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RESUMO

A técnica aditiva de Polimerizac¢ao via Absor¢ao de dois Fotons (P2F) tornou-se um ex-
celente método de microfabricacao dentre os muitos processos existentes, por permitir a
construcao de microestruturas tridimensionais com elevada resolugao espacial da ordem
submicrométrica, com alta complexidade geométrica e com utilizacao minima do material
fotossensivel. Esta poderosa ferramenta tem atraido o interesse de diversas areas da cién-
cia, incluindo a area da engenharia de tecidos com aplicagao na confecgao de arcabougos
tridimensionais para cultura celular. Estes microambientes sao projetados para mime-
tizar ambientes in vivo e expressar suas caracteristicas mais importantes possibilitando
o estudo do comportamento celular e o tratamento de doencas com teste de farmacos.
As resinas fotossensiveis sao a matéria prima para construcao dos arcaboucos e, embora
exista uma ampla disponibilidade destes materiais para estudos biolégicos, hd uma grande
preocupagao em tornar as fotoresinas compostos biocompativeis e com reduzida citoto-
xicidade. Neste trabalho, foi investigado o impacto da incorporagao de nanoparticulas
(NPs) semicondutoras de CdSe/CdS e dioxido de titanio (TiOy) em fotoresinas a base
de Pentaerythritol Triacrylate (PETA) e Irgacure 369, pelo uso de diferentes técnicas
experimentais, como espectroscopia de absorcao Optica e espectroscopia de fluorescéncia.
Também foram avaliados nestas fotoresinas, o grau de conversao (GC) pela espectrosco-
pia Raman, os parametros de escrita, a citotoxicidade pelo método de exclusao do azul
de tripan e as propriedades biomecanicas das células 6sseas pelo Microscopio de Forga
Atomica (AFM). Os resultados obtidos demonstraram que nao houve alteragao no pico
da banda de absorcao das fotoresinas com adicao das NPs, portanto, as caracteristicas
fotossensiveis sao preservadas sendo aptas ao processo de P2F. Pelos espectros de fluores-
céncia (Agz.= 400 nm), foi constatado que conforme aumenta a concentragdo de TiO na
fotoresina, h& o aumento da fotoluminescéncia com um alargamento da banda. Enquanto,
a incorporagao de CdSe/CdS reduz a fotoluminescéncia das amostras. Os valores do GC
das fotoresinas incorporadas com CdSe/CdS e TiO; foram reduzidos de 21% para 19,5%
e 17,1%, respectivamente. Este dado mostra que as NPs atuam como agentes inibidores
nos processos de polimerizacao. Todas as fotoresinas incorporadas com NPs demonstra-
ram biocompatibilidade aceitavel. Em destaque, a amostra com TiO, manifestou baixa
citotoxicidade e alta taxa de proliferacao celular que se manteve superior ao grupo con-
trole durante 48 h. Foram determinados os parametros de escrita adequados que elevaram
a resolucao das microestruturas até valores submicrométricos. Em seguida, arcabougos
tipo microgroove, em diferentes geometrias, foram fabricados e demonstraram excelentes
condicoes estruturais com arquitetura compativel ao desenho 3D projetado no software
nFab, sem encolhimento ou deformagoes das paredes. Em relacao as propriedades biome-
canicas, os osteoblastos humanos da linhagem MG-63 em contato direto do arcabougo na
geometria circular exibiram o médulo de Young significativamente maior com aumento de
93% em sua rigidez quando comparado as células semeadas sobre o arcabougo retangu-
lar. Estes resultados foram atribuidos a reorganizacao do citoesqueleto das células ésseas
influenciado pela geometria e topografia curva do microambiente celular que oferece um
maior estimulo na resposta biomecéanica das células.

Palavras-chave: Fotoresina Biocompativel. Nanoparticulas. Arcabougos celulares. Mi-
croscopia de Forca Atomica. Polimerizagao via Absorcao de dois fotons.



ABSTRACT

The additive technique by Two-Photon Polymerization (P2F) has become an excellent mi-
crofabrication method among the many existing processes, as it allows the construction of
three-dimensional microstructures with high spatial submicrometer resolution, with high
geometric complexity and minimal use of photosensitive material. This powerful tool has
attracted the interest of several areas of the science, including the area of tissue engine-
ering with application in the manufacture of three-dimensional scaffold for cell culture.
These microenvironments are designed to mimic environments in vivo and express their
most important characteristics, enabling the study of the cellular behavior and the tre-
atment of diseases with drug testing. Photosensitive resins are the raw material for the
construction of scaffolds and, although there is a wide availability of these materials for
biological studies, there is a great concern in making photoresist compounds biocompa-
tible and with reduced cytotoxicity. In this work, the influence of the incorporation of
semiconductor nanoparticles (NPs) of CdSe/CdS and titanium dioxide (TiO3) in photore-
sist based on Pentaerythritol Triacrylate (PETA) and Irgacure 369, by the use of different
experimental techniques such as optical absorption spectroscopy and fluorescence spec-
troscopy. The degree of conversion (DC) by Raman spectroscopy, writing parameters,
cytotoxicity by trypan blue exclusion method, and biomechanical properties of bone cells
by Atomic Force Microscope (AFM) were also evaluated in these photoresists. The results
obtained showed that there were no change in the peak of the absorption band of photore-
sist with the addition of NPs, therefore, the photosensitive characteristics are preserved,
being suitable for the P2F process. From the fluorescence spectra (Ag.— 400 nm), it was
found that as the concentration of TiO, in the photoresist increases, there was an increase
in photoluminescence with a broadening of the band. Meanwhile, the incorporation of
CdSe/CdS reduces the photoluminescence of the samples. The DC values of photoresists
incorporated with CdSe/CdS and TiO, were reduced from 21% to 19.5% and 17.1%, res-
pectively. This data shows that NPs act as inhibitory agents in polymerization processes.
All photoresists incorporated with NPs demonstrated acceptable biocompatibility. No-
tably, the sample with TiOs showed low cytotoxicity and a high cell proliferation rate,
which remained higher than the control group for 48 h. Appropriate writing parameters
that raised the resolution of microstructures to sub-micrometric values were determined.
Then, microgroove type scaffolds, in different geometries, were manufactured and demons-
trated excellent structural conditions with an architecture compatible with the 3D design
projected in nFab software, without shrinkage or deformation of the walls. Regarding
biomechanical properties, human osteoblasts of the MG-63 lineage in direct contact with
the framework in the circular geometry exhibited a significantly higher Young’s modulus
with a 93% increase in its stiffness when compared to cells seeded on the rectangular
scaffold. These results were attributed to the reorganization of the bone cell cytoskele-
ton influenced by the geometry and curved topography of the cellular microenvironment,
which offers a greater stimulus in the biomechanical response of the cells.

Keywords: Biocompatible photoresist. Nanoparticles. cellular scaffolds. Atomic Force
Microscopy. Two-Photon Polymerization.
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1 INTRODUCAO

A criagao do laser permitiu o surgimento de intmeras linhas de pesquisas que
envolvem as nocoes bésicas da 6ptica nao linear, uma vez que, a maioria dos fenémenos
fisicos nao lineares somente foram possiveis de serem reproduzidos experimentalmente
com utilizagao de fontes com altas intensidades. Neste regime é constatada a mudanca
das propriedades 6pticas dos materiais que passam a ter dependéncia com a intensidade

da fonte luminosa.

Anos apo6s a invencgao do primeiro laser, os primeiros fendmenos 6pticos nao lineares
observados foram a geragao de segundo harménico por Franken et al. [1] e a comprovagao
experimental do efeito de absor¢ao de dois fotons (A2F) por Kaiser e Garrett |2] proposto
teoricamente por Maria Goppert-Mayer [3]. Com a modernizagao dos lasers, diversos ou-
tros fendmenos foram descobertos e estudados. Desta forma, houve um crescente avanco
neste campo de pesquisa com aplicacoes em areas como fotdnica, mas também na micros-
copia de fluorescéncia, armazenamento oOptico, terapia fotodinamica e microfabricacao
[4-8], associados ao processo de absor¢ao multifotdnica, que é a base tedrica de varias

aplicacoes.

A microfabricacao por escrita direta a laser ao explorar os fundamentos dos pro-
cessos Opticos nao lineares, em particular, por meio do processo de A2F, permite que
a polimerizacao da resina fotossensivel seja restrita apenas em torno do volume focal
do laser. Como resultado se obtém um elemento de volume polimerizado com tamanho
micrométrico ou até mesmo nanométrico, conhecido por voxel [9]. Esta configuracao é
obtida porque a taxa de ocorréncia da A2F depende diretamente com o quadrado da in-
tensidade, sendo assim, somente no ponto focal a intensidade é elevada o suficiente para
gerar tal fenomeno. Portanto, a técnica de Polimerizacao por Absorcao de dois Fétons
(P2F) permite ser utilizada com sucesso na confec¢ao de diversas estruturas em escala

micrométrica e submicromeétricas.

Na engenharia de tecido, a cultura de células 6sseas no interior de microestrutu-
ras tridimensionais elaboradas pela técnica de microfabricacao via P2F se tornou uma
estratégia eficiente em estabelecer métodos e rotas adequados para promover a regene-
racao de tecidos 6sseos danificados, visto que, o arcabouco tem como papel fundamental
proporcionar as células um suporte tridimensional sintético temporario que permita sua

proliferacao e diferenciacao até o crescimento do novo tecido 6sseo [10].

Portanto, este método de fabricacao versatil admite projetar arcabougos celulares
com geometrias especificas, com diferentes tamanhos e formatos de poros que imitam o
ambiente in vivo das células 6sseas, sendo assim, capazes de contribuir em uma resposta

celular aprimorada relacionado a adesao, morfologia e proliferagao celular.



Uma das exigéncias para alcangar a regeneracao do tecido ¢sseo e garantir um
desenvolvimento promissor da cultura celular tridimensional, é que a resina fotossensivel
utilizada na construgao do arcabougo seja biocompativel [11]. Os principais componentes
que constituem uma resina fotossensivel é basicamente um fotoiniciador (FI) que inicia a
reagao quimica de polimerizagao e um monomero que fornece as propriedades mecanicas

ao arcabouco.

Estudos demonstraram que em altas concentracoes de 3% e 2% do FI Irgacure
369, a fotoresina se torna citotoxica, como consequéncia, causa diminuicao da viabilidade
celular [12]. Embora o FI seja essencial e indispensavel no processo de P2F, na literatura,
sao encontrados diversos outros componentes acrescentados na sintese das fotoresinas,
tais como, fotoiniciadores soluveis em agua, compostos bioldgicos e nanoparticulas (NPs)
[13-16], a fim de minimizar os efeitos nocivos do FI em elevada concentragdo, proporcionar

propriedades 6pticas e caracteristicas biologicas especificas.

Neste contexto, Pontos Quénticos Semicondutores Ultra-pequenos (USPQs) de
CdSe/CdS apresentam boa biocompatibilidade que leva a um desempenho mecanico apri-
morado [17] e mantém uma controlada citocompatibilidade in vitro [18]. Da mesma forma,
o dioxido de titanio (TiO2) além de exercer excelente biocompatibilidade, também confere
melhor proliferacao celular, adesao e propriedades antibacterianas com alta aplicabilidade

em células 6sseas por induzir a osseointegragao de implantes [19] [20].

Nessa circunstancia, com finalidade de melhorar a biocompatibilidade do material

e diminuir a toxicidade, foi realizado a preparacao de uma fotoresina a base do monoémero
PETA e apenas 0,5% do FI Irgacure 369 com incorporagao das NPs de CdSe/CdS e TiOs.

Neste estudo sera proposto sintetizar fotoresinas com incorporacao de NPs e caracte-
riza-las por meio das técnicas de espectroscopia de absorcao Optica, espectroscopia de flu-
orescéncia e espectroscopia Raman. Investigar os parametros adequados de escrita direta
a laser nas fotoresinas. Avaliar a citotoxicidade das fotoresinas em contato direto com

células osteoblastos humanos da linhagem MG-63.

Na sequéncia, construir arcaboucos do tipo groove, em duas diferentes geometrias
(retangular e circular), que mimetizam ambientes naturais do tecido 6sseo. Desta forma,
buscar entender como as caracteristicas fisico-quimicas do microambiente alteram as pro-
priedades mecanicas das células MG-63 cultivadas sobre estes arcabougos em comparagao
as células cultivadas em um filme liso feito da fotoresina, que serao analisadas através de

medidas do Modulo de Young pelo Microscopio de Forga Atomica (AFM).

Embora na literatura ja se tenha conhecimento no que diz respeito & morfologia,
diferenciacao e taxa de proliferacao das células osteoblastos MG-63 semeadas no interior

de arcabougo tipo groove [21], porém ainda néo é claro nestes estudos a influéncia destas



interagoes células-groove nas propriedades biomecanicas das células dsseas e necessita ser

mais bem compreendido.

E notavel que, a investigacao das interacoes das células dsseas em arcabouco micro-
groove é essencial na engenharia de tecidos, posto que, este estudo visa possiveis aplicagoes
na adequacdo da geometria e topografia de implantes ortopédicos e dentarios [22], mas
também, na cultura de células 6sseas no interior dos arcabougos para desenvolvimento de
enxertos Osseos implantados in vivo [23], sendo ainda um grande desafio na engenharia
de tecidos [24].

E importante destacar que a técnica de microfabricacdo por escrita a laser via P2F é
uma recente linha de pesquisa na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sendo apenas o
segundo laboratério na América Latina a desenvolver atividades neste campo de pesquisa.
Logo, por se tratar da primeira dissertacao desenvolvida nesta drea na UFAL com um
projeto de pesquisa inovador tanto nas técnicas utilizadas quanto nos objetivos propostos,
este trabalho sera estruturado com o maximo de detalhes pertinentes da técnica, ja que,
os estudos e resultados alcancados servirao de referéncia para os proximos estudantes, a

fim de garantir a consolidacao desta linha de pesquisa no PPGF.

Este trabalho esta organizado da seguinte maneira: no capitulo 2 é apresentada a
trajetoria do surgimento da Optica nao linear e descritos alguns conceitos fundamentais
com énfase nos processos de A2F e suas diversas aplicagoes tecnologicas. No capitulo
3 foi descrito detalhadamente o sistema experimental utilizado na microfabricacao via
P2F e sua perspectiva historica. Além disso, buscou-se compreender como o feixe gaus-
siano ao se propagar por lentes objetivas alteram a geométrica do ponto focal, posto
que, a ocorréncia da absor¢ao nao linear possui dependéncia especial. Em seguida, foram
abordadas as nocoes basicas da metodologia de microfabricagao, explicado o processo de

fotopolimerizacao por radicais livres e definido a quantidade grau de conversao.

No capitulo 4, é descrito a etapa de sintese das fotoresinas incorporadas com NPs
utilizadas para construcao dos arcabougos microgrooves por meio da técnica de micro-
fabricac@ao por escrita direta a laser via P2F. Ainda neste capitulo, as fotoresinas foram
caracterizadas usando varios métodos de espectroscopias e para avaliar o efeito citotoxico
das fotoresinas, foram submetidas ao método de exclusao do azul tripan durante 72 h de
cultura. Posteriormente, a rigidez das células sob influéncia do arcabouco e do filme foi
investiga via AFM. Por fim, no capitulo 5 serao apresentadas as consideragoes finais deste

projeto de pesquisa e as perspectivas de futuros trabalhos.
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2 ABSORCAO DE DOIS FOTONS (A2F) - FUNDAMENTAGAO TEORICA,
CONTEXTO HISTORICO E APLICACOES

Neste capitulo sera discutido as bases tedricas que sao relevantes para compreensao
do fenémeno de A2F, os parametros fisicos mais importantes e como a 6ptica nao linear
explica o surgimento deste efeito pela interacao entre a luz e a matéria. Além disso, serao
discutidas também algumas aplicagoes que utilizam estes processos 6pticos nao lineares
como base teodrica, as quais estao compreendidas na biologia, na 6ptica, na fotonica e em

outras intimeras areas que atuam de forma interdisciplinar.

2.1 CONTEXTO HISTORICO

Diante do contexto histérico, a teoria do fendémeno de A2F foi conhecida em ambito
cientifico a partir dos estudos da fisica teérica Maria Goppert-Mayer, apresentados em
sua tese de doutorado na Goéttingen University em 1931 [1], ano em que a mesma propoe
que um atomo ou uma molécula apds interagir com uma fonte de luz de alta intensidade
provoca a transicao eletronica de um nivel de baixa energia para um nivel de alta através
da absorcao simultanea de dois fo6tons. Deste modo, de acordo com os principios da teoria

quantica, Mayer obteve a probabilidade de ocorrer a transicao eletrénica por A2F.

No entanto, somente ap6s 30 anos mediante o desenvolvimento do primeiro laser
optico em 1960 por Theodore Maiman [2| possibilitou a verificagdo experimental, posto
que para prosseguir com o aparato experimental fosse preciso de uma fonte intensa de
radiagao eletromagnética monocromatica, em razao da probabilidade de ocorréncia da

transicao eletronica ser numericamente pequena [3].

Diante disso, em 1961 Kaiser e Garrett realizaram a comprovacao experimental
deste fendémeno nao 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
eur6pio (CaFy:Eu™) com 1 mm de espessura. Ao iluminar a amostra obtiveram o sinal
de fluorescéncia por A2F caracterizada em torno de 425 nm [4], como registrado na figura
2.1. Isso indica que o campo incidente promove a transi¢ao de um elétron inicialmente no
estado fundamental (nivel real) para o estado intermediario (nivel virtual) pela absor¢ao
de um féton e, quase simultaneamente, ao absorver um segundo féton permite o elétron
alcangar um estado de energia superior (nivel real) como resultado induz a fluorescéncia

do material.



Figura 2.1: Primeira comprovagio experimental de A2F demonstrada pela emissdo de fluorescéncia do
cristal de CaFy:Eu™? sob incidéncia de luz vermelha 694,3 nm.
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Fonte: Kaiser, Garrett [4].

Observa-se que foi feito uma comparacao entre a luz do laser que foi incidida no
material na regiao de A= 694,3 nm e do sinal de fluorescéncia do cristal por A2F na regiao
com comprimento de onde na faixa de 425 nm com emissao de luz azul, desta maneira,
forneceram uma confirmacao pratica do conceito de absorcao simultanea de dois fotons,

que até entao era apenas tedrica.

Além disso, para homenagear Goppert-Mayer por sua descoberta inovadora, as
iniciais de seu nome foram destinadas para representar a unidade da grandeza secao de
choque de A2F do material medida em 1 Goeppert-Mayer (GM) equivalente a 1x10~°°

cm?*.s.molécula™ [5].

Atualmente estes resultados a respeito da A2F sao utilizados como bases teéricas
para investigacoes cientificas em inimeras aplicagoes, bem como: na microscopia nao
linear [6], microscopia biologica [3], armazenamento oOptico tridimensional de dados [7],
microfabricacao litografica [8], terapia fotodinamica [9] e terapia fotodindmica antimicro-

biana no campo da ortodontia [10] [11], dentre outras.

2.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A partir dos processos fisicos da interacao da luz do laser no regime de altas
intensidades com a matéria, foram observados os efeitos de absor¢ao de dois fétons, assim
como outros fendomenos, que sao regidos pelos principios da 6ptica nao linear. Considera-
se que, os atomos ou as moléculas de um meio especifico sejam tratados como materiais
dielétricos, isotropicos e uniformes que serdo submetidos a radia¢ao eletromagnética [12].
Os dielétricos possuem caracteristicas especificas, pois as cargas elétricas que constituem
o material tém cargas ligadas fortemente aos atomos. Os materiais sao considerados
isotropicos quando suas propriedades, tal como a susceptibilidade, nao se alteram com a

mudanca de diregoes permanecendo constantes [13].

Primeiramente considere que se obtém uma resposta linear deste material intera-
gindo com o campo elétrico aplicado, onde se admite intensidades que nao sejam muito
intensas. Em resposta ao campo elétrico, é causada uma distor¢ao na configuracao das

cargas dos atomos no dielétrico e surge um momento de dipolo por unidade de volume ou



também chamado polarizagao induzida ﬁ(t), a qual dependente do tempo e é paralela ao
campo elétrico E (), ou seja, depende linearmente com a intensidade do campo elétrico

aplicado e pode ser descrita pela expressao:

P(t) = eoxE(1), (1)

em que Y é uma constante de suscetibilidade elétrica linear do meio que estéa relacio-
nada a estrutura microscopica da substancia trabalhada e ¢y representa a permissividade
elétrica do vacuo, sendo que, para simplificar a notacao tanto a polarizacao como o campo
aplicado, dados por P(t) e E(t), sdo tratados como grandezas escalares e descartamos a
natureza tensorial de y na equacdo (1) e nas demais. E usado A para representar uma
quantidade A qualquer que varia rapidamente no tempo. Na equagao (1) é considerado

que ﬁ(t) somente depende do valor instantaneo da forca do campo elétrico.

Os meios que se comportam pelas propriedades fisicas descritas sao conhecidos por
meios dielétricos lineares. Considerando os efeitos da polarizacao em ordens macroscopi-
cas, em um grupo de moléculas de determinados materiais dielétricos, quando colocados
na presenca de um campo elétrico E(t), acontece que as cargas dentro do atomo serao
influenciadas por este campo, de modo que, as cargas elétricas de cada molécula terao seus

momentos de dipolos induzidos alinhados pelas forcas atribuidas pelo campo elétrico [14].

