apenas a A2F

ocofrra.
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3.2 POLIMERIZACAO POR ABSORCAO DE DOIS FOTONS (P2F)

Amplas sdo as técnicas empregadas nos processos de microfabricacéo, entre as quais se
destaca a técnica de P2F, por meio da formacdo de radicais livres. Esta metodologia de
fotopolimerizagdo por radicais livres permite a construgdo de microestruturas complexas
polimerizadas de maneira eficiente, a partir da interacdo da radiacdo eletromagnética com
substancias especificas compostas por monémeros e fotoiniciadores.

O processo de fotopolimerizacdo por radicais livres usado na microfabricacao via P2F
¢ constituido por trés etapas, conhecidas como: iniciacdo, propagacdo e terminagéo,
representadas pela figura 3.4. Na primeira etapa, 0 mondmero e fotoiniciador sdo expostos a
energia luminosa. Durante essa interacdo, no material ocorrem rea¢des quimicas que permitem
a quebra das ligacdes das moléculas do fotoiniciador, que absorvem a luz e formam os radicais
livres. Na etapa subsequente, os radicais livres atuam nos monémeros e, como consequéncia,
as ligacdes duplas entre os carbonos nas moléculas dos monémeros sdo rompidas e se conectam
com as ligacbes em aberto dos radicais livres. Estas novas estruturas moleculares formadas sdo

denominadas centros ativos [18].

Figura 3.4: Esquema representativo do processo de reacao fotoquimica da P2F, é destacado (a) quebra de ligagao
do FI, (b) obtencdo do radical livre; (c) ligagdo entre o radical livre e a molécula do mondmero, seguido pela
quebra da ligacdo dupla C=C e (d) formacéao dos centros ativos.
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Em seguida, na etapa de propagacdo, como 0 nome sugere, ela consiste no
desenvolvimento e aumento do tamanho da cadeia polimérica por meio de ligagfes entre 0s
centros ativos e outros mondmeros, uma vez que na resina ha maiores quantidades de moléculas
de mondémeros do que de fotoiniciadores.

A Ultima etapa é o processo de terminacdo. Na auséncia de agentes (mondmeros), 0s
centros ativos reagem com outros centros ativos, finalizando o crescimento da cadeia molecular.
A taxa de formacédo dos radicais livres, sob interacdo com a luz, depende essencialmente da
porcentagem de concentracdo do fotoiniciador adicionado ao material e de sua eficiéncia em
absorver o comprimento de onda, para que a polimerizacdo da resina ocorra com éxito. Apos
as reagdes quimicas, no caso de resinas negativas, elas se tornam solidas, como sera discutido
na secao a sequir.

Pode-se notar experimentalmente que, em geral, a regido superficial da resina apresenta
uma camada que dificilmente serd polimerizada. Este aspecto se deve a reacdo do oxigénio,
disperso em maior concentragdo na atmosfera, com os radicais livres formados a partir da
excitacdo eletrénica das moléculas do fotoiniciador. As interacfes entre esses componentes
impedem a formacdo dos centros ativos e causam uma nitida diminui¢do na eficiéncia da
fotopolimerizacéo, resultando na formacéo de cadeias poliméricas mal estruturadas.

A reducdo da taxa de conversdo polimérica na interface ar-amostra acontece devido as
reacOes das moléculas de O contidas no ambiente com os radicais livres, formando um radical
perdxido. Portanto, torna-se importante o conhecimento de sua influéncia, uma vez que resulta
na inibicdo do processo pelo oxigénio [20, 21].

Contudo, dentro da metodologia de fotopolimerizacdo, tem-se conhecimento da
existéncia de um limiar de polimerizagdo (linha pontilhada em azul na figura 3.5), definido
como a poténcia minima capaz de polimerizar um elemento de volume. Para intensidades do
feixe gaussiano inferiores ao limiar de polimerizacéo, ndo ocorrera a polimerizacdo do material
como desejado.

Esta informacdo e util para a confeccdo de microestruturas 3D inclusas em um
determinado volume da resina. Entanto, ela se torna desvantajosa para a fabricagdo de filmes
finos em duas dimensdes devido ao efeito do oxigénio [17, 22, 23].

Na pratica, o limiar de polimerizacdo revela que a intensidade de excitacdo fornecida ao
material no processo de escrita € extremamente relevante, pois reflete na qualidade e nas
propriedades mecanicas das microestruturas fabricadas. Além disso, outros parametros também

influenciam, como a velocidade de escrita, 0 tempo de exposi¢édo, entre outros. Diante disso, 0
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limiar de polimerizag&o indica quais intensidades do laser sdo realmente necessarias para que

ocorra a fotopolimerizagdo, como mostrado pela figura 3.5.

Figura 3.5: Microestruturas obtidas de acordo com a intensidade do feixe gaussiano. (a) Para intensidades acima
do limiar de polimerizagdo ocorrem microexplosoes, (b) intensidades proximas do limiar se obtém estruturas
rigidas com boa qualidade e (c) muito abaixo ndo ocorre polimerizagao.

Intensidade

a) Polimerizacdo em
excesso (Microexplosdes)

Limiar de

el b) Polimerizacio

Fonte: Adaptado de Lawrence et al., [24] e Bieda et al., [16].

Na situacdo da figura 3.5(a), se for fornecida uma elevada intensidade da fonte luminosa
(regido acima da linha tracejada em vermelho), isso causara danos na microestrutura fabricada
e, consequentemente, observam-se microexplosdes nas paredes da resina polimerizada [16]. No
segundo caso, em 3.5(b), é possivel obter estruturas adequadas ajustando a intensidade para
proximo ao limiar de polimerizacgéo (representada pela linha tracejada azul). Na ultima situacdo,
mostrada pela figura 3.5(c), para intensidades da fonte luminosa muito abaixo do limiar de
polimerizacdo (representada pela linha tracejada em preto), devido a baixa energia e,
consequentemente, baixa poténcia, ndo se iniciam as reacfes quimicas de fotopolimerizagdo e

a estrutura mal polimerizada apresenta as paredes instaveis, rompidas e pouco visiveis.

3.2.1 Tipos de resinas

Encontram-se comercialmente disponiveis dois tipos de resinas destinadas a construgédo
de microestruturas, as quais podem ser classificadas como positivas ou negativas, e diferem-se
por suas caracteristicas fisicas e quimicas. Nas resinas positivas, em geral, sdo sélidas, e quando

suas regides sdo colocadas na presenca da radiacéo ultravioleta, ocorrem reacgdes fotoquimicas
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que permitem ao composto perder sua resisténcia e enfraquecer, resultando na ruptura das suas
ligacdes da cadeia principal do polimero [25]. Este tipo de resina é utilizado, por exemplo, no
método de fotolitografia, geralmente com uso de moldes.

Em contraste, as resinas negativas tém propriedades inversas das resinas positivas, pois,
inicialmente, a resina negativa consiste em uma solucdo liquida viscosa. A medida que as
regides do material sdo submetidas a radiacdo da luz no comprimento de onda do UV, elas se
tornam sdélidas por meio das ligacGes da cadeia molecular. Essas resinas sdo geralmente
utilizadas no processo de escrita direta a laser por P2F. A figura 3.6 apresenta um esquema

ilustrativo que demonstra as diferencas entre os dois tipos de resinas [9].

Figura 3.6: Esquema ilustra a diferenca bésica entre as resinas (a) positiva e (b) negativa no processo de exposicao

aluz UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.2 Grau de conversao

A fim de mensurar a capacidade que a resina possui para desempenhar o processo de
fotopolimerizagcdo com eficiéncia, investiga-se a taxa ou grau de conversdo (GC) polimérico.
Basicamente, entende-se como o indice percentual que indica quanto do material foi realmente
utilizado na etapa de polimerizacdo, isto €, a porcentagem de mondémeros iniciais convertidos
em cadeias poliméricas. Por essa razdo, é de suma importancia utilizar um excelente
fotoiniciador para que o grau de converséo seja elevado.

Durante o processo de radicalizagdo, uma enorme quantidade de mondémeros que ndo
participaram da etapa seguinte de propagacdo dos centros ativos permanece contida na resina,
assim como fotoiniciadores ndo reagidos. Esses residuos sdo inevitaveis, pois raramente a
fotopolimerizagdo é realizada por completo.

A taxa de conversao polimérica varia de acordo com o tipo de resina, pois depende das

propriedades dos mondmeros e dos fotoiniciadores usados em sua sintese, mas também esta
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sujeita aos parametros utilizados no processo de polimerizagdo. Geralmente, na literatura, sao
encontrados alguns valores do grau de conversdo considerados aceitaveis, que estdo
compreendidos na faixa de 20% a 90% [26].

Este parametro quantitativo pode ser obtido por meio de diversos métodos diferentes,
como, por exemplo, medicdo fotocalorimétrica, espectroscopia Raman, Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), entre outros meios de caracterizagao [20].

O tipo de caracterizacdo empregado neste estudo é o método de espectroscopia Raman,
por meio da comparacdo de dois picos especificos do espectro Raman que influenciam e
participam quimicamente do processo de radicalizacdo da cadeia polimérica. Como discutido
no inicio desta secdo 3.2, propde-se que, em resinas ainda liquidas, seus monémeros apresentam
ligacGes duplas entre carbonos (C = C) com pico caracteristico em 1640 cm™ (vinil), e somente
através da formacao dos polimeros essas ligacdes sdo quebradas, transformando-se em ligacGes
simples intermoleculares entre carbonos (C — C). De modo que, apds as reagdes quimicas
ocorridas no material, espera-se que esse pico em 1640 cm™ (C = C) tenha uma reducéo de sua
intensidade devido ao resultado da formacao dos polimeros.

O segundo pico avaliado corresponde as ligacbes com modos vibracionais de C = O

(grupo carbonila), centrados em 1730 cm™*. No entanto, esses picos ndo variam de maneira

significativa na etapa de fotopolimerizacdo [27]. Portanto, ao serem feitas as medidas do
espectro Raman da resina ndo polimerizada (liquida) e compara-la ao espectro Raman da
amostra apos a etapa de polimerizacao (sélida), é obtido um gréfico semelhante ao da figura
3.7.

Figura 3.7: Tipico espectro Raman da resina polimérica ndo polimerizada (curva em vermelho) e polimerizada
(curva em preto) por UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Note-se que as curvas do grafico foram normalizadas com referéncia ao pico em 1640

cm™1, por isso, sua intensidade permanece a mesma e, consequentemente, a intensidade do pico
em 1730 cm™! aumenta ap6s a polimerizacéo.

Ao considerar as razdes das intensidades dos picos das ligagdes dos compostos (C = C)
e (C =0), é possivel calcular a porcentagem do GC correspondente, dada pela equagéo:
PpolO/Ppol

GC = (1 _ m)x 100%, (10)

P1640 1730

onde P! e POt referem-se as intensidades dos picos 1640 cm™ e 1730 cm™ antes da

polimerizagao da resina, respectivamente e P25 e P2%, séo as intensidades dos picos 1640 cm’
1e1730 cm™ apds a polimerizag&o, respectivamente. Em resumo, ha uma diminuicio da altura
relativa do pico (C = C) quando comparado ao pico (C = O), que, ao permanecer inalterado, é
usado como referéncia na realizacdo dos célculos. A equacéo (10) permite avaliar a eficiéncia

dos compostos presentes na resina polimérica.

3.3  RESINAS POLIMERICAS

Existem diversos tipos de fotoiniciadores e monémeros disponiveis. Diante disso, €
possivel criar varias resinas poliméricas experimentais, que se diferem pelo desempenho de
suas propriedades, tais como: compatibilidade com solventes, resisténcia, adesao e até mesmo
biocompatibilidade com materiais biolégicos [20]. Além disso, na manipulacdo da resina, é
possivel adicionar mais de um mondmero, bem como outros tipos de componentes, como
dopantes, corantes e nanoparticulas, com o objetivo de aumentar a funcionalidade do composto
e melhorar a qualidade mecanica da microestrutura fabricada, almejando futuras aplicacodes.

A resina polimérica utilizada na construgdo das microestruturas 3D via P2F estudada
neste projeto é classificada como do tipo negativa e foi preparada por meio da combinacgéo de
dois componentes principais: monémero triacrilato e fotoiniciador. Nos dois topicos seguintes,
3.3.1 e 3.3.2, serdo descritos esses materiais mencionados, além de outros componentes que

comumente sao utilizados nesta linha de pesquisa.

3.3.1 Monobmero acrilatos

Os mondmeros acrilatos apresentam em suas formulas quimicas compostos contendo
grupo vinil e carbonila, conforme ilustrado na figura 3.8. O Pentaerythritol Triacrylate (PETA,
Cu4H1807), também  denominado  ([2-(hydroxymethyl)-3-prop-2-enoyloxy-2-(prop-2-
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enoyloxymethyl)propyl]prop-2-enoate), € um mondmero triacrilato, porque possui no total trés
grupos de acrilatos, um em cada extremidade, como mostrado na figura 3.8(a). Na presenca da
molécula do fotoiniciador, esses grupos sao capazes de reagir durante a fotopolimerizacéo [28].
Este composto foi utilizado na manipulacdo da resina preparada neste trabalho; trata-se de um
liquido viscoso, transparente e insolivel em &gua, mas levemente soltvel em acetona e etanol.
Possui peso molecular de 298.29 g/mol, e sua férmula molecular é dada por:
(H2C=CHCO2CH)3sCCH,0H [29].

Figura 3.8: Estrutura molecular do (a) mondmero triacrilato PETA em 2D e (b) em 3D; (c) mondmero diacrilato
PEGda; (d) grupo Carbonila e (e) Vinil.

(a) O O
H2Cs)J\O/P<OJV/CH2
Gkl © Oxigéni
\CH2 5 e Cflrgl)e()rl((:.
PETA O ® Hidrogénio
(c) O (d) 0 (e) |T|
H2C7\W{O\/1\OJJ\¢ 2 (”: H (I:/
PN
O n H
PEG-DA Grupo Carbonila Vinil

Fonte: ChemSpider [29], Sigma-Aldrich, [30].

Os mondmeros sdo indispensaveis para a confec¢do das microestruturas, ja que, na
presenca dos radicais livres e dos centros ativos, ttm como funcéo principal formar uma rede
complexa conhecida como polimero. Todavia, esses monémeros ndo conseguem substituir a
funcdo dos fotoiniciadores, pois, sozinhos, ndo promovem a polimerizacdo quando expostos ao
laser. Logo, os fotoiniciadores sdo componentes cruciais.

Por outro lado, esse componente tem varias vantagens, sendo usado principalmente por
sua capacidade de gerar estruturas poliméricas muito mais rigidas e resistentes ao solvente, o
que resulta no aumento da dureza do polimero, reduzindo o encolhimento das paredes das
microestruturas polimerizadas apés a limpeza [29], um procedimento necessario para a retirada
de residuos de substancias que ndo foram polimerizadas no final do processo de escrita.

Outro reagente muito conhecido e utilizado por pesquisadores nesta linha de pesquisa é

0 PEG-DA (Poly(ethylene glycol) Diacrylate), um monémero diacrilato, que consiste em dois
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grupos de acrilatos, um em cada extremidade de sua estrutura molecular, como mostrado na
figura 3.8(c). E frequentemente adotado na preparacéo de hidrogéis sintéticos [31]. Os hidrogéis
sintéticos sdo biomateriais formados por polimeros com grande afinidade com moléculas de
agua e maior solubilidade, além de serem biocompativeis, mais macios, flexiveis e menos

agressivos ao meio biologico [32].

3.3.2 Fotoiniciador

O fotoiniciador Irgacure 369 (2-Benzyl-2-dimethylamino-1-(4-morpholin-opophenyl)
-butanone-1), também conhecido como IRG 369, foi utilizado neste trabalho para formulacdo
da resina, como mostrado na figura 3.9. Trata-se de uma substancia em p6 com peso molecular
de 366.5 g/mol e solubilidade em acetona, hexanediol diacrylate (HDDA), entre outros. Suas
moléculas sdo capazes de absorver energia proveniente da fonte de excitacdo na faixa do UV,
promover absorcao por dois fotons e gerar os radicais livres que corresponde ao principio do
processo de fotopolimerizacéo.

Sua aplicabilidade é ampla, j& que este material permite ser incorporado com outros
fotoiniciadores, como Irgacure 184 e Irgacure 651, na formacéo de tintas, verniz ou ainda na
construcdo de microestruturas de diversos tipos. A concentracdo de massa (% massa) do FI é
determinada com relacdo a massa do monémero, sendo frequentemente utilizado de 0,5% até
5%, dependendo da finalidade de sua aplicagéo [33].

O espectro de absorcdo UV-Visivel do FI puro dissolvido em alcool isopropilico é
mostrado na figura 3.9(b). Ele exibe uma ampla banda de absorcéo centrada em torno de 325
nm e tem se mostrado eficiente no processo de polimerizagdo na geracéo de radicais livres para

P2F usando lasers de femtossegundos na faixa do IR.

Figura 3.9: (a) Estrutura molecular e (b) espectro de absor¢do do 1369 puro dissolvido em &lcool isopropilico.
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Fonte: Ciba [33], Oubaha [34].
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Existem também um grupo de Fls caracterizados por sua solubilidade em agua,
amplamente utilizados na sintese de hidrogéis. Um exemplo é o Irgacure 2959 (usado neste
trabalho)  (1-[4-(2-Hydroxyethoxy)-phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-propane-1-one),  um
composto em po de cor branca, com pico de absorcao linear centrado em 276 nm. Possui peso
molecular de 224.3 g/mol e apresenta tambeém solubilidade em etanol, conforme mostrado nas
figuras 3.10 (a) e (b).

Figura 3.10: Estrutura molecular do (2) 12959 e (c) 1819. Espectro de absorcao do FI (b) 12959 e (d) 1819 obtido
pelo espectrofotdmetro UV-VIS-NIR (espectrometro UV-3600, Shimadzu).
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Fonte: Ciba [33], Scarpa [32].

O FI Irgacure 819 (Bis(2,4,6-trimethylbenzoyl)-phenylphosphineoxide) € uma
substancia liquida de cor amarelo claro, com peso molecular de 418.5 g/mol e é solGvel em
acetona, hexanediol diacrylate (HDDA), entre outros. E comum sua utilizagio em processos
ndo lineares de A2F, devido ao seu pico de absor¢do em torno de 350 - 390 nm como é notado
pelo espectro de absorcao pelo UV-Vis da figura 3.10(d). Este FI pode ser ativado por lasers de

pulsos ultracurtos centrados em 780 nm, para desencadear o fenémeno desejado.

3.4 APARATO EXPERIMENTAL
Para a construcdo das microestruturas tridimensionais via P2F, utiliza-se um aparato

experimental (uFab Workstation-NEWPORT), como ilustrado na figura 3.11. Este aparato é
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configurado com um laser de femtossegundos acoplado a uma lente objetiva de microscopio
(série M, NEWPORT), o qual admite focalizar a luz no interior da resina.

O feixe do laser, antes de chegar a amostra, incide sobre um sistema responsavel por
regular a intensidade de energia, composto por uma placa de meia onda (HWP), um polarizador
(GLP), um beam splitter (BS), que separa parte da poténcia, e um obturador mecanico (Shutter),
que controla a velocidade de interagcéo e o tempo de escrita na amostra (abrindo e fechando o
Shutter). Todo esse processo € controlado por um software no computador, que gerencia esses
dispositivos.

Em seguida, a luz percorre um par de espelhos e é direcionada até um espelho dicroico,
cuja funcdo é permitir a passagem da luz no comprimento de onda do espectro visivel até a
camera CCD, enquanto a outra parte, na faixa do infravermelho, é refletida para a lente objetiva

de microscopio, que focaliza o feixe de excitacdo em uma pequena regido da amostra.

Figura 3.11: Configuracdo experimental para fabricagdo de microestruturas tridimensionais via P2F.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A resina é posicionada em uma base plana que se movimenta nas coordenadas X, y € z,
funcdo desempenhada pelo dispositivo piezo motor, que controla com precisdo a posicao e a
velocidade durante a escrita. Além disso, antes de iniciar a escrita a laser, o sistema pFab
permite ajustar o foco do laser movendo a resina ao longo do eixo z, por meio do estagio de
translacdo, conectado a um transladado em escala micrométrica. Esse ajuste pode ser feito de
forma manual ou, para maior precisdo, por meio do software no computador, enquanto o laser

permanece fixo [35].
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Uma pequena gota da amostra é depositada sobre um substrato, que geralmente é uma
laminula ou Iamina de vidro. Em seguida, a amostra € iluminada pela cAmera CCD localizada
na parte superior e por um LED vermelho na parte inferior. Esses dispositivos sdo necessarios
para acompanhar em tempo real o processo de escrita a laser, que é visualizado pelo software
no monitor do computador, o qual controla todos os dispositivos e permite inserir 0s parametros

de escrita.

3.4.1 Compressao temporal: Laser de pulso ultracurto

O sistema experimental montado é alimentado pelo laser com pulsos ultracurtos modelo
Chameleon Ultra-COHERENT, que produz pulsos com duragdo em torno de 140 fs, a uma taxa
de repeticdo da ordem de 80 MHz. Este laser possui uma ampla faixa de comprimento de onda
sintonizavel, variando de 690 nm a 1020 nm. Para este trabalho, foi utilizado o comprimento
de onda fixado em 760 nm, na faixa do IR para escrita das microestruturas tridimensionais [36,
37].

3.4.2 Compressao espacial: Limite de resolucédo do voxel

Na microfabricagéo, busca-se construir microestruturas cada vez menores, com alta
resolugdo espacial da escala submicrométrica. Para tal éxito, é essencial ter a nocdo das
dimensdes e a geometria do voxel formado para determinada poténcia (associada a energia do
feixe laser) e a abertura numeérica utilizada (relacionada a lente objetiva).

Os voxel sdo os menores volumes que podem ser polimerizados em cada pulso de
interacdo luz-resina durante a etapa de construgcdo das estruturas planejadas, como mostrado
pela figura 3.12. Ao analisar as propriedades mecanicas dos voxel, eles sdo volumes rigidos e

insolUveis ao solvente especifico utilizado na etapa de limpeza das microestruturas.

Figura 3.12: Processo de formagdo de uma microestrutura a partir de varios voxel sobrepostos, onde dxy e dz
representam o didmetro e altura do voxel, respectivamente.

(c) 150-200 nm
T 450-600 nm
r\ﬁﬁ: —

Conforme a metodologia de confeccdo das microestruturas tridimensionais, a medida

Fonte: Varapnickas; Malinauskas [38].

que o estagio de translacao, no qual a resina esta depositada, se desloca no plano xy e na diregdo
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do eixo z sob a parte inferior do laser, varios voxel sdo formados, um sobre o outro, 0s quais se
conectam e originam as camadas e as paredes da microestrutura. Em resumo, tal método
consiste na superposicao de inimeros voxel nos trés eixos. Claramente, como ilustrado na
figura 3.13, a distancia de separagédo entre dois voxel (AX, AY, AZ) deve ser menor que a altura
L e o didmetro d do voxel. Desta maneira, todos os voxel irdo se intersectar, e as paredes ndo

irdo sedimentar durante o processo de lavagem.

Figura 3.13: Representagdo da intersecgdo do voxel conforme a metodologia de escrita, AX e AZ sdo as distancias
de dois voxel nas dire¢Oes X e z, respectivamente.
|

/ Az

AX

Fonte: Adaptado de Zhou et al. [39].

Para obter a informacdo das dimensdes e geometria do voxel formado é importante
compreender primeiramente, a distribuicao espacial e as propriedades fisicas e geométricas da
luz de um laser com perfil gaussiano incidindo através de uma lente circular de uma objetiva
de microscopio. Neste contexto, serdo apresentados os parametros que caracterizam um feixe
laser e as propriedades das lentes objetivas de microscopio, por fim, é apresentado o estudo da

interferéncia destes dois componentes que se fazem presentes na técnica de microfabricacéo.

3.4.3 Feixe gaussiano
A compreensdo da distribuicdo espacial do perfil do feixe gaussiano é um aspecto
essencial para aplicacdo da técnica de microfabricacdo por escrita direta a laser. A intensidade

de um feixe de luz em coordenadas cilindricas € representada por:

w 2 —2 72
Igaussiano (r,z) =1, [WZ)] exp [Wzr)z] , (11)
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em que I, é intensidade de luz de pico no centro do feixe em z = 0, W, é o raio da cintura
minima de um feixe gaussiano, W (z) é o raio do feixe de Gauss a uma distancia axial z do
centro, z é a distancia propagada do plano em que a frente de onda é plana e r é o raio transversal.
E atil expressar a intensidade em termos da poténcia transportada pelo feixe de luz, pois é um
parametro de grande influéncia na largura do voxel. A poténcia é dada pela integral

fozn fooo Iyqussiano (T, )T drd#@, que resulta em:
P = 2(xW,®), (12)

Para escrever a intensidade em termos da poténcia, basta substituir a equacgao (12) em

(11) para reescrever da seguinte forma:

loaussiano (1, 2) = moezexp [ 7o) (13)

A partir destas equagdes € possivel simular a intensidade de um feixe gaussiano
simétrico que se propaga na direcdo z, por meio de um software computacional pelo sistema
algébrico computacional Maple. A figura 3.14(a) reproduz a distribuicdo espacial de um feixe
gaussiano simétrico (sem astigmatismo) que possui uma distribui¢do de energia que decresce a

medida que o eixo z se distancia do ponto central z = 0.

Figura 3.14: (a) Representacéo da distribuicdo espacial de intensidade de um feixe gaussiano simétrico em trés
dimensdes. (b) Representacdo da densidade espacial de um feixe gaussiano simétrico em duas dimensdes, onde a
intensidade diminui do branco ao preto. Consideram-se o0s seguintes parametros: W, =2 mm, A =632,8 nm, z=0
e zg = 19,85 m. (c) Representagdo das frentes de ondas planas de um feixe Gaussiano, reproduzida no software
Mathmod versdo 8.0, geradas pelas seguintes equagdes: z=0,z=1,z=2ez=3.

v X

02

Fonte: Elaborado pela autora.