Em principio, pode-se generalizar a equagao (1) para descrever a resposta nao
linear em materiais na presenca de campos eletromagnéticos extremamente altos com
amplitudes numericamente proximos da intensidade do campo interatomico que liga os

elétrons ao sistema, o qual pode ser calculado pela relacao: E,; = < 2, em que tais

4meo(ao)?
parametros sao: —e é a carga elétrica do elétron e ag é o raio de Bohr do atomo de
hidrogénio. Desta forma, resulta em um campo elétrico da ordem de E, = 5,14 x 10!
V/m [15]. Por consequéncia, as cargas elétricas contidas no material sdo perturbadas pela
fonte de luz muito intensa que gera efeitos 6pticos nao lineares que obedecem a seguinte

relagao [16]:

P(t) = e XVE®) +xPEX(t) + xOE(t) + ..
P(t) = Pt)+ P*(t) + P*(t) + ... (2)

onde Y@ e y® sdo chamadas de susceptibilidades 6pticas nao lineares de segunda ordem
e terceira ordem, respectivamente. Nota-se que, nesta situacao, a polarizagao correspon-
dente é uma série de poténcias do campo elétrico, onde na equagao (1) havia somente
o termo inicial. Nas equagoes (1) e (2) é assumido que a resposta do meio serd instan-
tanea, este é o tratamento mais simples e sugere que ao aplicar o campo no material

instantaneamente surge a polarizacao.



Vale ressaltar que, estas grandezas fisicas de interagdes Opticas nao lineares de
segunda (P2(t)) e terceira ordem (P3(t)) se diferem entre si e descrevem varios processos

6pticos nao lineares dependendo do tipo de material que esta sendo trabalhado.

Na pratica, é visto que a susceptibilidade de segunda ordem somente acontece em
materiais caracterizados por serem nao centrossimétricos, que sao aqueles meios que nao
possuem simetria de inversao, exemplo disso, sdo os cristais de Niobato de litio (LiNbO3),
de Sulfeto de cadmio (CdS), de Nitrato de litio (LilO3), de Quartz, dentre outros. Estes
meios sao responsaveis por desencadear o processo de retificagao optica [14], [17], geragao
de segundo harmoénico [18|, como resultado deste efeito, o segundo termo da equagao (2)

torna-se proporcional ao quadrado da intensidade do campo aplicado [15].

Note-se que, do ponto de vista histérico, o desenvolvido do primeiro laser foi um
marco para o surgimento da 6ptica nao linear, isso porque um ano apoés este aconteci-
mento, além da comprovacao da A2F por Kaiser e Garrett, foi descoberto em 1961 por
Franken e colaboradores [19] outro fenémeno nao linear conhecido por geragao de segundo
harmonico. Neste experimento realizado foi usado um cristal de quartz, onde foi possivel
obter a emissao de luz ultravioleta (UV) com A = 347,2 nm a partir da incidéncia de um

feixe laser de rubi operando em 694,2 nm por meio do cristal de quartz.

Por outro lado, a susceptibilidade de terceira ordem independe das caracteristicas
de simetria do material, de modo que, pode ocorrer tanto em meios nao centrossimétricos
(assimétricos) como em meios com um centro de simetria, chamados centrossimétricos
ou também conhecidos por terem uma “simetria de inversao”. Tal interagao provoca
fendmenos baseados no efeito Kerr optico ou autofocaliza¢ao [20] em que o indice de
refragdo ¢ dependente da intensidade da luz no material, A2F [3|, geragao de terceiro
harmonico e geragao de soma e diferenca de frequéncias. Os materiais como sélido, liquidos

e gases amorfos sao exemplos de meios centrossimétricos.

2.2.1 Processo de absorgao de dois f6tons

O processo de absor¢ao multifoténica, classificado como um processo nao para-
métrico se inicia quando uma fonte de luz com alta intensidade incide na molécula, tal
interacao permite induzir uma transicao 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 absor¢ao simultanea de dois ou mais f6tons [23].

Em geral, o fenomeno de A2F tem duas possibilidades para ser estabelecido, as
quais s@o ilustradas na figura 2.2. Na primeira situacdo, figura 2.2(b) os f6tons podem
ter as mesmas frequéncias f, com E; = Fjy, tal processo é conhecido por degenerado [24].
Ja na segunda situagao, figura 2.2(c) as frequéncias dos fotons sao diferentes, dadas por

f1 e fa, tal configuracdo é chamado por nao degenerado [25].
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No entanto, é importante que a soma das energias dos fotons F; + FEs, recebida
da fonte de excitacao externa, seja equivalente a diferenca de energia entre os estados
eletrénicos do sistema, ou seja, devem estar em ressonéncia. Ao comparar o processo de
absor¢ao de um foton (A1F) com a A2F, observa-se que a energia absorvida na transigao
eletronica de um foton, mostrado pelo diagrama de energia na figura 2.2(a), deve ser
igual a soma das energias dos dois fétons absorvidos durante a transicao eletronica, sendo
que, pelo processo degenerado de A2F cada foton terd metade da energia necesséaria na

absorcao linear.

Figura 2.2: Tlustragao do processo de (a) absorcao linear e A2F no caso (b) degenerado (fétons tém
mesma energia) e (¢) ndo degenerado (fotons tém energias diferentes). Niveis virtuais sdo representados
por linhas tracejadas e niveis reais por linhas preenchidas.

(a) "2 [g)
hf s
«¥4|f)
(b) A g) (© .z 18
y |
2 hf hfy hf
hf
’ Yo ) "tz Y. 10

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota-se um ponto importante no processo de A2F, somente é possivel acontecer
devido ao surgimento de um nivel intermediario virtual que se difere de um estado esta-
cionario real do sistema, pois o mesmo fica durante um periodo de tempo muito curto,
na ordem de femtossegundos (correspondente a 1071 s) e em seguida desaparece. Logo,
especificamente para ocorrer um salto quantico, é necessario que os dois fétons estejam

no estado real de mais alta energia antes do decaimento do estado intermediério virtual.

Deduz-se, portanto, que ha um tempo limite para que o estado intermediario virtual
permanega, conhecido por tempo de vida (At), que é criado por meio da absor¢ao do
primeiro f6ton pelos processos de interacao de radia¢ao e matéria [26]. O tempo de vida
do nivel intermediério virtual é regido pelo principio de incerteza de Heisenberg e obedece

a seguinte relacao:

AFEAt >
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Ou ainda isolando At, tem-se:

h
At > AR (4)
em que AFE é a variagao entre a energia do estado virtual e a energia estado real. Ao
analisar a equagao (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 que o tempo de vida do estado virtual deste sistema permanecera por um periodo de
tempo maior. Para se ter no¢ao da duracao do tempo de vida do estado virtual destinada
para ocorrer a transicao dos fotons, como exemplo, suponha que AE = 1,55 ev que
equivale a um féton com A = 800 nm, resulta em um tempo cerca de aproximadamente
2,12 x 10716 5. 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, nestas condigoes o coeficiente de absor¢ao do material «(I) possui
dependéncia com a intensidade da radiacao incidente do laser, que é dada pela expressao
[15]:

a(I) = pI, (5)

onde B é um coeficiente que descreve o processo de A2F e I é a intensidade do feixe de

luz incidente. O coeficiente de absorgao linear oy do material foi omitido na equagao (5),

pois é esperado que a fonte de excitacao esteja fora do espectro de absorcao linear do

material, sendo assim, tera valor nulo. O coeficiente de A2F esté diretamente relacionado

com a parte imaginaria da susceptibilidade de terceira ordem, dada por [30], [31]:
2no2eoc?

me(3) = 3—&)5‘ (6)

A responda do material ao campo aplicado pode ainda ser expresso em termos
de outra quantidade fisica, isto é, pela secao de choque de A2F que esta relacionado ao
coeficiente de A2F pela seguinte equacao: & = N@OB, onde Ny é nimero de moléculas
por cm? [28]. A grandeza segiao de choque de absorgiao ¢ uma propriedade do material e
pode ser interpretada como a area efetiva que provavelmente uma particula (atomo) ira

absorver a frequéncia do laser incidente [15].

Com base na lei de Beer-Lambert se torna possivel interpretar como se da a variacao
da intensidade da luz no material cuja descricao estabelece que: A intensidade da luz

incidente ao se propagar no interior de um meio nao linear com espessura Az diminui de
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maneira exponencial, uma vez que, parte da luz seré absorvida como ilustrado na figura

2.3, deste modo, tal lei pode ser obtida pela equacao diferencial [32]:

dr

— = —al
= —al, 7)

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

material no decorrer da coordenada z.

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

|
Io I
) —
A
dZ

Fonte: Adaptado de Lakowicz [32].

Ao resolver a equacao anterior por integragao, considerando as condigoes de con-
torno Iy # 0 e zp = 0, tem-se a lei de Beer-Lambert [33]:

I(z) = Ine™*, (8)
onde Iy refere-se & intensidade de luz incidente na entrada do material e z é o eixo de

propagagao da luz absorvida pelo meio. Ou ainda substituindo a equagao (5) em (7):

dl(z)

dz AL ©)

Este resultado estabelece que a probabilidade do meio absorver simultaneamente
dois fotons serd proporcional ao quadrado da intensidade da luz usada para excitacao,

esta relacdo nao linear expressa na equagao (9).

Espacialmente, a densidade de fétons ao longo do eixo 6ptico de lasers pulsados de
femtossegundo ¢ maior no ponto focal e em regioes espaciais mais afastadas os fétons se

tornam menos frequentes como ilustrado pela figura 2.4.
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Figura 2.4: (a) Distribuicao da densidade de fétons pela trajetoria de lasers pulsados de femtossegundos.
(b) Comparagao da compressao temporal de fétons em lasers continuos e pulsados.

(a) Compressdo espacial de fotons (b) Compressdo temporal de fotons ao
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Fonte: Adaptado de Stutzmann, Parker [34].

Esta configuracao espacial dos fotons estéd diretamente associada ao perfil trans-
versal da intensidade do feixe gaussiano que é suficientemente alta na regiao central, e
consequentemente, no plano focal possui a maior probabilidade de ocorrer a A2F, ja em

regioes mais distantes a probabilidade é reduzida.

Na figura 2.5(a) ¢ observado o resultado experimental do sinal de fluorescéncia
de uma solucao a base de fluoresceina, onde é possivel visualizar a trajetoria dos perfis
dos feixes gaussianos. Ao interagir com a fonte de luz na faixa do UV, em toda regiao

fluorescente ocorre absor¢ao por um féton.

Por outro lado, na figura 2.5(b) observa-se que é possivel induzir um fenémeno
nao linear de A2F, porém requer um laser de femtossegundos de alta intensidade com
comprimento de onda na faixa do infravermelho (IR), . Como mostrado na ilustragao, so-
mente ha fluorescéncia no volume focal da amostra, pois apenas nesta pequena regiao tem
energia suficiente para o meio absorver simultaneamente dois fétons, que juntos possuem
a energia da luz UV. Observa-se também que a absor¢ao nao linear melhora a resolugao
espacial do perfil do feixe gaussiano, de modo que, este tamanho é menor em comparagao
ao processo de A1F. Na figura 2.5(c), note que a integral da intensidade do feixe do laser
é constante ao longo do eixo de propagacao 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.
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Figura 2.5: Comparagao do sinal de fluorescéncia de uma amostra com fluoresceina excitada por A1F e
A2F. (c) Intensidade integrada associada a probabilidade de ocorrer A1F permanece sempre continua ao
longo do eixo 6ptico. (d) A intensidade ao quadrado integrada é maior no ponto focal, consequentemente,
a probabilidade de A2F possui maior ocorréncia nessa regiao.

(© @) [ o,
| Intensidade J (Intensidade)

Distancia (um)
Distancia (um)

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 utilizagao em
diversas dreas tecnolodgicas, exemplo disso, é o processo de gravagao 6ptica de informacoes
em filmes com determinadas espessuras. A partir da incidéncia do feixe laser, que opera em
regime pulsado, ao percorrer uma abertura numeérica ¢é focalizado no volume do material e

possibilita a gravagao de informagoes através das alteragoes 6ptica causadas pela A2F [37].

O primeiro dispositivo de armazenamento 6ptico de informacgoes em 3D foi reali-
zado por Parthenopolous e Rentzepis [38] em 1989, por meio de um material polimérico do-
pado com corante fotocromico, sendo que, 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 informagoes armazenadas pela técnica anterior de armazena-
mento 6ptico bidimensional que se restringe a uma quantidade de apenas 10® bits/cm? [39)].
Posteriormente, vérios outros estudos foram introduzidos para facilitar a leitura das in-

formagoes armazenadas pelos feixes infravermelho por A2F, além da utilizagdo de ou-
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tros materiais fotossensiveis, como por exemplo, o polimero poly(methylmethacrylate)
(PMMA) incorporado com 2% de cromoforo chamado AF240 [7-benzothiazol-2-y1-9,9-
diethylfluoren2-yl)diphenylamine| [7], ou ainda dopado com outro fotocromoforo Disperse
Red 13 (DR13) [40], em que os autores conseguiram registrar informagoes ao promover a

birrefringéncia no material via absor¢ao nao linear.

2.3.2 Terapia fotodinadmica

A terapia fotodindmica consiste em um procedimento utilizado como alternativa
no tratamento de diversas doencas, as agoes prestadas por esta técnica tem sido eficiente
desde o tratamento de canceres, no campo odontolégico no combate de infeccoes até
patologias dermatologicas [41], [42]. Esta terapia se baseia na interagdo de uma fonte
de luz, com comprimento de onda apropriado, utilizada para excitacao de substancias

fotoquimicas, que consiste em um fotossensibilizador nao téxico.

Portanto, no processo quando as moléculas presentes no fotossensibilizador exci-
tadas pela luz entram em contato com as moléculas de oxigénio molecular O, contidas
no ambiente, elas serao ativadas e vao reagir quimicamente desempenhando proprieda-
des especificas através da producgao de substancias fototoxicas no local da aplicacao da
substancia, que sao conhecidas por oxigénios reativos citotoxicos, os quais possuem ca-
pacidade de provocar a morte celular de micro-organismos patogénicos, mas também em

células cancerosas [43].

Essa terapia tem uma resposta extremamente benéfica nos tratamentos, pela habili-
dade de causar danificagao dos sistemas celulares patogénicos. O sucesso deste tratamento
é possivel devido a formacao dos oxigénios reativos que se originam a partir da absorc¢ao
dos fotons pelas moléculas do fotossensibilizante, por meio da A2F ocorre a transicao
eletronica do estado fundamental de menor energia para um estado excitado de maior

energia.

Deve ocorre que as moléculas excitadas quando em contato com oxigénio no es-
tado tripleto transferem partes de suas energias, como resultado o oxigénio no estado
tripleto ficam altamente reativo e instavel, retornando ao seu estado fundamental e por
consequéncia desta reagao proveniente da terapia fotodindmica, se tem a formacao do
estado singleto [44], que é responsavel por destrui¢oes irreparaveis nas células desejadas

causadoras das doencas.

2.3.3 Microscopia multifotonica

A microscopia multifoténica, teve origem em 1990 com as pesquisas de Webb e
colaboradores [45], € um método promissor que permite ser aproveitada principalmente

em aplicagoes biolégicas, a qual é indispensavel para analises de processos biol6gicos em
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monitoramento de células fornecendo aspectos estruturais e funcionais.

Nesta técnica a amostra serd excitada por meio da absorcao simultanea de dois
fotons com o comprimento de onda do laser préoximo da faixa do IR, logo, se caso a amostra
possuir absorcao linear no ultravioleta, ela seré transparente para a frequéncia de excitagao
usada, devido estas caracteristicas o feixe laser possui capacidade de penetrar no tecido
ao longo de uma maior profundidade sem causar enormes agressoes fisicas prejudiciais na
regiao irradiada. Deste modo, além de apresentar minima violagao do organismo vivo,
também sao obtidos imagens das amostras biologicas nas regioes desejadas com maior

resolugao através da alta intensidade de fluorescéncia emitida por elas [46].

A microscopia multifoténica torna-se mais vantajosa em comparacao ao método
de microscopia confocal linear (Confocal Laser-Scanning Microscopy - CLSM) que ao
invés de excitar o tecido via A2F utiliza a técnica de A1F. Portanto, na microscopia por
A2F (Two-Photon Laser-Scanning Microscopy - TPLSM) a area do tecido submetido a
excitacao é mais restrita espacialmente interagindo somente no plano focal com a parte
escolhida da amostra, este aspecto reduz a possibilidade de ocorréncias de fotolesoes ou
fotodegradagao, como é causada no caso do método CLSM em que o feixe laser na faixa
do visivel vai interagir por toda secao transversal tecidual, isto é, dentro e fora do ponto
focal, mas também outra desvantagem do método CLSM é que possui limitagoes na
profundidade de penetragao [47], [48], como retratado na figura 2.6 esta diferenga entre

os dois métodos.

Figura 2.6: Diferenga entre o método CLSM e TPLSM.

Fonte: Potter [49].

Na literatura sao intmeros os trabalhos realizados que utilizam microscopia de
fluorescéncia de absor¢ao por dois foétons, como exemplo, foram geradas imagens em trés
dimensoes de neurdnios com a finalidade de acompanhar o comportamento destes siste-

mas biologicos que sao essenciais no estudo de doencas degenerativas, pois proporciona
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compreender melhor os fatores causadores [50-53].

2.3.4 Microfabricagao por P2F

Dentre os muitos processos de escrita direta laser, a técnica aditiva de P2F atrai in-
teresse especial por sua capacidade de estruturar um modelo 3D pela montagem do objeto
proposto, camada sobre camada, com emprego minimo e suficiente de material. A técnica
baseia-se na interagao nao linear da radiagao laser de pulsos ultracurtos (fs) com resinas
fotossensiveis, onde reagdes quimicas altamente localizadas resultam na polimerizacao do

material, chegando a resolucoes de até 100 nm.

Sao encontrados intimeros trabalhos baseado em microestruturagao 3D via P2F nos
ultimos anos e ainda com grande perspectiva de crescimento, envolvendo pesquisas em di-
ferentes campos, tais como na micro-eletronica, micro-fluidica [54], nanofoténica [55], bio-
engenharia [56], dispositivos médicos [57], 6ptica nao-linear, [58] sistemas de comunicagao,
entre outros [59-60|. Com particular interesse na area da bioengenharia, sdo desenvolvi-
dos diversos arcaboucos que variam quanto sua geometria, complexibilidade, composi¢ao
quimica e funcionalidade, além da busca em sintetizar fotoresina biocompativel, biode-
gradéavel e com reduzida citotoxicidade [61]. Neste topico a técnica de microfabricagao
via P2F foi abordada de maneira sucinta, porém no capitulo a seguir serao abordados em

detalhes a metodologia, os avangos e suas aplicagoes.
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3 MICROFABRICACAO VIA POLIMERIZACAO POR ABSORCAO DE DOIS
FOTONS

Neste capitulo, sera descrito em detalhes os aspectos fundamentais que constituem
a técnica de microfabricacao via P2F. Em seguida, sera explicado o processo de fotopoli-
merizacao, os materiais utilizados, os dispositivos 6pticos necessarios para a investigacao,
o entendimento e dominio destas informagoes que sao essenciais para o aprimoramento

desta importante técnica.

3.1 CONTEXTO HISTORICO

De modo geral, a microfabricagao mostrou-se capaz de atuar de maneira interdis-
ciplinar e relacionar diversas areas cientificas, que refletem na criagao de subéreas como,

por exemplo, microtecnologia, microfluidica, microeletronica, dentre outras [1].

Em especial, a subarea da microfluidica que teve inicio a partir dos trabalhos de
Terry e colaboradores publicados no ano de 1979 em que apresentaram o desenvolvimento
do primeiro microdispositivo, que consistia em um microssistema de Cromatografia Ga-
sosa (CQG) fabricado em um substrato de silicio [2], [3]. Conforme os avangos tecnologicos,
atualmente sao desenvolvidos diferentes dispositivos microfluidicos com a finalidade de

analisar células vivas para compreensao de doencas raras como a Esclerose Lateral Ami-
otrofica (ELA) [4].

Existem varias técnicas que utilizam o método de escrita direta a laser para mi-
crofabricacao, entre elas destaca-se a técnica de P2F. Diante do contexto historico, a
primeira microestrutura tridimensional construida através da técnica de microfabricagao
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 diametro de 7 pum, resolugao espacial na direcao lateral era de 1,3
pm e na direcao longitudinal era 2,2 um que correspondem aproximadamente ao diametro
e a altura do voxel formado, respectivamente como mostrado na figura 3.1, caracterizada

por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

A resina fotopolimerizéavel usada (SCR-500 da Japan Synthetic Rubber Company,
Ltd.) era composta por um fotoiniciador e dois monémeros, sendo o acrilato de uretano e
oligbmeros de acrilato de uretano. A partir deste primeiro trabalho outros pesquisadores
apostaram no potencial desta técnica e desenvolveram varias outras microestruturas com

complexibilidade superior, mas também aplicaveis desde a fisica até a biologia.

Para exemplificar, na figura 3.2, sao apresentados varios exemplos desta técnica,
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Figura 3.1: Imagens MEV da microestrutura em formato espiral construida por microfabricagao via
P2F apos processo de remocgao de residuos nao solidificados.