Por esta razdo, nota-se na figura 3.14(b) que existe uma regido mais intensa no centro,
ressaltado pela cor branca, e nas partes das bordas a intensidade do feixe € menos intensa como
mostrado em preto. Além disso, os feixes gaussianos sdo caracterizados por frentes de ondas
planas, como pode ser observado pela figura 3.14(c).

Os parametros de interesse que configuram o perfil espacial de um feixe gaussiano,

apresentados pela equacéo (11), foram organizados na figura 3.15. Percebe-se que, ao longo da
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propagacao do feixe gaussiano pelo espaco, sua intensidade ndo se mantém constante, isto
porque a intensidade Ijqyssiano (7, 2) € definida em funcéo das distancias radiais r e axiais z.
Portanto, havera um momento em que o feixe ira convergir em uma area com o menor valor de
raio, que corresponde ao raio da cintura minima do feixe W, e em seguida, a luz diverge

formando um angulo de espalhamento 6, que € o mesmo angulo de convergéncia.

Figura 3.15: Largura do feixe gaussiano W (z) como funcéo da distancia z ao longo do feixe (em vermelho). Onde
sdo destacados os parametros, como: raio minima da cintura do feixe Wj; intervalo de Rayleigh z; e espalhamento
angular ou angulo de divergéncia 6.

r

/

\/2 Wo

Fonte: Mroczkowska [40].

A distribuicdo de energia do feixe gaussiano em funcdo da disténcia radial e uma
determinada distancia axial ¢ mostrado na figura 3.16. Para interpreta-la fisicamente, considere
que seja fixado o eixo dptico do feixe em r = 0, pela equacdo (11), é obtido apenas:

2
W I f . . . . . .
aussiano (1 Z) = I [W (‘;) = 1+(°i)2. A intensidade possui um pico com maior intensidade
ZR

Iy

dado por Iggyssiano(1,2) = I em z = 0 destacado na figura 3.16(a) e 0 aumento sucessivo
da distancia axial z representa menores intensidades, como retratado na figura 3.16(b) para z
equivalente ao intervalo de Rayleigh z = z; a intensidade serd a metade da intensidade

maxima I,. Por altimo, em 3.16(c) é menor ainda no ponto z = 2z.

Figura 3.16: Intensidade normalizada do feixe de Uz Ijayssiano (T, 2) /1o como fungéo da distancia radial r em
diferentes distancias axiais, dada por: (a) z = 0; (b) z = zz; (¢) z = 2z;.
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\ (b) (¢)

0 W, =x | Wy X S Wy
Fonte: Saleh [41].

O raio da cintura minima do feixe gaussiano W, e o espalhamento angular 6 séo
parametros inversamente proporcionais, regidos pela equacéo abaixo, a qual expressa que para
obter uma cintura do feixe menor é necessario que o feixe seja espalhado por um angulo maior
e vice-versa [41]:

w, = 2 (14)

0=
em que 4 é o comprimento de onda do laser. O raio do feixe gaussiano W(z) cresce
progressivamente com z, sendo definido pela seguinte equagéo:

W(z)? = Wo? + (= jv )222 (15a)
W(z) = W, [1 + (njvzo 2)2]E (15b)

Ao colocar z = 0 na equacado (15b), W(z) assume o menor valor que corresponde ao
raio da cintura minima do feixe W, e possui area circular de seccédo transversal dada por 4, =
W,%. Quando z atinge o pardmetro z; conhecido por intervalo de Rayleigh, corresponde a
regido no plano transversal que possui o dobro da area da cintura minima do feixe, com W (z) =
W (zg) = V2W, e consequentemente A, = W (zz)? = 24,. Portanto, a partir da equagéo
(15b), o termo entre colchetes deve ser 2 e é definido a expressdo matematica que representa o

comprimento do intervalo de Rayleigh, dado por:

_ 7TW02
Zr = 1

(16)

Reescrevendo o raio do feixe gaussiano W (z) em termos do intervalo de Rayleigh sera:

1

W(z) = W, [1 + (—R)Z] (17)
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O dobro da distancia zg indica a profundidade de foco, que correspondente a regido

paralela ao eixo z, que foi destacada por b na figura 3.15, delimitada pelo raio do feixe gaussiano

dado por W (zz) = V2W, quando z = z, entdo:

27, = W (18)

A profundidade de foco indica a distancia em que o feixe permanece focalizado,
alcancando seu melhor foco em z = 0 com raio igual & cintura minima do feixe. Se o feixe laser
é focalizado em uma &rea muito pequena, a equacao sugere que a profundidade de campo tera

sua distancia reduzida também.

3.4.4 Objetivas de microscopio

O conceito de abertura numérica, é definido por Abbe em 1873 [51], como o método de
mensurar a capacidade que as lentes objetivas tém de captar a luz, representada pela formula
algébrica:

NA=n sin@, (29)
em que n € o indice de refracdo do meio entre a objetiva e lamina de vidro por onde a luz se
propaga até chegar na amostra (que pode ser no ar com n = 1, agua com n = 1,33, Gleo de
imersdo n = 1, 51, entre outros) e @ indica a metade da abertura angular da lente. E constatado,
na figura 3.17, a relacdo entre a abertura numérica da lente objetiva e o angulo de abertura, 0s
quais séo grandezas diretamente proporcionais.

Estes parametros influenciam diretamente nas dimens6es do voxel formado, posto que,
guando se busca fabricar microestruturas com maiores resolugdes espaciais é indicado utilizar
uma abertura numérica maior, pois o0 angulo com que a luz incidente se propaga também sera

maior, demonstrando que mais luz foi capturada por ela.

Figura 3.17: Lentes objetivas com diferentes aberturas numéricas paran = 1: (a) 8 = 15° e NA =0,25; (b) 0 = 24,8°
e NA=0,42; (c) =72,1°e NA =0,95.
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(a) (b) (©)

Objetiva de
microscopio ;
Lente frontal
«— 0 (15.0°)
\I/ «—6(24.8°)
// ) 8 (72.1°)
/
Amostra | |

Fonte: Adaptado de Davidson [43].

Na figura 3.18 sdo apresentados os parametros que definem a trajetéria do feixe de luz
que sai da fonte localizada no ponto F e passa através da abertura de uma lente, em que f é a
distancia focal, 6 é a metade do angulo maximo formado pelo cone de luz e D é o didmetro da

lente.

Figura 3.18: Geometria de um feixe luz incidindo sobre uma lente.

f >

Fonte: Abertura... [44].

Pela geometria da trajetoria do feixe de luz que incide na lente é possivel reescrever a
abertura numérica que aparece na definicdo de Abbe, partindo do pressuposto que 6 seja

pequeno, tem-se que [45]:

NA =nsin6 =nsin [(2%)] zn%. (20)

Esta aproximacdo é obedecida para &ngulos de até 30° graus, que corresponde a uma
abertura numeérica de NA = 0,5, ja para angulos superiores a equagéo (20) néo retrata o valor
exato. Como exemplo desta discussdo, pode-se considerar uma lente objetiva de microscopio
(Olympus Plan N) com caracteristicas de fabrica: magnificacdo de 20X, didmetro de 6,1 mme

distancia focal de 9 mm, considerando a aproximacéo feita na equacédo (20) para utilizagdo no
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ar resulta em NA = 0,338, observa-se que € obtido um valor préximo do valor real de NA =
0,40.

Por outro lado, uma outra lente objetiva de microscépio (Olympus Plan N) com
parametros: n = 1, magnificacdo de 40X, didmetro de 7,5 mm e distancia focal de 4,5 mm,
pela aproximacdo se tem como resultado uma NA = 0,833, que ndo condiz com o esperado
sendo de NA = 0,65 [46].

Ao analisar a equagdo (19), teoricamente utilizando o indice de refracdo do ar na
interface lente-amostra, 0 maior valor de abertura numérica (NA = 1) sera atingido com angulo
de 90°, no entanto, na préatica nao é alcangado. Por isso, faz-se notorio que o indice de refragdo
n para meios diferentes do ar € um termo que colabora na obtencdo de aberturas numéricas
maiores que 1, sendo assim, uma forma de melhorar o poder de resolucdo da lente objetiva de
microscopio é mudar o indice de refracdo do meio com a adicéo de 6leos de imersao entre a
lente frontal e a amostra, ja que, n é diretamente proporcional a NA, resultando em aberturas
numéricas superiores a 1. Portanto, sdo diversos o0s tipos de lentes objetivas que se diferem por
seus parametros, como por exemplo, abertura numérica (NA), magnificacdo e distancia de
trabalho.

A magnificagdo corresponde ao nimero de vezes que o tamanho da imagem pode
superar o0 tamanho real do objeto. A abertura numérica € uma caracteristica importante, porque
determina o nivel de eficiéncia da objetiva para promover melhor resolucdo das
microestruturas. A distancia de trabalho (work distance - w.d) é o espaco entre a lente frontal
da objetiva e a superficie da laminula de vidro. Na figura 3.19 sdo ilustradas as dimensdes dos
voxel de acordo com a abertura numérica escolhida para fabricacdo, assim como, as distancias
de trabalho.

O volume focal do feixe laser serd menor para lentes objetivas com maior magnificacao,
como por exemplo, 40X e com grande abertura numérica ilustrado na figura 3.19(b), dando
origem a microestrutura com melhor resolucédo transversal, devido ao voxel ter formato mais
proporcionalmente simétrico e ocupando um menor volume polimerizado [20], no entanto, a
distancia de trabalho é minima. Ja no caso de objetivas com menor magnificagdo de 10X,
permite uma maior distancia de trabalho, onde séo gerados voxel desproporcionais com maiores
dimensdes, com caracteristicas elipticas (mais cumpridas) e menor resolucdo transversal [47]
figura 3.19(a).

Figura 3.19: Comparacdo entre o voxel formado de acordo com a lente objetiva, (a) para NA = 0,25 e (b) NA =
0,65. Quanto maior a abertura numérica melhor o poder de resolugdo, porém menor serd w.d.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Vale ressaltar que existe também a opcdo de usar lentes objetivas de imersdo em dleo
com altos valores de abertura numérica que possibilita uma excelente resolucao, utilizadas na
construcdo de estruturas com linhas mais finas na escala de nanémetros [48], devido as menores
dimensdes do polimero formado com &rea de trabalho minima, ampliacdo de 63X, NA = 1,40
e distancia de trabalho de 0,19 mm (conforme o modelo da marca Zeiss) [49].

Estes parametros sdo caracteristicas fundamentais das lentes objetivas, pois refletem na
qualidade das microestruturas construidas e sao utilizadas de acordo com a finalidade desejada
para cada estrutura, sio destacadas as informagcdes de cinco diferentes lentes objetivas?, usadas
no decorrer desta pesquisa, contidas na tabela a seguir:

Tabela 3.1: Diferentes aberturas numéricas das lentes ob'letivas utilizadas no decorrer do trabalho.

0,25 10X 5,5
0,40 20X 1,7
0,65 40X 0,6
1,40 63X 0,19
0,70 100X 6,50

Fonte: Elaborada pela autora.
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'Em particular, a lente objetiva com NA = 0,70 (100X, Zeiss) possui uma longa distancia de trabalho que permite
focalizar em regides mais profundas da amostra sem que haja contato com a superficie do material. E excelente
para fabricagdo de microestruturas com altura minima <4 um.

3.4.5 Distribuicao espacial da propagacao do feixe gaussiano pela lente objetiva

As lentes objetivas de microscopio tém por objetivo fundamental focalizar o feixe laser
no interior da amostra, como ilustrado na figura 3.20, além de promover a P2F para o
desenvolvimento de microdispositivos com resolucdes cada vez maiores, isso ocorre devido a
possibilidade de alcangar um menor raio da cintura minima do feixe W,’, que é numericamente

inferior ao raio da cintura minima do feixe W, original que incide na entrada da lente.

Figura 3.20: Feixe gaussiano transmitido através de uma lente objetiva de microscopio com abertura angular 6.

Fonte: Elaborado pela autora.

Quando um feixe gaussiano é transmitido através de um instrumento optico seus efeitos
sdo alterados para remodelar a geometria do feixe de luz, basicamente o raio da cintura minima
do feixe e a profundidade de foco sdo modificados, no entanto, a natureza gaussiana é mantida.
Ao posicionar uma lente objetiva de microscopio, que possui uma distancia focal f, exatamente
proximo a cintura minima do feixe gaussiano em z = 0, ele sera focalizado a uma distancia z’
e terda um novo valor de raio da cintura minima do feixe representado por W, menor que o

anterior, este esquema é mostrado na figura 3.21(a).

Figura 3.21: llustracdo da distribuicdo espacial do feixe gaussiano ao interagir com a lente objetiva de microscépio:
(a) Configuragdo sem aproximacao; (b) é feito a aproximacdao de que z'= f.
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(a) (b)

ZWO}‘_ f — v

Ze > f 7! = f

Fonte: Saleh [41]; Sanchez-Ldpez, et al. [50].

O novo raio da cintura minima do feixe W,’ e a distancia z' que é delimitada da lente

até o novo raio da cintura é dada [41], respectivamente por:

W, = —=—p (21a)
[+ ]

A (21b)
=+ (%)

E feito a seguinte aproximacéo, se a profundidade de foco 2z do feixe incidente na
entrada da lente for muito maior que a distancia focal, pelas equacdes anteriores, a nova cintura
minima do feixe seré focalizada aproximadamente no plano focal da lente como ilustrado na

figura 3.21(b), devido a caracteristica do feixe de luz incidente nesta regido ser quase colimado

Wy
ZR

substituindo as equaces (16) e (14) nesta mesma ordem, € obtida a expressao da equacdo (22a):

e apresentar frente de ondas planas. Portanto, pode-se aproximar W,  ~ e em seguida,

! ~ A_f —
Wo' ~ 7o =6f (22a)
2 ~f (23b)

Como o feixe de luz deve permear a lente, seu diametro D (definido na figura 3.18)
precisa ser pelo menos 2WW,, substituindo esta informacéo na equacgéo (20) com n = 1 e usando
a equacdo (14), é dado a distancia focal como A/m NA que substituindo na (22a) permite
relacionar a abertura numérica com o novo raio da cintura minima do feixe gaussiano, dado

por:

T NA
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Conclui-se que, ao interpretar a expressdo anterior, a NA é inversamente proporcional
a W,', de modo que, quando aumentado o valor da abertura numérica melhor sera o poder de
focalizacdo na amostra [51] com valores pequenos de raio da cintura minima do feixe
gaussiano, e consequentemente, maior sera a resolucdo no plano transversal do objeto. Para
lentes objetivas com menores aberturas numéricas mais baixo sera seu poder de captar luz
devido ao pequeno angulo de abertura e menor seré a resolucao espacial.

Em aplicacdes com feixe gaussiano, como por exemplo, na area da microfabricacéo via
escrita direta a laser, é de enorme interesse que a nova cintura minima do feixe seja a menor
possivel e claramente como estudado, é Util usar uma lente para reduzir este parametro. Esta
exigéncia é desejada porque a distribuicdo do perfil do feixe ao interagir com a lente sera
focalizada na resina e a distancia axial e transversal do ponto focal determina o tamanho do
voxel formado, que tera as dimensdes regidas pelo novo raio da cintura minima do feixe W,’
que corresponde aproximadamente ao seu didmetro d e altura do voxel L é multiplo de W,’,
porém o elemento de volume polimerizado pode ser menor que as dimensdes da regido focal
da objetiva.

Em geral, é essencial esta investigacdo para que as linhas que formam as microestruturas
tenham o minimo de espagamento entre elas e se conectarem, para iSSo € preciso ter uma noc¢ao
das dimens6es do voxel constituido. A partir destes estudos € provavel prever a resolugdo do

menor elemento de volume que constitui as microestruturas.

3.4.6 Estéagio de translacdo

O sistema responsavel por fazer o feixe laser percorrer trajetérias pré-determinadas
polimerizando vérias regides da resina polimérica nas direcdes das coordenadas x, y € z para
construgdo de microestruturas 3D, sdo os chamados sistemas motorizados de translagéo,
representado pela figura 3.22, os quais sdo estagios piezoelétricos que fornecem movimentos
suaves, repetiveis e com grande precisdo, podendo se deslocar em distancias de poucos
centimetros, mas com precisdo micrometrica (sistema de movimento com resolucao de 0,05um)
[35, 52].

Outros dispositivos importantes estdo interligados ao funcionamento do sistema
motorizado de translacdo durante a escrita. Exemplo disso, é o obturador mecénico, conforme
0 mecanismo de fechar o Shutter, ele impede que regides desnecessarias sejam polimerizadas
durante o movimento de fabricacao [20], assim restringe a polimerizacdo somente em volumes

especificos pré-determinados no design 3D.



63

Figura 3.22: Estagio de translacdo do sistema de microfabricacao.

Amostra

Movel

Fonte: Adaptado de Thorlabs [53].

E vantajoso utilizar o sistema motorizado de translacdo no setup experimental para
resinas com maior viscosidade. Porém, se a resina possui menor densidade, devido a cinética
do mecanismo de escrita pela acdo da inércia, as estruturas polimerizadas podem sedimentar
exibindo defeitos, tais como, separacdo das linhas e apresentar curvas indesejadas em suas
paredes [54]. Nesta situacdo, € aconselhavel usar os espelhos galvanométricos que
desempenham funcbes semelhantes dos estagios piezoelétricos, porém com modo de
funcionamento distinto, pois eles direcionam a luz do laser pela amostra por meio do
movimento de dois espelhos que refletem o feixe laser sem necessidade de mover a base de

apoio em que esta posicionada a resina [19, 55].

3.4.7 Sistema de imageamento em tempo real

Na maioria das aplica¢fes da microfabricacdo envolvendo A2F é indispensavel o uso
de uma camera CCD para confeccdo das microestruturas, que cumpre um importante papel no
sistema experimental, pois tem por objetivo auxiliar nos ajustes dos parametros de escrita que
séo realizados devido ao poder de visualizagdo dos detalhes nos procedimentos que envolvem
a técnica.

Na pratica, € possivel distinguir os volumes polimerizados dos volumes néo
polimerizados devido a diferenca do indice de refracdo de ambos os materiais. A camera
também permite localizar a posicdo das microestruturas, visualizar a resolucdo das paredes
polimerizadas, observar possiveis defeitos nos microambientes, bem como, separacéo de linhas,
microexplosbes devido a parametros escolhidos incorretamente, ondulagdes da amostra por

causa do deslocamento do piezo motor, como também, a possibilidade de intervir
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imediatamente diante de ocorréncias de erros, alterando os parametros de entrada como uma
forma de seguranca.

Todavia, para a CCD exercer estas funcionalidades € colocado um par de LEDs, um
localizado na parte superior da camera e outro na parte inferior do suporte onde esta posicionada
a amostra. A iluminacdo dos LEDs ndo altera a resina promovendo reacdes quimicas de
polimerizagdo, visto que, seu comprimento de onda esta localizado em 650 nm, ndo sendo

suficiente para ocorrer absorc¢éo linear.

3.5 PROGRAMACAO PARA CONFECCAO DAS MICROESTRUTURAS

O comando de todos os processos de microfabricagdo de escrita a laser é realizado
através do software identificado como nFab, desenvolvido pela empresa Newport, cuja funcao
é estabelecer comunicacdo entre os equipamentos, incluindo sistema motorizado de translacgéo,
medidor de poténcia e obturador mecénico, 0s quais sd&0 componentes responsaveis por
execucdo do movimento do sistema nos trés eixos, ajuste da poténcia e do tempo de exposic¢éo,
respectivamente.

O primeiro passo ao acessar o software é adicionar o arquivo com o design da
microestrutura desejada, este documento é necessario para mostrar quais caminhos o feixe laser
deve percorrer na construcdo da microestrutura, jd que sdo diversos as direcdes e sentidos
possiveis para obter um mesmo padrdo. Este arquivo de vetorizacdo pode ser desenvolvido pelo
usuario no programa matematico MatLab, CAD (computer-aided design), 123D Design, ou em
qualquer outra ferramenta de modelagem 3D e em seguida, deve converter o arquivo final no
formato de leitura aceitavel pelo software que consiste no .CVS para os pares de coordenadas
de pontos ou. STL para desenhos 3D.

O nFab também oferece um recurso para criar o design da microestrutura no proprio
software, visto na figura 3.23, as dimensdes dos eixos sdo definidas pelo usuério, assim como,
a distancia entre cada linha no plano xy, sendo que, para obter um objeto tridimensional basta
repetir varias camadas ao longo do eixo z que corresponde a altura da microestrutura.

Em seguida, através do software é possivel ter acesso a imagem da superficie da resina
pela cdmera CCD, componente de extrema necessidade para conseguir focalizar o feixe laser
na interface material-laminula, para isso, pela janela de entrada do software deve ser escolhido
em qual altura do eixo z o objeto serd ancorado. Se necessario, a iluminacéo dos dois LEDs
podem ser ajustados e ainda determinar o posicionamento do objeto deslizando as barras nos

eixos x e y, tudo através da janela de entrada.
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3.6 METODOLOGIA DA MICROFABRICACAO

Os processos que compdem a microfabricacdo podem ser resumidos em quatro etapas
principais, as quais foram representadas na figura 3.24: a primeira etapa é destinada a criacdo
do design da microestrutura por meio de um programa matematico e escolhas dos parametros
de escrita, tais como: a poténcia, a velocidade do laser e 0 tempo que o feixe ira incidir na resina
durante o processo da escrita, que serdo inseridos no software nFab, de modo que, o laser possui
um enorme papel como ferramenta indispensavel para confeccdo das microestruturas 3D.

No segundo passo, ¢ realizado o processo de fotopolimerizagdo que tornam a resina
anteriormente liquida em um material sélido através do crescimento da cadeia molecular devido
as fotoreacBes, posto que, podem ser construidas diversas repeticbes de uma mesma

microestrutura em uma Unica gota de resina, pois as estruturas sdo de ordem micrométrica.

Figura 3.24: Etapas principais da microfabricacdo por escrita direta a laser.
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(?) Design da (b) Fabricacao via (¢) Lavagem da (d) Pronta para
microestrutura fotopolimerizagao por microestrutura caracterizacao
A2F.

Fonte: Adaptado de Rekstyte [54].

Por seguinte, em um ambiente na auséncia de luz, a laminula com as microestruturas
fixada na lamina de microscdpio € colocada imersa em um recipiente com etanol por 20 minutos
fazendo pequenos movimentos e depois retirado cuidadosamente com a pipeta. O processo de
lavagem ¢é indispensavel para o sucesso da técnica, porque o solvente tem a capacidade de
dissolver os residuos, ja que, se ndo retirados completamente quando em contato com a luz
visivel serdo polimerizados e ird danificar todo o trabalho de microfabricacéo a laser. Na ultima
etapa as microestruturas estdo prontas para procedimentos de caracteriza¢ao e aplicagbes em
geral.

Nota-se que é de suma importancia no processo de microfabricacao que a parte inferior
da microestrutura esteja precisamente fixada no substrato para que na etapa de lavagem do
material ndo polimerizado, a microestrutura ndo seja levada pelo solvente ou deformada.

Neste contexto, antes de iniciar a escrita € sempre necessario fazer testes para encontrar
a posicdo adequada denominada por ponto zero (z,), que corresponde a altura no nivel da
laminula sendo a posi¢do em que os voxel irdo se prender na superficie do vidro. Desta forma,
para garantir excelentes microestruturas como desejado, é aconselhavel iniciar a P2F ajustando
o foco da lente objetiva na interface da superficie do substrato e a parte inferior da gota de
resina, que pode ser localizada devido ao conjunto de iluminacéo e a camera CCD que transmite
imagens com alta resolugdo em tempo real [20]. Na figura 3.25 tem um esquema ilustrativo dos
voxel em funcdo do eixo vertical Z. Observa-se que, na posicao z; a resina ndo é polimerizada
e nenhum voxel é fabricado, porque o material fotossensivel ndo interage com o foco do feixe

laser.

Figura 3.25: Representacdo dos voxel de acordo com a distancia do eixo z.
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A medida que o feixe é focalizado na regifo préxima da laminula o voxel fica estavel
como mostrado na terceira posi¢do dada pela altura z;, onde aproximadamente a metade da
altura do voxel L estd presa no substrato, sendo essa a configuracdo ideal para iniciar a
fabricacdo. No entanto, quando o laser é focalizado muito acima da laminula a partir da altura
74, 0 volume polimerizado fica instavel, porque ndo ha tanta adesdo do voxel ao vidro, em

seguida, caird e ficara disperso no interior da resina podendo se mover.
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4 INVESTIGAQAO DO COMPORTAMENTO CELULAR EM MICROAMBIENTES
FABRICADOS POR P2F EM RESINAS BIOCOMPATIVEIS

Neste capitulo, os resultados obtidos durante a pesquisa estdo organizados em
subsecdes, apresentando os diversos estudos realizados sobre polimeros acrilatos
funcionalizados e microestruturados por lasers ultracurtos, com foco em aplicacdes bioldgicas.

Na primeira subsecdo 4.1, serd abordada a metodologia de sintese das resinas
funcionalizadas com nanoparticulas (NPs) e nanocristais (NCs), destacando suas principais
vantagens e aplicacdes de interesse.

Na secdo 4.2, serdo investigados os mdaltiplos aspectos relacionados ao processo
fotoquimico de polimerizacdo, bem como as propriedades épticas e de biocompatibilidade das
resinas incorporadas com pontos quanticos (PQs) semicondutores ultra-pequenos de Seleneto
de Cadmio/Sulfeto de Cadmio (CdSe/CdS) e com NCs de TiOs.

Na secdo 4.3, sera apresentado o processo de construgdo dos arcaboucos celulares do
tipo microgroove, os quais sdo fabricados a partir da resina incorporada com dioxido de titanio
(TiO2), por meio da microfabricagéo a laser pela técnica de polimerizagéo por absorcéo de dois
fotons (P2F). O mddulo de Young e a morfologia de células ésseas foram investigados tanto
em superficies planas do polimero quanto em contato direto com os microgrooves paralelos e
circulares.