(a) (b)

Fonte: Maruo et al. [5].

tais como, a constru¢ao de moduladores de luz |6, microvasos com poros e microestrutu-
ras tridimensionais para cultura celular de tecidos biolégicos [7], [8], microagulhas para o
transporte adequado de medicamentos [9], [10], [11], microdispositivos [12], além de sen-
sores microfluidico integrados [13], guias de ondas de luz [14], [15], dentre varias outras

microestruturas.

Figura 3.2: Microestruturas fabricadas via P2F. (a) microvasos com poros, (b) modulador de luz, (c)
arcabougo 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]; Bal¢iunas et al. [12].

O processo de microfabricacao via P2F consiste basicamente em focalizar o feixe
de luz, que opera em regime pulsado na ordem de femtossegundos, através de uma lente
objetiva de microscopio que tem a capacidade de direciona-lo até a resina polimérica,
caracteristica devido aos componentes presentes utilizados em sua sintese. A figura a

seguir mostra em detalhes esta configuracao experimental.
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Figura 3.3: Interagao 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 microfabrica¢ao tendo em
visto como objetivo fabricar estruturas da ordem de micréometros, nao é vantajoso utilizar
comprimentos de onda na regiao da absor¢ao linear do material, pois a probabilidade de
ocorrer A1F é mais elevada e ocorre ao longo de todo o eixo de propagacao do feixe laser
pela amostra fotossensivel [17], por isso, uma regido enorme da resina sera polimerizada
uniformemente, sendo impossivel confeccionar microestruturas bem definidas e com alta

resolucao.

Todavia, devido aos processos de absor¢ao multifotonica ser seletiva espacialmente,
assim como na A2F, tal fen6meno passou a ser estudado como uma op¢ao para induzir pro-
priedades 6pticas nao lineares em compostos poliméricos. Por este motivado, é necessario
promover um fené6meno nao linear de absorc¢ao por dois fétons que devido a probabilidade
de A2F ser diretamente proporcional ao quadrado da intensidade da luz, vai restringir a
absorg¢ao nao linear do material somente ao volume focal. Assim, dando origem ao menor
elemento de volume polimerizado que permite atribuir formas as microestruturas. Um
cuidado importante no processo de fabricacao das estruturas é que para haver somente
A2F é preciso que a fonte de excitacao tenha o comprimento de onda distante da regiao

de absorcao linear das moléculas do fotoiniciador e do monémero.

3.2 POLIMERIZACAO POR ABSORCAO DE DOIS FOTONS (P2F)

Amplas sao as técnicas empregadas nos processos de microfabricagao, dentre elas,

se destaca a técnica de P2F através da formacao de radicais livres. Esta metodologia de
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fotopolimerizacao por radicais livres permite a construcao de microestruturas complexas
polimerizadas de maneira eficiente, a partir da interacao da radiagao eletromagnética com

substancias especificas formadas por monoémeros e fotoiniciadores.

O processo de fotopolimerizacao por radicais livres usado na microfabricagao via
P2F ¢ constituido de trés etapas, conhecidas por: iniciagao, propagagao e terminagcao,
representadas pela figura 3.4. Na primeira etapa, o monoémero e fotoiniciador sao expostos
a energia luminosa, durante esta interacao, no material ocorrem reagoes quimicas que
permitem a quebra de ligacoes das moléculas do fotoiniciador, os quais absorvem a luz e
formam os radicais livres. Na etapa subsequente, os radicais livres atuam nos monoémeros,
e como consequéncia, as ligacoes duplas entre carbono nas moléculas dos mondémeros
sao rompidas e se conectam com as ligagoes em aberto dos radicais livres. Estas novas

estruturas moleculares formadas sdo denominadas de centros ativos [18].

Figura 3.4: Esquema representativo do processo de reacao fotoquimica da P2F, é destacado (a) quebra
de ligacao do FI, (b) obtengao do radical livre; (¢) ligagao entre o radical livre e a molécula do mondmero,
seguido pela quebra da ligacao dupla C=C e (d) formagao dos centros ativos.

(@) (b)
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Fonte: Adaptado de Tomazio [19].

Em seguida, na etapa de propagagao como o nome sugere, consiste no desenvol-
vimento e do aumento do tamanho da cadeia polimérica por meio de ligacoes entre os
centros ativos com outros mondmeros, ja que, na resina possui maiores quantidades de

moléculas de mondémeros do que de fotoiniciadores.

A ultima etapa é o processo de terminagao, na auséncia dos agentes (mondmeros),

os centros ativos reagem com outros centros ativos finalizando o crescimento da cadeia
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molecular. A taxa de formacao dos radicais livres sob interacao com a luz depende essen-
cialmente da porcentagem de concentracao do fotoiniciador adicionado ao material e de
sua eficiéncia em absorver o comprimento de onda para que ocorra com éxito a polimeri-
zacao da resina. ApoOs as reagoes quimicas, no caso de resinas negativas, elas se tornam

solidas, como seré discutido na se¢ao a seguir.

Pode-se notar experimentalmente que, em geral, a regiao superficial da resina apre-
senta uma camada que dificilmente serd polimerizada. Este aspecto se deve a reacao do
oxigénio, disperso em maior concentracao na atmosfera, com os radicais livres formados
a partir da excitacao eletronica das moléculas do fotoiniciador. As interacoes de am-
bos componentes impedem a formacao dos centros ativos e causa uma nitida diminuicao
na eficiéncia da fotopolimerizacao, resultando na formacao de cadeias poliméricas mal

estruturadas.

A redugao da taxa de conversao polimérica na interface ar-amostra acontece devido
as reacoes das moléculas O, contidas no ambiente com os radicais livres formando um
radical peroxido, por isso, torna-se importante o conhecimento de sua influéncia, pois

resulta na inibi¢do do processo pelo oxigénio [20], [21].

Contudo, diante da metodologia de fotopolimerizacao se tem conhecimento da exis-
téncia de um limiar de polimerizac¢ao (linha pontilhada em azul na figura 3.5), definido
como sendo a poténcia minima capaz de polimerizar um elemento de volume, onde para
as intensidades do feixe gaussiano inferiores ao limiar de polimerizacao nao ocorrera po-

limerizagao do material como desejado.

Esta informacao é tutil para confec¢oes de microestruturas tridimensionais englo-
badas em um determinado volume da resina, no entanto, se torna desvantajosa para

fabricagao de filmes finos em duas dimensées devido o efeito do oxigénio [22], [23], [17].

Na pratica, o limiar de polimerizacao revela que a intensidade de excitacao for-
necida ao material no processo de escrita é extremamente relevante, porque reflete na
qualidade e nas propriedades mecéanicas das microestruturas fabricadas, assim como, ou-
tros parametros também influenciam, a saber, velocidade de escrita, tempo de exposicao,
entre outros. Diante disso, o limiar de polimerizacao diz quais intensidades do laser real-

mente sao necessarias para acontecer a fotopolimerizacao, como mostrado pela figura 3.5.
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Figura 3.5: Microestruturas obtidas de acordo com a intensidade do feixe gaussiano. (a) Para intensi-
dades acima do limiar de polimeriza¢do ocorrem microexplosdes, (b) intensidades proximas do limiar se
obtém estruturas rigidas com boa qualidade e (¢) muito abaixo ndo ocorre polimerizagao.

Intensidade

a) Polimerizagdo em

/.\ excesso (Microexplosdes)

Limiar de
polimerizacio

/\ imerizagéo

Didmetro do voxel

b) Polimerizagdo

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

Na situagao da figura 3.5(a), se fornecida uma elevada intensidade da fonte lumi-
nosa, (regiao acima da linha tracejada em vermelho), vai causar danos na microestrutura
fabricada e consequentemente, se observa microexplosoes nas paredes da resina polimeri-
zada [16]. No segundo caso, em 3.5(b) é possivel obter estruturas adequadas ajustando a
intensidade proxima ao limiar de polimerizacdo (representada pela linha tracejada azul).
Na ultima situagao, mostrada pela figura 3.5(c), para intensidades da fonte luminosa
muito abaixo do limiar de polimerizac¢ao (representada pela linha tracejada em preto),
devido a baixa energia e consequentemente baixa poténcia, nao se inicia as reagoes qui-
micas de fotopolimerizagao e a estrutura mal polimerizada apresenta as paredes instaveis,

rompidas e pouco visiveis.

3.2.1 Tipos de resinas

Encontram-se comercialmente dois tipos de resinas destinadas para construcao de
microestruturas, as quais podem ser classificadas como positivas ou negativas e se diferem
por suas caracteristicas fisicas e quimicas. Nas resinas positivas, em geral sao solidas e
quando suas regioes sao colocadas na presenca da radiagao ultravioleta ocorrem reagoes
fotoquimicas que permite o composto perder sua resisténcia e enfraquecer ocorrendo a

ruptura das suas ligagoes da cadeia principal do polimero [25]. Este tipo de resinas sao
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utilizadas, 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 solucao liquida viscosa, conforme
as regioes do material sao submetidas a radiacao da luz no comprimento de onda do
UV se tornam soélidas por meio das ligagoes da cadeia molecular. Elas sao geralmente
utilizadas em processo de escrita direta a laser por P2F. A figura 3.6 apresenta um esquema

ilustrativo que demonstra as diferengas dos dois tipos de resinas [9].

Figura 3.6: Esquema ilustra a diferenca bésica entre as resinas (a) positiva e (b) negativa no processo
de exposigao a luz UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2.2 Grau de conversao

A fim de mensurar a capacidade que a fotoresina possui para desempenhar o pro-
cesso de fotopolimerizagao com eficiéncia, é investigada a taxa ou grau de conversao (GC')
polimérico. Basicamente, é entendido como o indice percentual capaz de indicar quanto
do material foi realmente utilizado na etapa de polimerizacao, isto é, a porcentagem de
mondmeros iniciais convertidos em cadeias poliméricas, por isso é de suma importancia

utilizar um excelente fotoiniciador para que o grau de conversao seja elevado.

Durante o processo de radicalizacao uma enorme quantidade de mondmeros, que
nao participaram da etapa seguinte de propagacao dos centros ativos, ficam contidos na
resina, como também fotoiniciadores nao reagidos, tais residuos obtidos sao inevitaveis,

pois raramente a fotopolimerizacao é realizada por completo.

A taxa de conversao polimérica varia de acordo com o tipo da resina, ja que
depende das propriedades dos mondémeros e dos fotoiniciadores usados em sua sintese, mas
também depende dos parametros utilizados no processo de polimerizacao. Geralmente na
literatura, sao encontrados alguns valores do grau de conversao ditos aceitaveis que estao
compreendidos na faixa de 20% até 90% [26].
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Este parametro quantitativo pode ser obtido através de diversos métodos diferen-
tes, como por exemplo, por medida de fotocalorimetria, espectroscopia Raman, Espec-
troscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), dentre outros meio de

caracterizacao [20].

O tipo de caracterizacao empregado neste estudo é o método de espectroscopia
Raman pela comparacao de dois picos especificos do espectro Raman que influenciam e
participam quimicamente do processo de radicalizagao da cadeia polimérica. Como discu-
tido no inicio desta segao 3.2, é proposto que em resinas ainda liquidas, seus monoémeros
apresentam ligagoes duplas entre carbonos (C = C) com pico caracteristico em 1640 cm™!
(vinil) e somente através da formagao dos polimeros estas ligagoes sdo quebradas se trans-
formando em ligagoes simples intermoleculares entre carbonos (C — C), de modo que, apos
as reagoes quimicas ocorridas no material espera-se que este pico em 1640 cm™! (C = C)

tenha uma reducao de sua intensidade devido ao resultado da formagao dos polimeros.

O segundo pico avaliado corresponde as ligagoes com modos vibracionais de C =
O (grupo carbonila) centrados em 1730 cm™!, porém, estes picos nao variam de maneira
significativa na etapa de fotopolimerizagao [27]. Portanto, ao serem feitas as medidas do
espectro Raman da resina nao polimerizada (Liquida) e comparado ao espectro Raman da
amostra apos a etapa de polimerizagao (Solida), é obtido um grafico semelhante a figura
3.7.

Figura 3.7: Tipico espectro Raman da resina polimérica nao polimerizada (curva em vermelho) e
polimerizada (curva em preto) por UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Note-se que as curvas do grafico foram normalizadas tendo como referéncia o pico

em 1640 cm™!, por isso que sua intensidade permanece a mesma e, consequentemente,

1

a intensidade do pico 1730 cm™" vai aumentar apoés a polimerizacao, na figura 3.7 esta

observacao é confirmada.
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Ao considerar as razoes das intensidades dos picos das ligagoes dos compostos (C
= C) e (C = 0), possibilita calcular a porcentagem do GC' correspondente, dada pela

equacao:

Ppol Ppol
e = (1 _ M) % 100% (10)
P1640 /P1730

onde P ¢ Piet veferem-se as intensidades dos picos 1640 cm™" e 1730 cm™" antes
da polimerizagao da resina, respectivamente e P’ e PP% sdo as intensidades dos picos
1640 cm~! e 1730 cm™! apds a polimerizacao, respectivamente. Em resumo, hid uma
diminuigao da altura relativa do pico (C = C) quando comparado ao pico (C = O), que
ao permanecer inalterado é usado como referéncia na realizacao dos calculos. A equacao

(10) permite avaliar a eficiéncia dos compostos presentes na resina polimérica.

3.3 RESINAS POLIMERICAS

Sao diversos os tipos de fotoiniciadores e de mondémeros disponiveis, diante disso,
permite criar varias resinas poliméricas experimentais, as quais se diferem pelo desempe-
nho de suas propriedades, tais como: compatibilidade com solventes, resisténcia, adesao
e até mesmo a biocompatibilidade com materiais biologicos [20]. Além disso, na mani-
pulacao da resina, é permitido acrescentar mais de um mondémero, como também, outros
tipos de componentes, como por exemplo, dopantes, corantes, nanoparticulas, com ob-
jetivo de aumentar a funcionalidade do composto e melhorar a qualidade mecanica da

microestrutura fabricada almejando futuras aplicagoes.

A resina polimérica utilizada na construcao das microestruturas tridimensionais
via P2F estudadas neste projeto é classificada como do tipo negativa e foi preparada por
meio da combinacao de dois componentes principais, monoémero triacrilato e fotoiniciador.
Serao descritos nos dois seguintes topicos 3.3.1 e 3.3.2 estes materiais mencionados, além

de outros componentes que comumente sao procurados para uso nesta linha de pesquisa.

3.3.1 Mondémero

Os monomeros acrilatos apresentam em suas férmulas quimicas compostos con-
tendo grupo carbonila e vinil, figura 3.8. A Pentaerythritol Triacrylate (PETA, C14H;507)
ou também nomeado (|2-(hydroxymethyl)-3-prop-2-enoyloxy-2-(prop-2-enoyloxymethyl)p
ropyl|prop-2-enoate) é um monomero triacrilato, porque possui no total trés grupos de
acrilatos um em cada extremidade, como representado na figura 3.8(a), que na presenga da

molécula do fotoiniciador sdo capazes de reagirem durante a fotopolimerizacao [28]. Este
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composto foi utilizado na manipulacao da resina preparada neste trabalho, ele consiste
em um liquido viscoso, transparente e insolivel em agua, levemente soltivel em acetona

e etanol. Possui peso molecular de 298.29 g/mol e sua féormula molecular é dada por:

(H,C—CHCO,CH,);CCH,OH [29].

Figura 3.8: Estrutura molecular do (a) monémero triacrilato PETA em 2D e (b) em 3D; (c) monémero
diacrilato PEGda; (d) grupo Carbonila e (e) Vinil.
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Fonte: ChemSpider [29], Sigma-Aldrich, [30].

Os monoémeros sao indispensaveis para confeccao das microestruturas, ja que, na
presenca dos radicais livres e dos centros ativos, eles tém como fungao principal se agrupam
e formam uma rede complexa que é conhecida por polimero. Todavia, estes mondémeros
nao conseguem substituir a fungao dos fotoiniciadores, pois sozinhos nao promovem a

polimerizagao quando expostos ao laser, logo os fotoiniciadores sao componentes cruciais.

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

de escrita.

Outro reagente muito conhecido e utilizado por pesquisadores nesta linha de pes-
quisa ¢ o PEG-DA (Poly(ethylene glycol) Diacrylate), um monoémero diacrilato, pois
consiste em dois pares de acrilatos, um em cada extremidade de sua estrutura molecular
como mostrado na figura 3.8(c), frequentemente adotado na preparac¢ao de hidrogéis sin-
téticos [31]. Os hidrogeéis sintéticos sao biomateriais formados por polimeros com grande
afinidade com moléculas de d4gua e maior solubilidade, além de serem biocompativeis,

mais macios, flexiveis e menos agressivos ao meio biologico [32].
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3.3.2 Fotoiniciador

O fotoiniciador Irgacure 369 (2-Benzyl-2-dimethylamino-1-(4-morpholin-opophenyl
)-butanone-1) ou também IRG 369 foi utilizado neste trabalho para formulagao da resina,
mostrado na figura 3.9, é uma substéncia em p6 com peso molecular de 366.5 g/mol e
apresenta solubilidade em acetona, hexanediol diacrylate (HDDA), dentre outros. Suas
moléculas sao capazes de absorver energia proveniente da fonte de excitagao na faixa
do UV, promover absorcao por dois fétons e gerar os radicais livres que corresponde ao

principio do processo de fotopolimerizacao.

Sua aplicabilidade é ampla, ja que, este material permite ser incorporado com
outros fotoiniciadores, como Irgacure 184 e Irgacure 651, na formacao de tintas e verniz,
ou ainda na construgao de microestruturas de diversos tipos. A concentracao de massa
(% massa) do fotoiniciador é determinada com relagdo a massa do mondmero, sendo

frequentemente utilizado de 0,5% até 5%, dependendo da finalidade de sua aplicacao [33].

E mostrado o espectro de absorcao UV-Visivel do fotoiniciador puro dissolvido em
alcool isopropilico pela figura 3.9(b), ele exibi uma ampla banda de absor¢ao centrada em
torno de 325 nm e tem mostrado ser eficiente no processo de polimerizagao na geragao de

radicais livres para P2F usando lasers de femtossegundos na faixa do IR.

Figura 3.9: (a) Estrutura molecular e (b) espectro UV-Visible do IRG 369 puro dissolvido em alcool
isopropilico.
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Fonte: Ciba [33], Oubaha [34].

Exitem também um grupo de fotoiniciadores caracterizados por serem soliiveis em
adgua e muito utilizados na sintese de hidrogéis, como por exemplo, Irgacure 2959 ou
IRG 2959 (usado neste trabalho) (1-|4-(2-Hydroxyethoxy)-phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-1-
propane-1-one) é um composto em po6 na cor branca com pico de absorgao linear centrado

em 276 nm, possui peso molecular de 224.3 g/mol e apresenta também solubilidade em
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etanol, mostrado na figura 3.10 (a) e (b).

Figura 3.10: Estrutura molecular do (a) IRG 2959 e (c) IRG 819. Espectro de absor¢ao do FI (b) IRG
2959 e (d) IRG 819 obtido pelo espectrofotometro UV-VIS-NIR (espectrometro UV-3600, Shimadzu).
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Fonte: Ciba [33], Scarpa [32].

O fotoiniciador Irgacure 819 (Bis(2,4,6-trimethylbenzoyl)-phenylphosphineoxide)
é uma substancia liquida com cor amarelo claro tem peso molecular de 418.5 g/mol e é
solavel em acetona, hexanediol diacrylate (HDDA), dentre outros. E comum sua utilizacdo
em processo nao linear de A2F, devido ao seu pico de absor¢ao em torno de 350 - 390
nm como é notado pelo espectro de absor¢ao pelo UV-Vis da figura 3.10(d), podendo
ser usado laser de pulsos ultracurtos centrados em 780 nm para desencadear o fendmeno

desejado.

3.4 APARATO EXPERIMENTAL

Para construgao das microestruturas tridimensionais via P2F utiliza-se um aparato
experimental (pFab Workstation-NEWPORT), como ilustrado na figura 3.11, é configu-
rado por um laser de femtossegundos que é 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 que regula
a exposicao da intensidade de energia, composto por uma placa de meia onda (HWP),

polarizador (GLP), beam splitter (BS), o qual separa uma parte da poténcia e o obturador
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mecanico (Shutter), que controla a velocidade de interagao e o tempo de escrita na amostra
(abrindo e fechando o Shutter), de modo que, é usado um software no computador para

controlar estes dispositivos.

Em seguida, a luz percorre um par de espelhos e é direcionada até chegar ao espelho
dicroico, que tem como funcao permitir a passagem da luz no comprimento de onda do
espectro visivel até a camera CCD e a outra parte na faixa do infravermelho é refletida
para a lente objetiva de microscopio que focaliza o feixe de excitagao em uma pequena

regiao da amostra.

Figura 3.11: Configuracio experimental para fabricagao de microestruturas tridimensionais via P2F.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A resina fica posicionada em uma base plana que se movimenta nas coordenadas
x, y e z, funcao desempenhada pelo dispositivo piezo motor que controla com precisao
a posicao e a velocidade durante a escrita. Como também, 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 translacao conectado em um transladador em escala micrométrica,
que pode ser feito de forma manual ou também pelo software no computador para melhor

precisao, enquanto que o laser € mantido fixo [35].

Uma pequena gota da amostra é depositada um em substrato, em geral pode ser
uma laminula ou lamina de vidro, em seguida, é iluminada pela camera CCD localizada
na parte superior da amostra e por um LED vermelho na parte inferior, os quais sao
necessarios para acompanhar em tempo real o passo a passo de escrita a laser visualizados
pelo software no monitor do computador que controla todos os dispositivos e é possivel

inserir os parametros de escrita.
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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 duracao em torno de 140
fs a uma taxa de repeticao da ordem de 80 MHz, com uma ampla faixa de comprimento
de onda sintonizéavel desde 690 nm até 1020 nm, sendo que, neste 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 resolugao do voxel

Na microfabricagao se busca construir microestruturas cada vez menores com alta
resolucao espacial da escala submicrométrica, para tal éxito, é essencial ter a nogao das
dimensdes e geometria do voxel formado para determinada poténcia (associada & energia

do feixe laser) e abertura numérica utilizada (relacionada a lente objetiva).

Os voxel sao os menores volumes que podem ser polimerizados em cada pulso
de interacao luz-resina durante a etapa de construcao das estruturas planejadas, como
mostrado pela figura 3.12. Ao analisar as propriedades mecéanicas dos voxel, eles sao
volumes rigidos e insoluveis ao solvente especifico utilizado na etapa de lavagem das
microestruturas.

Figura 3.12: Processo de formagio de uma microestrutura a partir de vérios voxel sobrepostos, onde
dxy e dz representam o didmetro e altura do voxel, respectivamente.
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Fonte: Varapnickas; Malinauskas [38].

Conforme a metodologia de confecgao das microestruturas tridimensionais, a me-
dida que o estagio de translagao, no qual a resina esté depositada, se desloca no plano xy
e na direcao do eixo z sob a parte inferior do laser, varios voxel sao formados, um sobre o
outro, os quais se conectam e originam as camadas e as paredes da microestrutura, em re-
sumo, tal método consiste na superposicao de inimeros voxel nos trés eixos. Claramente,
como ilustrado na figura 3.13, a distancia de separagao entre dois voxel (AX, AY,AZ)
deve ser menor que a altura L e o diametro d do voxel. Desta maneira, todos os voxel

vao se intersectar e as paredes nao irao sedimentar durante o processo de lavagem.
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Figura 3.13: Representagio da intersec¢io do voxel conforme a metodologia de escrita, AX e AZ sao
as distancias de dois voxel nas diregoes x e z, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Zhou et al. [39].

Para obter a informacao das dimensoes e geometria do voxel formado é importante
compreender primeiramente, a distribuicao espacial e as propriedades fisicas e geométri-
cas da luz de um laser com perfil gaussiano incidindo através de uma lente circular de
uma objetiva de microscopio. Neste contexto, serao apresentados os parametros que ca-
racterizam 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 microfabricacao.

3.4.3 Feixe gaussiano

A compreensao distribuicao espacial do perfil do feixe gaussiano é um aspecto essen-
cial para aplicacao da técnica de microfabricagao por escrita direta a laser. A intensidade

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

Ly 2) = I | ey [V;?—)} , (1)

em que Iy 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 ttil 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 fOQW fooo Lyqussiano(T, 2)rdrdf, que resulta em:

Iy

P= 5(7rW02), (12)
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Para escrever a intensidade em termos da poténcia, basta substituir a equagao (12)

em (11) para reescrever da seguinte forma:

2P —2r?
I aussiano\Ty ) = ex s 13

A partir destas equacOes é possivel simular a intensidade de um feixe gaussiano
simétrico que se propaga na dire¢ao z, por meio de um software computacional pelo sis-
tema algébrico computacional Maple. A figura 3.14(a) reproduz a distribuigao espacial de
um feixe gaussiano simétrico (sem astigmatismo) que possui uma distribui¢ao de energia

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

Figura 3.14: (a) Representagao da distribui¢ao espacial de intensidade de um feixe gaussiano simétrico
em trés dimensoes. (b) Representacdo da densidade espacial de um feixe gaussiano simétrico em duas
dimensoes, onde a intensidade diminui do branco ao preto. Consideram-se os seguintes parametros:
Wo =2mm, A = 6328 nm, z =0 e zg = 19,85 m. (c) Representagiao das frentes de ondas planas
de um feixe Gaussiano, reproduzida no software Mathmod versao 8.0, geradas pelas seguintes equagoes:
z2=0,z=12=2e2z=3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por esta razao, 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 é menos
intensa como mostrado em preto. Além disso, os feixes gaussianos sao 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 equacao (11), foram organizados na figura 3.15. Percebe-se que, ao
longo da propagacgao do feixe gaussiano pelo espaco, sua intensidade nao se mantém
constante, isto porque a intensidade I qussiano(7, 2) € definida em fungdo das distancias
radiais r e axiais z. Portanto, havera um momento em que o feixe ird convergir em uma
area com o menor valor de raio, que corresponde ao raio da cintura minima do feixe Wy e
em seguida, a luz diverge formando um angulo de espalhamento #, que é o mesmo angulo

de convergéncia.
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Figura 3.15: Largura do feixe gaussiano W(z) como fungdo da distancia z ao longo do feixe (em
vermelho). Onde sao destacados os parimetros, como: raio minima da cintura do feixe Wy; intervalo de
Rayleigh zp e espalhamento angular ou dngulo de divergéncia 6.

r

Fonte: Mroczkowska [40].

A distribuicao de energia do feixe gaussiano em funcao da distancia radial e uma
determinada distancia axial é mostrado na figura 3.16. Para interpreta-la fisicamente,

considere que seja fixado o eixo 6ptico do feixe em r = 0, pela equagdo (11), é obtido

2
apenas: yqussiano(T, 2) = Io [M%‘;)] =7 +(zIOZR)2. A intensidade possui um pico com maior

intensidade dado por Iyqussiano(7; 2) = Ip em z = 0 destacado na figura 3.16(a) e o aumento
sucessivo da distancia axial z representa menores intensidades, como retratado na figura
3.16(b) para z equivalente ao intervalo de Rayleigh z = zp a intensidade serd a metade

da intensidade maxima I,. Por ultimo, em 3.16(c) é menor ainda no ponto z = 2zg.

Figura 3.16: Intensidade normalizada do feixe de luz Ijqussiano (T, 2)/Io como fungao da distancia radial
r em diferentes distancias axiais, dada por: (a) z = 0; (b) 2z = zg; (¢) z = 2zg.

(a) (b) (c) t

Fonte: Saleh [41].

O raio da cintura minima do feixe gaussiano W, e o espalhamento angular 6 sao

parametros inversamente proporcionais, regidos pela equacao abaixo, a qual expressa que
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para obter uma cintura do feixe menor é necessario que o feixe seja espalhado por um

angulo maior e vice-versa [41]:

Wy = i, (14)
70

em que A é o comprimento de onda do laser. O raio do feixe gaussiano W (z) cresce

progressivamente com z, sendo definido pela seguinte equagcao:

yo\?
W(z)? = W02+(7TW02> 22 (15a)
1/2

()| (150)

Ao colocar z = 0 na equagao (15b), W(z) assume o menor valor que corresponde

W(Z) = Wo

ao raio da cintura minima do feixe W} e possui area circular de sec¢ao transversal dada
por Ay = mWy%. Quando z atinge o pardmetro zx conhecido por intervalo de Rayleigh,
corresponde & regiao no plano transversal que possui o dobro da area da cintura minima
do feixe, com W(z) = W(zg) = V2W, e consequentemente Ar = W (z5)° = 2A4,.
Portanto, a partir da equagao (15b), o termo entre colchetes deve ser 2 e é definido a
expressao matematica que representa o comprimento do intervalo de Rayleigh, dado por:

W2
ZR = )\0 . (16)

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

sera:

1+ (iy] " (17)

O dobro da distancia zg indica a profundidade de foco, que correspondente a regiao

W(Z) = WO

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

gaussiano dado por W (zg) = v2W, quando z = zg, entdo:

22p = . (18)

A profundidade de foco indica a distancia em que o feixe permanece focalizado,
alcangando seu melhor foco em z = 0 com raio igual ao raio da cintura minima do feixe. Se

o feixe laser é focalizado em uma area muito pequena, a equagao sugere que a profundidade
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de foco 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 captar a luz, representada pela

formula algébrica:
NA =nsinb, (19)

em que n € o indice de refracao 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, 4gua com n = 1,33,
6leo de imersao 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, os quais sao grandezas diretamente proporcionais.

Estes parametros influenciam diretamente nas dimensoes do voxel formado, posto
que, quando se busca fabricar microestruturas com maiores resolugoes espaciais é indicado
utilizar uma abertura numérica maior, pois o 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) § = 15° e NA = 0, 25;
(b) # =24,8°e NA=0,42; (c) # =72,1°e NA=0,95.
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Fonte: Adaptado de Davidson [43].

Na figura 3.18 sao representados os parametros que definem a trajetoria 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,  é a metade do dngulo maximo formado pelo cone de luz e

D é o diametro da lente.
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Figura 3.18: Geometria de um feixe luz incidindo sobre uma lente.

Fonte: Abertura... [44].

Pela geometria da trajetoria do feixe de luz que incide na lente é possivel reescrever
a abertura numeérica que aparece na definicao de Abbe, partindo do pressuposto que 6
seja pequeno, tem-se que [45]:
D

NA =nsinf = nsin {tan_1 (%)} R ng (20)

Esta aproximacao ¢ obedecida para angulos de até 30° graus, que corresponde a
uma abertura numérica de NA = 0,5, ja para adngulos superiores a equacao (20) nao

retrata o valor exato.

Como exemplo desta discussao, pode-se considerar uma lente objetiva de micros-
copio (Olympus Plan N) com caracteristicas de fabrica: magnificagao de 20X, diametro
de 6,1 mm e distancia focal de 9 mm, considerando a aproximagao feita na equagao (20)
para utilizacao no ar resulta em NA = 0,338, observa-se que é obtido um valor préoximo

do valor real de NA = 0,40.

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

Ao analisar a equagao (19), teoricamente utilizando o indice de refragdo do ar na
interface lente-amostra, o maior valor de abertura numérica (NA = 1) sera atingido com
angulo de 90°, no entanto, na pratica nao é alcancado. Por isso, faz-se notorio que o
indice de refragao n para meios diferentes do ar é um termo que colabora na obtengao
de aberturas numéricas maiores que 1, sendo assim, uma forma de melhorar o poder de
resolucao da lente objetiva de microscopio é mudar o indice de refracao do meio com a
adicao de 6leos de imersao entre a lente frontal e a amostra, ja que, n é diretamente
proporcional a N A, resultando em aberturas numeéricas superiores a 1. Portanto, sao
diversos os tipos de lentes objetivas que se diferem por seus parametros, como por exemplo,

abertura numeérica (INVA), magnificagao e distancia de trabalho.
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A magnificagao corresponde ao nimero de vezes que o tamanho da imagem pode
superar o tamanho real do objeto. A abertura numérica é uma caracteristica importante,
porque determina o nivel de eficiéncia da objetiva para promover melhor resolucao das
microestruturas. A distancia de trabalho (work distance - w.d) é o espago entre a lente
frontal da objetiva e a superficie da laminula de vidro. Na figura 3.19 sao ilustradas as
dimensoes dos voxel de acordo com a abertura numérica escolhida para fabricacao, assim

como, as distancias de trabalho.

O volume focal do feixe laser serd menor para lentes objetivas com maior mag-
nificagao, como por exemplo, 40X e com grande abertura numérica ilustrado na figura
3.19(b), dando origem & microestrutura com melhor resolugao transversal, devido ao vo-
xel ter formato mais proporcionalmente simétrico e ocupando um menor volume polime-
rizado [20], no entanto, a distancia de trabalho ¢ minima. J& no caso de objetivas com
menor magnificagao de 10X, permite uma maior distancia de trabalho, onde sao gera-
dos voxel desproporcionais com maiores dimensoes, com caracteristicas elipticas (mais
cumpridas) e menor resolugao transversal [47] figura 3.19(a).

Figura 3.19: Comparagao entre o voxel formado de acordo com a lente objetiva, (a) para NA = 0,25 e
(b) NA =0,65. Quanto maior & abertura numérica melhor o poder de resolu¢do, porém menor serd w.d.

(b)

Objetiva
de 10X :
3 Objetiva

de 40X

Voxel

Fonte: Elaborado pela autora.

Vale ressaltar que existe também a opgao de usar lentes objetivas de imersao em
6leo com altos valores de abertura numérica que possibilita uma excelente resolucao,
utilizadas na construcao de estruturas com linhas mais finas na escala de nanémetros
[48], devido as menores dimensoes do polimero formado com area de trabalho minima,
ampliacao de 63X, NA = 1,40 e distancia de trabalho de 0,19 mm (conforme o modelo

da marca Zeiss) [49].

Estes parametros sao caracteristicas fundamentais das lentes objetivas, pois re-
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fletem na qualidade das microestruturas construidas e sao utilizadas de acordo com a
finalidade desejada para cada estrutura, sao destacadas as informacoes de cinco diferentes

lentes objetivas!, usadas no decorrer desta pesquisa, contidas na tabela a seguir:

Tabela 3.1: Diferentes aberturas numéricas das lentes objetivas 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.

3.4.5 Distribuigao 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 resolugoes cada vez maiores, isso ocorre
devido & possibilidade de alcancar um menor raio da cintura minima do feixe Wy', que
¢ numericamente inferior ao raio da cintura minima do feixe Wy original que incide na
entrada da lente.

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

L/

Fonte: Elaborado pela autora.

Quando um feixe gaussiano é transmitido através de um instrumento 6ptico seus

efeitos sao alterados para remodelar a geometria do feixe de luz, basicamente o raio da

'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 pm.
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cintura minima do feixe e a profundidade de foco sao modificados, no entanto, a natureza
gaussiana é mantida. Ao posicionar uma lente objetiva de microscépio, que possui uma
distancia focal f, exatamente proximo a cintura minima do feixe gaussiano em z = 0, ele
seré focalizado a uma distancia 2’ e ter4 um novo valor de raio da cintura minima do feixe

representado por Wy menor que o anterior, este esquema é mostrado na figura 3.21(a).

Figura 3.21: Tlustragdo da distribuicdo espacial do feixe gaussiano ao interagir com a lente objetiva de
microscopio: (a) Configuragdo sem aproximagéo; (b) é feito a aproximagao de que 2’ = f.

(a) (b)
L

"
2w,

.

B

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

O novo raio da cintura minima do feixe Wy e a distancia 2’ que é delimitada da

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

Wol = (21&)

7 = # (21Db)

E feito a seguinte aproximacao, se a profundidade de foco 2z do feixe incidente na
entrada da lente for muito maior que a distancia focal, pelas equagoes anteriores, a nova
cintura minima do feixe sera focalizada aproximadamente no plano focal da lente como
ilustrado na figura 3.21(b), devido a caracteristica do feixe de luz incidente nesta regiao
ser quase colimado e apresentar frente de ondas planas. Portanto, pode-se aproximar
Wy ~ % ¢ em seguida, substituindo as equacges (16) e (14) nesta mesma ordem, é

ZR

obtida a expressao da equagao (22a):

Y
W, =~ WWQ_Qf (22a)

7 o~ f. (22b)
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Como o feixe de luz deve permear a lente, seu diametro D (definido na figura 3.18)
precisa ser pelo menos 2W, substituindo esta informacdo na equagao (20) com n = 1
e usando a equagao (14), é dado a distancia focal como A\/TNA que substituindo na
(22a) permite relacionar a abertura numeérica com o novo raio da cintura minima do feixe

gaussiano, dado por:

A
"~
Wo TN A

(23)

Conclui-se que, ao interpretar a expressao anterior, a NA ¢é inversamente propor-
cional a W', de modo que, quando aumentado o valor da abertura numérica melhor sera
o poder de focalizagdo na amostra [51]| com valores pequenos de raio da cintura minima
do feixe gaussiano, e consequentemente, maior serd a resolucao no plano transversal do
objeto. Para lentes objetivas com menores aberturas numéricas mais baixo seré seu poder

de captar luz devido ao pequeno angulo de abertura e menor sera a resolucao espacial.

Em aplicagoes com feixe gaussiano, como por exemplo, na area da microfabricacao
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 tutil usar uma lente para reduzir este
parametro. Esta exigéncia é desejada porque a distribuicao do perfil do feixe ao interagir
com a lente serd focalizado na resina e a distancia axial e transversal do ponto focal
determina o tamanho do voxel formado, que terd as dimensdes regidas pelo novo raio da
cintura minima do feixe Wy 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 dimensoes da regiao focal da objetiva.

Em geral, é essencial esta investigacao para que as linhas que formam as microes-
truturas tenham o minimo de espacamento entre elas e se conectarem, para isso é preciso
ter uma nocao das dimensoes do voxel constituido. A partir destes estudos é provavel

prever a resolug¢ao do menor elemento de volume que constitui as microestruturas.

3.4.6 Estagio de translagao

O sistema responsével por fazer o feixe laser percorrer trajetorias pré-determinadas
polimerizando véarias regioes da resina polimérica nas dire¢oes das coordenadas z, y e z
para construcao de microestruturas tridimensionais sao os chamados sistemas motoriza-
dos de translagao, representado pela figura 3.22, os quais sao estagios piezoelétricos que
fornecem movimentos suaves, repetiveis e com grande precisao, podendo se deslocar em
distancias de poucos centimetros, mas com precisao micrométrica (sistema de movimento
com resolugao de 0,05um) [52] [35].
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Outros dispositivos importantes estao interligados ao funcionamento do sistema
motorizado de translacao durante a escrita. Exemplo disso, é o obturador mecanico,
conforme o mecanismo de fechar o Shutter, ele impede que regides desnecessarias sejam
polimerizadas durante o movimento de fabricacao [20], assim restringe a polimerizagao

somente em volumes especificos pré-determinados no design 3D.

Figura 3.22: Estdgio de translagao 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 acao da inércia, as estruturas polimerizadas po-
dem sedimentar exibindo defeitos, tais como, separacao das linhas e apresentar curvas
indesejadas em suas paredes [54|. Nesta situagao, é aconselhavel usar os espelhos galvano-
métricos que desempenham funcoes 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 [55], [19].

3.4.7 Sistema de imageamento em tempo real

Na maioria das aplicagoes da microfabricagao envolvendo A2F é indispensavel o uso
de uma camera CCD para confec¢ao das microestruturas, que cumpre um importante pa-
pel no sistema experimental, pois tem por objetivo auxiliar nos ajustes dos parametros de
escrita que sao realizados devido ao poder de visualizacao dos detalhes nos procedimentos

que envolvem a técnica.

Na pratica, é possivel distinguir os volumes polimerizados dos volumes nao po-
limerizados devido & diferenga do indice de refracao de ambos os materiais. A cémera
também permite localizar a posicao das microestruturas, visualizar a resolucao das pare-

des polimerizadas, observar possiveis defeitos nos microambientes, bem como, separacao
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de linhas, microexplosoes devido a parametros escolhidos incorretamente, ondulagoes da
amostra por causa do deslocamento do piezo motor, como também, a possibilidade de in-
tervir imediatamente diante de ocorréncias de erros, alterando os parametros de entrada

como uma forma de seguranca.

Todavia, para a CCD exercer estas funcionalidades é 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 iluminacao dos LEDs nao altera a resina promovendo reagoes
quimicas de polimerizacao, visto que, seu comprimento de onda esta localizado em 650

nm nao sendo suficiente para ocorrer absorcao linear.

3.5 PROGRAMACAO PARA CONFECCAO DAS MICROESTRUTURAS

O comando de todos os processos de microfabricacao de escrita a laser é realizado
através do software identificado como nFab, desenvolvido pela empresa Newport, cuja
funcao é estabelecer comunicacao entre os equipamentos, bem como: sistema motorizado
de translacao, medidor de poténcia e obturador mecanico, os quais sao componentes
responsaveis respectivamente por, execucao do movimento do sistema nos trés eixos, ajuste

da poténcia e do tempo de exposicao.

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 construcao da microestrutura, ja que sao diversos as direcoes
e sentidos possiveis para obter um mesmo padrao. Este arquivo de vetorizacao 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 dimensoes dos eixos sao definidos pelo usuario,
assim como, a distancia entre cada linha no plano zy, sendo que, para obter um objeto
tridimensional basta repetir varias camadas ao longo do eixo z que corresponde & altura

da microestrutura.

Em seguida, através do software é possivel ter acesso a imagem da superficie da
resina pela cAmera 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 serda ancorado. Se necessério a
iluminacao dos dois LEDs podem ser ajustados e ainda determinar o posicionamento do

objeto deslizando as barras nos eixos z e y, tudo através da janela de entrada.
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Figura 3.23: Interface grafica do software nFab usado para microfabricagao por escrita direta a laser.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.6 METODOLOGIA DA MICROFABRICACAO

Os processos que compoem a microfabricacao podem ser resumidos em quatro eta-
pas principais, as quais foram representadas na figura 3.24: a primeira etapa é destinada
a criacao 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 o tempo que o
feixe ira incidir na resina durante o processo da escrita, que serao inseridos no software
nfab, de modo que, o laser possui um enorme papel como ferramenta indispensavel para

confeccao das microestruturas 3D.

No segundo passo, é realizado o processo de fotopolimerizagao que tornam a resina
anteriormente liquida em um material sélido através do crescimento da cadeia molecu-
lar devido as fotoreacoes, posto que, podem ser construidas diversas repetigoes de uma
mesma microestrutura em uma tnica gota de resina, pois as estruturas sao de ordem

micromeétrica.

Figura 3.24: Etapas principais da microfabricacio por escrita direta a laser.