Na secdo 4.4, sera demonstrada uma estratégia eficiente, rapida e ecoldgica para tornar
a superficie de polimeros acrilatos mais aderentes as células epiteliais do pulméao, a partir de
um tratamento com solucdo salina tamponada com fosfato, conhecida pelo termo em inglés
phosphate-buffered saline (PBS). Foram investigados parametros como molhabilidade, energia
livre de superficie, nanorugosidade, razdo de rugosidade e o surgimento de grupos quimicos
nas superficies poliméricas ap6s o tratamento. A morfologia das células epiteliais cultivadas
nas superficies poliméricas antes e apds o tratamento foi analisada. A técnica P2F foi utilizada
para a construcdo de varios arcaboucos para o cultivo de células.

Na secéo 4.5, sera investigada a acdo antibacteriana, bem como as propriedades Opticas
e quimicas dos polimeros acrilatos incorporados com NPs de prépolis vermelha (PV) brasileira,
proveniente do Estado de Alagoas. A técnica P2F foi usada para a construgdo de arcabougos do
tipo microgrooves, destinados a producdo de curativos antibacterianos microestruturados, com

foco na aplicagdo em cicatrizacéo de feridas da pele.

4.1 RESINAS BIOCOMPATIVEIS
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As resinas fotossensiveis utilizadas neste trabalho consistem, basicamente, em um
monomero acrilato multifuncional ou combinagdes desses compostos, como Pentaerythritol
Triacrylate (PETA) [1] e Trimethylolpropane Ethoxylate Triacrylate (SR499), além de um
fotoiniciador (FI) com absorcdo na regido do ultravioleta (UV), como Irgacure 369 (1369) e
Irgacure 2959 (12959).

Estudos anteriores demonstraram a biocompatibilidade dos fotoiniciadores 1369 e 12959
quando utilizados em baixas concentracdes [2]. No entanto, em concentracfes acima de 3%,
esses fotoiniciadores tornam-se citotoxicos em meios bioldgicos, o que implica na reducdo da
taxa de viabilidade celular [3].

Para aplicar essas resinas no cultivo de células, é necessario que o material seja
funcional, apresentando propriedades fisico-quimicas aprimoradas e capazes de biomimetizar
0 ambiente natural do tecido bioldgico, além de ndo oferecer riscos as células.

Nessa circunstancia, uma estratégia utilizada é a sintese de resinas funcionalizadas com
NPs de interesse [4]. Ao combinar as propriedades benéficas das NPs com o potencial dos
microambientes conhecidos como arcaboucos celulares, obtém-se um método promissor para
promover e estimular o crescimento celular. Isso permite o estudo de células especificas em um
microambiente que simula as condigdes reais dos sistemas celulares e suas caracteristicas mais
importantes, incluindo as interacGes célula-célula e célula-matriz extracelular [5], com
aplicacdes potenciais na engenharia de tecidos e biofotonica.

Portanto, para obter uma resina biocompativel, foram preparadas amostras a base de
mondmeros acrilatos e 0,5% em massa do FI, em relacdo a massa do monémero, de modo a
manter uma baixa e controlada citotoxicidade do polimero. Além disso, incorporamos
diferentes concentragGes de NPs de TiO2, PQs semicondutores ultra-pequenos de CdSe/CdS e
NPs de PV, as quais possuem biocompatibilidade comprovada [6-9].

Os NCs de TiO; e as NPs de CdSe/CdS foram sintetizadas e disponibilizadas pela prof.?2
Dr.2 Anielle C. A. Silva e pelo Prof. Dr. Noelio O. Dantas, enquanto as NPs de PV foram
sintetizadas pela Dr.2 Lais F. A. M. Oliveira no Instituto de Fisica da Universidade Federal de
Alagoas (IF/UFAL). Nas secOes a seguir, serdo apresentadas as principais propriedades e
vantagens das NPs citadas.

4.1.1 Pontos Quanticos Semicondutores Ultra-pequenos de CdSe/CdS

Os PQs semicondutores ultra-pequenos de CdSe/CdS, ou Core-Shell Ultrasmall

Quantum Dots (CS-USQDs), sdo extremamente pequenos, com diametro de ~2 nm para o CdSe

[10], cuja organizacdo estrutural € ilustrada na figura 4.1.
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Figura 4.1: (a) llustracdo representativa das NPs de CdSe/CdS.

Fonte: Adaptado de Silva [14].

Os PQs apresentam propriedades fisicas e quimicas ligeiramente aprimoradas em
comparagdo aos Quantum Dots convencionais [11, 12]. Elas se diferem conforme o modo de
preparacdo e protocolo de sintese, 0s quais modificam suas caracteristicas opticas e se tornam
relevantes ao serem empregadas em diversas aplicacdes biol6gicas [13]. Em geral, as amostras
de CdSe apresentam uma ampla banda de absor¢do, com boa absor¢éo na regido do UV.

Os indices de toxicidade das NPs estdo relacionados a disperséo de ions Cd?* presentes
na superficie do Cadmio (Cd), o que torna o material toxico e pode causar danos as células [15-
17]. Estudos encontrados na literatura revelam que o tamanho, assim como outros aspectos
fisicos, interfere na toxicidade das NPs contendo Cd [18].

Diante disso, esse aprimoramento da nanoestrutura com a adicdo de 1-thioglycerol
reflete também em sua toxicidade, pois um dos objetivos é diminui-la por meio do processo de
manipulacdo da NP. Dessa forma, possibilita-se apresentar baixa toxicidade, pois a espessura
da casca formada na sintese protege o nacleo, permitindo, assim, conservar suas caracteristicas
e reduzir a possibilidade de destruicdo parcial do nucleo, tornando os PQs atdxicos, estaveis e
biocompativeis em sistemas bioldgicos [19]. Esses aspectos notaveis os diferenciam dos QDs
comuns.

Dentre as aplicacdes dessas NPs, destaca-se a insercao delas em células solares, sensores
quimicos e biologicos [14], bem como componentes essenciais para a incorporagao em resinas
poliméricas devido as suas propriedades fluorescentes [20], possivel aumento da resolucdo das
linhas polimerizadas [21] por P2F e excelente biocompatibilidade, como evidentemente e
estabelecido neste trabalho de pesquisa.

4.1.2 Nanocristais de Dioxido de titanio (TiO2)
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Os NCs de TiO2, também chamadas de oxido de titanio (IV) ou titénia, correspondem
as estruturas cristalinas [22] e semicondutoras pertencentes a familia dos éxidos de metais de
transicdo [23]. Os NCs de TiO foram sintetizados em solugédo aquosa a temperatura ambiente,
de acordo com a metodologia de Silva et al. [12], sequida de recozimento térmico a 800°C por
1 hora.

A difracéo de raios X (DRX) foi registrada com um DRX-6000 (Shimadzu), utilizando
radiagdo monocromatica Cu-Ku (A=1.54056 A) para confirmar a formacao das NCs de TiOy,
bem como a estrutura cristalina, o tamanho e a fracdo média de massa da fase rutilica. O
tamanho dos NCs foi estimado com base na equacdo de Debye-Scherrer [24], utilizando o pico
(110) da fase rutilica. A porcentagem das fases brookita e rutilo foi calculada com base na
literatura [25]. As imagens de microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo
(HRTEM) foram obtidas com uma tensdo de aceleragédo de 200 kV, utilizando o equipamento
JEOL SIOD.

As propriedades estruturais e morfologicas dos NCs de TiO2 foram investigadas por
DRX e HRTEM, conforme mostrado na figura 4.2. O tipo de cristal, a fase cristalina e a
porcentagem das fases da amostra foram confirmadas e determinadas com base nos padrdes de
DRX apresentados na figura 4.2(a). Nos padrdes de DRX, observam-se picos de difracéo
caracteristicos das fases brookita (cartdo JCPDS n° 29-1360) e rutilo (cartdo JCPDS n° 21-1276)
dos cristais de TiO2. O tamanho do cristalito foi estimado em cerca de 70 nm, e a porcentagem
das fases foi de 65% para a fase rutilica e 35% para a fase brookita.

Imagens de HRTEM foram empregadas para confirmar o tamanho, a fase e as
morfologias dos NCs de TiO2, conforme mostrado na figura 4.2(b). No painel esquerdo, foram
observados aglomerados de nanoparticulas, a partir dos quais foram realizadas duas
amplificacdes. A primeira ampliacdo mostra que o tamanho dos NCs é de 78 nm, e na segunda
ampliacdo verifica-se que o espacamento de rede dos NCs é de 0,352 nm, correspondente ao
espacamento diio do cristal rutilo de TiO2. A formacdo de outras formas de NCs indica a

presenca de diferentes fases.

Figura 4.2: (a) Padrdes de difracdo de raios X e (b) Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo de alta
resolucdo (HRTEM) de NCs de TiO,.
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Fonte: Reis, 2016 [6].

Reis et al. avaliaram a genotoxicidade de NPs cristalinas (nanocristais) de TiO2 em
funcdo da fase cristalina, observando que a mistura das fases brookita e rutilo apresenta a maior
biocompatibilidade. Os NCs de TiO> utilizados neste trabalho sdo os mesmos testados por Reis
et al., os quais constataram que o recozimento térmico da amostra a 800°C por 1hora resultou
na melhor biocompatibilidade [6].

Em especial, o composto titanio tem sido amplamente utilizado em atividades
bioldgicas, ndo somente por sua excelente biocompatibilidade e alta estabilidade quimica e
térmica [26], mas também devido as suas propriedades antibacterianas e ao seu potencial na
aceleracdo do processo de osseointegracdo. Outra vantagem estd nas suas propriedades
mecanicas, que demonstram boa resisténcia a corrosao [27].

Devido as varias vantagens das NCs de TiO2, seu uso tem sido constante nas areas
bioldgicas. Algumas pesquisas relatam sua utilizagdo com mais frequéncia em tecidos 0sseos,
com o objetivo de desencadear a regeneracao 0ssea e suprimir o crescimento bacteriano.

Em estudos anteriores, Vercellino et al. [28] demonstraram um efeito positivo de
superficies nanoestruturadas feitas de TiO2, onde houve aumento da atividade da fosfatase
alcalina (alkaline phosphatase activity - ALP), producdo de proteinas Osseas extracelulares e
deposicao de célcio por células-tronco mesenquimais da medula 6ssea humana (hBMSCs) em

meio osteogénico, quando comparado com as células em uma laminula de vidro.
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No estudo de Zhao et al. [29], foi comprovado que implantes de titanio com
revestimentos microporosos de TiO. dopado com magnésio (Mg-TiO2) por oxidacéo
eletrolitica de plasma auxiliam na proliferacdo, na adesdo e na diferenciacdo de células
osteoblastos, promovendo uma rapida osseointegracdo, mas também inibem o crescimento das

bactérias identificadas como Staphylococcus aureus.

4.1.3 Nanoparticulas de proépolis vermelha

A propolis tem despertado grande interesse devido as suas propriedades Unicas. Trata-
se de um composto natural, resinoso, de mistura complexa e ndo toxica, produzido pelas abelhas
a partir de pdlen, gomas, seiva, fluidos vegetais, folhas e frutos encontrados nas plantas. Esses
materiais coletados sdo, entdo, modificados pelas secrecdes salivares e enzimas das proprias
abelhas, que resulta em um composto viscoso conhecido como prépolis bruta. As abelhas
utilizam a propolis principalmente para proteger a colmeia contra rachaduras nas paredes,
invasdo de pragas e para manter estaveis a temperatura, a umidade e os ventos [30, 31].

No Brasil, sdo conhecidos diferentes tipos de propolis, cuja variacdo decorre de sua rica
biodiversidade, a qual exerce influéncia sobre a composicdo quimica da propolis e,
consequentemente, sobre suas propriedades medicinais. Na regido Sul do pais, encontra-se a
prépolis com coloracdo marrom, proveniente da planta Populus sp. Enquanto isso, na regido
Sudeste, obtém-se a propolis com coloracdo verde, origindria da planta Baccharis
dracunculifolia, e no Nordeste, coleta-se a propolis vermelha, produzida a partir das plantas D.

ecastaphyllum e S. globulifera (Figura 4.3).

Figura 4.3: (a-b) Origem boténica da propolis vermelha produzida no Estado de Alagoas. Prépolis vermelha (c) na
colmeia (d) nos coletores e (e) apds ser coletada.

(a) Dalbergia ecastaphyllum (b) Symphonia globulifera

(c) Prépolis vermelha  (d) Prépolis vermelha  (e) Prépolis vermelha
na colmeia nos coletores coletada
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Fonte: Adaptado de Silva, 2023 [9].

E possivel identificar na composicéo da propolis bruta basicamente resinas, ceras e 6leos
essenciais, pélen e outros compostos organicos, cuja concentracdo pode variar dependendo da
origem geografica e da fonte botanica em que esté localizada a colmeia. Varios componentes
podem ser encontrados em todos os tipos de propolis, incluindo hidrocarbonetos superiores,
alcoois, &cidos alifaticos e seus ésteres derivados, acidos aromaticos e seus ésteres aromaticos
derivados, acidos graxos superiores tipicos de ceras e seus ésteres, aldeidos, cetonas, acidos
fenolicos, flavonas e flavondis, flavanonas, chalconas e diidrochalconas, terpendides e
sesquiterpendides, esterdides, aminoacidos, acucares, lignanas, vitaminas e minerais.

Especificamente, na PV encontrada no estado de Alagoas, usada nesta pesquisa, ela é
caracterizada quimicamente pela presenca de terpenos, flavonoides, isoflavonoides, acidos
aromaticos e acidos graxos [32].

Amplamente utilizada na farmacia e medicina, a propolis apresenta atividades
bioldgicas interessantes, tais como acdo antimicrobiana, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatoria, anticancerigena e leishmanicida. Vale ressaltar que os compostos fendlicos e
flavonoides presentes na propolis sdo, na literatura, associados como responsaveis por
desencadear suas caracteristicas anti-inflamatorias e antimicrobianas [32].

Devido as inumeras vantagens promissoras que a propolis tem demonstrado em diversos
setores, como nas industrias cosmética, alimenticia e de salde, diversas estratégias tém sido
desenvolvidas para explorar seu potencial. Um exemplo disso é a incorporacdo de PV em
matrizes poliméricas para possibilitar uma liberacdo controlada da substancia e uma acédo
regular sobre patégenos.

Moreno et al. fabricaram arcabougos usando a técnica de modelagem de deposicao
fundida, feitos de termoplastico de acido polilatico (PLA), incorporado com extrato de prépolis
da regido de Arauca, na Colébmbia, que apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus

e S. epidermidis, causadores de osteomielite [33].

4.1.4 Sintese das resinas funcionalizadas

A sintese das resinas poliméricas com a incorpora¢do de materiais de interesse, tais
como farmacos, NPs, NCs, deve promover uma distribuicdo uniforme do nanomaterial na
matriz polimérica e uma eficiente polimerizacdo entre os componentes. Com base nessas
informacdes, foram sintetizadas resinas do tipo negativas. Todas as amostras apresentadas nesta

secdo foram preparadas no Laboratdrio de Caracterizagdo e Microscopia de Materiais do Grupo
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de Otica e Nanoscopia (GON) e no laboratério do Grupo de Nano-Fotonica e Imagens (GNFI)
do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas (IF/UFAL).

Para a preparacdo das resinas poliméricas incorporadas com 0s nanomateriais, sao
requeridos principalmente os seguintes materiais: monémeros no estado liquido e Fls, PQs de
CdSe/CdS e NCs de TiO, todos em pd. Na figura 4.4(a), s&o mostrados no eppendorf alguns

dos compostos necessarios para a manipulacao das resinas fotossensiveis.

Figura 4.4: Componentes necessarios para sintese das resinas: mondémero P£I’A, FI 1369 e NCs de CdSe/CdS.

e
H

PETA 0.5%FI TiO2

Fonte: Elaborado pela autora.

As resinas foram obtidas da seguinte maneira: em dois tubos de ensaio, foram
despejados 10 ml do mondmero PETA em cada um deles. Por meio de uma balanga de preciséo
(0,0001 g), foi mensurada a massa do mondmero. Tomando como referéncia a massa do
monbémero, acrescentaram-se 2,0% e 0,5% em massa do FI 1369. Devido ao material ser
altamente fotopolimerizavel quando exposto a luz UV, todo o manuseado foi realizado sob
lampada vermelha. Posteriormente, as concentracGes de 1369 foram diluidas na PETA por
agitacdo mecanica continua, utilizando um mixer para homogeneizacdo das amostras,
misturando lentamente durante aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente
(aproximadamente 22 °C). Todos os produtos quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Com o objetivo de tornar a resina biocompativel e melhorar sua aplicabilidade na
fabricacédo de arcaboucos celulares 3D para o cultivo de células in vitro, utilizou-se uma baixa
concentracéo de FI, apenas 0,5% em massa do 1369, e incorporaram-se as NPs de CdSe/CdS.

Como ilustrado na figura 4.5, as NPs inicialmente estavam diluidas em uma solugéo
aquosa armazenada em um eppendorf com uma concentracdo de 18 mg/ml. Desta forma, a
solucgéo aquosa foi distribuida em tubos Falcon para novas concentragdes de (3, 6 e 9) mg/ml,
com o auxilio de uma micropipeta. Posteriormente, foi necessario centrifugar as amostras

aquosas para selecionar somente as particulas de interesse. Portanto, em cada tubo de ensaio,



79

foi adicionado 1 ml de alcool etilico, e os tubos foram centrifugados durante 5 a 10 minutos,
com uma velocidade de5000 rotagBes por minuto (RPM). Apds o processo, ao pellet foi
adicionado 1 ml da resina. Por fim, os tubos foram colocados no mixer por 24 h até que a

solucdo estivesse totalmente homogénea.

Figura 4.5: llustracdo da sintese das resinas incorporadas com CdSe/CdS: (1) colocado etanol na solugéo aquosa,
(2) centrifugado para obter o pellet, (3) despejou PETA com Fl e (4) agitacdo no mixer.

Soblenadmlteﬂ
Pellet

OD em
solucio aquosa

CdSe

N

S

1,
1,

[l

o —

Pellet \

Fonte: Elaborado pela autora.

A incorporacgdo das NCs de TiO2 na resina ocorreu de maneira diferenciada, pois o
composto 1369 e o TiO2 sdo insollveis em agua [34]. Ao realizar a mesma sintese descrita
anteriormente, obteve-se uma solucdo heterogénea e instavel, caracterizada por aglomerados de
NCs de TiOz visiveis e dispersos no volume da amostra, que decantam. Logo, seguiu-se a
preparacdo de acordo com o protocolo adotado por Chang e colaboradores [35].

Nesta sintese, 0 TiO2 e 0 FI, ambos em po, foram depositados no almofariz de agata e
dispersos em 1 ml de etanol. Em seguida, apés a diluicdo dos NCs e do Fl, iniciou-se a etapa
de solvatacdo, até a evaporagdo do &lcool. Portanto, espera-se que, na fase de solvatacdo, as
forcas de cisalhamento aplicadas na pasta viscosa, transformem-na em um po uniforme, de

modo que o TiO2 e o FI se aderem e se liguem. Por fim, uma quantidade especifica de PETA
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foi adicionada a mistura em pd resultante, e a solugdo foi colocada para agitagdo continua no
mixer por 24 h. Na figura 4.6, ¢ mostrada a representacao esquematica da preparacao das resinas

com adicdo do TiOa.

Figura 4.6: llustracdo do processo de sintese das resinas incorporadas com TiO2: (1) solvatacdo do 1369, NCs e
etanol, (2) adicionado PETA e (3) agitagdo continua.

1ml

IGR 369 TiO2 etanol

\
|

Solvataciao

Fonte: Elaborado pela autora.

As concentracdes dos componentes usados nas sinteses das resinas foram organizadas
na tabela 4.1 para melhor compreensao e foram nomeadas de acordo com seus componentes

relevantes em abundancia.

Tabela 4.1: Resinas sintetizadas a base do monémero PETA e do FI 1369 incorporadas com PQs CdSe/CdS e NCs
de TiO..

Compostos principais da resina Incorporagdo de componentes para

Amostras desempenhar propriedades especificas de

biocompatibilidade

PETA SR499 1369 (%) 12959 (%) PQs TiO2 NPsPV  Razdo entre

(9) Q) CdSe/CdS (%) (%) FI/NPs
(%)
P.2.0 12,12 - 2,0 - - - - (4:0)
P.0.5 12,12 - 0,5 - - - - (1:0)
A0.5 1,212 - 0,5 - 0,25 - - (1:0.5)
Al 1,212 - 0,5 - 0,5 - - (1:1)

A2 1,212 - 05 - 1,0 - - (1:2)
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A3 1,212 - 05 - 1,5 - - (1:3)
P369/TiO; | 12,04 - 0,5 - - 0,5 - (1:1)
P369/3TiO; 12,04 - 05 - - 15 - (1:3)
P59 1,0 - - 1,0 - - - (1:0)
S59 1,0 - 1,0 - - - (1:0)
P59/TiO; 1,0 - - 1,0 - 0,5 - (1:0.5)
P59.2 1,0 - - 2.0 - - - (1:0)
$59.2 - 1,0 - 2.0 - - - (1:0)
P59.2+P 1,0 - - 2,0 - - 15 (1:0.75)
S$59.2+P - 1,0 - 2,0 - - 15 (1:0.75)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os filmes poliméricos foram moldados em Iaminas de vidro circulares (16 mm de
didmetro x 0,6 mm de espessura) e polimerizados a luz UV por 20 minutos. Em seguida, as
amostras foram cuidadosamente imersas em etanol por 20 minutos para retirar o material ndo
polimerizado. Este processo foi repetido 3 vezes para garantir a remoc¢éo completa.

Ap0s o preparo da sintese, realizou-se a limpeza das laminas e das laminulas de vidro
que serdo usadas durante a caracterizagao e na escrita dos arcaboucos. Estas foram limpas com
alcool isopropilico e colocadas no forno por 20 a 30 minutos a uma temperatura de 100 -C. Este
procedimento assegura que as superficies estejam livres de particulas de poeira que possam
impedir a adesdo da resina polimérica no substrato ou atrapalhar a visualizagcdo durante a
microfabricacéo.

Posteriormente, uma pequena quantidade da resina € depositada sobre uma laminula
circular ou sobre um filme polimérico que sera fixado o auxilio de fitas adesivas na superficie
da ldmina de microscépio, configuracdo ilustrada na figura 4.7. Por fim, a [amina é posicionada

no suporte de translacdo e o proximo passo € iniciar a microfabricacéo.

Figura 4.7: Posicionamento da resina no sistema experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Substrato

4.2 INFLUENCIA DOS PONTOS QUANTICOS SEMICONDUTORES ULTRA-
PEQUENOS E DO DIOXIDO DE TITANIO EM RESINAS POLIMERICAS

4.2.1 Espectro de fluorescéncia

Estudar a luminescéncia das resinas poliméricas € fundamental em pesquisas que
exigem a visualizacdo das interacfes célula-arcabouco, geralmente realizada por meio de
microscopia de fluorescéncia.

Para esse tipo de analise, sdo utilizados dois ou mais marcadores nas células-alvo, que
permitem evidenciar algumas estruturas especificas dentro delas, como os nucleos, as
membranas celulares, as organelas citoplasmaticas, entre outras. Dessa forma, para obter
imagens precisas do comportamento celular em arcaboucos 3D, ¢ essencial que a fluorescéncia
das microestruturas poliméricas ndo coincida com a faixa de comprimento de onda dos
marcadores celulares, nem a exceda. 1sso assegura que a visualizacdo das células ndo seja
prejudicada por interferéncias de fluorescéncia indesejadas.

Na prética, ao planejar a aplicacdo de resinas poliméricas em usos biologicos in vitro,
essa informagdo é fundamental na escolha de um corante celular. Atualmente, ja existe uma
variedade de corantes, que apresentam diferentes comprimento de onda de excitacao e emisséo.

Um corante fluorescente frequentemente utilizado em pesquisas nas areas bioldgicas,
especialmente em estudos que envolvem o monitoramento da morfologia celular, é o DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol), o qual exige excitacdo entre 345 nm a no méximo 358 nm,

apresentando uma emissdo maxima de 455 a 461 nm, na cor do azul [36].
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Pode-se constatar, pela figura a seguir, que quando a banda de luminescéncia do corante
utilizado nas celulas coincide com a da resina polimérica, as células dificilmente poderdo ser
avaliadas na superficie do arcabouco. Na figura 4.8(a), € mostrado um microtubo (60 pum de
diametro) fabricado pela técnica P2F a partir da resina poli-isoprene adicionada com a PETA e
2% de 1369. Na figura 4.8(b), é observada a luminescéncia do microtubo e do marcador com
emissdo proxima ao azul, utilizado nas células endoteliais da linhagem celular EA.hy926

(densidade celular: 3 x 10°).

Figura 4.8: Microtubo com células endotélios (indicadas pelas setas amarelas) foram marcadas com corante celular
emitindo na faixa do azul. Imagem de (a) microscopio éptico e (b) microscopia de fluorescéncia. Barra de escala
=50 pm.

Fonte: Elaborado pela autora.

Portanto, torna-se essencial estudar a fluorescéncia desses materiais poliméricos e
propor estratégias para mitigar possiveis interferéncias. A fluorescéncia das resinas poliméricas
foi investigada em funcdo do tempo de polimerizacédo, utilizando amostras de monémero PETA
com concentracdes de 2,0% e 0,5% de FI 1369, denominadas P2.0 e P0.5, respectivamente. As
medicdes foram realizadas em um fluorimetro (Modelo Horiba Fluorolog), com lampada de
xendnio como fonte de excitacdo. Para 0 experimento, as amostras foram divididas em dois
grupos: o grupo 1 foi exposto a luz UV na camara por 15 minutos, enquanto o grupo 2
permaneceu sob a mesma condi¢do de 8 a 10 horas.

Apos o término dos tempos de polimerizacdo pré-estabelecidos, as laminas com as
amostras foram lavadas com &lcool etilico. Em seguida, foram realizadas medi¢des variando o
comprimento de onda de excitagdo (1exc) entre 350 e 400 nm, 410 e 490 nm, e 550 e 590 nm,

conforme mostrado nas figuras 4.9 a 4.11. Esse procedimento teve como objetivo identificar a
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luminescéncia das amostras em comprimentos de onda préximos aos de emissdao dos
marcadores comumente utilizados em imageamento celular.