2l eom

(a) Design da (b) Fabricacio via (¢) Lavagem da (d) Pronta para
microestrutura fotopolimeriza¢do por  microestrutura caracterizagdo
A2F.

Fonte: Adaptado de Rekstyte [54].

Por seguinte, em um ambiente na auséncia de luz, a laminula com as microestru-
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turas fixada na lamina de microscopio é 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 nao retirados completamente quando em
contato com a luz visivel serao polimerizados e ira danificar todo o trabalho de microfa-
bricacao a laser. Na tultima etapa as microestruturas estao prontas para procedimentos

de caracterizacao e aplicagoes em geral.

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

deformada.

Neste contexto, antes de iniciar a escrita é sempre necessario fazer testes para en-
contrar a posi¢ao adequada denominada por ponto zero (zp), que corresponde a altura no
nivel da laminula sendo & posicao em que os voxel irao se prender na superficie do vidro.
Desta forma, para garantir excelentes microestruturas como desejado, é aconselhével ini-
ciar 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 iluminacao
e a camera CCD que transmite imagens com alta resolu¢ao em tempo real [20]. Na figura
3.25 tem um esquema ilustrativo dos voxel em funcao do eixo vertical Z. Observa-se que,
na posicao z; a resina nao é polimerizada e nenhum voxel é fabricado, porque o material

fotossensivel nao interage com o foco do feixe laser.

Figura 3.25: Representagao dos voxel de acordo com a distancia do eixo z.

Voxel /Resina
n ﬂ O 0 ﬂ ﬂ Laminula

7
7

Fonte: Baseado em Bieda [16].

A medida que o feixe é focalizado na regido proxima da laminula o voxel fica estével
como mostrado na terceira posicao dada pela altura z3, onde aproximadamente a metade
da altura do voxel L esta presa no substrato, sendo essa a configuracao ideal para iniciar
a fabricacao. No entanto, quando o laser é focalizado muito acima da laminula a partir
da altura z,, o volume polimerizado fica instavel, porque nao ha tanta adesao do voxel ao

vidro, em seguida, caira e ficara disperso no interior da resina podendo se mover.
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4 MICROFABRICACAO DE ARCABOUCOS CELULARES TRIDIMENSIO-
NAIS

Esta se¢ao tem por objetivo apresentar a metodologia de fabricacao dos arcabou-
cos celulares e sua importancia em estudos biologicos. E descrito o protocolo de sintese
adotado para confeccionar as fotoresinas biocompativeis utilizadas nesta pesquisa, que
foram caracterizadas por espectroscopia de absorcao optica, espectroscopia de fluores-
céncia, espectroscopia Raman e microscopio eletréonico de varredura. Além disso, para
as amostras preparadas sao investigadas multiplos aspectos relacionados ao processo fo-
toquimico de polimerizagao, tais como: Poténcia minima, resolucao das linhas por meio
dos parametros de escrita e grau de conversao. Por fim, serao retratados os resultados de
viabilidade celular das fotoresinas analisada pelo método de exclusao do azul Tripan em
células Osteoblastos MG-63, como também, as medidas do médulo de Young via AFM

das células cultivadas em Filmes e arcaboucos.

4.1 FOTORESINA BIOCOMPATIVEL

A resina fotossensivel utilizada, neste trabalho, consiste basicamente de um mono-
mero acrilato multifuncional (PETA - Pentaerythritol Triacrylate) [1] e de um Fotoini-
ciador (FI) com absor¢ao no UV (IRG 369). Estudos anteriores demonstraram a bio-
compatibilidade do IRG 369 em baixas concentragoes 2|, embora fosse verificado que em
concentracoes a partir de 3% torna-se citotoxico em meios biologicos, o que implica na

redugao da taxa de viabilidade celular [3].

Para aplicagoes destas resinas na cultura celular se torna um desafio, quando se
busca obter um composto funcional com propriedades fisico-quimicas potencializadas e ca-
pazes de biomimetizar o ambiente natural do tecido biologico e com condi¢oes nao nocivas
as células. Nesta circunstancia, uma estratégia seria sintetizar resinas funcionalizadas com
nanoparticulas (NPs) [4]. Ao combinar as vantagens positivas das NPs [5] [6] e o potencial
dos microambientes 3D como os arcaboucos, se tem um método promissor de promover e
estimular o crescimento celular, permitindo o estudo de células especificas em um micro-
ambiente que mimetiza as condigoes reais dos sistemas celulares e suas caracteristicas mais
importantes, incluindo interagoes célula-célula e célula-matriz extracelular [7]| [8], como
também, nestas microestruturas permite explorar suas possiveis aplica¢goes na engenharia
de tecido.

Portanto, para obter uma fotoresina biocompativel foi preparado resinas polimé-
ricas & base do mondmero PETA e 0,5% em massa de FI IRG 369 em relacao a massa
do monoémero, de modo a manter uma baixa e controlada citotoxicidade do polimero.
Além disso, incorporamos diferentes concentragdes de NPs de didxido de titanio (TiOs)

e quantum dots semicondutores ultra-pequenos de CdSe/CdS, que possuem comprovada
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biocompatibilidade [6-8]. Estas NPs foram sintetizadas e disponibilizadas pela prof. Dr.
Anielle Christine Almeida Silva e pelo Prof. Dr. Noelio Oliveira Dantas (IF /UFAL). Nas
secoes a seguir serao apresentadas as principais propriedades e vantagens de se utilizar as

NPs.

4.1.1 Pontos Quanticos Semicondutores Ultra-pequenos (USPQs) de CdSe/CdS

Os Pontos Quénticos Semicondutores Ultra-pequenos (USPQs) de Seleneto de Cad-
mio/Sulfeto de Cadmio (CdSe/CdS) ou do inglés Core-Shell Ultrasmall Quantum Dots
(CS-USQDs) sao extremamente pequenos, com tamanho do diametro chegando a medir

cerca de 2 nm para o CdSe [12], com organizacao estrutural ilustrado pela figura 4.1.

Figura 4.1: (a) Ilustragdo representativa das NPs de CdSe/CdS.

Fonte: Adaptado de Silva [16].

As NPs de USQDs possuem propriedades fisicas e quimicas levemente aprimoradas
em comparagao aos quantum dots (QDs) convencionais utilizados com maior frequéncia
[13], [14]. E se diferem conforme o modo de preparacdo e protocolo de sintese, que
modificam suas caracteristicas 6pticas e se tornam relevantes ao serem empregadas em
diversas aplicagoes biologicas [15]. No geral, as amostras de CdSe possuem uma larga

banda de absorcao com boa absorcao na regiao do UV.

Os indices de toxicidade das NPs ocorrem devido a dispersao de fons Cd?™ presentes
na superficie do Cadmio (Cd) que torna o material toxico e pode causar danos as células
[14-16|, estudos encontrados na literatura revelam que o tamanho, assim como outros

aspectos fisicos, interfere na toxicidade das NPs contendo Cd [20].

Diante disso, este aprimoramento da nanoestrutura conforme a adi¢ao de 1-thiogly-
cerol reflete também em sua toxicidade, pois um dos objetivos é diminui-la através do pro-
cesso de manipulacao da NP, desta maneira, possibilita apresentar baixa toxidade, pois a
espessura da casca formada na sintese ird proteger o ntucleo, desta forma permite conser-
var suas caracteristicas e reduzir a possibilidade de ocorrer destruigao parcial do ntcleo,
tornando os USQDs atoxicos e estaveis, sendo biocompativeis em sistemas biologicos [5].

Estes aspectos notaveis os diferenciam dos QDs comuns.



o6

Dentre as aplicagoes destas NPs, se destaca inseri-las em células solares, sensores
quimicos e biolégicos [16], como também componentes essenciais para incorporagoes de
resinas poliméricas por suas propriedades fluorescentes [21], possivel aumento da resolu-
¢ao das linhas polimerizadas [22| por P2F e excelente biocompatibilidade, evidentemente

investigado e estabelecido neste trabalho de pesquisa.

4.1.2 Dioxido de titanio (TiOz2)

As NPs de dioxido de titanio (TiO3), ou também chamadas 6xido de titanio (IV) ou
titania, correspondem & estruturas cristalinas [6| e semicondutoras pertencentes a familia
dos 6xidos de metais de transi¢ao [23]. Na figura 4.2, ¢ mostrada a morfologia da superficie
do nanocristal que corresponde a uma mistura das fases rutilo(tetragonal)(64%) /brookite(ortorrombic

revelada por imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao de Alta Resolucao (HR-
TEM).

E constatado que o TiO, tem um tamanho médio de aproximadamente 78,0 nm e
um espagamento da rede d;jp na fase rutilo de 0,320 nm ap6s o processo de tratamento a
800 °C durante 1 h, também é possivel notar que sao encontrados aglomeracoes de NPs
por causa da alta concentracao de 1 mg/mL usada nas medidas e com NPs de vérios

formatos correspondentes as diferentes fases utilizadas na sintese [6].

Figura 4.2: Imagem via HRTEM de NPs de TiO,. E mostrado no quadro da esquerda aglomerados de
NPs em diferentes formatos devido & mistura das fases e as franjas da rede.

Fonte: Reis [6].

Em especial, o composto titanio tem sido amplamente utilizado em atividades
biolégicas, nao somente por sua excelente biocompatibilidade e alta estabilidade quimica
e térmica [24], como também devido suas propriedades antibacterianas e seu potencial na
aceleracao do processo de osseointegracao. Outra vantagem esta em suas propriedades

mecanicas, posto que, apresenta boa resisténcia a corrosao [25].

Devido as varias vantagens das NPs de TiO, acima mencionadas, seu uso tem

sido constante nas areas bioldgicas, algumas pesquisas relatam sua utilizacao com mais
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frequéncia em tecidos 6sseos para desencadear a regeneracao éssea e suprimir o crescimento

bacteriano.

Em estudos anteriores, Vercellino et al. [26] mostrou um efeito positivo de super-
ficies nanoestruturas feitas de TiO,, onde houve aumento da atividade fosfatase alcalina
(alkaline phosphatase activity - ALP), producdo de proteinas dsseas extracelulares e de-
posi¢ao de calcio por células-tronco mesenquimais da medula 6ssea humana (hBMSCs)

em meio osteogénico, quando comparado com as células em uma laminula de vidro.

No estudo de Zhao et al. [25], foi comprovado que implantes de titanio com revesti-
mentos microporosos de TiOy dopado com magnésio (Mg-TiO) por oxidagao eletrolitica
de plasma auxiliam na proliferacao, na adesao e na diferenciacao de células osteoblastos
promovendo uma rapida osseointegracao, mas também inibem o crescimento das bactérias

identificadas como Staphylococcus aureus.

4.1.3 Sintese da fotoresina com incorporacao das NPs

Com estas informacoes, foram sintetizadas resinas do tipo negativas que resultam
em um liquido viscoso. Em sua preparagao sao requeridos principalmente os seguintes
materiais: FI IRG 369 em p6 misturado com o mondémero PETA em estado liquido. Na
figura 4.3(a) sdo mostrados em eppendorf todos os compostos necesséarios na manipulagao
das resinas fotossensiveis.

Figura 4.3: Componentes necesséarios para sintese das fotoresinas (a) PETA, FI e NPs de CdSe/CdS e
TiO2. (b) Volumes de resinas polimerizados por luz UV.

(a) E \
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PETA+),5% FI+ PETA+0.5%FI  PETA+0,5%FI+Ti02

Fonte: Elaborado pela autora.

Todas as amostras apresentadas nesta segao foram preparadas no Laboratoério
de Caracterizacdo e Microscopia de Materiais do Grupo de Optica 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).
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As resinas foram obtidas da seguinte maneira, em dois tubos de ensaio foram
despejados 10 ml do monémero PETA em cada um deles, por meio de uma balanga (pre-
cisao 0,01 g) foi mensurado sua massa. Tomando como referéncia a massa do monémero,
acrescentamos 2,0% e 0,5% em massa de FI. Devido ao material ser altamente fotopoli-
merizavel quando exposto a luz visivel ou a luz UV, quando manuseado foi sempre em
ambiente sob lampada vermelha. Apos o FI ser usado, a embalagem do produto permane-
ceu devidamente fechada para restringir a incidéncia de luz no material. Posteriormente,
foram diluidas as concentragoes do IRG 369 na PETA por agitacdo mecéanica continua
através de um mixer para homogeneizacao das amostras misturadas lentamente durante

aproximadamente 12 h a temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C).

Com o objetivo de tornar a resina biocompativel e melhorar sua aplicabilidade na
fabricacao de arcaboucos celulares tridimensionais para o cultivo de células in vitro, foi
utilizado uma baixa concentragao do FI, apenas 0,5% em massa do IRG 369, e incorporado
as NPs USQDs CdSe/CdS e TiO, para confecgao de outras amostras.

Como ilustrado na figura 4.4, as NPs inicialmente estavam diluidas numa solugao
aquosa armazenadas em um eppendorf com uma concentragao de 18 mg/ml, desta forma,
a solucao aquosa foi distribuida em turbos Falcon em novas concentracoes com auxilio
de uma micropipeta. Posteriormente, foi necessario centrifugar as amostras aquosas para
selecionar somente as particulas de interesse. Portanto, nos tubos de ensaios, com ajuda
da pipeta, foram adicionadas pequenas quantidades de alcool etilico aproximadamente 1
ml e colocadas para centrifugar durante 5-10 minutos com uma velocidade de giro de 5000

rotagoes por minuto (RPM).

Figura 4.4: Tlustracio da sintese das fotoresinas incorporadas com CdSe/CdS: (1) colocado etanol na
solugdo aquosa, (2) centrifugado para obter o pellet, (3) despejou PETA com FI e (4) agitagdo no mixer.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Apos o processo, sao obtidas duas fases da solucao, o pellet que sao as particulas
maiores e mais densas, e o sobrenadante, que contém as particulas menores e menos
densas. Com uma pipeta é retirado e descartado o sobrenadante e ao pellet foi adicionado
1 ml da resina. Por fim, sao colocados no mixer por 24h até que a solucao esteja totalmente

homogénea.

A incorporagao das NPs de TiO, na resina ocorreu de maneira diferenciada, pois
o composto IRG 369 e o TiO, sao insoluveis em agua [27]. Quando realizado a mesma
sintese de preparo como feito para as amostras com QDs, se obtém como resultado uma
fotoresina nao estéavel caracterizada por uma solucao heterogénea, visto que, aglomerados
de particulas de TiO, ficam visivelmente dispersas no volume da fotoresina e com o passar
das horas decanta. Logo, foi seguido a preparacao de acordo com um protocolo adotado

por Chang e colaboradores [28|.

Nesta sintese, o TiO5 e o FI, ambos em p6, foram depositados no almofariz de agata
e dispersos em 1 ml de etanol. Em seguida, depois que o p6 da NP e do FI foram diluidas,
se iniciou a etapa de solvatacao até evaporar o alcool. Portanto, é esperado na fase de
solvatacao que as forcas de cisalhamento realizadas na pasta viscosa esbranquicada, se
torna um p6 uniforme branco e as particulas do TiO, e do FI se aderem e liguem. Por
fim, em uma quantidade especifica de PETA foi adicionado na mistura em p6 resultante
e colocada para agitacao continua no mixer por 12-24 h. Na figura 4.5 é mostrado a

representacao esquematica da produgao das fotoresinas com adigao dos TiOs.

Figura 4.5: Tlustragiao do processo de sintese das fotoresinas incorporadas com TiOs: (1) solvatagao do
IRG 369, NPs e etanol, (2) colocado PETA e (3) agitagdo continua.

®
-I- A

IGR 369 TiO2

\

Fonte: Elaborado pela autora.

As concentracoes de todos os componentes usados nas amostras das fotoresinas
experimentais apresentadas nesta secao dos modos de preparo foram organizadas em um
quadro da tabela 4.1 para melhor compreensao e nomeadas de acordo com seus compo-

nentes relevantes em abundéancia.
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Tabela 4.1: Componentes predominantes que constituem as fotoresinas experimentais sintetizadas neste
trabalho.

Compostos Incorporacao de componentes para desempenhar
Amostras principais da resina propriedades especificas de biocompatibilidade

PETA (g) IRG 369 | QDs CdSe/CdS TiOq Razao entre

(%massa) (Y%omassa) (%massa) IRG369/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 0,5 1,0 ] (1:2)
A3 1,212 0,5 1,5 _ (1:3)
T1 12,04 0,5 - 0,5 (1:1)
T3 12,04 0,5 - 1,5 (1:3)

Fonte: Elaborado pela autora.

Apébs o preparo da sintese, foi feito a limpeza das laminas de microscopio e das
laminulas de vidro que serao usadas durante a caracterizacao e na escrita dos arcabougos,
as quais foram lavadas com acetona ou tetrahidrofurano e com agua, em caso de residuos.
Em seguida, foram limpas com alcool isopropilico/acetona e colocadas no forno por 20
a 30 minutos na temperatura de 100 °C, este procedimento assegura que as superficies
estejam livres de particulas de poeira que possam impedir a adesao da resina polimérica

nas laminulas ou atrapalhar a visualizagao durante a microfabricacao.

Posteriormente, uma pequena quantidade da resina é depositada sobre uma lami-
nula circular fina com diametro de 13 mm fixada com ajuda de fitas adesivas na superficie
da lamina de microscopio com dimensoes 26X76 mm e espessura de 1,0 a 1,2 mm. Por fim,
é posicionada no estagio de translagao, configuracao ilustrada na figura 4.6 e o proximo

passo é iniciar a microfabricacao.

Figura 4.6: Posicionamento da resina no sistema experimental.
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Fitas adesiva -~ Lamina de
itas adesivas ¢ microscopio

J” ——— Substrato

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS FOTORESINAS

4.2.1 Espectro de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia das fotoresinas foram obtidos por meio de um sis-
tema (Horiba Fluorolog) de espectro fluorimetro, que utiliza uma lampada de xenénio
como fonte de excitagao. A preparagao de cada amostra consistiu em depositar gotas
do contetdo sobre uma lamina de vidro e levar na cdmara com iluminagao UV durante
determinados minutos de exposi¢ao, de modo que, como resultado é obtido um volume
uniformemente polimerizado, visto que, o material liquido viscoso transparente se torna

solidificado e levemente amarelado como demonstrado na figura 4.7.

Figura 4.7: Exemplos de resinas polimerizadas por UV. Legendas: A3, A6 e A9 possuem 0,25%, 0,5%
e 1,5% em massa de CdSe/CdS adicionada a PETA: 0.5%FT IGR 369, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela autora.

O conhecimento da banda de fluorescéncia das fotoresinas é bastante relevante
quando no estudo, em especial, é necessario a visualizagao das interagoes célula-arcabouco,
que geralmente pode ser feito através de microscopia de fluorescéncia. Neste caso, sao
utilizados dois ou mais corantes nas células que permitem evidenciar algumas estruturas
especificas dentro das células, como por exemplo, os nucleos, as membranas celulares,
organelas citoplasmaticas, dentre outras. Por essa razao, para garantir uma excelente
imagem do comportamento das células em ambientes tridimensionais, é crucial que a flu-
orescéncia das microestruturas nao seja superior a fluorescéncia dos marcadores utilizados

nas células.

A investigacao da fluorescéncia das fotoresinas em fungao do tempo de polimeriza-
¢ao foi analisada para amostras constituidas do monémero PETA com concentragoes de
2.0% e 0.5% de FI IRG 369. Seguindo o roteiro de preparacao, as amostras foram dividi-
das em dois grupos, o primeiro grupo permaneceu na camara sob a luz UV por 15 minutos

e o segundo grupo ficou de 8 a 10 horas. Apos este tempo de polimerizacao, as laminulas
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foram lavadas com &lcool etilico com cuidado para que as gotas nao desgrudassem do
vidro, por fim, foram realizadas as medidas variando o comprimento de onda de excitagao
(Agze) de 350 a 400 nm, de 410 a 490 nm e de 550 a 590 nm, como mostrados nas figuras
4.8 a 4.10, a fim de avaliar a luminescéncia das amostras proximas aos comprimentos de

onda de emissao de marcadores frequentemente aplicados em imageamento celular.

Excitando as amostras P.2.0 e P.0.5 com Ag,. de 350 a 400 nm, na regiao do vio-
leta visivel, as resinas apresentam forte emissao entre 450 a 500 nm na faixa do azul. Ao
comparar as figuras 4.8(a) com 4.8(b), ¢ constatado que a luminescéncia das resinas esté
efetivamente conectada com as concentragoes do FI. Para amostras com porcentagens
mais elevadas de IRG 369 foi notada uma intensa emissao de fluorescéncia, ja quando
em concentragoes inferiores (quatro vezes menos) houve a diminui¢do dos picos no es-
pectro para todas as excitagoes. Este padrao também é valido para maiores tempos de
polimerizagao, pois nenhuma mudanca neste padrao de fluorescéncia foi encontrada em

permanéncias de 8-10 horas de polimerizagao, ver as figuras 4.8(c) e 4.8(d).

Figura 4.8: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de FI IRG 369 dissolvido
em PETA (P.2.0 e P.0.5) variado Ag,. 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.

Como esperado, foi observado que a intensidade da fluorescéncia das resinas varia
de acordo com o tempo de duragao da etapa de polimerizacao. Na pratica, quando se pla-
neja aplicar resinas poliméricas em usos biologicos in vitro, esta informagao é fundamental
na escolha de um corante para coloracao das células, atualmente ja existe uma gama de
corantes que variam entre comprimento de onda de excitagao e emissao. Portanto, sera

investigada a fluorescéncia do material polimérico em ampla escala.
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Um corante fluorescente frequentemente empregado em pesquisas nas areas biolo-
gicas para estudos que envolvem monitoramento da morfologia celular ¢ o DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol), o qual exige que seja excitado perto da faixa do UV, isto é, entre

345 a no maximo 358 nm e possui uma emissao maxima de 455 a 461 nm na cor do
azul [29].

Ao analisar o espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis em Ag,.=350 nm
proximo da faixa da excitacdo méaxima do DAPI, verificou-se que as amostras P.0.5 e P.2.0,
inicialmente para polimerizacao de 15 min no UV, tém intensa fluorescéncia quando exci-
tadas no violeta visivel com picos centrados ambos em 450 nm. Entretanto, ao prolongar
o periodo de exposi¢ao no UV a fluorescéncia diminui aproximadamente 95% e 96% em

comparagao a intensidade anterior para as amostras P.2.0 e P.0.5, respectivamente.

Estes dados abrem possibilidades de desenvolver estratégias para inibir considera-
velmente a intensa fluorescéncia das resinas, quando for necessario se utilizar marcadores
de células que emitem exatamente na mesma banda de emissao, como é o caso do DAPIL.
Logo, uma primeira estratégia seria baixar as concentragoes do FI para 0.5% e apos a
etapa de microfabricagao dar um banho de UV nas microestruturas fabricadas por mais

algumas horas (tempo minimo de polimeriza¢ao > 8 h).

Nas figuras 4.9(a) até 4.9(d), sdo mostrados os espectros de fluorescéncia obtido
para excitacao na faixa do azul de 410 a 490 nm, é visto que as amostras emitem fortemente

proximo ao verde em 520 nm.

Figura 4.9: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de IRG 369 dissolvido em
PETA (P.2.0 e P.0.5) variado Agy. de 410 a 490 nm durante (a-b) 15 min e (¢-d) 8-10 h no UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Comparando os perfis dos espectros de 15 min e 8-10 h por iluminagao UV, cla-
ramente fica comprovado a diminui¢ao da intensidade das curvas de fluorescéncia das
amostras P.2.0 e P.0.5 em todas os comprimentos de excitacao, conforme o aumento
do tempo de polimerizagao. Em especial, as curvas geradas pela excitacao em 490 nm,
proxima a excitagao do corante Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) da
linha CellTracker™ com excitagdo e emissao méaxima de 492 nm e 517 nm, revelam que
houve uma diminuicao da luminescéncia de 75% e 61% para as amostras P.2.0 e P.0.5,

respectivamente.

Tais resultados apontam a possivel aplicacao do marcador Green CMFDA na visu-
alizagao de células-alvo em atividades in vitro na presenca das resinas, quando reduzido
as concentracoes do FI durante a etapa de sintese e com o aumentado do tempo de foto-

polimerizagao.

Nas figuras 4.10(a) até 4.10(d), sdo mostrados as curvas de fluorescéncia para
excitacao na faixa do verde ao amarelo de 550 a 590 nm, é notavel que as amostras nao
fluorescem no vermelho, sendo assim, corantes que emitem na regiao do vermelho, como
por exemplo, Red CMTPX da linha CellTracker™ (Agz.= 577 € Agpmi— 602 nm) podem
ser usados juntamente com as resinas sem que haja problemas na visualizagao das células
no interior dos arcabougos. As curvas de fluorescéncia que ja eram proximas de zero

diminuiram ainda mais, conforme o aumentado do periodo de polimerizagao (8-10 horas).

Figura 4.10: Espectro de fluorescéncia das resinas fotossensiveis constituida de fotoiniciador (IRG 369)
dissolvido em PETA (P.2.0 e P.0.5) variado Ags. de 550 a 590 nm durante (a-b) 15 minutos e (¢-d) 8-10
horas no UV.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Logo, o uso de marcadores celulares que emitem na regiao do vermelho sao os mais
adequados na presenca de amostras que contém o FI IGR 369 e monomero PETA, porém
seu custo pode ser menos atrativo em comparacao aos marcadores que emitem na faixa
do azul ao verde. Nesta faixa de emissao, os resultados mostraram que as concentragoes
do FI e o tempo de polimerizacao podem ser ajustados para minimizar a luminescéncia.
Todavia, sem que haja estes ajustes nos espectros de fluorescéncia dificilmente as células
conseguirao ser avaliadas no interior do arcabougo, como constatado na figura 4.11, a
partir de uma resina de Poli-isoprene foi adicionado os compostos PETA e 2% de IRG
369. Foi usada na construc¢ao de um microtubo (60 pm de didmetro) por microfabricagao
via P2F e utilizado um marcador com emissao proxima ao azul, tanto as células endotélios
da linhagem celular EA.hy926 (densidade celular: 3 x 10%), como também o microtubo

apresentaram elevada fluorescéncia.

Figura 4.11: Microtubo com células endotélios (indicadas pelas setas amarelas) foram marcadas com
corante celular emitindo na faixa do azul. Imagem de (a) microscopio 6ptico e (b) microscopia de
fluorescéncia. Barra de escala = 50 um

Fonte: Elaborada pela autora.

Investigou-se como a presenga das NPs CdSe/CdS e TiO; nas fotoresinas sinteti-
zadas que alteram suas propriedades Opticas. A caracterizagao destas amostras polime-
rizadas durante 30 min por iluminacao UV foi realizada pela mesma técnica no espectro
fluorimetro variando o comprimento de onda de excitacao em 350, 400 e 450 nm, os

resultados sao descritos a seguir na figura 4.12.

Em todos os espectros foi observado o aumento da fotoluminescéncia com o au-
mento na concentracao de dioxido de titdnio, mas também um alargamento da banda
de fluorescéncia em comparacao as amostras P.2.0 e P.0.5 sem a nanoparticula. Além
disso, para a amostra T3 houve um deslocamento desta ampla banda, com desvio para

o vermelho em relagao as outras amostras e um pico de emissao em 518 nm na figura

4.12(b).

A fluorescéncia da amostra Al com incorporagao de 0,5% em massa de CdSe/CdS
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com rela¢ao a massa da PETA foi investigada por meio da excita¢do em 400 nm (figura
4.12(b)) e 450 nm (figura 4.12(c)), fica evidente uma situl redugao da luminescéncia da Al
em comparagao da P.0.5, porém para ambas amostras os picos de emissao permanecem
inalterados em 491 nm (Agz.= 400 nm) e 502 nm (Ag,.— 450 nm). Também foram
feitas imagens de fluorescéncia obtidas experimentalmente em laboratorio, figuras 4.12(d)
e 4.12(e), foi incidido um feixe laser ajustado em 400 nm sobre um volume polimerizado
de cada amostra. Estas medidas experimentais expressao o resultado esperado conforme
o grafico de fluorescéncia ja analisado anteriormente.

Figura 4.12: Espectro de fluorescéncia das fotoresinas constituidas de IRG 369 dissolvido em PETA

(P.2.0 e P.0.5) com adicao dos QDs (A1) e do TiO5 (T1 e T3) variado Ag.. em (a) 350, (b) 400 e (c) 450
nm. Fluorescéncia das amostras (d) P.0.5 e (e) Al excitadas em 400 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Espectro de absorgao 6ptica

Os espectros de absorcao das resinas fotossensiveis nao polimerizadas foram obtido
por meio de um espectrofotometro UV-VIS-NIR (UV-3600 SHIMADZU), operando entre
300 nm a 600 nm, com resolucao espectral de 1 nm. Sabe-se que o FI apresenta forte
absorcao na faixa do UV, para que ocorra o processo fotoquimico de polimerizacao é
necessario garantir que a incorporacao das NPs nao impossibilite esta reagao quimica.
Pelos gréficos da figura 4.13 é comprovado que nao houve mudanca na banda de absorc¢ao
com a adicao das NPs, posto que, as resinas continuaram absorvendo abaixo de 400 nm

como desejado.

Embora as NPs de CdSe/CdS e TiO, puras absorvam na faixa do UV, nao fo-

ram relatados procedimentos experimentais bem sucedidos, independente dos parametros
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de escrita utilizados, em que conseguissem polimerizar uma resina composta apenas de
mondmero PETA e NPs (CdSe/CdS e TiO,), sem utilizagdo de um FI. Portanto, pode-se
concluir que, na auséncia do FI, as moléculas das nanoparticulas sozinhas nao possuem
uma secao de choque de A2F necesséaria para iniciar a etapa de radicalizacao dos mond-

meros.

Figura 4.13: Espectro de absor¢ao pelo UV-Vis do FI (0.5% de IRG 369) dissolvido em PETA na
presenca de (a) QDs CdSe/CdS e (b) TiOsx.

() (b)
—A1 B 0,9 — '
30,84 2
= ©
[ o
2 <]
§ 0,6 20,61
< 3
o (]
8044 5
E £0,3
50,21 2
=
0,0 T T ! 0,0 T T ]
300 400 500 600 300 400 500 600
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.3 Espectroscopia Raman

Ao obter uma adequada polimerizagao bem sucedida dos presentes compostos que
englobam a composi¢ao da resina, é esperada a méaxima conversao das moléculas do FI
e dos monoémeros em polimeros. Todavia, dificilmente todos os monoémeros acrilatos vao
reagir com o FI, dito isso, € comum permanecerem monoémeros residuais no material final.
Em aplicacoes biologicas é recomendavel um alto grau de conversao, pois as concentracoes

de mondmeros residuais podem desempenhar efeitos citotoxicos as células [30].

Para mensurar o GC' dos mondmeros envolvidos na formagao dos polimeros é uti-
lizado o método por espectroscopia Raman, que ao comparar o espectro Raman da resina
nao polimerizada ao espectro emitido das resinas polimerizadas fornecem informacgoes
para realizar o calculo do GC', conforme definido pela equacao (10) descrito na se¢ao 3.2.2

do capitulo anterior.

A intensidade Raman das amostras em suas condigdes originais (Resina Liquida)
e em regides que foram modificadas sob ilumina¢do UV durante 30 min (Resina Sélida)
foram medidas, a temperatura ambiente, através de um LabRAM HR Evolution (HO-
RIBA, Japao) operando no comprimento de onda de excita¢ao usual de 785 nm. Com um
espectrometro JY-T64000 microRaman excitado com uma linha de laser Ar 514 nm de
baixa poténcia. O sistema de detecgao foi realizado em geometria de retroespalhamento,

usando uma lente objetiva de 50x para focar o laser sobre os filmes de resinas.
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Os espectros Raman das resinas estudadas sao representados na figura 4.14, neles
sao mostrados a regiao espectral entre 1500 cm™! e 1900 cm~! para compreensao do
processo quimico de polimerizacao. As medi¢oes sao realizadas em amostras feitas de
resina & base de PETA: 0,5% de IRG 369 (6 mg), contendo concentragdes de 0,25%
(A0.25), 0,5% (A1) e 1,5% (A3) em massa de CdSe/ CdS e num proporgao de 0,5% em

massa de dioxido de titanio (T1) com rela¢ao & massa do mondmero.

Figura 4.14: Espectros Raman de fotoresinas com diferentes concentracoes de NPs CdSe/CdS e TiOo
em volumes (a) ndo polimerizados e (b) polimerizados por UV. Sao destacados os picos dos modos
vibracionais de interesse.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A anélise dos espectros Raman das cinco amostras medidas permitem monitorar os
modos de vibragoes das ligagoes que envolvem a formagao da cadeia polimérica especificas
na polimerizagao. Para quantificar a eficiéncia na polimerizacao das resinas incorporadas
com as NPs, foram comparados os picos de duas ligagoes importantes que participam da
etapa de fotopolimerizacao por radicais livres, mostradas na figura 4.14, sao os picos em
1640 cm ™! que representam as ligagoes duplas entre carbonos (C=C) e em 1730 cm ™! que

sao ligagoes duplas entre carbono e oxigénio (C=0).

Note-se que nos espectros sao vistos pequenos deslocamentos na regiao de 1730
cm™! que apontam possiveis variagoes do ambiente. Na figura 4.14(b), os graficos sio
interpretados da seguinte forma, claramente ha um aumento na intensidade do pico 1730
cm~! para a amostra P.0.5 (sem nanoparticulas) apds a polimerizagao, isso significa que
mais ligacoes duplas entre carbonos foram rompidas durante o processo de polimerizagao.
Entretanto, para amostras A0.5 e T1, o aumento na intensidade do pico 1730 cm™! é
muito inferior das outras amostras, isso reflete em uma menor conversao polimérica, ja
que menos ligacoes duplas entre carbonos foram quebradas no processo de radicalizagao

da cadeia polimérica para surgirem os centros ativos.

A partir deste método empregado, foi determinado as porcentagens do GC em
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funcao da concentragao de NPs, organizado na figura 4.15. Observa-se que as NPs de
CdSe/CdS e de TiOs nao contribuiram para melhorar o GC, pois para amostra P.0.5, na

auséncia das NPs, o grau de conversao do polimero foi maior chegando a aproximadamente

21%.

Figura 4.15: Grau de conversio dos filmes de resinas em fungao da concentragao de NPs CdSe/CdS e
TiOy (% massa de NPs em relagdo a PETA).
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Fonte: Elaborado pela autora.

No entanto, a amostra A1 para concentragoes de 0,5% em massa de CdSe/CdS com
razao de FI/NPs de (1:1), demonstrou um desempenho melhor que as outras amostras com
diferentes concentracoes, pois teve um percentual de 19,48% mais proximo numericamente
do valor obtido para a amostra P.0.5. Portanto, as NPs atuam como agentes inibidores

dos processos de polimerizacao, ja que, o aumento da quantidade de NPs resultou na
reducao do GC.

De modo a entender como os USPQs interferem no processo de polimerizacao foi
investigado qual é a menor poténcia incidida no interior da amostra capaz de polimerizar
um pequeno volume visivel (voxel). Nos procedimentos experimentais para realiza¢ao dos
testes, foi utilizada uma lente objetiva de microscopio de 40X (NA = 0,65, Newport) para
todas as amostras e fixado o comprimento de onda em 750 nm. Em seguida, é variado
o tempo de exposicao entre 5 ms a 100 ms e anotado em que poténcia surgia o primeiro

voxel para cada tempo de exposicao.

A poténcia minima necessaria para o feixe laser polimerizar as resinas foi orga-
nizada no grafico dado na figura 4.16, é constatado que para resinas incorporadas com
NPs a poténcia minima necessaria deve ser aumentada para desencadear o processo de
fotopolimerizacao, posto que, a curva tende a se posicionar mais acima, este acréscimo
na poténcia para concentragoes de 0,25% em massa de CdSe/CdS para a amostra A0.5
com razao de FI/NPs de (1:0.5), indica que parte da energia incidente na amostra ¢ ab-
sorvida pelas NPs sem que haja a polimerizagao, esta informacao reflete no valor do grau

de conversao que foi de 17%.
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Figura 4.16: A poténcia minima em fungio do tempo de exposigao para resinas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, para a amostra Al com mesmas quantidades de CdSe/CdS e de FI,
nao houve grandes variagoes de sua poténcia minima comparada a amostra P.0.5, deste
modo, este resultado confirma o motivo do valor do grau de conversao das duas amostras
serem mais proximos, pois para um tempo de exposicao de 5 ms a 100 ms é possivel
polimerizar ambas amostras com 15 + 1 mW e 8,0 + 9 mW, respectivamente. Para todas
as amostras, como esperado, é notéavel que aumentar o tempo de exposicao fica mais facil

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

4.2.4 Investigacao da influéncia dos parametros de escrita

O conhecimento do tamanho do voxel formado através do processo de P2F é essen-
cial na microfabricacao, pois é a menor unidade polimerizada alcancada a cada exposicao
do pulso de luz na resina. Em geral, esta informacao é requerida durante o processo de
programagao da microestrutura e no planejamento do desenho 3D para saber em que dis-
tancia deve ser colocado outro voxel de um voxel pré-existente, portanto, o conhecimento
das resolucgoes transversal e longitudinal do voxel ajuda a definir quais serao as separagoes

entre os voxel que darao origem as espessuras das paredes e das camadas.

Diante disso, a escolha dos parametros de escrita, tais como: poténcia (P), veloci-
dade de escrita (V) e tempo de exposicao (t.y,) estao associados & resolucao longitudinal
(altura do voxel) e a resolucao transversal (largura do voxel) de um determinado elemento
polimerizado. Na figura 4.17 é mostrado um exemplo do resultado experimental da for-
magao de vérios voxel individuais na resina P.0.5, onde foi variado a posi¢ao ao longo do
eixo z. Para esta investigacao foi utilizado uma lente objetiva de imersao em 6leo com
abertura numérica de 1,4 (63X, w.d.= 0,19 mm, Zeiss), para focalizar na amostra e usado

um tempo de exposigao (t.,,) de 10 ms, poténcia média de 30 mW e velocidade de 100

pm/s.
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Figura 4.17: Resultado experimental dos (a) voxel na lamina com P = 30 mW e t.;; = 10 ms em
diferentes posi¢oes no eixo z e (b) Ilustragdo do esquema experimental.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A fim de avaliar a resolucao e as condi¢oes mecénicas dos voxel e microestruturas
fabricadas foi realizado imagens via MEV (SSX-500 SHIMADZU) feito o procedimento
de metalizagao com corrente de 5 mA por 1 minuto de recobrimento por ouro sobre as

laminulas de vidro com as amostras.

Na figura 4.17(a), é demonstrado a largura e a altura dos voxel medidos, estes voxel
foram separados na direcao lateral por 7 um. Na figura 4.17(b) sao ilustradas as posigoes
do voxel no eixo z que corresponde & posicao do ponto focal do feixe laser. As posi¢oes em
z foram variadas e escolhidas de maneira a permitir que alguns dos elementos de volume

ficassem fixados na lamina depois do processo de retirada da resina nao polimerizada.

Observa-se que o primeiro voxel na posigao (A), estava bem focado no vidro, no
entanto, pouco visivel. Ja o voxel na posi¢ao (B) ficou preso no vidro por uma é&rea
muito pequena em comparac¢ao a extensao de seu volume, por nao ficar bem preso na
superficie do substrato, ele cedeu e caiu. Na terceira posigao (C) o voxel ficou bem preso
na superficie. Nota-se que as dimensoes do voxel criados se assemelham a elipsoides
bem compridos e estreitos, mas também podem se parecer com esferas menos alongadas
dependendo do valor dos parametros P, V e N A utilizada. E crucial que os voxel estejam
realmente fixados na superficie do substrato, semelhante & posigao (C) no eixo z, para que
as microestruturas nao venham a soltar. Sao apresentados alguns casos onde os voxel que
formavam a camada inferior das microestruturas nao foram bem ajustados na superficie
do substrato, figura 4.18, isso explica por que na microestrutura tipo “escada”’” formada
por duas colunas paralelas e linhas perpendiculares a elas, se desprenderam e curvaram e

no cilindro sua regiao inferior também se soltou.
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Figura 4.18: Exemplos de uma m4 fixagao dos voxel que formavam as microestruturas.

AccV  Probe  Mag WD Det No. AccY  Probe  Mag ‘WD Det No.
150KV 40 %120 16 SE 1 150KV 40 %270 17 SE il

Fonte: Elaborado pela autora.

Para determinar o tamanho do voxel formado sao feitos testes de variacao dos
parametros de escrita. E seguido as seguintes metodologias: Para medir a largura do voxel
foram escritas varias linhas paralelas bem presas ao substrato assim como na posigao (C)
ilustrado na figura 4.17. Para medir a altura do voxel foi construida uma coluna para
servir como apoio das linhas paralelas fixadas por uma de suas extremidades e a cada
linha paralela escrita foi variado & posigao ao longo do eixo z, subindo 1 pum para que as
linhas ficassem suspensas. Todas as linhas foram construidas por apenas uma passagem

do laser (Scan 1x) pela resina e tinham um comprimento de 1000 pm.

Na figura 4.19, é mostrado as larguras das linhas construidas em funcao de dife-
rentes poténcias do laser e da velocidade de escrita. E notoério que se obtém um padrao
entre a poténcia e a largura das linhas, uma vez que, sao diretamente proporcionais. No
procedimento experimental de P2F ajustado V= 100 pm/s e te,, = 10 ms, houve um
aumento da largura da linha dada por 2,1 ym com uma P = 30 mW e para uma poténcia
dez vezes menor foi obtido uma menor largura de linha sendo de apenas 425 nm (P = 3
Figura 4.19: (a) Largura de linha fabricadas na resina P.0.5 e (b) para diferentes P = 3-30 mW e V =
100-200 pm/s.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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H& também uma relagao entre a velocidade de escrita e a largura da linha que sao
inversamente proporcionais, ao fixar a P em 12 mW e variado a V em 100, 200 e 300 um/s,
foi obtido a maior resolugao para velocidade de 300 pm/s, pois o tempo de interagdo do
laser com o material é menor, ja que, o laser tem 1 segundo para interagir ao longo de

300 pm de comprimento da resina.