Nota-se, pelas figuras 4.9 (a, b), que ao excitar as amostras P2.0 e P0.5 no Jexc de 350 a
400 nm (na regido do violeta visivel), as resinas apresentam forte emisséo entre 450 a 500 nm,
na faixa do azul. Ao comparar a intensidade de luminescéncia das resinas P2.0 e P0.5, observa-
se que ela esta efetivamente relacionada a concentracgao do FI. Assim, uma amostra com elevada
concentracdo do FI terd uma emissao de fluorescéncia mais intensa, em comparagdo com uma
amostra em concentracdes inferiores (quatro vezes menos). Isso ocorre independentemente do

tempo de polimerizagdo, como mostrado na figura 4.9(c, d).

Figura 4.9: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de FI 1369 dissolvido em PETA (P.2.0
e P.0.5) variado AExc de 350 a 400 nm durante (a-b) 15 min e (c-d) 8-10 h no UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observou-se que a intensidade da fluorescéncia das resinas varia de acordo com a
duracdo da etapa de polimerizacdo. Ao analisar o espectro de fluorescéncia das resinas
fotossensiveis com Aexc = 350 nm, proximo da faixa da excitacdo maxima do DAPI, verificou-
se que as amostras P.0.5 e P.2.0, polimerizadas por 15 min, apresentam intensa fluorescéncia

com emissdo em 450 nm. Entretanto, ao prolongar o periodo de exposicdo a luz UV, a
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fluorescéncia diminui aproximadamente 95% e 96% em comparagdo a intensidade inicial para
as amostras P.2.0 e P.0.5, respectivamente.

Esses dados abrem possibilidades para o desenvolvimento de estratégias que inibam
consideravelmente a intensa fluorescéncia das resinas, quando for necessario utilizar
marcadores celulares que emitem exatamente na mesma banda de emissdo, como é o caso do
DAPI. Portanto, uma primeira estratégia seria reduzir a concentracdo do FI para 0.5% e, ap0s a
etapa de microfabricacéo, expor as microestruturas fabricadas a luz UV por mais algumas horas
(tempo minimo de polimerizag¢ao > 8 h).

Nas figuras 4.10(a-d), sdo mostrados os espectros de fluorescéncia obtidos para
excitacdo na faixa do azul, de 410 a 490 nm. Observa-se que as amostras emitem fortemente

proximo ao verde, em 520 nm.

Figura 4.10: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de 1369 dissolvido em PETA (P.2.0
e P.0.5) variado Aex de 410 a 490 nm durante (a-b) 15 min e (c-d) 8-10 h no UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Comparando os espectros de luminescéncia para 15 min e 8-10 h de iluminacdo UV,
fica claramente comprovada a diminui¢do da intensidade das curvas de fluorescéncia das
amostras P.2.0 e P.0.5 em todos os comprimentos de excita¢do, conforme o aumento do tempo

de polimerizacéo.
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Em especial, as curvas geradas pela excitagdo em 490 nm, proxima a excitacdo do
corante Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) da linha CellTracker™, com
excitacdo de 492 nm e emissdo maxima de 517 nm, revelam gque houve uma diminuicdo da
luminescéncia de 75% e 61% para as amostras P.2.0 e P.0.5, respectivamente.

Tais resultados apontam a possivel aplicacdo do marcador Green CMFDA na
visualizagdo de células-alvo em atividades in vitro na presenca dessas resinas, quando se reduz
a concentracao do FI durante a etapa de sintese e aumenta-se o tempo de fotopolimerizacéo.

Nas figuras 4.11(a-d), sdo mostradas as curvas de fluorescéncia para excitacao na faixa
do verde ao amarelo, de 550 a 590 nm. Nota-se que as amostras ndo fluorescem no vermelho.
Sendo assim, corantes que emitem na regido do vermelho, como, por exemplo, 0 Red CMTPX
da linha CellTracker™ (1ex.= 577 e Aemi= 602 nm), podem ser usados juntamente com as resinas
sem que haja problemas na visualizacao das células na superficie dos arcaboucos. As curvas de
fluorescéncia, que j& eram proximas de zero, diminuiram ainda mais conforme o aumento do

periodo de polimerizacdo (8-10 horas).

Figura 4.11: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de fotoiniciador (1369) dissolvido em
PETA (P.2.0 e P.0.5) variado Aex de 550 a 590 nm durante (a-b) 15 minutos e (c-d) 8-10 horas no UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Logo, o uso de marcadores celulares que emitem na regido do vermelho é o mais

adequado na presenca de amostras que contém o FI 1369 e o mondmero PETA. Porém, seu
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custo pode ser menos atrativo em comparagdo aos marcadores que emitem na faixa do azul ao
verde. Nesta faixa de emisséo, os resultados mostraram que as concentracdes do Fl e o tempo
de polimerizacdo podem ser ajustados para minimizar a luminescéncia.

Investigou-se como a presenca das NPs CdSe/CdS e TiO» nas resinas sintetizadas altera
suas propriedades dpticas. A caracterizacdo dessas amostras, polimerizadas durante 30 min por
iluminacdo UV, foi realizada no fluorimetro, variando o comprimento de onda de excitagdo de
350, 400 e 450 nm.

Para a amostra P369/3TiO2, com adi¢do de 1,5% de TiO., em todos 0s espectros de
fluorescéncia das figuras 4.12(a-c), foi observado o aumento da luminescéncia com o0 aumento
da concentragdo de TiO2, bem como um alargamento da banda de fluorescéncia em comparacgéo
as amostras P.2.0 e P.0.5, sem o nanocristal. Além disso, para a amostra P369/3TiO, houve um
deslocamento do pico, com desvio para o vermelho em relacdo as outras amostras e com
emissdo em 518 nm, conforme mostrado na figura 4.12(b).

Quando a amostra A1, com incorporacdo de 0,5% de CdSe/CdS, foi excitada em 400
nm (figura 4.12(b)) e 450 nm (figura 4.12(c)), observa-se uma sutil reducdo de sua
luminescéncia em comparacdo com a amostra P.0.5. No entanto, para ambas as amostras, 0S

picos de emissdo permanecem inalterados em 491 nm (Aexc= 400 nm) e 502 nm (Aexc= 450 nm).

Figura 4.12: Espectro de fluorescéncia das resinas constituidas de 1369 dissolvido em PETA (P.2.0 e P.0.5) com
adicdo dos PQs (Al) e do TiO; (P369/TiO, e P369/3TiO,) variado Aexc em (a) 350, (b) 400 e (c) 450 nm.
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4.2.2 Espectro de absorcéo optica

Ao combinar os NCs ou as NPs com a matriz polimérica, torna-se possivel obter resinas
opticamente homogéneas, com propriedades Opticas equivalentes as do material incorporado.
Essas propriedades sdo associadas a flexibilidade e solubilidade fornecidas pelo componente
polimérico, permitindo que a resina seja estruturada pelo sistema de microfabricacao por escrita
direta a laser.

Os espectros de absorcéo das resinas fotossensiveis ndo polimerizadas foram obtidos
pelo espectrofotdmetro UV-VIS-NIR (UV-3600 SHIMADZU), operando de 300 nm a 600 nm,
com resolucdo espectral de 1 nm.

Sabe-se que o FI apresenta forte absorcdo na faixa do UV. Por isso, 0os materiais
adicionados a matriz polimérica ndo podem inibir o processo fotoquimico de polimerizacgéo.
Pelos gréficos da figura 4.13, comprova-se que ndo houve mudanca na banda de absor¢édo com
a adicdo das NPs e dos NCs, uma vez que as resinas continuam absorvendo abaixo de 400 nm,

como desejado.

Figura 4.13: Espectro de absorcdo pelo UV-Vis do FI (0.5% de 1369) dissolvido em PETA na presenca de (a) PQs
CdSe/CdS e (b) TiO.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Embora as NPs de CdSe/CdS e TiO; puras absorvam na faixa do UV, ndo foi possivel
polimerizar resinas compostas apenas pelo mondmero PETA e CdSe/CdS ou TiO2, sem a
utilizacdo de um FI, independentemente dos parametros de escrita utilizados. Portanto, pode-se
concluir que, na auséncia do FI, as moléculas das NPs sozinhas ndo possuem uma se¢do de

choque de A2F necesséria para iniciar a etapa de radicalizacdo dos mondmeros.
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4.2.3 Espectroscopia Raman

Para uma polimerizacdo bem-sucedida dos compostos que compdem a resina, espera-se
a maxima conversdao das moléculas do FI e dos mondémeros em polimeros. No entanto,
dificilmente todos os mondmeros acrilatos reagirdo com o Fl. Dito isso, € comum que
permanecam mondmeros residuais no material final. Em aplicagdes bioldgicas, € recomendavel
um alto grau de conversao, pois as concentragdes de mondmeros residuais podem ter efeitos
citotoxicos nas celulas [37].

Para mensurar o grau de conversdo (GC) dos mondmeros envolvidos na formagéo dos
polimeros, utiliza-se 0 método por espectroscopia Raman, que, ao comparar 0 espectro Raman
da resina ndo polimerizada com o espectro emitido das resinas polimerizadas, fornece
informacdes para a realizacdo do calculo, conforme definido pela equacgédo (10), descrita na
secdo 3.2.2 do capitulo anterior.

A intensidade Raman das amostras em suas condicOes originais (resina liquida) e das
amostras modificadas sob iluminacdo UV durante 30 min (resina sélida) foi medida, a
temperatura ambiente, com um LabRAM HR Evolution (HORIBA, Japdo), operando no
comprimento de onda de excitacdo usual de 785 nm, e com um espectrémetro JY-T64000
microRaman excitado por uma linha de laser Ar 514 nm de baixa poténcia. O sistema de
deteccdo foi realizado em geometria de retroespalhamento, usando uma lente objetiva de 50x
para focar o laser sobre os filmes de resina.

Os espectros Raman das resinas estudadas sdo representados na figura 4.14. Neles, é
mostrada a regido espectral entre 1500 cm™ e 1900 cm™ para compreensdo do processo quimico
de polimerizacdo. As medi¢des foram realizadas em amostras formuladas com resina a base de
PETA: 0,5% de 1369, contendo concentracfes de 0,25% (A0.5), 0,5% (Al) e 1,5% (A3) em
massa de CdSe/CdS, e com 0,5% (P369/TiO2) em massa de TiOg, relacionado a massa do

mondmero.

Figura 4.14: Espectros Raman de resinas com diferentes concentra¢@es de NPs CdSe/CdS e TiO2 em volumes (a)
n&o polimerizados e (b) polimerizados por UV. S&o destacados os picos dos modos vibracionais de interesse.
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A analise dos espectros Raman das cinco amostras medidas permite monitorar os modos
de vibracdo das ligacdes que envolvem a formacdo da cadeia polimérica especifica na
polimerizag&o. Para quantificar a eficiéncia na polimerizagdo das resinas incorporadas com as
NPs e os NCs, foram comparados os picos de duas ligagdes importantes que participam da etapa
de fotopolimerizacao por radicais livres. Esses picos, mostrados na figura 4.14, sdo 0s picos em
1640 cm®, que representam as ligacdes duplas entre carbonos (C=C), e em 1730 cm, que
representam as ligacGes duplas entre carbono e oxigénio (C=0).

Note-se que, nos espectros, observam-se pequenos deslocamentos na regido de 1730
cm?, que apontam possiveis variagdes no ambiente. Na figura 4.14(b), os graficos s&o
interpretados da seguinte forma: claramente, ha um aumento na intensidade do pico 1730 cm™
para a amostra P.0.5 (sem NPs) ap6s a polimerizacdo. Isso indica que mais ligacdes duplas entre
carbonos foram rompidas durante o processo de polimerizagdo. Entretanto, para amostras A0.5
e P369/TiO2, a intensidade do pico 1730 cm™ é muito inferior a das outras amostras, 0 que
reflete uma menor conversdo polimérica, ja que menos ligacdes duplas entre carbonos foram
quebradas no processo de radicalizacdo da cadeia polimérica para surgir 0s centros ativos.

A partir deste método empregado, foram determinadas as porcentagens do GC em
funcdo da concentracdo de NPs, organizadas na figura 4.15. Observa-se que as NPs de
CdSe/CdS e NCs de TiO2 ndo contribuiram para melhorar o GC, pois para a amostra P.0.5, na
auséncia das NPs, o grau de conversdo do polimero foi maior, chegando a aproximadamente
21%.

Figura 4.15: Grau de conversdo dos filmes de resinas em funcdo da concentragdo de NPs CdSe/CdS e TiO» (%
massa de NPs em relacéo & PETA).
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No entanto, a amostra A1, com concentracdo de 0,5% de CdSe/CdS e razdo de FI/NPs
de (1:1), demonstrou um desempenho melhor que as outras amostras com diferentes
concentracdes, pois teve um percentual de 19,48% mais proximo numericamente do valor
obtido para a amostra P.0.5. Portanto, as NPs afetaram pouco o grau de conversdo, ja que o

aumento da quantidade de NPs resultou em uma reducéo insignificante do GC.

4.2.4 Poténcia limiar de polimerizacéo

O limiar de polimerizacédo na técnica P2F representa a intensidade minima de luz abaixo
da qual a taxa de polimerizacdo ndo é alta o suficiente para produzir uma estrutura solida
(voxel). Assim, ao ajustar a intensidade de luz para um nivel ligeiramente superior ao do limiar
de polimerizacdo, pode-se restringir o processo de fotopolimerizagdo a um volume ainda menor,
alcancando alta resolucdo.

De modo a entender como 0s PQs interferem no processo de polimerizacdo, foi
investigado qual a menor poténcia capaz de polimerizar um pequeno volume visivel (voxel) no
interior das amostras. Nos procedimentos experimentais, foi utilizada uma lente objetiva de
microscopio de 40X (NA = 0,65, Newport) e o comprimento de onda foi fixado em 750 hm
para todas as amostras. Em seguida, variou-se o tempo de exposicdo entre 5 ms a 100 ms e
anotou-se em qual poténcia surgia o primeiro voxel.

Na figura 4.16, observa-se que a poténcia minima deve ser aumentada para desencadear
0 processo de fotopolimerizacdo para a amostra A0.5 (0,25% de CdSe/CdS). Isso indica que
parte da energia incidida na amostra € absorvida pelas NPs sem que haja a polimerizacéo. Essa

informacao reflete-se no valor do grau de converséo, que foi de 17%.

Figura 4.16: A poténcia minima em fungéo do tempo de exposicdo para resinas.



92

—a—P.05
18- A0.5
1 —A—A1

o 25 5 75 100
Tempo exposi¢éo (ms)
Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, para a amostra Al, com as mesmas quantidades de CdSe/CdS e de FI, ndo
houve grandes variacfes na sua poténcia minima quando comparada a amostra P.0.5. Dessa
forma, este resultado confirma o motivo de o valor do grau de conversdo das duas amostras
serem mais proximos, pois, para um tempo de exposicdo de 5 ms e 100 ms, € possivel
polimerizar ambas amostras com 15 + 1 mW e 8,0 £ 9 mW, respectivamente. Para todas as
amostras, como esperado, é notavel que, ao aumentar o tempo de exposicao, fica mais fécil

polimerizar o material, e é preciso reduzir cada vez mais a poténcia minima.

4.2.5 Investigacdo da influéncia dos parametros de escrita

Conhecer o tamanho do voxel formado pelo processo de P2F é essencial na
microfabricacdo, pois ele é a menor unidade polimerizada a cada exposi¢do do pulso de luz na
resina. Em geral, essa informagdo é crucial durante o processo de programacdo da
microestrutura e no planejamento do desenho 3D para definir a distancia entre um voxel e outro
voxel pré-existente. Portanto, saber as resoluc@es transversal e longitudinal do voxel ajuda a
definir as separacgdes entre 0s voxel, que dardo origem as espessuras das paredes e das camadas.

Diante disso, a escolha dos parametros de escrita, tais como: poténcia (P), velocidade
de escrita (V), abertura numérica (NA) da lente objetiva e tempo de exposi¢ao (texp), estdo
associados a resolucéo longitudinal (altura do voxel) e a resolugdo transversal (largura do voxel)
de um determinado elemento polimerizado.

Na figura 4.17, sdo mostradas as larguras das linhas construidas em funcéo de diferentes
poténcias do laser e da velocidade de escrita. E notério que a poténcia e a largura das linhas s3o
diretamente proporcionais. No procedimento experimental de P2F, para uma V = 100 pm/s e
texp = 10 ms, com uma P = 30 mW, foi obtido uma largura de 2,1 um, e para uma poténcia dez

vezes menor, obteve-se uma largura de linha menor, sendo de apenas 425 nm (P = 3 mW).
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H& uma relagdo inversamente proporcional entre a velocidade de escrita e a largura da
linha. Ao fixar a P em 12 mW e variar a vV em 100, 200 e 300 pm/s, obteve-se a maior resolucéo
para a velocidade de 300 um/s, pois o tempo de interacdo do laser com o material € menor, ja

que o laser tem 1 segundo para interagir ao longo de 300 um de comprimento na resina.

Figura 4.17: (a) Largura de linha fabricadas na resina P.0.5 e (b) para diferentes P = 3-30 mW e V = 100-200
pum/s.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A fim de obter resolucdes progressivamente maiores, foi usado P = 10 mW, e a V foi
variada de 1000 um/s a 4000 pum/s, com AV = 1000 pm/s, de modo que cada linha fosse
polimerizada com uma energia diferenciada. Na figura 4.18, os resultados mostram que a menor
altura de linha alcangada foi de 1,55 um para a velocidade de 4000 um/s, como esperado. Para
a velocidade de 2000 um/s, a altura de linha obtida foi de 3,26 um.

As imagens de MEV figura 4.18(b) mostram as medidas da parte lateral de cada linha
que virou no substrato (é possivel ver as ondulagdes), mas presas por uma das extremidades na

coluna de apoio, por isso € nitido a diferenca no indice de refracdo nas figuras 4.17(b) e 4.18(b).

Figura 4.18: (a) Gréafico da altura de linhas fabricadas em diferentes velocidades. A Poténcia é fixada em 10 mW.
(b) Caracterizag8o das alturas das linhas por MEV.
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Foi investigado também como as NPs de CdSe/CdS interferem na dimensdo da largura
de linha na resina Al. Observa-se, pela figura 4.19, que o comportamento obtido entre a largura
das linhas e a poténcia € semelhante ao discutido anteriormente. Os resultados indicam que, ao
adicionar as NPs na matriz polimérica contendo mondémero PETA e FI 1369, houve um aumento

significativo na largura das linhas.

Figura 4.19: Largura de linha fabricada com a resina Al para poténcia variando entre 20 a 160 mW e velocidade
de escrita fixada em 100 pm/s.
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4.2.6 Ensaios Bioldgicos
A possibilidade de fabricar microestruturas 3D complexas e de alta resolugdo, feitas de
resina fotossensivel com propriedades funcionais, representa um passo importante para a

integracdo dessa ferramenta em aplicacfes bioldgicas. Por meio da técnica P2F, pode-se
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explorar seu potencial para biomimetizar microambientes da matriz extracelular, criando
espacos 3D para cultura de células que favorecem o estudo de diversos tecidos bioldgicos
aplicaveis a engenharia de tecidos.

Os ensaios bioldgicos tém sido amplamente utilizados para avaliar os efeitos citotoxicos
de diferentes compostos presentes em resinas [38], incluindo investigagcdes sobre as NPs de
TiO2 e suas agOes em meio celular [39]. Os estudos in vitro oferecem diversas vantagens, pois
contribuem para aumentar o conhecimento sobre o0 possivel risco toxico associado a exposi¢cdo

dessas NPs as células-alvo.

4.2.6.1 Avaliagéo da viabilidade celular

A citotoxicidade das amostras e a viabilidade celular foram mensuradas pelo método de
exclusdo do azul de tripan em células osteoblastos humanos da linhagem MG-63, no
Laboratdrio de Biologia Celular (LBC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS)
da UFAL.

Optou-se por nado utilizar o ensaio de viabilidade celular por MTT (4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) para analisar a biocompatibilidade das resinas, uma vez
que esse método realiza uma leitura da absorbancia da superficie da amostra. Assim, devido a
densidade dptica dos filmes de resina, haveria interferéncia na obtengéo dos dados.

As primeiras amostras consistiram em concentragdes de 2,0% e 0,5% do 1369, com o
intuito de verificar a citotoxicidade em altas e baixas concentrac¢fes do FI, mas também avaliar
a capacidade de estimular a proliferacdo celular. Em seguida, mantendo fixa a concentracdo do
1369, foram analisadas amostras em que as concentragdes das NPs de CdSe/CdS amarelas (Al
e A2) e de TiO2 (P369/TiO2 e P369/3Ti0O2) foram variadas, conforme mostrado na tabela 4.1.

Neste estudo, amostras com diferentes resinas foram preparadas em placas de cultura
com 96 pocos para a realiza¢do da cultura celular durante 24, 48 e 72 horas. Cada amostra foi
repetida quatro vezes para confirmar os dados coletados. Em um ambiente na auséncia de luz
UV, para evitar a fotopolimerizagéo, foi depositado um volume pré-determinado de cada resina
nos pogos, com o auxilio de uma micropipeta. Em seguida, as placas foram polimerizadas sob
irradiagdo UV de uma lampada negra durante 3 horas, a uma distancia de 30 cm da fonte de
luz.

Ap0s esse processo, todas as amostras nos pogos foram lavadas com alcool etilico por
30 minutos para diluir os componentes residuais que ndo participaram das reacdes quimicas.

Apenas a amostra P.2.0 (H20) foi lavada com &gua destilada e deixado agir por 4 dias, para



96

avaliar o potencial de reducgéo da citotoxicidade, conforme o protocolo sugerido por Ovsianikov
etal. [3].

As células 6sseas humanas da linhagem MG-63 foram adquiridas do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), aminoacidos ndo essenciais (1%), L-
glutamina (2 mM), piruvato de sédio (1 mM), bicarbonato de sédio (1500 mg/mL) e glicose (1
g/L). As celulas foram mantidas em estufa imida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO; até
atingirem a confluéncia necessaria para a execucao dos experimentos.

Para o inicio da analise da interacdo celular, os pogos foram primeiramente esterilizados.
As placas contendo as amostras foram mantidas na cabine de fluxo laminar por 1 hora sob luz
ultravioleta antes de receberem as células. Ao fim deste procedimento, as células (10%) foram
semeadas em cada poco e mantidas sob condicdes de cultura por 24h, 48h e 72h.

Ap0s cada intervalo de cultivo das células na superficie das amostras, os pogos foram
lavados com meio DMEM, e as células recuperadas foram transferidas para tubos eppendorf.
Aliquotas de 10 pL da suspensdo celular foram homogeneizadas com 10 pL de corante azul de
tripan.

Em seguida, 10 pL dessa mistura foram depositados em uma camara de Neubauer para
a observacdo de alteracdes morfoldgicas e a realizacdo da contagem de células vidveis. As
células viaveis, que ndo absorveram o corante, apresentavam aspecto translicido, enquanto as
células mortas mostravam coloracdo arroxeada. O experimento foi realizado em triplicata.
Tornou-se possivel, a partir deste método, mensurar a quantidade de células vivas expostas as
superficies de diferentes amostras de polimeros funcionalizadas com incorporacéo de NPs.

Na figura 4.20, é apresentado o nimero de células viaveis para cada resina. Nota-se que
o grupo controle (CTRL), que continha células cultivadas em po¢os sem resina, exibiu um
aumento progressivo no nimero de células, com crescimento aproximadamente linear ao longo
do tempo. Este resultado indica um comportamento proliferativo.

Ao avaliar os efeitos das resinas sobre as celulas, pode-se interpretar que nenhuma das
resinas induziu uma alta taxa de morte celular, pois, de acordo com o ensaio biolégico, a
viabilidade ndo apresentou niveis inferiores ao nimero inicial de células.

Pode-se concluir que as resinas promoveram proliferagdo celular. Os resultados do
ensaio biologico indicam que a taxa de proliferacdo foi superior a taxa de mortalidade,
demonstrando uma viabilidade celular aceitavel, ja que a quantidade de células ap6s 48h de

cultura foi maior do que o nimero inicial de células.
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Entretanto, ao observar as interferéncias das amostras no comportamento proliferativo
em comparagdo com o0 grupo controle, é possivel notar que a amostra P369/3TiO> teve uma
interferéncia mais intensa na reducdo da viabilidade das células, que resultou em uma
diminuicdo no numero de células viaveis ap6s 72h. Por outro lado, as demais resinas, incluindo

P.2(H20), P369/TiO2, A2 e A1, promoveram um aumento na taxa de proliferagéo celular.

Figura 4.20: Efeito das amostras de resina sobre a viabilidade dos osteoblastos MG-63 por 24, 48 e 72 h. As barras
representam a contagem de células viaveis ap6s cada tempo de exposicdo. A linha pontilhada representa a
quantidade de células no inicio do experimento (Oh).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em especial, a resina P369/TiO2, com 0.5% 1369 e 0.5% TiO,, teve o melhor
desempenho quanto a proliferacdo celular, posto que o numero de células viaveis foi superior
ao CTRL durante 48 horas. Este dado indica que esse composto sustenta a proliferacéo celular,
pois somente ap6s 72 horas houve diminuicdo do nimero de células vidveis. Uma possivel
justificativa para o excelente comportamento dessa resina estd amparada na comprovada
biocompatibilidade dos NCs de TiO2, como também devido ao seu grande potencial para
aplicacdo na regeneragdo de tecidos o0sseos (formados por células osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteodcitos e osteoclastos presentes na matriz celular do tecido 6sseo) [40], uma
vez que eles promovem a osseointegracédo e previnem a adesao bacteriana.