A fim de obter resolugoes cada vez maiores, para este teste foi feito usando uma
poténcia do laser de 10 mW, enquanto a velocidade de escrita é variada de 1000 pm/s
a 2000 pum/s, de modo que, cada linha seré polimerizada com uma energia diferenciada.
Os resultados foram organizados no gréafico da figura 4.20, a menor altura de linha obtida
foi de 1,55 pum para velocidade de 4000 pm/s, como era esperado. Para velocidade de
2000 pm/s, a menor largura de linha alcangada foi de 0,755 pym e a menor altura de linha
obtida foi de 3,26 yum. Nota-se, na figura 4.20(b), que as imagens de MEV foram medidas
da parte lateral das linhas que viraram no substrato (é possivel ver as ondulagoes), mas
presas por uma das extremidades na coluna de apoio, por isso que é nitido a diferenca no
indice de refragao nas figuras 4.19(b) e 4.20(b).

Figura 4.20: (a) Grafico da altura de linhas fabricadas em diferentes velocidade. A Poténcia ¢ fixada
em 10 mW. (b) Caracterizagao das alturas das linhas por MEV.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Foi investigado também como as NPs de CdSe/CdS interferem na largura de linha
para a resina Al. Nota-se pela figura 4.21, que o comportamento obtido entre a largura
das linhas com a poténcia é semelhante com os discutidos anteriormente. Porém, nao
houve melhoras na resolucao espacial das linhas para amostras que continham as NPs,
como havia sido relato por Peng, et al. [22] ao usar 5 mg/ml de Quantum dots Blue
(QDs-B), Green (QDs-G) (CdSe/ZnS) e red (QDs-R) (CdSe /CdS/ZnS), dispersos no
monomero PETA e FI IRG 819, os quais obtiveram linhas com maior resolucao, apenas
75 nm de largura, usando um laser pulsado centrado em 780 nm com objetiva de imersao
a o6leo (100x, NA = 1,4, Zeiss) com P =9 mW e V = 100 pm/s.
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Figura 4.21: Largura de linha fabricadas na resina Al para P variando entre 20 a 160 mW e V =
100pm/s.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

A possibilidade de fabricar microestruturas 3D complexas de alta resolucao feitas
de resina fotossensivel com propriedades funcionais customizadas representa um passo
importante para a integracao dessa ferramenta em fins bioldgicos. Através da técnica
P2F pode ser explorado o seu potencial para biomimetizar microambientes da matriz
extracelular para cultura de células em espaco 3D que colabora no estudo de diversos

tecidos biologicos aplicaveis na engenharia de tecidos.

Os ensaios biologicos tem sido utilizado para avaliar os efeitos citotdxicos de dife-
rentes compostos contidos em fotoresinas [31], incluindo investigagoes das NPs de TiO,
e suas agoes em meio celular [32]. Os estudos in vitro oferecem muitas vantagens, ja
que, contribuem para o aumento de informagao sobre o possivel risco toxico em potencial

associado a exposicao destas NPs as células-alvo.

4.3.1 Avaliagao da viabilidade celular

Para o estudo da citotoxicidade das amostras e viabilidade celular foi mensurado
pelo método de exclusao do azul de tripan em células osteoblastos humanos da linhagem
MG-63 no Laboratorio de Biologia Celular (LBC) do Instituto de Ciéncias Biologicas e da
Satude (ICBS) da Universidade Federal de Alagoas - UFAL. Foram preparadas amostras
com diferentes resinas em uma placa de cultura com 96 pocos para um periodo de tempo
de 24, 48 até 72 horas de cultura celular, sendo que, neste procedimento cada amostra foi
repetida quatro vezes para confirmacao dos dados coletados. Optou-se por nao utilizar a
técnica do Teste de Citotoxicidade pelo Método Direto (MTT) no ensaio de viabilidade
celular para analisa a biocompatibilidade das resinas, uma vez que, este método faz uma

leitura da absorbancia da superficie da amostra, sendo assim, devido a densidade Optica
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dos filmes de resina haveria interferéncia na obtenc¢ao dos dados.

Todas as concentragoes por percentagem em massa do FI e das NPs foram deter-
minadas com relagao & massa do monémero PETA. As primeiras amostras consistiam em
concentracoes de 2,0% e 0,5% em IGR 369, com o intuito de verificar a citotoxicidade em
alta e baixa concentragao do FI e demais componentes, mas também avaliar a capacidade
de estimular a proliferacao celular. Em seguida, foram analisadas amostras mantendo fixo
a baixa concentragao do IRG 369 e variado os tipos de NPs de CdSe/CdS amarela (Al
e A2) e TiOy (T1 e T3) para conferir a resina diferentes propriedades, as concentragoes

foram organizados na tabela 4.1.

Neste estudo foram preparadas amostras de fotoresinas em trés placas de 96 pocos,
cada uma destinada para 1 dia do experimento, desta forma reduz ao méaximo possiveis
erros dos resultados obtidos. Em um ambiente na auséncia de luz visivel, para evitar
a fotopolimerizacao, com auxilio de uma micropipeta foi depositado em cada pog¢o um
volume de aproximadamente 10 puL. de cada amostra nos pogos com didmetro cerca de
6,4 mm, com excegao das amostras T'1 e T3, que por terem caracteristicas mais viscosas
e translucidas foi colocado apenas 5 ul. destas fotoresinas. Em seguida, as placas foram
polimerizadas sob irradiacao UV por uma lampada negra durante pelo menos 3 horas a
uma distancia de 30 cm da fonte de luz. Na figura 4.22 sao mostrados as amostras apos
0s processos descritos.

Figura 4.22: Placas de 96 pogos com fotoresinas polimerizadas apés o processo de lavagem com alcool
etilico e tratamento com agua destilada.

Tempo de 24h ou 48h ou 72h

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos o processo de fotopolimerizacao, todas as amostras nos pocos foram lavadas
para diluicao dos componentes residuais do FI e outros componentes que nao participaram
das reagoes quimicas, foi utilizado como solvente o alcool etilico, deixado agir por 30 min

e posteriormente retirado. Em seguida, apenas a amostra P.2.0 (H,O) foi lavada com
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agua destilada deixando agir em contato direto com a superficie da resina por 4 dias para
avaliar o potencial de reducao da citotoxicidade que corresponde ao protocolo sugerido

por Ovsianikov et al. [3].

As células 6sseas humanas da linhagem MG-63 foram adquiridas do Banco de Célu-
las do Rio de Janeiro (BCRJ) cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF'), aminoéacidos nao-essenciais (1%), L-
glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), bicarbonato de so6dio (1500 mg/mL), glicose
(1 g/L), ¢ mantidas em estufa imida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, até atingirem
a confluéncia para execucao dos experimentos. Para inicio da analise da interacao celular,
os pocos foram primeiramente esterilizados, sendo assim, as placas contendo as amostras
foram mantidas na cabine de fluxo laminar por 1 hora sob luz ultravioleta antes de rece-
berem as células. Ao fim deste procedimento, as células (10%) foram semeadas em cada

pogo e mantidas sob condicoes de cultura pelos tempos de 24h, 48h e 72h.

Apos cada intervalo de tempo de exposicao das células em cultura com as amos-
tras, cada poco foi lavado com meio DMEM e as células foram recuperadas e transferidas
para tubos eppendorfs. Aliquotas de 10 uL de suspensao celular foram homogeneizadas
com 10 puL de corante azul de tripan. Dessa mistura, 10 pL foram tomados e depositados
em camara de Neubauer para observacao das alteragoes morfoldgicas e realizacao da con-
tagem de células vidveis. As células viaveis, que excluiram o corante, possuiam aspecto
translicido e as células mortas apresentavam coloragao arroxeada. O experimento foi

realizado em triplicata.

Tornou-se possivel, a partir dos testes pelo método de exclusao do azul de tripan,
mensurar a quantidade de células vivas expostas as superficies de diferentes amostras de
polimeros aperfeicoadas com incorporacao de nanoparticulas. Através dos dados coleta-
dos nesse ensaio biologico foi realizado a analise da citotoxicidade e da viabilidade celu-
lar. E trivial que o grupo controle (CTL), o qual continha células cultivadas em pogos
sem fotoresina, exibiu um aumento progressivo no nimero de células e com crescimento
aproximadamente linear ao longo do tempo, este resultado indica um comportamento
proliferativo. Como visto na figura 4.23, é mostrado o nimero de células em termos das

amostras com fotoresinas de acordo com cada sintese e tratamento adotado.

Ao avaliar os efeitos das amostras sobre as células. As amostras nao induziram
morte celular, pois de acordo com o ensaio biologico a viabilidade nao conduziu a niveis

inferiores ao observado no controle.

Entretanto, quando se observa as interferéncias das amostras no comportamento
proliferativo comparado com o grupo controle, é possivel notar que as amostras P.2, P.0.5
e T3 interferiram de maneira mais intensa na viabilidade das células. Por outro lado,

as amostras com as fotoresinas P.2(H,O), T1, A2 e Al interferiram de maneira menos
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intensa.

Figura 4.23: Efeito das amostras de fotoresina sobre a viabilidade dos osteoblastos MG-63 por 24, 48
e 72 h. As barras representam a contagem de células viaveis apos cada tempo de exposi¢ao. A linha
pontilhada representa a quantidade de células no inicio do experimento (Oh).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em especial, a fotoresina T1, com 0.5% IRG 369 e 0.5% TiOs, teve o melhor de-
sempenho quanto a proliferacao celular, posto que, o ntimero de células viaveis foi superior
ao controle durante 48 horas. Este dado indica que este composto sustenta a proliferacao
celular, pois somente apos 72 horas houve diminuicao do nimero de células viaveis. Uma
possivel justificativa para o excelente comportamento desta fotoresina esta amparada na
comprovada biocompatibilidade das NPs de diéxido de titanio, como também devido ao
seu grande potencial para aplicagdo na regeneracao de tecidos 6sseos (formando por cé-
lulas osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos presentes na matriz celular
do tecido 6sseo) [33], uma vez que, elas promovem a osseointegragao e previne a adesao

bacteriana.

E importante ressaltar que durante os experimentos ficou nitida a interferéncia das
fotoresinas no comportamento de adesao das células, houve uma dificuldade das superfi-
cies promoverem a adesao celular, esta configuracao ja foi relata em outros estudos com
fotoresinas contendo materiais formados por monémeros acrilatos [34], aonde cabe a utili-
zagao de novos compostos como um ligante adesivo celular com a finalidade de facilitar a
adesao das células na superficie da resina. Considerando que a adesao celular é uma etapa
determinante para a proliferacao e diferenciagao das células, essa observacao justificar a

interferéncia das amostras no comportamento proliferativo das células.

Ao verificar a proliferacao das células em amostras contendo diferentes concentra-
¢oes do FI. Foi notorio que filmes de fotoresinas contendo elevadas quantidades de FI (2%)

e menores quantidades (0.5%) nao resultaram em niveis mais altos de citotoxicidade, pois



78

em relacao ao nimero de células foram aproximadamente iguais. Todavia, a dindmica
do comportamento proliferativo da amostra P.0.5 em comparacao a P.2.0, demonstrou
um aumento linear significativo com o decorrer do tempo de incubacao de 24 para 72 h,

conforme o padrao visto no grupo CTL.

Além disso, para a amostra P.2.0 (H;0) realizada a etapa da lavagem residual
com agua destilada por quatro dias, foi reduzido a quantidade de componentes téxicos
soltiveis em dgua, de modo que, reduz significativamente os niveis de toxicidade quando
comparados com a amostra P.2.0 sem este tratamento. A diminui¢ao do nimero de células

vidveis apenas ocorreu apos 48 horas.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo destacam que as fotoresinas com baixa
concentracao do FI e com adicao das NPs nao foram prejudiciais as células, pois a viabili-
dade celular dos osteoblastos MG-63 nao foi impedida significativamente e permaneceram

superiores a 100% em todas as amostras.

Nas imagens feitas pelo microscopio 6ptico mostrada pela figura 4.24 é visto as
células MG-63 em contato com as amostras na placa de 96 pocos e confirmam os resultados

anteriores, revelando que as fotoresinas investigadas nao tém efeito citotdxico.

Figura 4.24: Ensaio biolégico das células Osteoblastos (indicada pela seta em amarelo) semeadas apos
48 h em amostras contendo 2% de IRG 369 (P.2 e P.2 (H20)), 0,5% de IRG 369 (P.0.5, Al e T1) e
poliestireno (CTL). Barra de escala = 10 um

P.2.0(H20 P.2.0

Fonte: Elaborado pela autora.

As células possuem comportamento proliferativo, porém nao conseguem se diferen-
ciar morfologicamente sobre os filmes como seria normal no grupo CTL. Este resultado
caracteristico também ja foi visto em outros trabalhos [3] que utilizaram concentragoes
de 2% a 0.5% do FI IRG 2959 e um mondmero acrilato, sendo que, o monoémero acrilato

é apontado como o causador da dificuldade de promover adesao celular, embora nao seja
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nocivo a proliferacao das células, age impedindo o espraimento que resultaria na diferen-
ciagao morfoldgica das células. Por este motivo, as células cultivadas em amostras a base
de PETA e IRG 369, exibem morfologia em formato arredondado; este comportamento

das células sugere que ocorreu uma ma fixacao da célula a superficie de contato.

4.4 DESIGN E FABRICACAO DE ARCABOUCOS CELULARES

Nesta pesquisa, é apresentado um arcabouco celular tridimensional fabricado pelo
método de microfabricacao por escrita direta a laser pela técnica de P2F, constituido
pela fotoresina T'1 do tipo negativo, a qual foi utilizada para construir os microambientes
em cima de um substrato feito da propria substancia. A etapa de confec¢ao do subtrato
de resina é simples e rapida, a vantagem de sua utilizagao estd na méxima fixacao dos
arcaboucos fabricado ao filme composto de resina, pois foi notado que os arcabougos

fabricados sobre laminulas de vidro possuem uma fixacao bastante inferior.

Todos os subtratos de vidros passaram pelo processo de limpeza como foi discutido
no toépico 4.1.3. Inicialmente a amostra T1 foi usada para confeccionar filmes circulares
com espessura proxima a da propria laminula circular de vidro (didmetro de 13 mm) uti-
lizada como molde. Em uma lamina de vidro é colocada uma gota da resina, em seguida,
cuidadosamente para nao criar bolhas é posicionada uma laminula circular sobre ela. Pos-
teriormente, colocado por 10 minutos sob a luz UV e apés polimerizar, é lavado com alcool
etilico para desprender o filme T1 dos vidros e remoc¢ao dos compostos nao polimerizados.
Com o filme de resina pronto, é fixado por fitas em uma lamina de microscopio utilizada

€como suporte.

Um dos principais e mais importantes objetivos do arcaboucgo é retratar o mais
fiel possivel as propriedades fisico-quimicas e caracteristicas essenciais de um ambiente
celular especifico, claro que levando em consideracao suas limitagoes. Portanto, células-
alvo, fotoresina e arcabougo sao trés elementos fundamentais que devem estar interligados

e em concordancia ao projetar uma microestrutura destinada a fins biologicos.

Primeiramente, deve-se determinar a linhagem das células-alvo a serem estudadas,
pois a partir da definicao das células poderao surgir ideias relacionadas a utilizacao ou
nao de farmacos ou NPs para o tratamento de doencas ou lesoes 6sseo, utilizacao de
métodos de analises, caracterizagoes quantitativas e/ou qualitativas da dindmica celular.
Posteriormente, o composto da resina deve ser um material biocompativel, que permita
a proliferacao das células escolhidas e nao afete negativamente a viabilidade e morfologia
celular. Por fim, a geometria da microestrutura deve estar ligada a algum ambiente natural
das células escolhidas na pesquisa. Logo, tanto no segundo quanto no terceiro elemento,
novas rotas de sinteses podem ser criadas para influenciar na melhoria do desempenho

biologico do composto e diferentes modelagens 3D exploradas [35].
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Neste contexto, Osteoblastos humanos da linhagem MG-63 foram escolhidos como
células-alvo, proposto sintetizar uma resina biocompativel a base de NPs de TiO, e foi
idealizado construir arcabougos, de modo que, pudessem reproduzir os arranjos de fibrilas
de colagenos presentes em excesso na matriz extracelular (MEC) do tecido 6sseo [36],
usando os mecanismos de microfabricacao por escrita direta a laser pela técnica aditiva
¢é possivel simular no arcabougo algumas das caracteristicas essenciais das estruturas de

fibrilas de colageno naturais.

Dentre os tipos de células que participam da etapa de formagao do tecido 6sseo,
as células osteoblastos sao encarregadas do processo de sintetizar e secretar componentes
organicos da matriz 6ssea, atuando principalmente na produgao da atividade enzimatica
de Fosfatase Alcalina (ALP), incluindo proteinas, como por exemplo, a osteocalcina (OC)
e colageno tipo 1 (Col-1) [38].

A implementagao de design de arcabougos celulares com estimulos caracterizados
por rugosidades e topografias na mesma ordem escalar das células ¢ um método promissor
de promover a resposta celular, bem como, a proliferagdo, comunicacao e diferenciacao
das células no interior do microambiente. O estudo do comportamento celular em contato
direto com arcabougos biomiméticos deve ser explorado e é de fundamental interesse no
campo da engenharia de tecido [39], pois serve para conduzir no desenvolvimento de novos
modelos e materiais funcionalizados aplicados na adequacao e melhoria dos implantes e
estruturas 3D que ao serem implantados no corpo, buscam reparar defeitos 6sseos cau-
sados por lesoes, fraturas, traumas e doencas degenerativas, geralmente acompanhadas
por sintomas prejudiciais que afetam e limitam as condigdes de vida e bem-estar dos

individuos.

O desenvolvimento do arcabouco tridimensional como suporte apropriado na pro-
liferacao, adesao e diferenciacao osteogénica, exerce fungoes semelhantes ao original e
permite ser substituido no local danificado (enxerto 6sseo), assim como, os implanté-
veis metéalicos (Titanio e suas ligas, ligas de cobalto-cromo, dentre outros) [40], ambos sao

dispositivos usados como estratégias que colaboram no processo da regeneragao ossea [41].

Em especial, no caso da insercao dos implantes in vivo faz-se necesséaria a etapa de
osseointegragao com o tecido 6sseo, a saber, é constituida pelo processo de fixacao estavel
do dispositivo (arcabougo ou implante sintético) que foi implantado com o tecido 6sseo
existente. E desejavel que as células do organismo vivo interagem e se conectem com
a superficie do implante para desempenhar alta adesao e crescimento 6sseo ao redor do

implante no processo de consolidagao dssea [42].

Entende-se que, durante a etapa da regeneracao 6ssea, as células osteoblastos dire-
cionam a producao da matriz 6ssea mineralizada, este processo permite que osteoblastos

interajam com fons inorganicos, proteinas e fosfato de calcio, posteriormente, ocorre a
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diferenciacao de osteoblastos em ostedcitos e por fim, temos o processo de remodelagao

da matriz ¢ssea pela participa¢ao do conjunto de células osteocitos [38].

Portanto, os ensaios biolégicos in wvitro sob influéncia dos arcabougos auxiliam
na otimizacao de parametros, tais como, a geometria, a rugosidade, a topografia e a
compatibilidade dos compostos quimicos [41] presentes nos implantes, de modo a garantir

uma boa e rapida osseointegracao do dispositivo implantado.

Este estudo pode ser aplicado na adequacao da topografia, geometria e compostos
ideais para adaptacao de implantes ortopédicos e dentarios. De acordo com pesquisas
anteriores, é conhecido que implantes com superficies planas sem nenhuma modificacao
topogréfica em contato com células ¢sseas oferecem menos estimulos para uma boa osse-

ointegragao do implante.

Todavia, a modificagao das superficies do implante exibem melhores resultados,
pois admitem que as células 6sseas se reorganizem e crescam conforme as caracteristicas
da microestrutura, além de contribuirem na resposta celular influenciando na adesao,

morfologia e proliferagao das células conforme os parametros geométricos do arcabougo.

Para microfabricacao destes arcabougos conhecidos como microgrooves ou apenas
grooves do tipo retangulares e circulares, distinados ao estudo da regeneracgao 6ssea varias
técnicas ja foram usadas como, por exemplo, através do uso de moldes na fotolitografia
pelo método de fundigao por fusdo [43], fotolitografia combinada com o método de estam-
pagem a quente - hot embossing [44] e escrita por impressora 3D [45], entretanto, para

este objetivo até o momento nao foi explorada a técnica P2F.

Para iniciar a etapa de construgao dos arcabougos Micro-Grooves Retangulares (de-
nominados como MGR) e Micro-Grooves Circulares (referidos como MGC), é necessario
programar em um software de modelagem 3D quais serao as trajetoérias percorridas pelo
feixe laser. Foram utilizados os recursos presentes no proprio software de microfabricacao

nFab, nele possui uma aba para criar e editar o design das microestruturas.

Para projetar os grooves retangulares, foi utilizado a fungao Lines no software de
design, primeiramente foi montado & coluna formada por cinco linhas com espacamento
entre as linhas (d) de 1 um e comprimento da linha (L) de 500 pm, estes parametros foram
ajustados através das opgoes no software: “number of rows”, “distance between rows” e

“Row Length”, respectivamente.

Na pratica, estas linhas como mostradas na figura 4.25, vao ficar bem unidas com
o intuito de obter uma camada preenchida, por isso, foi colocado entre elas apenas 1 pum
de distancia, tendo como referéncia que a largura da linha é de aproximadamente 2 pym e
a altura da linha de 8 pum, usando os seguintes parametros, NA = 100x, P = 62 mW e

V = 250 um/s, de acordo com testes semelhantes aos realizados na se¢ao 4.2.4. Em cada
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linha em vermelho possuem setas indicando o sentido e direcao do movimento do laser
durante a escrita, as linhas continuas sao as regioes que a resina é polimerizada e as linhas
tracejadas é o caminho feito pelo laser com o Shutter fechado sem que haja modificacao
do material.