E importante ressaltar que, durante os experimentos, ficou nitida a interferéncia das
resinas no comportamento de adesdo das células. Houve uma dificuldade das superficies em
promoverem a adesdo celular. Essa configuracdo ja foi relatada em outros estudos com resinas
contendo materiais formados por mondmeros acrilatos [41], nos quais cabe a utilizacdo de

novos compostos como um ligante adesivo celular, com a finalidade de facilitar a adesdo das
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células na superficie da resina. Considerando que a adesdo celular € uma etapa determinante
para a proliferacdo e diferenciagdo das células, essa observagéo justifica a interferéncia das
amostras no comportamento proliferativo das céelulas.

Ao verificar a proliferacao das células em amostras contendo diferentes concentracfes
do FI, foi notdrio que as resinas com elevadas quantidades de FI (2%) e menores quantidades
(0.5%) ndo resultaram em niveis mais altos de citotoxicidade, pois, em relagdo ao nimero de
células, foram aproximadamente iguais. Todavia, a dinamica do comportamento proliferativo
da amostra P.0.5, em comparacdo a P.2.0, demonstrou um aumento linear significativo com o
decorrer do tempo de incubacdo, de 24 para 72 h, conforme o padréo observado no grupo CTRL.

Além disso, os resultados mostraram que, na amostra P.2.0 (H20), em que a &gua
destilada foi usada na etapa de retirada dos residuos, houve um aumento no nimero de células
viaveis em 48 h, que foi superior ao da amostra P.2.0. A agua destilada ajudou a reduzir a
quantidade de componentes toxicos sollveis em agua [42]. A diminuicdo do nimero de células
ocorreu apenas apos 48 horas.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo destacam que as resinas com baixa
concentracdo de FI e com adicdo das NPs ndo foram prejudiciais as células, pois a viabilidade
celular dos osteoblastos MG-63 ndo foi significativamente impedida e permaneceu superior a
100% em todas as amostras.

Nas imagens obtidas no microscopio Optico, mostradas pela figura 4.21, € possivel
observar as células MG-63 em contato com as amostras na placa de 96 pocos, o que confirma

os resultados anteriores, revelando que as resinas investigadas ndo tém efeito citotoxico.

Figura 4.21: Ensaio bioldgico das células Osteoblastos (indicada pela seta em amarelo) semeadas apds 48 h em
amostras contendo 2% de 1369 (P.2 e P.2 (H20)), 0,5% de 1369 (P.0.5, Al e P369/TiO,) e poliestireno (CTRL).
Barra de escala = 10 pm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Percebe-se que as células possuem comportamento proliferativo, porém ndo conseguem
se diferenciar morfologicamente sobre os filmes, como ocorre no grupo CTRL. Este resultado
caracteristico também foi observado em outros trabalhos [3] que utilizaram concentracdes de
2% a 0.5% do FI 12959 e um mondémero acrilato. O mondmero acrilato é apontado como o
causador, pois, embora néo seja nocivo a proliferacdo das células, impede o espraiamento, o
que resultaria na diferenciagdo morfoldgica das células.

Por esse motivo, as células cultivadas em amostras & base de PETA e 1369 exibem
morfologia arredondada. Esse comportamento das células sugere que houve ma fixacdo das
células na superficie de contato.

Diante disso, no topico 4.4 serdo apresentados os resultados do segundo trabalho
desenvolvido nesta pesquisa, que propds um método simples, ecoldgico, rapido e de baixo custo
para modificar as propriedades fisico-quimicas das superficies, visando melhorar a fixacéo

celular nas superficies poliméricas e garantir sua aplicagdo na engenharia de tecidos.

43 RESPOSTAS BIOMECANICAS E MORFOLOGICAS DE CELULAS
OSTEOBLASTOS CULTIVADAS EM ARCABOUCOS MICROGROOVES
FABRICADOS POR MICROFABRICACAO A LASER
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4.3.1 Efeito dos arcaboucos nas respostas celulares

Um dos principais objetivos dos arcaboucos é reproduzir ro mais fielmente possivel as
propriedades fisico-quimicas e as caracteristicas essenciais de um ambiente celular especifico,
levando em consideracdo suas limitacdes. Assim, as células-alvo, a resina e o arcabougo séo
trés elementos fundamentais que devem estar interligados e em concordancia ao projetar uma
microestrutura destinada a fins bioldgicos.

Primeiramente, deve-se determinar a linhagem das células-alvo a serem estudadas, pois,
a partir da definicdo das células, poderdo surgir ideias relacionadas a utilizacdo ou ndo de
farmacos ou NPs para o tratamento de doencas ou lesfes Gsseas, mas também a escolha dos
métodos de analise e das caracterizagdes quantitativas e/ou qualitativas da dinamica celular.

Posteriormente, o composto da resina deve ser um material biocompativel, que permita
a proliferacdo das células escolhidas e ndo afete negativamente a viabilidade e morfologia
celular. Por fim, a geometria da microestrutura deve estar relacionada a algum ambiente natural
das células escolhidas na pesquisa. Logo, tanto no segundo quanto no terceiro elemento, novas
rotas de sintese podem ser criadas para influenciar a melhoria do desempenho biolégico do
polimero, e diferentes modelagens 3D podem ser exploradas [43].

Neste contexto, osteoblastos humanos da linhagem MG-63 foram escolhidos como
células-alvo, foi proposto sintetizar uma resina biocompativel a base de NCs de TiO2, com o
objetivo de construir arcaboucos que pudessem reproduzir os arranjos das fibrilas de coldgenos
presentes em excesso na matriz extracelular (MEC) do tecido 6sseo [44]. Usando o0s
mecanismos de microfabricacdo por escrita direta a laser, a técnica aditiva permite simular no
arcabouco algumas das caracteristicas essenciais das estruturas de fibrilas de colageno naturais.

Dentre os tipos de células que participam da formacéo do tecido dsseo, 0s osteoblastos
sdo responsaveis pelo processo de sintetizar e secretar 0s componentes organicos da matriz
Ossea, atuando principalmente na producdo da atividade enziméatica de Fosfatase Alcalina
(ALP), além de proteinas como a osteocalcina (OC) e colageno tipo 1 (Col-1) [45].

A implementacdo de design de arcaboucos celulares com estimulos caracterizados por
rugosidades e topografias na mesma ordem de magnitude das células é um método promissor
para promover a resposta celular, incluindo proliferacdo, comunicacdo e diferenciacdo das
células no interior do microambiente. O estudo do comportamento celular em contato direto
com arcaboucos biomiméticos deve ser explorado e é de fundamental interesse no campo da
engenharia de tecido [46], pois contribui para o desenvolvimento de novos modelos e materiais

funcionalizados aplicados na adequacéo e melhoria de implantes e estruturas 3D que, ao serem
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implantados no corpo, buscam reparar defeitos 6sseos causados por lesGes, fraturas, traumas e
doengas degenerativas, geralmente acompanhadas por sintomas prejudiciais que afetam e
limitam as condicdes de vida e bem-estar dos individuos.

O desenvolvimento do arcabouco 3D tem a finalidade de servir como suporte apropriado
para a proliferagdo, adeséo e diferenciacdo osteogénica, exercendo fungbes semelhantes as do
tecido 6sseo original e permitindo ser substituido no local danificado (enxerto 0sseo), assim
como os implantaveis metalicos (titanio e suas ligas, ligas de cobalto-cromo, entre outros) [47].
Ambos sdo dispositivos utilizados como estratégias que colaboram no processo da regeneracao
Ossea [48].

Em especial, no caso da insercdo dos implantes in vivo, faz-se necessaria a etapa de
osseointegracdo com o tecido 0sseo, a saber, é constituida pelo processo de fixacao estavel do
dispositivo (arcabouco ou implante sintético) ao tecido dsseo existente. E desejavel que as
celulas do organismo vivo interajam e se conectem com a superficie do implante, para
desempenhar alta adesdo e crescimento 6sseo ao redor do implante durante o processo de
consolidacdo dssea [49].

Entende-se que, durante a etapa da regeneracdo 0ssea, 0s osteoblastos direcionam a
producdo da matriz éssea mineralizada. Esse processo permite que as células interajam com
ions inorgéanicos, proteinas e fosfato de calcio. Posteriormente, ocorre a diferenciacdo dos
osteoblastos em ostedcitos e, por fim, o processo de remodelacdo da matriz 6ssea é realizado
pelo conjunto de células ostedcitos [45].

Portanto, os ensaios bioldgicos in vitro, sob influéncia dos arcaboucos, auxiliam na
otimizacdo de parametros, como a geometria, a rugosidade, a topografia e a compatibilidade
dos compostos quimicos [48] presentes nos implantes, de modo a garantir uma boa e rapida
osseointegracdo do dispositivo implantado.

Este estudo pode ser aplicado na adequacéo da topografia, geometria e compostos ideais
para a adaptacdo de implantes ortopédicos e dentarios. De acordo com pesquisas anteriores, €
conhecido que implantes com superficies planas, sem nenhuma modificagcdo topografica, em
contato com celulas dsseas, oferecem menos estimulos para uma boa osseointegragdo do
implante.

Todavia, a modificacdo das superficies do implante exibe melhores resultados, pois
admitem que as células dsseas se reorganizem e crescam de acordo com as caracteristicas da
microestrutura, além de contribuir para a resposta celular, influenciando a adesdo, morfologia

e proliferagdo das células conforme os parametros geométricos do arcabouco.
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4.3.2 Design e fabricacdo de arcaboucos celulares

Nesta pesquisa, € apresentado um arcabouco celular tridimensional do tipo
microgroove, fabricado a partir das resinas P369 e P59, incorporadas com 1% de NCs de TiO..
O arcabouco foi produzido utilizando o sistema de microfabricacdo por escrita direta a laser,
com a técnica de P2F. Optou-se por construir esses arcabougos em cima de um substrato feito
da prépria substancia, devido a vantagem de garantir a maxima fixacdo dos microambientes ao
filme de resina.

Para fabricacdo desses arcaboucgos, conhecidos como microgrooves ou simplesmente
grooves do tipo retangular e circular, destinados ao estudo da regeneracéo 0ssea, varias técnicas
ja foram utilizadas, como o uso de moldes na fotolitografia pelo método de fundicdo por fuséo
[50], fotolitografia combinada com o método de estampagem a quente (hot embossing) [51] e
escrita por impressora 3D [52]. No entanto, até 0 momento, a técnica P2F tem sido pouco
explorada para este proposito.

Para iniciar a etapa de construgdo dos arcabougos Microgrooves Retangulares
(denominados MGR) e Microgrooves Circulares (referidos MGC), é necessario programar, em
um software de modelagem 3D, as trajetorias que o feixe laser devera percorrer. Foram
utilizados os recursos disponiveis no proprio software de microfabricacdo nFab, que possui uma
aba especifica para criar e editar o design das microestruturas.

Para projetar os grooves retangulares, foi utilizada a fungéo Lines no software de design.
Primeiramente, foi montada uma coluna formada por cinco linhas, com espacamento entre as
linhas (d) de 1 um e comprimento da linha (L) de 500 um. Esses parametros foram ajustados
por meio das opgdes no software: “number of rows”, “distance between rows” e “Row Length”,
respectivamente.

Na pratica, essas linhas, como mostradas na figura 4.22, ficardo bem unidas com o
intuito de obter uma camada preenchida. Por isso, foi colocado entre elas apenas 1 um de
distancia, considerando que a largura da linha é de aproximadamente 2 um e a altura da linha é
de 8 um, utilizando os seguintes parametros: NA = 100x, P =62 mW e V =250 um/s, de acordo
com testes semelhantes aos realizados na se¢do 4.2.4. Em cada linha em vermelho, ha setas
indicando o sentido e dire¢cdo do movimento do laser durante a escrita. As linhas continuas
representam as regides em que a resina é polimerizada, enquanto as linhas tracejadas
correspondem ao caminho percorrido pelo laser com o Shutter fechado, sem que haja

modificagdo do material.
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Figura 4.22: Esquema representa direcdo e sentido da trajetéria do laser focalizado na resina para confeccionar
uma camada formada por (a) linhas paralelas e (b) espiral.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, para alcancar a altura da coluna (c) desejada, repetiu-se duas vezes o
conjunto de cinco linhas ao longo do eixo +z, camada sobre camada com um deslocamento de
Az =3 um por repeticdo. Por fim, basta repetir esse conjunto de cinco linhas ao longo do eixo
X, com espacamento definido entre elas, para determinar a largura dos grooves (b), conforme
ilustrado na figura 4.23.

Figura 4.23: (A) Esquema ilustrativo dos microgrooves fabricados sobre a superficie do substrato (resina), a:
largura da coluna; b: largura do groove; c: altura da coluna; (B) Vista da secéo transversal no plano zx.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A modelagem 3D dos microgrooves circulares foi realizada utilizando a funcéo
“Spiral”, que permite definir uma espiral centrada na origem (X, y, z) = (0, 0, 0) no plano XY.
A espiral inicia com um raio inicial e prossegue no sentido horario por um numero especifico
de revolugdes, com a possibilidade de variagcdo do raio a cada revolucdo. Esses parametros
foram ajustados por meio das opgdes: “InitialRadius (Um)”, “Revolutions” e “Delta r (um)/rev”,

respectivamente.
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A primeira espiral foi construida com um raio inicial de 10 um, seguida por cinco
revolugdes, nas quais foi adicionado 1 um ao raio inicial a cada revolugéo, conforme ilustrado
visto na figura 4.22(b). A altura da espiral em torno do eixo z foi configurada por meio de
repeticdes de camadas, totalizando trés camadas sucessivas ao longo do €ixo z, com Az =3 um
por repeticao.

Para obter um padréo de circulos concéntricos, a espiral foi repetida oito vezes ao longo
do plano XY, variando o raio inicial de cada uma delas. No caso do MGC (b=10 um), foi
acrescentado 15 pum ao raio inicial a cada repeticdo, enquanto para 0 MGC (b = 20 um), a
variagéo foi de 25 um, conforme ilustrado nas figuras 4.24(c-d).

Uma vez definidos os designs dos arcaboucos, o sistema pFab gerou um arquivo final
da microestrutura projetada, contendo pares de coordenadas (X, Y, z), cada um representando a

trajetdria percorrida pelo feixe de laser na amostra, conforme ilustrado nas figuras 4.24(b-d).

Figura 4.24: (a) e (c) Criagdo do modelo sdlido utilizando uma ferramenta de design 3D. (b) e (d) Visualizagdo do
arquivo de vetorizado para execucdo da escrita.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O processo de construgdo das microestruturas tridimensionais foi realizado em um
sistema de microfabricagéo tridimensional (Fab Workstation - NEWPORT), utilizando pulsos
de laser de fs (Chameleon Ultra - COHERENT), sintonizado a 730 nm préximo ao IR, com
uma lente objetiva de 100X (NA = 0,70, Nikon).
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Os parametros Opticos de escrita foram configurados de acordo com as geometrias dos
arcabougos. As linhas paralelas e os circulos concéntricos foram construidos com a poténcia do
laser fixada em 62 mW. No entanto, a velocidade e a aceleracéo de escrita foram ajustadas de
maneira diferenciada, conforme indicado no manual do sistema, que especifica que, em casos
de curvas, a aceleragdo ndo deve exceder dez vezes o valor da velocidade de escrita. O
descumprimento dessa restricdo pode gerar erros durante a execugdo do arquivo projetado,
devido a alta aceleracéo.

Conforme essa justificativa, os arcaboucos MGR foram executados com uma Vscan =
250 pum/s e aceleracdo de 10 mm/s?, enquanto os arcaboucos MGC foi reduzido a Vsean para
100 pum/s e aceleragdo para 0.5 mm/s?.

Foram fabricados dois tipos diferentes de arcabouco: MGR, com colunas paralelas, e
MGC, com circulos concéntricos. Ambos apresentavam a largura da coluna fixada em 5 pum e
a altura da coluna em 8 um, enquanto a largura do groove foi de 10 um e outro de 20 pum,
conforme mostrado na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Dimensdes dos arcaboucos tipo grooves fabricados na superficie dos filmes poliméricos.

Arcabouco = Largurada Largura do Altura da Razéo entre
coluna (a, pm) groove (b, um)  coluna (c, pm) b/a
MGR ~5 ~10 ~8 ~21
MGR ~5 ~20 ~8 ~4:1
MGC ~5 ~ 10 =15 ~2:1
MGC ~5 ~ 20 ~8 ~4:1

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma série de microgrooves circulares e retangulares foi projetada e fabricada na
superficie dos filmes poliméricos feitos com as resinas P59, P59/TiO; e P369/TiO>, a fim de
biomimetizar um ambiente celular especifico. Em resumo, foram preparados quatro filmes
idénticos, cada um com 11 unidades de MGR com b = 10 um, 10 unidades de MGR com b =
20 um e 5 unidades de MGC com b = 10 um e com b = 20 um, todos alinhados, conforme
mostrado na figura 4.25. Em média, cada microestrutura (MGR ou MGC) levou de 15 a 20

minutos para ser finalizada.

Figura 4.25: Imagens de microscopio dptico do filme P369/TiO, com microestruturas (barra de escala = 50 um).
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Concluida a etapa de escrita, os filmes foram lavados com alcool etilico durante 20
minutos para remog¢do do material ndo polimerizado. O procedimento foi repetido trés vezes.

Nas amostras observadas por microscopio optico (20X, NA = 0,40, Newport), figura
4.25, é visivel na superficie do filme e entre as paredes das microestruturas a distribui¢do de
varias aglomerac@es de NCs de TiO conectadas.

As microestruturas também foram caracterizadas pelo MEV em diferentes ampliacoes.
Conforme mostrado na figura 4.26, os microambientes apresentam paredes estaveis, continuas
e com boa integridade estrutural, sem deformacBes ou microexplosdes. Isso indica que os
parametros de escrita escolhidos foram adequados, pois as geometrias e dimensdes dos
arcaboucos escritos no sistema de microfabricagdo coincidem com o modelo 3D projetado no

software proposto.

Figura 4.26: Imagens de MEV do filme polimérico P369/TiO, com microestruturas do tipo microgrooves.
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(a) MGR (b: 20 um)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.3 Cultura celular nos arcabougos

Para iniciar os ensaios biologicos, os arcaboucos fabricados sobre os filmes poliméricos
foram inseridos em placas de 12 pocos e mantidos na cabine de fluxo laminar por 1 hora sob
luz UV antes de receberem as células. Ao final deste procedimento, as células (com densidade
de 2x10%poco) foram semeadas em cada pogo, tanto nas superficies das amostras com o0s
arcaboucos quanto nas sem arcabougos, sendo mantidas sob condi¢bes de cultivo por um
periodo de 3 dias.

O microscopio Optico foi utilizado para observar a dindmica da morfologia e
organizacdo das células no meio de cultura ap6s 72 horas de crescimento nas amostras
constituidas pelas resinas P369/TiO2, P59 e P59/TiO. Esta investigacao € essencial na &rea da
engenharia tecidual, pois o0 comportamento das células é regido pelas propriedades quimicas e
fisicas presentes no microambiente, que atuam efetivamente no estimulo da resposta celular.

Conforme mostrado nas figuras 4.27 e figura 4.28, pode-se notar através da interacao
arcabouco-célula no meio de cultura, que os arcabougos permitiram o alinhamento das células
de acordo com a orientacdo dos microgrooves retangulares e circulares.
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Entretanto, nos arcaboucos com a largura do groove mais estreita (b: 10 pm), mostrados
nas figuras 4.27(b) e (d), um numero menor de células foi encontrado dentro dos grooves. Foi
perceptivel que, no grupo MGC (b: 10 um), as células ficaram orientadas ao redor da Gltima
coluna, seguindo a mesma curvatura da microestrutura, conforme indicado pelas setas amarelas.

Porém, elas ndo conseguiram entrar no interior do microambiente.

Figura 4.27: Imagens de microscépio éptico das células MG-63 (indicadas pelas setas em amarelo) ap6s 72 h de
cultivo. (a) MGR e (¢) MGC com (b: 20 um); (b) MGR e (d) MGC com (b: 10 um). Barra de escala = 50 um.

Fonte: Elaborado pela autora.

Em contraste, um grande ndmero de células MG-63 permaneceu alinhado entre as
colunas da microestrutura, seguindo a mesma direcdo da geometria do arcabouco MGR e do
MGC, ambos com largura do groove de 20 um, mostrado na figura 4.27(a) e (c) e na figura
4.28(b-c) e (e-f). Desta forma, foi observado que as celulas preferiram ocupar os arcaboucos
com largura do groove superior a 10 pum.

Nas regibes externas dos arcaboucos, ou seja, na superficie dos filmes P369/TiO,, P59
e P59/TiO, foram encontrados osteoblastos distribuidos de maneira aleatéria, sem uma direcéo
predominante, como mostrado na figura 4.28(a) e (d). Esse resultado evidencia a importante

funcdo desempenhada pelos arcaboucos na orientacdo e comunicacgdo entre as células.
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Figura 4.28: Imagens de microscéopio Optico das células MG-63 ap6s 72 h no meio de cultura. (a) Filme, (b) MGR
e (¢) MGC com (b: 20 um no polimero P59; (d) Filme, (€) MGR e (f) MGC com (b: 10 pum no polimero P59/TiOs..
Barra de escala = 50 pum.

50—u-m SO_pm

Fonte: Elaborado pela autora.

Para examinar a resposta das celulas 0sseas inseridas nos arcaboucos e sobre os filmes,
as amostras com células foram fixadas com glutaraldeido a 0,5%, como visto na figura 4.29, e

submetidas a analise.

Figura 4.29: Imagens dpticas de células MG-63 (indicadas pela seta amarela) fixadas ap6s 72 h de cultura em (a)
arcabouco MGR, (b) arcabougo MGC (b: 20 um), (c) Filme P369/TiO; e (d) Filme P159. Barra de escala = 40 um.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para quantificar a interacdo das células nos substratos, foi definido o pardmetro razéo
de alongamento, que corresponde a razdo entre o comprimento médio da célula (<y>, eixo maior
da célula) e a largura média da célula (<x>, eixo menor da célula). Um total de 41 células de
cada grupo foi analisado, e cada medicdo foi repetida trés vezes. Entende-se que, quando a
razdo de alongamento é igual a 1, a célula possui um formato préximo ao circular, enquanto

valores superiores a 1 indicam uma célula mais alongada [53, 54].

_ m<x><y>

A area celular média foi estimada pela equacdo: A eiyiar = , onde < x >

representa a largura média e < y > o comprimento médio da célula. A érea celular relativa foi

. ~ A <xX><y>
determinada pela equacdo A,eigripg = —<eer — = =27 om que < xp > € < yp >
Acelular CTRL <x0><Yo>

correspondem a largura e ao comprimento médios das células no filme plano utilizado como
controle. O software Gwyddion (verséo 2.3) foi empregado para analisar a morfologia a partir
de imagens Opticas das células.

Na figura 4.30(a) € mostrada a analise da morfologia celular em contato com as

microestruturas MGR, MGC e o Filme produzido a partir do polimero P369/TiO,. Observa-se
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que as células cultivadas sobre o filme P369/TiOz apresentaram <y >=7,492 yme < x > =
5,99 um. A interacdo das células com microambientes de diferentes geometrias causou
modificagdes no formato dos osteoblastos, resultando em uma reducdo da largura e do
comprimento celular devido a influéncia das paredes dos grooves. As células em contato com
as paredes paralelas apresentaram dimensdes de <y > = 5,611 um e < x > = 4,888 um,
enquanto aquelas em contato com as paredes curvas mostraram <y > =6,582 ume < x > =
4,563 um.

Foi constatado que, no grupo MGR, a razdo de alongamento das células era mais
proxima de 1, que indica uma forma celular mais simétrica, conforme mostrado na figura
4.30(b) e (d). Entretanto, no grupo MGC, ficou evidente uma diferenca no formato das células
guando estavam em contato com 0s arcaboucos curvos. As células apresentaram uma razao de
alongamento maior em comparacdo aos demais grupos, portanto, significa que os osteoblastos
assumiram uma forma mais alongada e eliptica, mais compacta e com apenas algumas
extensOes citoplasmaticas, como apresentado na figura 4.30(e) (Seta em vermelho indica a
direcdo do groove).

Figura 4.30: Resposta morfoldgica das células osteoblastos MG-63 ao polimero P369/TiO,. (a) Comprimento e

largura celular ap6s interagdo em plano, microestruturas paralelas e circulares. (b) Razédo de alongamento e area

celular média relativa. Imagens de microscopia Gptica das amostras (c) Filme, (d) MGR e () MGC (b: 20 um).
(a) (b)
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Para as amostras P59, o crescimento celular em superficies com microgrooves
apresentou valores maiores para 0s parametros de razdo de alongamento e éarea celular média
relativa em comparacao as células que interagiram com superficies planas do filme polimérico
(Figura 4.31(b).

Observou-se que a presenca dos microgrooves ndo teve efeito sobre a largura das
células, que permaneceu em aproximadamente 11,6pum, enquanto o comprimento celular foi
influenciado pelas superficies com microgrooves, sendo maior na geometria circular, atingindo
cerca de 16,32 um (Figura 4.31 (a)).

Nota-se que as superficies com microgrooves circulares tornaram as células mais
alongadas, com uma razéo de alongamento de 1,40, enquanto nas superficies planas esse valor
foi de apenas 1,19 (Figura 4.31 (b)). Além disso, as células osteoblasticas MG-63 semeadas em
superficies com microgrooves paralelos e circulares apresentaram uma area celular média
relativa maior do que aquelas cultivadas em superficies planas. No entanto, ao comparar a area
celular média relativa entre as superficies MGR e MGC, ndo foram observadas diferencas
perceptiveis.

Figura 4.31: Resposta morfolégica das células osteoblasticas MG-63 ao polimero P59. (a) Comprimento e largura

celular ap6s interagdo com o plano, microestruturas paralelas e circulares. (b) Razdo de alongamento e é&rea celular
média relativa. Imagens de microscopia éptica das amostras (c) Filme, (d) MGR e () MGC (b: 20 um).
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Para as amostras P59/TiO2, observou-se que a presenca dos microgrooves néo
influenciou o comprimento celular, que permaneceu em torno de 15,6 pm em todos 0s grupos.
Enquanto, a largura celular foi afetada pelas superficies microgrooves, sendo menor na
geometria circular, com cerca de 9,71 um (Figura 4.32(a)).

A Figura 4.32(b) revela que as células MG-63 exibiram uma forma mais alongada, com
um aumento significativo no pardmetro de razdo de alongamento em superficies MGC (~1,6)
em comparagdo com MGR e superficies planas. Embora os valores de razdo de alongamento
em MGR e superficies planas sejam bastante préximos (~1,26), notou-se um aumento na area
celular relativa dos osteoblastos semeados em estruturas MGR, enquanto as células cultivadas
em superficies MGC apresentam uma reducdo substancial de area.

Destaca-se que a resina com NCs de TiO2 atuou em sinergia com as microestruturas
MGR e MGC, estimulando os osteoblastos e modificando suas dimens@es celulares, o que
impactou diretamente a razdo de alongamento (Figura 4.32(b)).

Figura 4.32: Resposta morfoldgica das células osteoblasticas MG-63 ao polimero P59/TiO,. (a) Comprimento e
largura celular apds interacdo em superficies planas, microestruturas paralelas e circulares. (b) Razdo de

alongamento e &rea celular média relativa. Imagens de microscopia dptica das amostras: (c) Filme plano, (d) MGR
e (e) MGC (b: 20 pm).
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O efeito dos fotoiniciadores 1369 e 12959 pode ser melhor compreendido ao comparar
a morfologia celular em interacdo com as superficies dos filmes P369/TiO: e filme PI59/TiO,
conforme mostrado nas figuras 4.30 e 4.32. Observa-se que as células respondem melhor ao FlI
12959, expressando um comprimento e uma largura celular aproximadamente duas vezes
maiores (< y > = 15,36 pme < x > = 11,92 ym) em comparagdo com os valores dos eixos
das células em contato com a resina contendo 1369 (< y > =7,49 ume < x > =5,99 um).

Esse resultado demonstra a possibilidade de ampliar o potencial das microestruturas ao
adotar um FI soltvel em &gua na sintese das resinas, posto que, é nitida uma resposta celular
aprimorada dos osteoblastos. Além disso, permite explorar as vantagens da incorporacao de
NCs de TiO., a fim de promover uma melhor biocompatibilidade e induzir alteracdes

morfologicas celulares.

4.3.4 Investigacdo do Mddulo de Young das células Osteoblastos MG-63 via AFM

Embora a literatura ja apresente informacdes sobre a morfologia, diferenciacéo e taxa
de proliferacdo das células osteoblastos MG-63 em contato com arcaboucos tipo groove feitos
a partir de diferentes materiais, como Poliestireno (PS) [51], Titanio-6aluminio-4vanadio (Ti6-
Al-4V) [55], Titanio [56] e Policaprolactona (PCL) [57]. Todavia, o efeito causado pelo
arcabouco microgroove incorporado com NCs de TiO sobre as propriedades biofisicas dessas
células ainda ndo € claro em nenhum destes estudos e necessita ser mais bem compreendido,
como esté retratado nesta pesquisa desenvolvida e publicada [58].

Neste contexto, 0 modulo elastico das células pode ser mensurado quantitativamente
por meio de uma variedade de métodos [59]. Aqui, adotou-se a técnica de Microscopia de Forcga
Atdmica (AFM), que se consolidou como uma excelente ferramenta no estudo da dinadmica e
das propriedades mecanicas das células. Esse método é frequentemente utilizado com o intuito
de investigar diferentes eventos e respostas celulares, incluindo locomogéo, diferenciacgéo,
adesdo, envelhecimento e patologia celular em diferentes tipos de células [60]. As propriedades
biofisicas das células sdo influenciadas por caracteristicas do ambiente de cultura, como
geometria, composi¢ao quimica, rugosidade e rigidez do arcabougo, 0s quais, ao interagirem
com a membrana citoplasmatica das células, afetam sua rigidez [61].

O citoesqueleto das células é composto principalmente por filamentos de actina (F-
actina) e microttbulos [55], entre outros componentes, 0s quais regulam as propriedades
elasticas dos osteoblastos. Assim, a reorganizacéo e as alteracdes do citoesqueleto causadas por
estimulos locais do microambiente e pela diferenciacdo celular se refletem na mudanca da

elasticidade das células [59].
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Em relagdo a rugosidade e a composicao quimica da superficie do substrato, Domke et
al. confirmaram que o modulo de Young das celulas osteoblastos € maior quando estas sdo
cultivadas em superficies de titanio com maior rugosidade, em comparacdo com superficies
compostas de Cobalto-Cromo (CoCr) e de menor rugosidade [47]. Portanto, tais estudos
sugerem que as caracteristicas biomecanicas celulares atuam como marcadores biolégicos, uma
vez que conseguem capturar as mudangas e configuragdes do fendtipo celular [60].

Outros estudos realizados por Zorlutuna e colaboradores relataram que as Células do
Musculo Liso Vascular (VSMCs) cultivadas em arcabougos nanogrooves feitos de biomaterial
(coldgeno tipo 1), com largura do groove de 332,5 nm, mostraram-se Uteis ao exercer o
direcionamento das células na mesma direcdo do groove e melhorar significativamente as
propriedades elésticas das células, representadas pelo aumento no médulo de Young [63], em
comparacao as células VSMCs cultivadas no vidro.

Neste estudo, foram investigadas as propriedades biomecanicas das células osteoblastos
da linhagem MG-63, sob a influéncia de arcabougcos microgrooves com duas diferentes
geometrias, funcionalizados com NCs de TiOx.

As celulas cultivadas no polimero P369/TiO2 foram medidas individualmente utilizando
0 microscopio de forca atdmica Multiview 4000™ (Nanonics, Israel) acoplado ao microscopio
optico (BXFM, Olympus, Japdo) para obtencdo dos dados do mddulo de Young. O sistema
AFM foi isolado acusticamente e mecanicamente para reduzir interferéncias do ruido ambiente
durante as medi¢6es. Para isso, o instrumento foi fixado em uma mesa de amortecimento ativo,
gue suprimiu os ruidos mecanicos.

Neste experimento, uma ponta com formato conico, fixada na extremidade do cantilever
e movendo-se a uma velocidade constante de 5 pm/s com precisdo submicrométrica, foi
aproximada das amostras e posicionada sobre a regido central das células.

As curvas de forca-distancia obtidas foram realizadas em torno do centro das células na
regido do nucleo, onde as células sdo mais espessas. Essa condigdo assegura que a rigidez
medida pela ponta do AFM seja proveniente exclusivamente do material biologico, e ndo do
substrato, desta forma, garante maior confiabilidade aos resultados.

Para as medidas realizadas no AFM, foram utilizados os seguintes parametros: a ponta
de varredura apresentava um raio de curvatura tipico < 20 nm, acoplada a um cantilever de 320
pum de comprimento, com constante de mola < 1 N/m e frequéncia nominal de 38 kHz. A
constante de mola do cantilever foi calibrada ajustando-se o espectro de poténcia a um oscilador
harménico simples. Além disso, foi definida uma forca de indentagdo méaxima para o cantilever
em 20 nN.
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No total, foram medidas 80 células, que resultaram em 80 curvas adquiridas e analisadas
para cada grupo de amostras, todas obtidas com a mesma ponta de AFM. Para caracterizar as
curvas de forca-distancia e obter a indentacao elastica das células, utilizou-se o modelo de Hertz
modificado por Sneddon [64]. Ajustando esse modelo aos dados experimentais, foi possivel
calcular o médulo de Young médio das amostras.

Os resultados foram representados como média + desvio padréo. Para mostrar que todos
os resultados sdo normalmente distribuidos, o teste Kolmogorov-Smirnov foi realizado. A
significancia estatistica das diferencas no médulo de elasticidade entre os grupos de células foi
avaliada com ANOVA, usando o teste post hoc de Tukey com nivel de confianca de 95% (p <
0.05) para a analise estatistica.

Foi verificada a mudanca nas propriedades mecanicas das células osteoblastos durante
3 dias de cultura nas amostras Filme, MGR e MGC, feitas dos polimeros P369/TiO,, P59 e
P59/TiO2, a fim de mensurar a importancia da microestrutura na morfologia celular.

Especificamente, as células cultivadas sobre o Filme do polimero P369/TiO: exibiram
um modulo de Young de 13,5 + 8,3 Pa. Por outro lado, as células cultivadas sobre o arcabouco
MGC apresentaram um maddulo de Young de 18,8 + 11,2 Pa, conforme mostrado na figura 4.33.
Portanto, houve um aumento significativo de 39,3% no mddulo de elasticidade das células
cultivadas no grupo MGC em comparagio ao grupo na auséncia do arcabouco. E notavel que,
supostamente, essa alteracdo na rigidez das células no grupo MGC esteja correlacionada ao
fenotipo adquirido pela célula ao interagir com o arcabouco curvo, uma vez que as células

possuem uma razdo de alongamento superior a 1, em comparagéo com as outras amostras.

Figura 4.33: Modulo de Young de osteoblastos MG-63 cultivados por 3 dias nos grupos (a) Filme, MGR e MGC
do polimero P369/TiO,. O médulo de Young médio é indicado pela linha horizontal dentro de cada caixa.
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Embora as células sejam mais rigidas em contato com o arcabougo MGC do que no
Filme feito do polimero P369/TiO>, a mesma relacdo nao é mantida no arcabougo MGR. Como
resultado, as células cultivadas no grupo MGR revelaram um modulo de Young de 9,7 = 6,0
Pa, com uma diminuicdo de 28,1% em sua rigidez quando comparadas as células semeadas no
filme.

J& quando comparada & rigidez dos osteoblastos nos grupos MGR e MGC, em
geometrias diferentes, observa-se um aumento consideravel no modulo de Young, 93,8% maior
para as células do grupo MGC, uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em
comparacao com as células no grupo MGR. Logo, esses resultados sugerem que a geometria
do arcabouco é um pardmetro importante para regular a alteracdo da rigidez dos osteoblastos
que reflete principalmente na resposta celular.

Para as medicGes de elasticidade das células nos polimeros P59 e P59/TiO, devido a
atualizagBes necessarias no sistema AFM, as analises foram realizadas utilizando uma
configuragdo AFM padrdo (Multiview 1000™, Nanonics), com um microscopio Optico
combinado (BXFM, Olympus).

Os experimentos de elasticidade foram realizados utilizando uma ponta de varredura
com raio de curvatura de 2,5 um, cantilever de 100 um de comprimento, constante de mola de
0,29 N/m e frequéncia nominal de 80 kHz. A constante de mola do cantilever foi calibrada
ajustando o espectro de poténcia a um oscilador harmonico simples, e a forca maxima de recuo
para o cantilever foi fixada em 20 nN.

O modelo Hertziano foi utilizado para caracterizar as curvas forca-distancia, a fim de
obter a indentacdo elastica das células. Esse modelo prevé uma relacdo entre a forca e a
profundidade da indentacdo de uma amostra mole. Ao aplicar esse modelo aos nossos dados,
calculamos 0 médulo de Young médio local de cada amostra. Todas as medicdes das curvas
forca-distancia foram realizadas movendo a ponta do cantilever em direcdo a amostra com uma
velocidade de carga constante de 5 um/s. Foram adquiridas 60 curvas forga-distancia para cada
grupo de celulas. Todos os experimentos de curva forga-distancia foram realizados com a
mesma ponta.

As células cultivadas nos filmes do polimero P59 exibiram um maodulo de Young de
8,72 = 3,00 kPa. Por outro lado, as células cultivadas nas superficies MGC apresentaram um
modulo de Young de 9,63 £+ 1,19 kPa, conforme mostrado na Figura 4.34(a). Portanto, houve
um aumento significativo de 10,44% no mddulo de elasticidade das células cultivadas nas
superficies MGC em comparacdo com aquelas semeadas em filmes planos. Supostamente, essa

alteracdo na rigidez das células do grupo MGC esta correlacionada com o fendtipo adquirido
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ao interagir com a microestrutura curva, uma vez que as celulas apresentam uma razéo de
alongamento de cerca de 1,5 e uma area celular média relativa 20% maior do que as células
interagindo com superficies planas (Figura 4.32b).

Diferentemente, as células cultivadas no grupo MGR apresentaram um mddulo de
Young de 8,66 + 2,25 kPa. Quando comparadas as células semeadas no filme P59, ndo
apresentaram diferencas significativas. Esse resultado indica que os osteoblastos sdo mais
rigidos e mais aderentes em microgrooves circulares do que em microgrooves paralelos ou em
superficies planas feitas com o polimero P59.

Figura 4.34: Mddulo de Young de osteoblastos MG-63 cultivados por 3 dias nos grupos Filme, MGR e MGC para

os polimeros (a) P59 e (b) P59/TiO,. O médulo de Young médio ¢ indicado pela linha horizontal dentro de cada
caixa.
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O mddulo de Young para células em amostras P59/TiO2 é mostrado na Figura 4.34(b),
com comportamento semelhante ao das amostras P59, mas com maior sensibilidade e destaque.
O mddulo de Young dos osteoblastos cultivados no grupo MGC aumentou 24,03% em
comparagdo com o filme de P59/TiO2, enquanto o modulo de elasticidade dos osteoblastos
cultivados na superficie do MGR reduziu 24,52%. Portanto, observou-se que 0os microgrooves
curvos favorecem os osteoblastos, proporcionando maior rigidez celular em comparagdo com
as superficies planas e os microgrooves paralelos.

E importante destacar que, ao comparar 0s trés grupos do P59/TiO2 com seus
correspondentes nos grupos de P59, observou-se um aumento na rigidez celular em cada um
(Figura 4.34a), evidenciando a atuagdo dos NCs de TiO2 sobre as células osteoblastos.

Este resultado se torna mais confidvel, porque é obtido a mesma dindmica
independentemente do tipo de polimero analisado, seja P369/TiO2, P59 ou P59/TiO,. Isso
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significa que a biomecénica dos osteoblastos foi influenciada pela geometria do microgroove e
claramente aprimorada pela presenca dos NCs nos polimeros P369/TiO2 e P59/TiOx.
Notavelmente, 0 comportamento celular teve um melhor desempenho nos microgrooves com
colunas curvas do que nas colunas paralelas ou superficies planas. Essa informacéo é amparada
devido ao fato de que os microgrooves circulares imitam os osteons [65, 66] e as unidades
estruturais do osso cortical (sistemas Havers), que representam o ambiente natural das células
0sseas.

Através do AFM, a topografia celular foi fotografada (256x256 pixels) no modo de
toque, com uma taxa de varredura de 0,3-1 Hz, usando uma ponta de varredura com raio de
curvatura tipico < 20 nm, um cantilever de 320 pm de comprimento, constante de mola < 1
N/m, frequéncia nominal de 35 kHz e angulo de meio cone de 10°. As imagens AFM foram
processadas com o software gratuito WSxM para visualizacdo 3D [67].

Foi observada a forma 3D e a rugosidade superficial das células aderidas as superficies
planas e ao microgroove circular do polimero P59/TiO,. As células aderidas a superficie plana
mostraram uma forma arredondada e uma superficie homogénea e lisa (Figura 4.35), enquanto

as células aderidas a superficie do MGC, exibiram formas variadas e um aspecto mais aspero.

Figura 4.35: Imagens AFM da topografia de células (a) na superficie plana e (b) no microgroove circular do
polimero P59/TiOs..

(a)

8.67 um

0.00 pm

0.00 pm

Fonte: Elaborado pela autora.

Os efeitos dos microgrooves paralelos e circulares na morfologia € no médulo de
elasticidade dos osteoblastos, em comparacdo com os filmes, estdo resumidos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Resumo das respostas dos osteoblastos MG-63 a geometria paralela e circular de superficies
micropadronizadas, em comparagdo com filmes planos.

P59 P59/ P369/ P59 P59/ P369/ P59 P59/ P369/
TiO2 TiO2 TiO2 TiO2 TiO2 TiO2
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Paralelo aumenta NDS NDS aumenta | aumenta | diminui | diminui diminui diminui

Circular aumenta aumenta = aumenta = aumenta diminui = diminui = aumenta @ aumenta = aumenta

Legenda: Todos os dados sdo comparados com superficies planas; NDS: Nenhuma diferenca significativa.
Elaborado pela autora.

4.4 MODIFICACOES DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE SUPERFICIE
POLIMERICA PARA APRIMORAMENTO DA ADESAO DE CELULAS EPITELIAIS

4.4.1 Influéncia da superficie polimérica nas respostas celulares

Os materiais poliméricos estdo na vanguarda do desenvolvimento de dispositivos
biofotdnicos e biomédicos, com inimeras aplicacdes, incluindo biossensores para diagnostico,
implantes e ambientes 3D adequados para cultura celular [68-70]. As caracteristicas atrativas
dos polimeros incluem facilidade de sintese, producdo em larga escala, capacidade de
funcionalizacdo com NPs e outros grupos quimicos funcionais, além de suas interessantes
propriedades Gpticas e mecanicas [71, 72].

Além disso, podem ser sintetizados para apresentar flexibilidade ajustavel, o que os torna
uma excelente ferramenta para entrega de medicamentos e suporte para o crescimento de
células e tecidos [73-76]. Em particular, os polimeros a base de acrilato sdo amplamente
utilizados em aplicagBes biomédicas devido a boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecéanicas [77-80].

A adesdo celular a uma superficie é crucial para varias funcdes celulares, incluindo
proliferacdo e diferenciacdo. Ela também desempenha um papel significativo no
desenvolvimento de biomateriais, sensores e dispositivos implantaveis [81]. A compreensao
dos fatores que afetam a adesdo célula-superficie permite controlar o comportamento celular
no ambiente local circundante para beneficiar a investigacdo em tecnologias de engenharia de
tecidos [82].

Por exemplo, B. Majhy et al. [83] mostraram que linhagens celulares de cancer cervical
e de mama apresentam comportamentos diferentes para 0 mesmo substrato, ajustando suas
propriedades aderentes para diferentes taxas de rugosidade. 1sso demonstrou que cada linhagem
celular responde de uma maneira particular a uma caracteristica especifica do substrato. Na
verdade, nas interacdes célula-material, as caracteristicas fisicas e quimicas precisam ser
ajustadas para criar um ambiente favoravel as células [84].

Numerosas abordagens para modificacdo de superficies tém sido usadas para alterar as

propriedades dos materiais e melhorar a fixagcdo celular, incluindo tratamento de plasma,
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deposicdo quimica de vapor, modificacdo dindmica de superficie, adsor¢do de proteinas e
salinizaco [85, 86]. Apesar da grande diversidade de métodos capazes de induzir modificacdes
em superficies poliméricas [87-89], ainda ha a necessidade de propor métodos mais baratos e
rapidos para o tratamento dessas superficies. Além disso, é importante garantir que a
biocompatibilidade de cada novo material polimérico esteja associada a um tratamento de
superficie adequado. Essa abordagem ajuda a criar uma superficie mais favorével e
biologicamente semelhante ao organismo.

Seguindo uma tendéncia ecologicamente correta, o uso de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) para induzir modificagfes superficiais em materiais inorganicos atende aos
requisitos atuais para facilitar a reducdo do uso de reagentes organicos e a menor producédo de
residuos [90, 91].

O PBS é comumente usado para simular solugdes biolégicas em ambientes de pesquisa e
laboratério. E escolhido por sua capacidade de corresponder de perto a osmolaridade e as
concentragdes de ions encontradas no corpo humano. Como meio isoténico e ndo toxico, o PBS
proporciona um ambiente adequado para manter a viabilidade e funcionalidade das células
vivas. Embora a técnica de aumentar a hidrofilicidade superficial de polimeros usando PBS
esteja bem documentada [92-98], os efeitos do PBS na rugosidade e no surgimento de grupos
funcionais nas superficies dos polimeros P59 (Pentaerythritol Triacrylate + 1% 12959) e S59
(Trimethylolpropane Ethoxylate Triacrylate + 1% 12959) para criar uma superficie amigavel as
células, ndo foram extensivamente explorados e descritos, até onde sabemos.

Diante disso, os substratos poliméricos foram tratados por 60 minutos a temperatura
ambiente com PBS (1x, pH 7,4), composto por NaCl, KH2PO, e NazHPOa, como estratégia
para tornéd-los mais hidrofilicos e potencialmente mais aderentes para as células. Aqui, a
amostra controle sdo placas comerciais de cultura celular aderentes tratadas para promover a
adesdo celular, feitas de poliestireno. Por fim, as amostras foram secas em estufa a 50°C por 10
minutos. Apoés o tratamento com PBS, as amostras foram renomeadas para P59/PBS e S59/PBS.

Nesta subsecdo, investigamos o impacto da modificagdo quimica induzida por PBS na
adesdo de células epiteliais humanas A549 na superficie de polimeros acrilatos. Nossos

resultados foram apoiados por varios métodos de caracterizacéo.

4.4.2 Efeito do tratamento com PBS em superficies poliméricas na adeséao celular
As resinas ndo polimerizadas P59 e S59 foram analisadas utilizando um
espectrofotdbmetro UV-3600 (Shimadzu, Kyoto, Japao), com os espectros registrados na faixa

de 300-700 nm. Conforme mostrado na Figura 4.36, os espectros de absor¢cdo UV-Vis
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revelaram um comportamento idéntico para as resinas sintetizadas com diferentes mondmeros,
como era esperado. O Irgacure® 2959 foi o responsavel pela banda de absor¢do predominante
abaixo de 350 nm e pela transparéncia a radiacao visivel em ambas as amostras. Por ser soltvel
em agua, o FI 12959 pode ser aplicado em inumeros estudos bioldgicos e permite que 0 processo

quimico de polimerizacdo seja realizado em condi¢fes mais ecoldgicas [99].

Figura 4.36: Espectro de absor¢do UV-Vis das amostras poliméricas P59 e S59.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Investigar a adesao celular em superficies poliméricas € fundamental quando se pretende
destinar esses materiais no desenvolvimento de arcaboucos celulares. Deste modo, as células
epiteliais pulmonares A549 foram cultivadas nas amostras P59, S59, P59/PBS e S59/PBS por
24 h para analisar o grau de adesao.

A interacdo das células epiteliais em contato com as amostras foi observada por
microscopia Optica (ampliacdo de 100x). As imagens das células foram capturadas em duas
regibes diferentes do substrato. Em cada imagem, foram selecionadas 4 regiGes com a mesma
area (~57x57 um?). Para cada regido especifica, as células foram contadas e sua morfologia
analisada pelo software Gwyddion (versdo 2.3), com os dados resultantes processados no
Origin (OriginLab). A quantificagdo da adesdo celular foi orientada pelo aspecto morfologico
das células apds a interacdo com substratos poliméricos. Considerou-se que as células nédo
aderentes apresentam uma morfologia arredondada e brilhante por ser mais espessa, engquanto
as celulas aderidas sdo mais alongadas, com morfologia semelhante a de fibroblastos, como

mostrado na Figura 4.37 para o substrato CTRL.
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Figura 4.37: Imagens de microscépio dptico de células A549 cultivadas em meio DMEM por 24 horas em placas
de cultura comercial para células aderentes (ampliacdo de 100x). As células, identificadas com morfologia
esferoidal e espraiada, foram ampliadas.

Fibroblastica
(forte adesdo ao substrato)

Esferoidal
(Arredondado com
aspecto brilhante)

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 4.38 mostra a porcentagem de céelulas aderidas ap0s interacdo com cada
substrato tratado ou ndo com PBS. Ao observar a adeséo das células e comparé-la com as placas
controle, foi possivel notar que os substratos S59 e P59 ndo apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas suficientes para promover a adesdo celular. No entanto, apds tratamento com PBS, a
superficie das amostras S59/PBS permitiu um aumento significativo no comportamento adesivo
das células, cerca de trés vezes maior em comparacao a condi¢do sem tratamento com PBS.

O comportamento celular nos substratos S59/PBS foi comparavel ao observado nas
placas de cultura comerciais. Enquanto que, o polimero P59 ndo induziu alteracdes no
comportamento adesivo celular apds tratamento com PBS (Figura 4.38). Esses resultados
revelaram que os substratos S59, apds o tratamento com PBS, mostraram uma superficie
favorével a adesédo de células epiteliais.

Figura 4.38: Avaliacdo do comportamento de adesao das células A549 apds 24 horas.
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Os resultados mostrados na figura 4.38 indicam que houve alteragdes significativas nas
propriedades fisico-quimicas das superficies dos polimeros apds o tratamento com PBS, as
quais foram perceptiveis e impactaram a resposta de adesdo das células epiteliais pulmonares e
necessitam ser investigadas.

As investigacdes sobre os fendmenos de molhabilidade na superficie do substrato foram
realizadas utilizando o método da gota séssil, um método dptico preciso e reprodutivel para
medidas de angulo de contato. Apenas uma gota de agua (3uL) foi depositada em diferentes
amostras, e a medicdo do angulo de contato foi realizada com o Tensiémetro Optico Theta
(T200 Biolin Scientific), com uma camera CCD embutida e o software Attension. Todas as 5
medicOes para cada amostra foram realizadas a 23°C.

As interagdes entre solido e liquido sdo fundamentais em diversos processos, pois
determinam a adesdo entre as fases. Essas interaces solido-liquido sdo determinadas pela
Energia Livre Superficial (ELS) do sélido e pela tensdo superficial do liquido aplicado. O
modelo de Owes, Wendt, Rabel e Kaelble foi utilizado neste trabalho para calcular a ELS. Esse
modelo usa a média geométrica para tratar as interagdes moleculares, dividindo a ELS em
componentes individuais. Neste estudo, utilizamos apenas a interacdo polar com filmes. O
liquido polar escolhido foi a agua, devido ao seu grande componente polar, disponibilidade e

natureza nao toxica. A ELS polar (yp) foi calculada usando a equacdo dada como:
Yp = 0.5 y5,(1 + cosB), (25)

onde y,, é a tensdo superficial do liquido polar, neste caso, a agua (72,8 mJm2) e 6 é o angulo

de contato medido.
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Figura 4.39 mostra os resultados das medi¢des de molhabilidade da agua, realizadas
antes e depois do tratamento com PBS. Todas as amostras eram hidrofilicas (6 < 90°) e devido
ao tratamento com PBS, o angulo de contato de todas as amostras apresentou uma reducéo de
aproximadamente 20%, indicando um aumento na hidrofilicidade. Notavelmente, as amostras
P59 demonstraram uma maior diminui¢do no angulo de contato, passando de 64,93° para 41,48°
apos o tratamento com PBS (Figura 4.39(d)-(e)).

Figura 4.39: Medidas de molhabilidade de superficies poliméricas tratadas ou ndo com PBS.
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Fonte: Elaborado pela autora.

poliméricas tem sido amplamente investigada na literatura, especialmente em estudos
relacionados a aderéncia celular [100]. Embora diversos estudos tenham sugerido uma melhoria
na adesdo celular em superficies hidrofilicas, existem outros fatores que devem ser
considerados para uma compreensdo completa do comportamento celular, como a energia
superficial, rugosidade e porosidade das superficies poliméricas [101-104].

A energia livre de superficie foi calculada através da equacdo (1) e correlacionada a
adesdo celular, conforme mostrado na Figura 4.40. Observa-se que ha uma correspondéncia
entre o componente polar da energia livre de superficie e a aderéncia da celula ao substrato.
Vale ressaltar que os substratos CTRL utilizados neste estudo séo placas poliméricas comerciais
tratadas para promover a adeséo celular.

O substrato CTRL apresentou o menor valor de ELS polar, com E = 42,78 mJ/m?,
indicando a melhor aderéncia celular em torno de 99%. O substrato S59/PBS apresentou uma

ELS polar de ~57 mJ/m?, o que também promoveu uma ades3o celular de 65%. No entanto, um
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valor de ELS maior (64 mJ/m?), como observado no substrato P59/PBS, resultou em uma menor
adesdo celular de 19%. Esses resultados sugerem que a ELS polar desempenha um papel
significativo na adesdo celular. Para valores de energia livre préximos ao do substrato CTRL,
a porcentagem de adesdo celular aumenta.

Além disso, sabe-se que o0 ajuste da energia livre de superficie pode influenciar a adeséo
celular [105, 106]. Este resultado esta fortemente ligado ao fato de que a energia de superficie
controla a molhabilidade do material, o que, por sua vez, pode afetar o nimero de proteinas

adsorvidas durante a interacdo entre as células e o substrato polimérico [107, 108].

Figura 4.40: Energia livre de superficie em funcdo da porcentagem de células aderidas nas amostras CTRL,
S59/PBS e P59/PBS.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como a topografia da superficie € uma caracteristica crucial do substrato capaz de
influenciar a adesdo celular, o foco deste estudo foi avaliar a rugosidade das superficies
poliméricas tratadas ou ndo com a solucdo salina, a fim de regular a adeséo celular.

Para atingir esse objetivo, todas as medidas foram obtidas utilizando uma configuragéo
AFM padrdo (Multiview 4000™, Nanonics, Israel), combinada a um microscépio Optico
(BXFM, Olympus, Japao) para observar as topografias dos substratos poliméricos e investigar
a rugosidade superficial.

A topografia dos substratos foi fotografada (256x256 pixels) no modo de toque, com
uma taxa de varredura de 0,3-1,0 Hz em uma area de 15x15 umz2. Cerca de nove regides foram
analisadas para cada substrato. A rugosidade das amostras CTRL, S59, P59 e tratadas com PBS
foi analisada atraves do software WSxM, com base nos parametros medios da rugosidade de

cada amostra. Para cada imagem, foram selecionadas duas areas de 7,5x7,5 pum2, nas quais
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foram analisados a rugosidade média (R,) e 0 parametro razdo de rugosidade (r). A média da
rugosidade foi calculada como a média absoluta das alturas das irregularidades ao longo do
perfil.

Ro =3, |2 -7, (26)
onde N é o numero de pontos amostrais, z; é a altura de cada ponto amostral e z € a altura média
dos pontos amostrais. Os dados sdo expressos como média £ desvio padrdo (DP). Para mostrar
que todos os dados estavam normalmente distribuidos, foram realizados os testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk no nivel de 0,05, com populagdo normal.

A Figura 4.41(a) mostra que o tratamento com PBS modificou os valores de Ra das
amostras, reduzindo a rugosidade das amostras P59 e aumentando a rugosidade das amostras
S59. Curiosamente, o PBS ajustou a rugosidade média de todas as superficies para cerca de
5,30 nm. O teste de normalidade indicou que as médias populacionais séo significativamente
diferentes, com nivel 0,05.

Estudos anteriores investigaram a modificacdo da rugosidade superficial de polimeros
pelo PBS combinado com tratamento térmico [109]. No entanto, neste estudo, realizamos o
tratamento com PBS nas superficies poliméricas S59 e P59 sem a necessidade de aquecimento
adicional, o que teve um efeito dominante na adesdo de células epiteliais pulmonares. Esse
resultado pode ser atribuido a modificacdes das propriedades fisico-quimicas das superficies,
como molhabilidade, energia superficial e rugosidade, apds a interacdo com o PBS, sendo
caracteristicas bem conhecidas por influenciarem a morfologia e a ades&o celular [85, 110, 111].

Analisamos cortes transversais dos substratos poliméricos (Fig. 4.41(b) e (c)), onde foi
possivel observar que os substratos S59/PBS apresentaram uma superficie notavelmente menos
enrugada em comparacdo com a amostra P59/PBS. Assim, surge a necessidade de utilizar o
parametro razdo de rugosidade (r) da superficie, definido como a razdo entre a area superficial
real (A/) e a area superficial sélida projetada (Ap = 15um x15um = 255 um?), que pode fornecer

um entendimento mais preciso sobre o comportamento das células em cada substrato.

Figure 4.41: (a) Os valores da rugosidade média (R,) das amostras. Imagens topogréficas detectadas através do
AFM nos substratos (b) S59, S59/PBS, (c) P59 e P59/PBS.
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A Figura 4.42 relaciona o parametro r com a porcentagem de células aderidas em cada
substrato, evidenciando como as alteracbes morfologicas das superficies poliméricas
influenciaram a adesdo celular.. Esse parametro € crucial para determinar a eficacia da adesdo
celular, pois descreve a interacdo real entre a célula e a superficie rugosa [112]. Mais uma vez,
S59/PBS (r = 1,0075) e CTRL (r = 1,0052) coincidiram e apresentaram uma razdo de
rugosidade moderada (1,005 <r < 1,008), o que permitiu @ membrana citoplasmatica celular
adaptar-se aos sulcos da superficie rugosa. Essa adaptacdo promoveu uma interacdo e
estabilidade méximas entre célula e substrato, resultando em melhor ades&o celular.

Por outro lado, o substrato P59/PBS (r = 1.0138) apresentou uma maior razao de
rugosidade (r > 1,014), dificultando a adaptagdo da membrana citoplasmatica celular as
irregularidades e impedindo o contato completo com todos os sulcos. Como resultado, as

células se posicionaram no topo das saliéncias do substrato aspero, sem alcangar as ranhuras
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inferiores. Essa reducdo no contato célula-substrato levou a uma diminuicdo significativa na
adesdo celular, um fendmeno que encontra suporte em trabalhos anteriores [86].

A razdo de rugosidade mostrou ser um parametro mais relevante que a rugosidade média
para quantificar a interacdo celular com a nanorugosidade do substrato. Esse parametro reflete
diretamente a capacidade de fixacdo celular ao substrato e subsequentes alteragoes
morfoldgicas.

Figura 4.42: Efeito da raz8o de rugosidade de filmes poliméricos tratados com PBS no comportamento da célula
A549.

)
120
2]
o
31001
S59/PBS (&)
.: : N | © 801 k‘\ [e)
¥ 2 o e :
- ® 604 & g
g | & 2
r <1,008 (Rugosidade moderada) @ \ r> 1,014 (Rugoso)
© 404 \ =5
Célula §) \n\ Célula
(LL i) 8 o ; it
=
[0
8 0- ) i -
8 1,002 1,005 1,008 1,011 1,014 1,017

Razao de rugosidade

Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
empregada para identificar as alteracdes quimicas ocorridas nos grupos funcionais das
superficies dos substratos polimeéricos apos tratamento com PBS. A Figura 4.43 mostra 0s
espectros registrados: as amostras poliméricas ndo tratadas (linha preta), tratadas com PBS
(linha azul), o espectro do PBS (linha amarela) e o espectro de diferenca (linha rosa) entre as
superficies antes e depois ao tratamento.

E notdrio que as amostras S59/PBS foram afetadas pelo tratamento com PBS, ao
contrario das amostras P59/PBS. Ao observar as linhas rosa (Figura 4.43), identificamos bandas
vibracionais importantes que foram excitadas pelo tratamento no substrato S59, mas que nédo
foram detectadas no substrato P59.

Nos espectros de FTIR, foram observadas bandas que indicam formacgéo de grupos
hidroxilados atribuidos em 1418 cm™. Os picos em 1760 cm™ e 1714 cm™ representam a

formagéo dos grupos funcionais carbonato de alquila e acido carboxilico, respectivamente.
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O pico 1232 cm® deve-se as vibragdes de estiramento do aril-O, enquanto o pico 2972
cm?! esté relacionado ao metileno. Chama a atengdo os modos vibracionais centrados em 1370
cm?, que indicam a presenca de ligagdes hidroxila (—OH), e em 1086 cm™, associados ao
estiramento P-O dos ions fosfato. Este Gltimo pico sugere especificamente a formacédo de uma
fina camada de fosfato, possivelmente H.PO, ou HPO;~, na superficie do S59 ap0s o processo
de adsorcao.

Figura 4.43: FTIR do PBS e dos polimeros (a) P59 e P59/PBS e (b) S59 e S59/PBS.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analise por FTIR demonstrou que o tratamento com PBS foi eficiente na
funcionalizacdo do substrato polimérico S59. O espectro FTIR revelou a presenca de grupos
funcionais hidroxila (—OH) e acido carboxilico (-COOH), conhecidos por serem essenciais para
promover a adesdo celular. Diversos estudos focados na atividade bioldgica de polimeros
indicam que os grupos carboxila e hidroxila, juntamente com a rugosidade superficial
promovida no substrato, tém grande potencial para proporcionar uma afinidade celular elevada
[83, 113-115].

A analise quantitativa da morfologia celular foi realizada para compreender melhor as
mudancas na forma celular induzidas pela adesdo. Para isso, foram calculados pardmetros como
o fator de forma e a razéo de aspecto. O fator de forma ¢, que varia de 0 a 1) relaciona a razao
entre a area da superficie celular e o perimetro celular [116, 117].

A razdo de aspecto celular corresponde aproximadamente a razao entre 0 eixo menor
(largura) e o eixo maior (comprimento) de uma elipse ajustada a célula [58, 118]. Portanto,
esses parametros permitem avaliar o grau de circularidade das células. Isso significa que, para

células mais arredondadas, a relacdo entre area e perimetro aumenta, assim como a relagéo entre
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os eixos celulares, tornando os indices de fator de forma e razdo de aspecto mais proximos de
1. Por outro lado, células aderidas ao substrato tendem a adquirir um formato alongado,
apresentando parametros menores que 1. Os parametros morfologicos celulares foram
calculados para pelo menos 60 células marcadas manualmente em cada condicao experimental.
Os dados experimentais foram expressos como média + desvio padr&o.

A Figura 4.44(a) apresenta os valores dos pardmetros morfolégicos medidos para uma
analise mais detalhada da adesdo celular as superficies tratadas com PBS. Nas amostras CTRL,
as células exibiram um formato alongado e uma area celular maior, o que resultou em um fator
de forma de 0,56 + 0,06 e raz&o de aspecto de 0,32 + 0,07, que indica alta adeséo celular.

A andlise revelou que o substrato S59 tratado com PBS aumentou a adesao das células
A549. Os valores do fator de forma e da razdo de aspecto para essa amostra foram de 0,58 +
0,05 e 0,34 + 0,06, respectivamente, sendo 0s mais proximos dos valores das amostras CTRL.

Nas amostras P59/PBS, os valores desses parametros se aproximaram de 1. Isso indica
uma menor adesdo celular a superficie. Esse comportamento celular foi mostrado na Figura
4.38 e esta refletido na Figura 4.44(b), que apresenta a analise da morfologia celular. Observou-
se claramente que os substratos S59 e CTRL favorecem tanto a adesdo quanto a proliferacao

celular.

Figura 4.44: (a) O valor do fator de forma e da proporcao das células A549 apds a modificacdo da superficie com
PBS e CTRL. (b) As imagens experimentais de células A549 cultivadas em diferentes superficies por 24 h.
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(b) _r
S59/PBS

Fonte: Elaborado pela autora.

A interacdo célula-substrato é fortemente influenciada por propriedades fisico-
quimicas, incluindo molhabilidade, rugosidade e energia livre de superficie.
Consequentemente, controlar estas caracteristicas permite prever e otimizar as atividades
bioldgicas, como a adesdo celular. Os polimeros tém sido amplamente utilizados como
substratos para o cultivo de células 2D e na fabricacéo de estruturas celulares em 3D [119-121].
Embora os polimeros a base de acrilato oferecam inimeras vantagens, sdo materiais com
caracteristicas fisico-quimicas que podem inibir a adeséo celular [122, 123]. Como cada tipo
de célula possui propriedades de adesao especificas, por isso, é necessario ajustar os parametros
presentes no substrato ao comportamento celular.

A partir do polimero S59, foram fabricados diversos arcabougos com potencial para o
estudo de diferentes tipos celulares em seu interior. As microestruturas incluem geometrias
triangulares e circulares com raio de 40 pum, micropogo circular com didmetro de 119 pm e
altura 80 um, malhas com poros de 10 um e paredes com largura de 625 nm, além de

micropilares com altura de 6,5 um e didmetro de ~1,5 um.

Figura 4.45: (a) Arcabouco triangular, (b) micropoco, (c) arcabouco circular, (d) malha quadrada 10x10 pm e (e)
micropilares.



133

e
HESEEREEEENER TR

ARRENNNANRRRN AR
mm

| [ bl o | wol ool st |

YT Y 7 5 9 P Y T

P [ RN P P [ P Y P Y g
Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados indicam que € possivel projetar e desenvolver microestruturas celulares
3D e ajustar as condi¢cdes ambientais através do tratamento com PBS para promover a adeséo
celular. Essa otimizagdo aprimora o processo de microfabricacdo e facilita o estudo do
comportamento celular, pois podemos seguir os protocolos basicos de ensaios biolégicos, que
incluem: fabricacdo de arcaboucos pela técnica P2F, remogédo de resina ndo polimerizada,

tratamento com PBS, esterilizacéo e cultivo celular.

45 NANOCOMPOSITOS A BASE DE PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA
MICROESTRUTURADOS POR POLIMERIZACAO POR ABSORCAO POR DOIS
FOTONS COMO ESTRATEGIA PARA CICATRIZACAO DE FERIDAS

4.5.1 Resinas antibacterianas adequadas ao tratamento de feridas
O processo de cicatrizagao de feridas pode ser mais lento do que o habitual devido a

infeccbes ou complicacdes de condicbes patoldgicas. Uma estratégia promissora para otimizar

curativos convencionais € 0 uso de curativos feitos a partir de nanocompdsitos
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microestruturados e incorporados com nanomateriais que aceleram a cicatrizagéo e oferecem
protecdo contra agentes externos, incluindo bactérias.

As nanoparticulas de propolis vermelha brasileira (NPs PV) exibem varias propriedades
bioldgicas, incluindo cicatrizantes, antibacterianas e anti-inflamatdrias, entre outras. A
principal vantagem de usar esses hanocompositos para curativos esta na possibilidade de criar
microambientes em 3D que mimetizam as condi¢Bes in vivo através de um sistema de
microfabricacdo a laser. Essa otimizacdo facilita a proliferacdo e a adesdo celular para a
regeneracdo completa de tecidos, auxiliada pelas propriedades antibacterianas das NPs PV e
pela microfabricacéo.

Neste trabalho, a técnica P2F foi empregada para fabricar padrdes de microgrooves
(circulares e retangulares) com largura de groove de 40 um, usando dois nanocompdsitos
biocompativeis incorporados com NPs PV, designados como P59.2+P e S59.2+P (sintese
descrita na secéo 4.1.4).

Estudos anteriores ja demonstraram que 0os componentes dos polimeros P59.2 e S59.2
apresentam baixa citotoxicidade e alta biocompatibilidade, sendo amplamente utilizados na
construcdo de microambientes para engenharia de tecidos [58]. As NPs PV foram preparadas
conforme o protocolo descrito por Oliveira et al. [9], a partir do encapsulamento do Extrato de
Propolis Vermelha (EPV) em NPs de Silica Mesoporosa (SM), com arranjo dos poros na
estrutura hexagonal.

O tamanho das NPs PV foi determinado pelo microscopio eletrdnico de transmissao
(TEM). A absorcdo, luminescéncia e grupos quimicos das amostras foram caracterizados pela
técnica de UV-Vis, espectroscopia de fluorescéncia e espectroscopia de infravermelho,
respectivamente. A atividade antibacteriana do EPV, SM, NPs PV, dos polimeros e dos
nanocompositos foi avaliada contra Staphylococcus aureus usando o teste de contato direto. A
liberacdo in vitro das NPs PV a partir dos nanocompositos, ao longo de um periodo de 4 dias

em solucéo salina (pH 7,4, 37 °C) f,oi analisada pelo UV-VIS.

4.5.2 Caracterizagdo de propriedades fisico-quimicas e espectroscopicas das amostras

As NPs PV sdo o resultado do encapsulamento do EPV em SM, como mostrado na Fig.
4.46(a-c). As NPs PV foram incorporadas nas resinas poliméricas P59.2 e S59.2 nas
concentracdes de 0% e 1,5% e suas propriedades Opticas foram avaliadas. Engquanto os
polimeros P59.2 e S59.2 sdo transparentes e incolores, 0s nanocompositos P59.2+P e S59.2+P

exibiram uma coloragdo avermelhada devido a adigdo das NPs PV, conforme mostrado na Fig.



135

4.46(d-e). Observa-se que a transparéncia dptica diminuiu a medida que a concentragdo de NPs

PV aumentou.

Figura 4.46: (a) Extrato de propolis vermelha (EPV); (b) silica mesoporosa (SM); (c) NPs de prépolis vermelha
(NPs PV) (d) P59.2 puro; (e) P59.2 incorporado com 1.5% de NPs PV.

(b)

Fonte: Elaborado pela autora.

NPs PV P59.2 P59.2+P

A estrutura morfolégica e o tamanho das NPs PV foram identificados por um
microscopio eletronico de transmissao (TEM) Tecnai G2 Spirit Twin, operando a 120 kV. O
didmetro das NPs foi dimensionado usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD) medindo
mais de 100 NPs.

Na Figura 4.47a mostra os resultados obtidos por TEM, observa-se um formato
hexagonal na maioria das particulas, uma estrutura caracteristica das NPs SM. O histograma da
distribuicdo do tamanho das particulas, apresentado na Figura 4.47b, evidencia uma

uniformidade no tamanho, predominantemente em torno de 80 nm.

Figura 4.47: (a) Imagem de TEM e (b) histograma de distribui¢do de didmetro das NPs PV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os espectros de absorcdo das nanoparticulas SM, EPV e NPs PV, polimeros P59.2 e
S59.2 e nanocompositos P59.2+P e S59.2+P foram realizados por espectrofotdmetro UV-3600
(Shimadzu, Kyoto, Japdo), registrados na faixa de 300-700 nm.
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A Figura 4.48(a) apresenta os espectros de absor¢do no ultravioleta e visivel parao EPV,
SM e NPs PV. O EPV (curva em marrom) exibe um pico de absorbéncia na faixa de 205 a 240
nm, além de outro entre 250 e 400 nm que indicam a presenca de acidos fendlicos e seus
derivados, como flavonas, flavondis, flavanonas e flavonoides. Enquanto, a absorbancia em
torno de 280 nm e 320-330 nm sugere a presenca de compostos quimicos da classe dos flavanol
[124, 125]. Alguns estudos anteriores relataram um pico de absorbancia méxima em torno de
295 nm para o extrato etanolico de propolis [126]. Enquanto que, em regides de comprimentos
de onda menores foram atribuidos principalmente a dienos alifaticos e acidos carboxilicos.

A amostra de SM (curva em cinza) apresenta uma absor¢do maxima em 200 nm que se
estende até 600 nm. As NPs PV (curva em rosa) exibem os mesmos picos de absorbancia
encontrados no EPV e na SM.

Na figura 4.48(b) foram avaliados os espectros de absor¢do dos polimeros S59.2 e P59.2
e dos nanocompositos S59.2+P e P59.2+P. As amostras S59.2 e P59.2 ndo possuem absorcao
na regido do visivel. Enquanto que, os nanocompositos S59.2+P e P59.2+P apresentam
absorcdo em uma ampla faixa de 380 nm a 450 nm, devido a adicdo das NPs PV. O pico de
absorbancia entre 450 a 580 nm é atribuido a presenca da SM, e ndo ao EPV.

O pico maximo de absorcdo centrado em torno de 350 nm, observado nas amostras
S59.2 e P59.2, permanece ap6s a incorporagdo das NPs PV, com um pequeno deslocamento
para 390 nm. Isso assegura que a eficiéncia do FI ndo foi comprometida pela funcionalizagéo
do polimero. Logo, os hanocompdsitos S59.2+P e S59.2+P tornam-se excelentes candidatos
para a microfabricacdo de ambientes bioldgicos 3D, usando métodos aditivos com lasers de

pulsos ultracurtos [127, 128].

Figura 4.48: Espectro de absor¢do (a) do EPV, SM e NPs PV; e (b) dos polimeros S59.2 e P59.2 e dos
nanocompositos S59.2+P e P59.2+P.

,-\
=
-

——P59.2
—— P59.2+P
—— S59.2
—— §59.2+P

—EPV
—— NPs PV
—SM

-
o
L
-
(=}
1

o
©
1
o
©
1

o
[«
1

o
~
1

o
n
Absorbancia Normalizada (u.a.)

Absorbancia Normalizada (u.a.) &
o
D
1

0,24 0,2 +
0:0 T T T T 0,0 T T T
200 300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)



137

Fonte: Elaborado pela autora.

A fluorescéncia das amostras foi analisada utilizando um espectrofluorimetro
FluoroLog®-3 (HORIBA, Kyoto, Japdo), equipado com uma lampada Xenon (CW 450 W) e
um detector fotomultiplicador (modelo R928P), variando o comprimento de onda de excitacao
(Aexc) entre 300 e 500 nm.

As propriedades Opticas das amostras dos poliméricos e dos nanocompaositos foram
analisadas por espectros de fotoluminescéncia (FL). A luminescéncia das NPs PV foi atribuida
ao EPV, e ndo a SM, independente do Aexc excitagdo, com pico de emisséo em 370 nm e 570
nm para Aexc de 300 nm e 500 nm, respectivamente (Fig. 4.49a-b).

Os polimeros P59.2 e S59.2 exibem FL com duas bandas principais de emissdo, com
picos centrados em 330 nm e 430 nm de baixa intensidade, quando excitados em 300 nm (Fig.
4.49c). Embora as NPs PV exibam luminescéncia maxima em 360 nm, a fluorescéncia dos
nanocompositos P59.2+P e S59.2+P permaneceu inalterada ap6s a incorporacdo das NPs,
sugerindo uma provavel supressdo de fluorescéncia causada pela interacdo entre as NPs PV e
0s polimeros.

Quando os nanocompdsitos foram excitados em 500 nm, observa-se uma larga banda
de emissdo com pico em 540 nm, atribuida as NPs PV, uma vez que 0s polimeros puros ndo

apresentam luminescéncia (figura 4.49d).

Figura 4.49: Espectros de fluorescéncia das nanoparticulas de SM, EPV e NPs PV; dos polimeros S59.2 e P59.2 e
dos nanocompadsitos S59.2+P e P59.2+P em (@, €) Aexc = 300 nm e (b, d) 500 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A investigacdo dos grupos funcionais e das ligagfes quimicas presentes nos materiais
foi realizada através de um espectrémetro de FTIR (Modelo IRPretige-21, Shimadzu, Kyoto,
Jap3o), operando na faixa de 520 - 4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™ e 120 medidas no modo
de transmitancia, a temperatura ambiente. As analises foram realizadas utilizando pastilhas de
brometo de potassio (KBr) para os materiais em pd e o método de reflectancia total atenuada
(ATR) para os demais materiais. Cada caracterizacdo foi obtida para SM, EPV e NPs PV na
concentracdo de 100 um/ml e para os polimeros S59.2, P59.2 e 0os nanocompdsitos S59.2+P e
S59.2+P.

A Figura 4.50 apresenta os espectros de FTIR das amostras de NPs PV e das
poliméricas, com e sem prépolis incorporada. O espectro das NPs PV (linha vermelha) exibe
bandas de absorcdo caracteristicas dos compostos presentes no EPV e na SM. As bandas de
absorcdo em 2970 cm?, 2932 cm?, 1627 cm?, 1508 cm?, 1450 cm? e 1157 cm? sdo
caracteristicas dos compostos fendlicos moleculares presentes no EPV [129], enquanto a ampla
banda de absorcio entre 3200 cm™ e 3700 cm™ esta associada a assinatura vibracional dos
grupos hidroxila (-OH) na estrutura molecular da SM [130]. Observou-se que alguns picos
apresentaram deslocamentos sutis, devido a formacdo de interacBes intermoleculares, como
ligacBes de hidrogénio, entre os componentes das NPs PV e da cadeia polimérica.

O espectro de diferenca entre os polimeros e 0s nanocompositos (linha azul escura)
indica que algumas bandas de absorcdo especificas da propolis vermelha exibiram forte
vibracdo molecular, apesar da baixa concentracdo de NPs PV incorporadas na cadeia
polimérica. Esse efeito foi mais pronunciado nas resinas contendo o monémero SR 499
(S59.2+P).

Em particular, as bandas de absorgdo centradas em 2932 cm™, 1450 cm™, 1240 cm?,
1090 cm™ e 890 cm™ sdo caracteristicas dos compostos fenolicos e aromaticos C—H presentes
na propolis vermelha, além da assinatura vibracional do grupo Si—O-Si (siloxano) na SM,
ambos presentes nas NPs PV [131, 132].

A analise FTIR dos nanocompositos confirmou a presenca de compostos fenolicos,
comumente encontrados na propolis vermelha do Nordeste brasileiro, que sdo conhecidos por

causar danos funcionais e estruturais as membranas citoplasmaticas bacterianas [133, 134].

Figura 4.50: Espectros de infravermelho por transformada de Fourier de polimeros, nanocompositos e NPs PV:
(A) P59.2, P59.2+P e (B) S59.2 e S59.2+P.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.3 Comportamento flexural dos polimeros e nanocompositos

As propriedades mecanicas dos polimeros e nanocompositos foram avaliadas pelo Teste
de Resisténcia a Flexdo de Trés Pontos [135], usando a maquina de teste semi-universal
Microtensile OM100 (Odeme Dental Research, SC, BRA).

Os corpos de prova foram preparados para cada grupo experimental (n = 5) em uma
matriz de aco inoxidavel com dimensdes de 2 mm x 2 mm x 25 mm. Apo6s 40 minutos de
polimerizacdo sob lampada UV, as amostras foram lavadas com etanol (99,8% PA, Neon). O
teste de flexdo de trés pontos foi realizado a temperatura ambiente, com uma taxa de carga de
50 N/min e uma velocidade de 0,75 £ 0,25 mm/min ate a fratura da amostra. A curva tensdo-
deformacéo resultante foi registrada para cada teste. O médulo de elasticidade para flex&o (Eg)
é descrito por:

o = Epc¢, (27)

onde o é a Tensdo Flexural (MPa) e ¢ é a Deformacao Flexural (mm/mm). O médulo de
elasticidade (Eg) € calculado pela tangente, dentro do limite elastico, da curva tensdo-
deformacéo. Esse calculo permite avaliar a rigidez e a capacidade de deformacéo dos polimeros
e nanocompositos sob esforco mecéanico.

As propriedades mecanicas das amostras sdo parametros criticos na engenharia de
tecidos. O ajuste da elasticidade dos nanocompdsitos, por exemplo, é essencial para promover
de maneira eficiente os processos de cura, regulando a fixacdo celular, disseminacéo,
sinalizacéo e proliferagdo [136, 137].

A Figura 4.51 mostra os resultados dos testes de flexao de trés pontos dos polimeros e

nanocompositos. Com base na andlise das curvas de tensdo-deformacao flexural, os polimeros
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P59.2 e S59.2 demonstraram um mddulo elastico (Eg) de 8,25 + 0,05 GPa e 6,34 + 0,05 GPa,
respectivamente. Além disso, a incorporagdo de NPs PV nas matrizes poliméricas P59.2 e S59.2
resultou em uma reducéo significativa do Eg, com valores de 1,14 £+ 0,01 GPa (P59.2+P) e 2,07
+ 0,01 GPa (S59.2+P). O aumento notavel do alongamento na ruptura e a reducdo do Eg dos
nanocompositos indicam que as NPs PV modificaram mecanicamente os polimeros, para torna-
los mais flexiveis e resistentes. Isso indica que esses nanocompasitos podem ser efetivamente
adaptados para desempenhar as propriedades mecanicas desejadas, reforcando sua importancia

como candidatos para curativos destinados a cicatrizacao de feridas.

Figura 4.51: Comportamento de flexdo de polimeros e nanocompdsitos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

45.4 Liberacdo in vitro de nanoparticulas de propolis vermelha a partir dos
nanocompositos

A liberac&o de propolis vermelha foi realizada em 10 mL de solugdo salina tamponada
com fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,4) sob condig¢®es in vitro, a 37°C, durante 4 dias com agitagédo
continua. Amostras poliméricas medindo 10 mm x 7 mm (espessura x diametro) foram
preparadas para cada resina. Aliquotas do tampédo foram coletadas em intervalos de tempo pré-
definidos e submetidas a anélise quantitativa por espectrometria UV-Vis (espectrofotémetro
UV-3600) para estimar a quantidade de NPs PV liberada dos nanocompositos P59.2+P e
S59.2+P.

Para isso, foi obtida uma curva de calibracdo por espectrometria UV-Vis, utilizando a
naringenina como padréo analitico, devido a sua presenca significativa na composicéo do EPV.

A curva de calibragdo foi construida observando a intensidade de absorgdo em 291 nm,
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caracteristica da naringenina, e correlacionando-a com a concentragdo da propolis vermelha na
amostra em solugédo, conforme o protocolo descrito por Nascimento et al. [138, 139].

A Figura 4.52 mostra a dindmica de liberacdo das NPs PV nos nanocompdsitos S59.2+P
e P59.2+P. O estudo de liberacdo in vitro demonstrou que a composicdo da matriz polimérica
é um fator determinante na liberacéo de NPs PV. Interessante observar que as amostras P59.2+P
liberaram rapidamente uma quantidade significativa de NPs PV em 1 hora. Nesse estagio, toda
a superficie do espécime esta em contato direto com a solucéo, facilitando a liberacdo de NPs
para 0 meio aquoso circundante. A liberacdo maxima das NPs ocorreu em 24 horas, atingindo
uma concentracdo de 42 pg/ml, que se manteve aproximadamente constante nas horas
seguintes.

Em contraste, as amostras S59.2+P exibiram um processo de liberagdo mais lento,
porém gradual e continuo. Apés 96 horas, a concentracéo liberada atingiu 8 pug/ml, sem atingir
um platd. Assim, a liberacdo de NPs PV nas amostras P59.2+P, contendo o0 mondmero PETA,
foi significativamente mais rapida, atingindo um platd de liberacdo em menos de 24 horas. Por
outro lado, as amostras S59.2+P, contendo o mondmero SR499, apresentaram uma liberacao
mais lenta e controlada.

Assim, a capacidade observada de controlar a quantidade de liberacdo de NPs PV,
dependendo do tipo de polimero, permite diferentes aplicagdes para cada material [140].
Aplicacbes de administracdo de farmacos podem ser beneficiadas, uma vez que, a liberacédo
precisa e programada de compostos bioativos é essencial para a eficacia terapéutica. Por
exemplo, a cinética de liberacdo mais lenta de nanocompasitos poliméricos S59.2+P é benéfica
para a cicatrizacdo de uma queimadura comum, posto que a liberagdo constante e crescente do
farmaco no local € essencial para o sucesso dos processos de reparo, epitelizacdo e maturacao
da cicatriz. Em outras situacdes, como um local lesionado, é necessario um tratamento mais
intensivo com liberacdo rapida da substancia, tornando o uso de nanocompdsitos P59.2+P mais
apropriado [141].

Isso sugere que, ao alterar a composi¢do monomérica dos nanocompositos, € possivel
modificar a taxa de liberacdo do farmaco, aumentando assim a eficiéncia da atividade
antibacteriana. A capacidade de liberagdo do farmaco de NPs PV em nossos nanocompdsitos

foi comparavel aos achados relatados em outros estudos na literatura [142, 143, 144].

Figura 4.52: Dinamica de liberacgdo in vitro das NPs PV em nanocompdsitos de P59.2+P e S59.2+P.
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4.5.5 Atividade antibacteriana das nanoparticulas, polimeros e nanocompoésitos

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados contra S. aureus (cepa ATCC
25923). Para as NPs de SM, EPV e NPs PV, foi realizado através do teste de microdilui¢do em
caldo para determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC), seguindo as diretrizes do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) para bactérias (M07-A10) [145].

O ensaio foi conduzido em microplacas estéreis de 96 pogos. A MIC foi definida como a
menor concentracdo dos produtos testados capazes de inibir visualmente o crescimento
observado nos pocos em comparagdo com o crescimento do controle. Uma solugéo de 2,3,5-
triphenyltetrazolium bromide (0,5% em peso) foi usada como indicador de crescimento
microbiano. Todo o experimento foi conduzido em triplicata.

A eficacia antibacteriana das amostras poliméricas foi avaliada pelo Teste de Contato Direto
(DCT) [146, 147, 148, 149], empregando cinco espécimes medindo 1,0 mm x 5,0 mm
(espessura x diametro) para cada grupo experimental. A cepa bacteriana foi ativada em caldo
de infusdo de cérebro e coracdo (heart infusion broth - BHI) estéril por 24 h a 37 °C, entdo
semeada em placas Petri contendo &gar infusédo de cérebro e coracdo (heart infusion agar - BHA)
incubado a 37 °C por 24 h. Apoés a incubacéo, coldnias isoladas foram transferidas para tubos
contendo 5 mL de solucéo fisiologica estéril até que a concentracdo padrdo da suspensao
bacteriana de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) fosse alcancada. O ajuste da concentragao foi
confirmado espectrofotometricamente a 625 nm, dentro da faixa de absorbancia de 0,08 a 0,1.

A diluicdo serial da suspensdo bacteriana foi conduzida para obter uma concentracdo de
indculo de 108 UFC/mL. Os espécimes do grupo experimental (n=5) foram colocados em tubos
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criogénicos pré-esterilizados, € 10 pL do indculo a 10° UFC/mL foram aplicados em sua
superficie superior. As amostras foram entdo expostas ao fluxo laminar por 1 hora.
Posteriormente, 200 uL. de solucao fisiologica estéril foram adicionados aos tubos, seguidos de
homogeneizacdo por vortice. Dilui¢bes seriadas da suspensdo homogeneizada para obter
diluicdes de 101, 102 e 10 foram inoculadas (n=5) em placas de BHA, conforme ilustrado na
figura 4.53.

Apbs incubacdo por 24 h sob condi¢cbes previamente descritas, a contagem de col6nias e a
determinacdo de UFC/mL foram realizadas, onde UFC/mL é igual ao nimero de col6nias x 40
x fator de dilui¢do. A razdo da atividade antibacteriana (r%) foi determinada do seguinte modo:

r(%) = 2% 100 (4)
onde r(%) € a razdo de atividade antibacteriana; b é a média de UFC/mL recuperada para o
grupo controle; ¢ é a média de UFC/mL recuperada para 0s respectivos grupos em anélise. A
analise estatistica foi realizada usando o teste de Mann-Whitney, com um nivel de significancia
definido em p < 0,05, comparando materiais sem prépolis com seus respectivos equivalentes

contendo praépolis.

Figura 4.53: llustragdo do procedimento para determinar a atividade antibacteriana pelo teste de contato direto.
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Os resultados da atividade antibacteriana, investigados pelo método de microdiluicéo,
indicaram que a SM isolada n&o apresentou atividade antimicrobiana contra a cepa S. aureus
ATCC 25923. Enquanto o EPV apresentou uma concentragéo inibitoria minima (CIM) de 125
pg/ml, as NPs PV apresentaram uma CIM significativamente menor de 62,5 pg/ml (Fig. 4.54).

As diferencas observadas na CIM entre os trés grupos (SM, EPV e NPs PV) foram

estatisticamente significativas, com um valor de p < 0,001. Esse resultado sugere que a
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incorporagdo das NPs de SM com EPV néo apenas conferiu atividade antimicrobiana, mas
também a aumentou quando comparada ao extrato isolado [150].

A significancia estatistica da atividade antibacteriana sugere que a interacdo entre as
NPs de SM e 0 EPV cria um efeito sinérgico, aumentando a eficacia antimicrobiana contra a
cepa testada. Esse fendmeno pode ser atribuido a capacidade das NPs de facilitar a penetracdo
do extrato nas células bacterianas, aumentando sua concentracdo no local de acdo e,
consequentemente, sua atividade antibacteriana. Com base nessas descobertas, o0
desenvolvimento de nanocompdsitos envolvendo NPs PV e resinas poliméricas foi incentivado,

formando um filme com potencial aplicacdo terapéutica [133].

Figura 4.54: Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 de SM, EPV e NPs PV, pelo
método de microdilui¢do. Significativamente diferente quando valor de p < 0,001.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados da atividade antibacteriana, avaliados pelo DCT por 1 h, revelaram
diferencas significativas na eficacia antimicrobiana dos nanocompésitos P59.2+P e S59.2+P
contra S. aureus (Fig. 4.55).

O polimero P59.2, quando avaliado isoladamente, ndo demonstrou atividade
antibacteriana detectavel. Entretanto, a amostra P59.2+P apresentou inibicéo significativa de
aproximadamente 47,66% da viabilidade bacteriana, com valor de p = 0,0056. Analisando o
segundo grupo, observou-se que o polimero S59.2 também ndo apresentou atividade
antibacteriana significativa contra S. aureus.

Entretanto, S59.2+P apresentou inibi¢do de 39,4% da viabilidade bacteriana, com valor

de p = 0,0411, indicando significancia estatistica em relacdo ao S59.2. Os dados estatisticos
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analisados com nivel de significancia de p < 0,05 indicam que a adi¢do de NPs PV tanto ao
P59.2 quanto ao S59.2 potencializou a atividade antibacteriana dos nanocompositos. N&o foi
observada diferenca estatistica na viabilidade celular entre as formulagfes P59.2+P e S59.2+P,
sugerindo que a incorporacdo de NPs PV otimizou a eficacia antimicrobiana em ambas as
matrizes.

A maior porcentagem de inibicdo alcancada pelo nanocomposito P59.2+P pode ser
atribuida a cinética de liberacdo dos compostos ativos. Enquanto o nanocompdsito S59.2+P
demonstrou um perfil de liberacéo lenta e controlada no ensaio in vitro, o P59.2+P demonstrou
uma liberagdo mais rapida. Essa cinética de liberacdo acelerada pode ter contribuido para uma
resposta antibacteriana ligeiramente mais pronunciada, indicando sua adequagéo para inibir
patdgenos em locais de feridas [151, 152]. Esses materiais sdo capazes de acelerar a cicatrizacdo
de feridas, combater infeccGes bacterianas de amplo espectro e processos inflamatérios

bacterianos voltados para aplicacGes biomédicas [153].

Figura 4.55: Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus dos polimeros P59.2 e S59.2 e
nanocompositos P59.2+P, E59 e S59.2+P pelo método de contato direto.
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4.5.6 Arcaboucos fabricados via polimerizacao por absorcéo de dois fotons

Buscando aumentar a area de contato do substrato com as bactérias e sua eficiéncia em
inibir seu crescimento, foi proposto produzir superficies microgrooves. Um sistema comercial
de microfabricagdo tridimensional (uFab Workstation - NEWPORT) pela técnica P2F foi usado
para construir superficies de microgrooves em dois padrées geometricos diferentes, paralelas

(MGP) e circulares (MGC) na resina P59.2 sobre o0 substrato polimérico. Um laser pulsado de
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femtossegundos (Chameleon Ultra - COHERENT), sintonizado em 720 nm, com poténcia do
laser de 62 mW, e uma lente objetiva (100, NA = 0,70, Nikon) foram utilizados como fonte de
radiacdo e dispositivo de foco, respectivamente.

Inicialmente, uma lampada UV foi usada para polimerizar um filme plano de cada
amostra polimérica. Um conjunto de linhas paralelas, com 5 mm de comprimento e separacao
de 50 um, foi construido com velocidade 250 um/s e aceleragdo de 10 mm/s2. Enquanto que, 0
conjunto de circulos concéntricos, com 2 mm de diametro externo e separa¢do de 50 um, foi
construido com P = 100 mW, Vscan = 100 pm/s e aceleragdo de 0.5 mm/s?. Finalmente, as
amostras foram imersas em alcool etilico (99.8% PA, Neon) por 20 min para retirar a resina
ndo polimerizada e deixar apenas 0s microambientes sobre o substrato.

A principal caracteristica distintiva desses curativos feitos a partir desses
nanocompositos esta na capacidade de construir arcabougos celulares via P2F, permitindo a
criacdo de geometrias e arquiteturas que melhor se adaptam as lesdes cutaneas, promovendo
assim um comportamento celular aprimorado, enquanto protege o local contra a proliferacdo
bacteriana [58].

Para esse proposito, foram escritos microgrooves paralelos e circulares na superficie de
filmes dos nanocompdsitos S59.2+P e P59.2+P, usando a técnica P2F, conforme ilustrado na
figura 4.56. As superficies dos microgrooves foram caracterizadas por MEV e microscopio
optico (10X, NA = 0,25, Newport) e mostraram paredes estaveis, com largura do groove de
39,45 um e largura de coluna de 13,3 um. As células podem ser consideradas sensores
inteligentes capazes de ajustar seu comportamento em resposta a estimulos externos [154]. Esta
abordagem fornece uma plataforma altamente precisa e personalizavel, permitindo a geracao
de uma variedade de estimulos as células, a fim de aumentar sua proliferacdo, diferenciacdo e
adesdo celular [155, 156].

Figura 4.56: Imagens de MEV e microscépio Optico das superficies planas e superficies de microgrooves paralelas
(MGP) e circulares (MGC) feitas dos nanocomp@sitos pela técnica P2F.
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5 CONSIDERAQ@ES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste projeto de pesquisa, propbs-se a sintese de resinas funcionalizadas com
nanoparticulas e nanocristais para desempenhar biocompatibilidade e acdo antibacteriana.
Essas resinas foram desenvolvidas para aplicacdo na microfabricacdo de arcaboucos celulares
por escrita direta a laser de pulsos ultracurtos via polimerizagdo por absor¢do de dois fétons
destinados a aplicacGes biologicas.

A investigacdo do impacto da incorporacao de NPs semicondutoras de CdSe/CdS e NCs
de TiO2 em resinas a base do mondmero PETA e FI 1369, demonstrou que n&o houve alteragéo
no pico da banda de absorcéo das resinas com adi¢do das NPs e dos NCs. Pelos espectros de
fluorescéncia (Aexc = 400 nm), constatou-se que o aumento da concentracdo de TiOz nas resinas
levou a um aumento da fotoluminescéncia, acompanhado por um alargamento da banda.
Enquanto, a incorporacdo de CdSe/CdS reduz a fotoluminescéncia das amostras.

Foi possivel determinar os pardmetros de escrita que proporcionaram uma resolucao
submicrométrica para as microestruturas, sendo importantes para o sucesso da microfabricacéo
a laser. Pelo método de exclusdo do azul de tripan, verificou-se que todas as resinas sintetizadas
ndo oferecem citotoxicidade elevada, isso sugere que o meio € adequado para a cultura celular.
Em destaque a resina P369/TiO. demonstrou ter uma viabilidade celular superior & do CTRL
durante 48 h, por isso, ela foi escolhida para a construcao dos arcabougos.

A técnica P2F foi utilizada para a fabricacdo de superficies com microgrooves paralelas
e circulares em polimero de acrilato biocompativel com NCs de TiO». Claramente, os resultados
demonstraram que os microgrooves circulares feitos dos polimeros P59, P59/TiO, e P369/TiOy,
afetaram as células 6sseas, tornando-as mais alongadas e rigidas, com um aumento significativo
no modulo de elasticidade, independentemente do tipo de polimero analisado, o que confere
maior confiabilidade ao resultado.

Foi demonstrado que os NCs de TiO2, incorporadas ao polimero (P59/TiO2),
aumentaram o modulo de Young das células osteoblastos ao comparar com 0S grupos
correspondentes do polimero P59. Este estudo in vitro estabelece parametros (geometria e
composigdo quimica) a serem adotados para otimizar as microestruturas tridimensionais, como
estratégia na regeneragdo 6ssea no campo da engenharia de tecido, além de adequar a superficie
de implantes dentarios e ortopédicos para permitir uma excelente osseointegracao na interface
do dispositivo implantado in vivo.

No segundo estudo desta pesquisa, o efeito do tratamento com PBS, como método de
modificacdo das propriedades superficiais de filmes poliméricos feitos a partir do polimero S59,

apresentou vantagens Unicas aqui relatadas, como rugosidade moderada, aumento da
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hidrofilicidade e surgimento de grupos funcionais. Isso o torna um excelente candidato para
controlar as fungdes celulares e a regeneracédo dos tecidos.

Os resultados demonstram que € possivel regular as propriedades fisico-quimicas do
substrato polimérico com tratamento com PBS para melhorar as respostas celulares. Portanto,
abre novas possibilidades para a inclusdo do tratamento com PBS como método de adaptacao
de superficie para regular respostas celulares, entre as diversas técnicas de tratamento de
superficie ja conhecidas, devido a sua simplicidade, rapidez, ecologicamente correto e baixo
custo.

A tendéncia de utilizar o tratamento com PBS para melhorar a adesdo de células
epiteliais pulmonares A549 ao polimero S59 é de grande relevancia, pois permite a
aplicabilidade de materiais poliméricos que, anteriormente, eram inadequados para o cultivo
celular, pois ndo permitiam que as células exibissem seu comportamento celular. Nossas
conclus@es foram baseadas em observacGes Opticas, caracterizacbes espectroscdpicas e analises
mecanicas envolvendo as células e a superficie do substrato.

No terceiro estudo desta pesquisa, foi demonstrado que o polimero funcionalizado com
NPs de propolis vermelha (P59.2+P) exibiu um efeito antibacteriano significativo contra S.
aureus. Os compostos fenolicos encontrados nos polimeros incorporados com as NPs PV
provocam esse efeito antibacteriano, como confirmado pelo FTIR. Os arcaboucos
microgrooves paralelos e circulares feitos a partir das resinas incorporadas com as NPs,
permitem controlar a capacidade proliferativa das bactérias e funcionam como agentes
antibacterianos eficazes em curativos. Estes resultados fornecem suporte para a utilizacdo de
polimeros incorporados com NPs PV no desenvolvimento de curativos com superficies
microestruturadas por P2F, com elevado potencial de aplicabilidade, uma vez que apresentam
liberacdo controlada das NPs ao longo do processo de cicatrizacao.

Além disso, em trabalhos futuros, é proposto no primeiro estudo a utiliza¢do da técnica
de espectroscopia Raman para detectar sinais quimicos que indiquem se os osteoblastos MG-
63 produziram proteinas, mas também para averiguar se houve diferenca nos espectros Raman
de cada um dos grupos, como foi observado em estudos anteriores.

As perspectivas futuras para o segundo trabalho envolvem o cultivo das células
epiteliais pulmonares nos arcabougos fabricados a partir da resina S59, seguindo previamente
0 protocolo de modificagdo da superficie aqui demonstrado, por meio do tratamento com a
solugéo salina tamponada com fosfato, a fim de otimizar o comportamento de adesdo das

células nas superficies do arcabouco.
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No terceiro trabalho desenvolvido nesta pesquisa, foi estabelecido como perspectiva
futura a avaliacdo de um ensaio de migracdo celular in vitro em microgrooves paralelos e
circulares, bem como em superficies planas do polimero P59.2+P e do P59.2, ja que, a
topografia micropadronizada pode acelerar a migracdo celular para o espaco livre entre as

células (simulando uma ferida in vivo), favorecendo o completo fechamento dessa regido.
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Abstract

Microgrooved surfaces are recognized as an important strategy of tissue engineering
to promote the alignment of bone cells. In this work, we have investigated the
mechanical and morphological aspects of osteoblasts cells after interaction with dif-
ferent micro-structured polymeric surfaces. Femtosecond laser writing technique
was used for the construction of circular and parallel microgrooved patterns in bio-
compatible polymeric surfaces based on pentaerythritol triacrylate. Additionally, we
have studied the influence of the biocompatible TiO, nanocrystals (NCs) related to
the cell behavior, when incorporated to the photoresin. The atomic force microscopy
technique was used to investigate the biomechanical reaction of the human
osteoblast-like MG-63 cells for the different microgroove. It was demonstrated that
osteoblasts grown on circular microgrooved surfaces exhibited significantly larger
Young's modulus compared to cells sown on flat films. Furthermore, we could
observe that TiO, NCs improved the circular microgrooves effects, resulting in more
populated sites, 34% more elongated cells, and increasing the cell stiffness by almost
160%. These results can guide the design and construction of effective scaffold sur-
faces with circular microgrooves for tissue engineering and bone regeneration.

KEYWORDS
cell adhesion, circular microgrooves, titanium dioxide nanocrystals, two-photon polymerization

designing and implementing structures that mimic cells environments.
A suitable interface between the scaffold and the cells provides struc-

A wide spectrum of strategies has been used to develop biological
devices and three-dimensional scaffolds with chemical and physical
biocompatible aspects, aiming to support various cell functions.*™
The microfabrication processes are a powerful tool capable of

tural support ideal for cell growth and drives some cell behaviors as
the adhesion.>® For example, the adequate adaptation of the bone
implants in vivo depends on the stable interaction of the device with
the host tissue. It is desirable that the cells of the living organism
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Abstract

In tissue engineering, 3D scaffolds and chemical treatments are often used for providing a cell-
friendly surface for improving cell adhesion and tissue growth. Indeed, the cell adhesion degree
can be controlled by physical-chemical changes in the surface of substrates, such as wettability,
surface charges and roughness. In this work, we describe the synthesis, characterization and
cytocompatibility of photoresins useful for construction of cell scaffolds via two-photon
polymerization. Additionally, we have demonstrated a simple surface treatment method that
promotes cell adhesion. This method alters the surface charge of the polymer and enhances the
adhesion of epithelial cells. Our results indicate an efficient approach for modifying the surface
of biocompatible polymer scaffolds with the purpose of enhances the performance of cell
functions suitable for tissue engineering and regenerative medicine.

Keywords: biocompatible polymer, nanorough, surface modification, phosphate-buffered saline,
cell adhesion.

1. Introduction

Polymeric materials are at the forefront of the development of biophotonic and biomedical
devices. These materials have numerous applications, including biosensors for diagnosis,
implants, and 3D environments suitable for cell culture [ 1-3]. The attractive features of polymers
include ease of synthesis, large scale production, capacity for functionalization with
nanoparticles and others chemical functional groups, as well as their interesting optical and
mechanical properties [4, 5]. Furthermore, they can be synthesized to present adjustable
flexibility, which makes them an excellent tool for drug delivery and as scaffolds for cells and
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ABSTRACT. This study introduces novel nanocomposites incorporating Brazilian red propolis

(RPNP) into acrylic resins, designed for advanced wound dressing applications. The
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