Figura 4.25: Esquema representa direcdo e sentido da trajetoéria do laser focalizado na resina para
confeccionar uma camada formada por (a) linhas paralelas e (b) espiral.

(@ ®) d=1p
d=1pm —

'_A A
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em seguida, para alcancar a altura da coluna desejada foram depositadas trés
camadas sucessivas, repetindo duas vezes o conjunto de cinco linhas ao longo do eixo z
no sentido positivo, com uma variacao de Az = 3 pum a cada repeticao. Por fim, basta
repetir este conjunto de cinco linhas ao longo do eixo x com certo espacamento entre elas

para formar a largura dos grooves (b), assim como ilustrado na figura 4.26.

Figura 4.26: (A) Tlustragao dos micro-grooves feitos em cima da superficie do substrato (resina), a:
largura da coluna, b: largura do groove, c: altura da coluna; (B) Visto da se¢ao transversal no plano zx.

Fonte: Elaborado pela autora.

A modelagem 3D dos microgrooves circulares é feita por meio da funcao Spiral,
onde permite definir uma espiral centrada na origem (x,y,z) = (0,0,0) no plano XVY.
A espiral comeca com um raio inicial, prosseguindo no sentido horéario por um nimero

especifico de revolugoes e com a possibilidade de variar o raio a cada revolugao, estes
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parametros foram ajustados por meio das opg¢oes: “InitialRadius(um)”, “Revolutions” e

“Delta r(um)/rev”, respectivamente.

A primeira espiral tinha um raio inicial de 10 pm, seguido por cinco revolugoes
acrescentando 1 pm ao raio inicial por revolugao, visto na figura 4.25(b). A altura da
espiral em torno do eixo Z pode ser configurada por repeti¢coes das camadas, no total
foram colocadas trés camadas sucessivas, repetindo duas vezes a espiral no eixo z, com
uma variagao de Az = 3 pum a cada repetigdo. Para obter um padrao de micro-grooves
circulares concéntricos foi repetido oito vezes a primeira espiral ao longo do plano xy,
variando apenas o raio inicial de cada uma delas acrescentando 15 pum para o MGC
(b=10 um) e para o MGC(b = 20 um) foi variado em 25 pum, no total foram posicionadas

oito espirais concéntricas com raio externo total de 240 pum, veja figura 4.27(C-D).

Uma vez definidos o design dos arcabougos, o sistema pFab gera um arquivo final
da microestrutura projetada contendo pares de coordenadas (z, y, z), cada um represen-
tando um passo do laser na amostra, onde podem ser visualizadas todas as trajetorias
representadas por linhas e circulos, como mostrado a seguir na figura 4.27(B-D).

Figura 4.27: (A) e (C) Criagao do modelo sélido por meio de uma ferramenta de design 3D. (B) e (D)
Visualizagao do arquivo de vetorizagao com as configuragoes para execugao da escrita.

(A) (B)

AutoFocus
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Fonte: Elaborado pela autora.

O processo de construcao das microestruturas tridimensionais foram escritas por
um sistema de microfabricagdo tridimensional (pFab Workstation - NEWPORT) utili-
zando pulsos de laser de fs (Chameleon Ultra - COHERENT) sintonizado a 730 nm
proximo ao IF e uma lente objetiva de 100X, (NA = 0,70, Nikon). De acordo com as
geometrias colocadas no design dos arcabougos foram configurados os parametros épticos

para sua escrita. As linhas verticais paralelas e os circulos concéntricos espacados foram
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construidos, com diferente velocidade de escrita e aceleragao, porém mantendo fixada a

poténcia do laser em 62 mW.

A mudanca dos parametros (velocidade de escrita e aceleragao) é obrigatoria con-
forme indicado no manual do sistema, o qual especifica quando houver geometrias com
curvas, a aceleracao utilizada deve ser no méximo dez vezes o valor da velocidade de
escrita, caso esta restricao nao seja obedecida ocorre erro ao executar o arquivo projetado
devido & alta aceleragao. Conforme esta justificativa, os arcabougcos MGR foram execu-
tados com Ve, = 250,0 pum/s e aceleragao de 10 mm/s, enquanto os arcabougos MGC

foi reduzido para 100,0 pm/s & Ve, € 0.5 mm/s & aceleragao.

Foram entao fabricados dois tipos diferentes de arcabouco, MGR com colunas
paralelos, onde foi fixada a largura da coluna em 5 pum e a altura da coluna em 8 pm,
enquanto que a largura do groove, ou seja, distancia entre as colunas eram diferentes, com
aproximadamente 10 um e outro de 20 ym. Os MGC concéntricos tinham uma largura e
altura das colunas circulares fixada em 5 um e 8 pm, respectivamente. A distancia entre
as colunas circulares adjacentes foi definida em 10 ym e outro em 20 ym, como mostrado
na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Dimensées dos arcaboucos tipo grooves fabricados na superficie do filme T1.

Largura da Largura do Altura da Razao
Arcabouco
coluna (a, um) | groove (b, ym) | coluna (¢, um) | entre b/a
MGR ) ~ 10 8 - 21
MGR ) ~ 20 8 T 41
MGC 5 ~ 10 8 ~2:1
MGC 5) ~ 20 8 T 41

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma série de microgrooves circulares concéntricos e microgooves retangulares fo-
ram projetados e fabricados na superficie de um filme de T'1 para biomimetizar um ambi-
ente celular especifico. Em resumo, foram preparados quatro filmes iguais e cada um com
11 unidades de MGR com b = 10 pm, 10 unidades de MGR com b = 20 ym e 5 unidades
de MGC com b = 10 yum e com b = 20 pum, todos alinhados visto na figura 4.28. Em
média, cada microestrutura (MGR ou MGC) precisava de 15 a 20 minutos de duragao

para ser finalizada.
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Figura 4.28: Imagens de microscopio 6ptico do filme T1 com microestruturas (barra de escala = 50
pm).

Fonte: Elaborado pela autora.

Depois de concluido a etapa de escrita, o filme foi colocado em um recipiente de
vidro em cima de um espacgador rigido com a face em que estava depositada a resina
virada para baixo. O espacgador rigido feito de PMMA com 0,3 ¢m de altura foi usado
para delimitar o espaco suficiente para evitar que a resina tocasse o fundo do recipiente, em
seguida, com cuidado foi colocado alcool etilico para remoc¢ao do material nao polimerizado
deixado reagir por 20 minutos, trocado o alcool apés o prazo e colocado novamente por

mais 10 minutos.

Conforme mostrado na figura 4.28, nas amostras observadas por microscopio 6p-
tico (20X, NA = 0,40, Newport), é visivel na superficie do filme e entre as paredes das
microestruturas distribui¢oes de vérias aglomeragoes de NPs TiOy conectadas. Em se-
guida, as microestruturas também foram caracterizadas pela técnica MEV com diferentes

ampliagoes para exibir suas caracteristicas mecanicas.

Conforme mostrado na figura 4.29, os microambientes apresentam paredes estéaveis,
continuas e com boa integridade estrutural, sem deformacgoes ou microexplogoes, sendo
um indicativo que os parametros de escrita escolhidos foram adequados, pois as geometrias
e dimensoes dos arcabougos escrito no sistema de microfabricacao coincide com o modelo

3D projetado no software proposto.
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Figura 4.29: Imagens MEV do Filme T1 com microestruturas Microgroove.

Mag WD Det

Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 CULTURA CELULAR TRIDIMENSIONAL

Para iniciar os ensaios biologicos, os arcabougos fabricados sobre o filme polimérico
foram inseridos em placas de 12 pocos e mantidos na cabine de fluxo laminar por 1h sob
luz UV antes de receberem as células. Ao fim deste procedimento, as células (densidade
de 2 x 10* /poco) foram semeadas em cada pogo sobre as superficies das amostras, com

e sem arcabougos, e mantidas sob condigoes de cultivo por um periodo de 3 dias.

O microscopio 6ptico foi usado para observar a dinamica da morfologia e organi-
zacao das células crescidas em amostras constituidas de fotoresina T1 ainda no meio de
cultura apoés 72 h. Esta investigacao ¢ essencial na area da engenharia tecidual, pois o
comportamento das células é regido pelas propriedades quimicas e fisicas presentes no mi-
croambiente, que atuam efetivamente no estimulo da resposta celular. Conforme mostrado
pela figura 4.30, pode-se notar através da interagao arcabougo-célula no meio de cultura,
que os arcabougos permitiram o alinhamento das células de acordo com a orientacao do

microgroove retangular e circular.
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Figura 4.30: Imagens de microscopio 6ptico das células MG-63 (indicado pelas setas em amarelo) apos
72 h no meio de cultura. (a) MGR e (¢) MGC com (b: 20 pum); (b) MGR e (d) MGC com (b: 10 um).
Barra de escala = 50 um.

Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, nos arcaboucos com largura do groove mais estreitos de 10 ym mostra-
dos nas figuras 4.30(b) e (d), um namero menor de células foram encontradas dentro dos
grooves. Foi perceptivel que no grupo MGC (b: 10 um) mais estreito as células ficaram
orientadas ao redor da tltima coluna seguindo a mesma curvatura da microestrutura,
mostrado pelas setas amarelas, porém nao conseguiram entra no interior do microambi-

ente.

Em contraste, um grande ntimero de células MG-63 permaneceram alinhadas entre
as colunas da microestrutura seguindo a mesma dire¢ao da geometria do arcabougo MGR
e do MGC, ambos com largura do groove de 20 pm, mostrado na figura 4.30(a) e (c),
desta forma, foi estabelecido que as células optaram por ocupar arcaboucos com largura

do groove superiores a 10 pm.

Ja em regioes externas dos arcaboucos, isto é, na superficie do Filme T1 sao en-
contrados osteoblastos espalhados de maneira aleatoria e sem dire¢ao predominante. Este
resultado demonstra a importante funcao desempenhada por estes arcabougos na orien-

tagao e comunicagao entre as células.

Optou-se por avaliar também o efeito do FI IRG 369 sobre a morfologia dos oste-
oblastos substituindo-o por outro FI, ja que, o comportamento das células é regido pelas

caracteristicas quimicas contidas no substrato. Para esta avaliacao foi utilizado o mesmo



38

monoémero PETA adicionado a um diferente FI, conhecido por IRG 2959, escolhido por
ter excelente solubilidade em agua, e ser frequentemente usado na sintese de hidrogéis

sintéticos.

Esta nova resina foi preparada com 1% de FI IRG 2959 dissolvidos em 5 ml de
PETA, denominada PI59, seguindo o mesmo roteiro de sintese das resinas P.2.0 e P.0.5.
Em seguida, foi confeccionado um filme fino da resina PI59 com as mesmas dimensoes da

laminula de vidro, semelhante ao procedimento realizado com a fotoresina T1.

Para examinar a resposta das células ¢sseas inseridas dentro e fora dos arcaboucos
e sobre os Filmes, as amostras com células foram fixadas com glutaraldeido a 0,5% e
submetidas & analise. Devido & baixa adesao celular, seguido do aparecimento de curtos
prolongamentos celulares da membrana citoplasmética, apds o processo de fixacao, poucas

células permaneceram aderidas ao substrato feito da fotoresina T1, como é visto na figura
4.31.

Figura 4.31: Imagens 6pticas de células MG-63 (seta em amarelo) fixadas apés 72 h de cultura em (a)
arcabou¢o MGR, (b) arcabougo MGC (b: 20 pm), (c) Filme T1 e (d) Filme PI59. Barra de escala = 40
wm

Fonte: Elaborado pela autora.

Para quantificar a interacao das células nos substratos, é definido a quantidade
razao de alongamento como sendo a razao entre o comprimento médio e a largura média
das células, foram analisadas no total 41 células de cada grupo. Entende-se que, quando
a razao de alongamento equivale a 1, significa dizer que a célula possui um formato mais
proximo do circular e, consequentemente muito menos alongada. A partir da figura 4.32

¢ possivel analisar a morfologia celular em amostras com MGR (b: 20 pm), MGC (b: 20
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pm), Filme T1 e no Filme PI59.

Foi constatado que no grupo MGR (b: 20 pm) com arcabougo, a razao de alonga-
mento das células eram mais proximas de 1, que indica uma forma celular mais simétrica,
mostrado na figura 4.32(c). Entretanto no grupo MGC (b: 20 um), foi evidente que houve
uma diferenca no formato das células quando estavam em contato dos arcabougos curvos.
Pois as células apresentaram uma razao de alongamento maior em comparagao aos outros
grupos, portanto, significada que os osteoblastos ficavam mais alongados com uma forma
eliptica, mais compacto e com apenas algumas extensoes citoplasmaticas, como visto na

figura 4.32(d) (Seta em vermelho indica a dire¢ao do groove).

Ao comparar a morfologia das células sob efeito da interacao com as superficies
do Filme T1 e do Filme PI59, sem interacao com o arcabougo, mostradas nas figuras
4.32(e) e (f), pode ser observado que os dois grupos estimulam uma morfologia esférica
nas células, com razao de alongamento proximo de 1, supostamente causado pela baixa
adesao celular ao substrato.

Figura 4.32: (a) Razao de alongamento e (b) area celular média relativa. Morfologia dos osteoblastos

MG-63 cultivados por 3 dias em diferentes superficies, ampliagao de 50x. Amostra (c) MGR e (d) MGC
(b: 20 pm), (e) Filme T1 e (f) Filme PI59.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, no Filme PI59 foi percebido que as células se expandem mais sobre o
substrato, com area celular media relativa muito superior do que as células no Filme T1
e nos outros grupos, mostrado na figura 4.32(b). Além disso, os osteoblastos apresentam
projegoes da membrana citoplasmatica com expressao dos filopodios (apontados pelas
setas em amarelo), que sao formados por filamentos de actina organizados em paralelo e

permitem as células interagir e explorar a superficie do material, como também promovem
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conexdes mais estaveis entre células mais proximas e induzir as migracoes celulares [46].
Ja no Filme T1 observa-se células caracterizadas por uma forma esferoide sem extensao

visivel de filopodios.

O aparecimento dos filopodios é essencial na dinamica celular, pois quando as célu-
las estiverem na presenga de nanoestruturas ou de arcabougo nanogroove seus filopddios
vao interagir com a superficie ao seu redor, a depender da geometria e da escala de tama-
nho, podem detectar estas caracteristicas do ambiente e promover uma resposta celular,
seguido do alinhamento dos filopodios pela topografia em nanoescala [47]. Também é
conhecido que os filopédios conseguem interagir com nanoestruturas e NPs da ordem de
até 35 nm [48].

Claramente, este resultado mostra a possibilidade de ampliar o potencial de ati-
vacao das células ao adotar um FI soluvel em agua na sintese das fotoresinas ao invés
do IRG 369, posto que, é nitida uma distingao da resposta celular dos osteoblastos pela
expressao dos seus filopodios que é um caracteristico da interacao célula-célula e célula-
matriz extracelular. Como também, permite ainda explorar as vantagens da incorporagao
das NPs de TiO,, a fim de induzir melhor biocompatibilidade, maior grau de adesao e
mudangas na forma das células. Outra estratégia a ser adotada seria aumentar o periodo
de cultura com objetivo de acompanhar melhor a dinamica celular quanto as conexoes

célula-célula e células-substrato e/ou arcabougo.

4.5.1 Investigagdo do Médulo de Young das células Osteoblastos MG-63 via AFM

Embora na literatura ja se tenha conhecimento no que diz respeito a morfologia,
diferenciacao e taxa de proliferagao das células osteoblastos MG-63 em contato dos arca-
bougos tipo groove feitos a partir de diferentes materiais, incluindo Poliestireno (PS) [44],
Titanio-6aluminio-4vanadio (Ti6-Al-4V) [49], Titanio [50] e Policaprolactona (PCL) [51].
Todavia, o efeito causado pelo arcabouco microgroove incorporado com NPs de dioxido
de titanio nas propriedades biofisicas dessas células ainda nao é claro em nenhum destes

estudos e necessita ser mais bem compreendido.

Neste contexto, o modulo elastico das células pode ser mensurado de maneira
quantitativa por uma variedade de métodos [52], aqui é adotada a técnica de Microscopia
de Forga Atomica (AFM). Este método de anélise se estabeleceu como uma excelente
ferramenta no estudo da din&mica e das propriedades mecénicas das células, frequente-
mente utilizado com intuito especificamente de investigar diferentes eventos e respostas
celulares, incluindo locomocao, diferenciacao, adesao, envelhecimento, patologia celular
de diferentes tipos de células [53]. As propriedades biofisicas das células nao sdo somente

modificadas por processos fisioldgicos e patologicos, mas também, sao influenciadas por
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caracteristicas do ambiente de cultura, como por exemplo, a geometria, a composi¢ao
quimica, a rugosidade e a rigidez do arcabouco que ao interagir com a membrana cito-

plasmaética das células afeta sua rigidez [54].

O citoesqueleto das células é composto principalmente, dentre outros componentes,
por filamentos de actina (F-actina) e microttibulos [55], os quais regulam as propriedades
elasticas dos osteoblastos, de modo que, a reorganizacao e alteracao do citoesqueleto
causado por estimulos locais do microambiente e pela diferenciacao celular sao refletidas

na mudanga da elasticidade das células [52].

E aceitavel que células em diferenciacdo tém sua rigidez aumentada [56], assim
como ocorre na dindmica de alteracao de uma morfologia arredondada para uma mor-
fologia espraiada. Esta afirmacao é comprovada por Darling et al. a partir de medidas
via AFM com uma forca de indentagao da ponta esférica do cantilever de 2-3 nN, eles
observaram uma diferenca significativa no médulo elastico das células osteoblastos corre-
lacionado com a mudanca nas caracteristicas observaveis das células, visto que, o grupo
de células com morfologias esféricas tinham o médulo elastico inferior do grupo de células

com morfologias espraiadas, sendo respectivamente de 2,6 + 2.0 kPa e 6.5 + 2,7 kPa [52].

Em relagao a rugosidade e a composicao quimica da superficie do substrato, Domke
et al. confirmaram o impacto destes parametros no aumento do moédulo de Young de
células osteoblastos. Foi notado que células cultivadas em superficies de titdnio com maior
rugosidade apresentaram perceptivel aumento no médulo de Young, assim como no grau
de adesao celular a medida que foram se espalhando e ficando mais achatadas ao longo
do substrato, quando comparado as células cultivadas sobre uma superficie composta de
Cobalto-Cromo (CoCr) e com menor rugosidade [40]. Portanto, tais estudos sugerem que
as caracteristicas biofisicas celulares atuam como marcadores biol6gicos, pois conseguem

capturar as mudangas e configuragoes do fenotipo celular [53].

Outros estudos realizados por Zorlutuna e colaboradores relataram que as Células
do Misculo Liso Vascular (VSMCs) cultivados durante 75 dias no arcabougo nanogroove
feito de biomaterial (colageno tipo 1) com largura do groove de 332,5 nm, mostraram
ser uteis ao exercer o direcionamento das células na mesma dire¢ao do groove e melhorar
significativamente as propriedades elasticas das células representado pelo aumento no

modulo de Young [57] em comparagao as células VSMCs cultivadas no vidro.

Neste presente estudo, as propriedades biofisicas de células Osteoblastos da linha-
gem MG-63, sujeito a influéncia do arcabougo microgroove, em duas diferentes geometrias,
dopado com NPs de TiO, foram investigadas, a fim de possivelmente correlacionar o mo-
dulo de Young das células com o comportamento celular observado (reorganizacao do

citoesqueleto e forma celular).
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As células foram medidas individualmente a partir do microscopio de for¢a atémica
Multiview 4000™ (Nanonics, Israel) acoplado ao microscopio optico (BXFM, Olympus,
Japao) para obter os dados do mddulo de Young. Com objetivo de reduzir quaisquer
interferéncias do ambiente causadas por ruidos mecanicos e sonoros no decorrer das me-

didas, o aparelho AFM foi isolado acusticamente e mecanicamente.

Neste experimento, uma ponta com formato conico fixado na extremidade do
cantilever, movendo-se a velocidade constante de 5 pum/s com precisdo de ordem sub-
micrométrica, foi aproximada em dire¢ao as amostras e posicionada sobre a parte central

das células.

As curvas de forga-distancia obtidas foram realizadas em torno do centro das células
na regiao do nucleo, onde as células sao mais espessas. Tal condi¢ao assegura que a rigidez
identificada pela ponta do AFM provém exclusivamente do material biolégico e nao do

substrato, desta forma, garante maior confiabilidade aos resultados.

Para as medidas realizadas no AFM foram utilizados os seguintes parametros, a
ponta de varredura usada tinha um raio tipico de curvatura < 20 nm acoplada em um
cantilever de 320 pm de comprimento, com constante de mola < 1 N/m e uma frequéncia
nominal de 38 kHz. A constante de mola do cantilever foi calibrada ajustando-se o
espectro de poténcia a um oscilador harmonico simples, e foi ajustada uma forca de

indentacao maxima para o cantilever em 20 nN.

No total foram medidas 80 células que correspondeu a 80 curvas adquiridas e
analisadas, em cada grupo de amostras, todas obtidas com a mesma ponta de AFM.
De modo a caracterizar as curvas de for¢a-distancia para obter a indentacao elastica das
células foi utilizado o modelo de Hertz modificado por Sneddon [58]. Ajustando esse

modelo aos dados, foi possivel calcular o médulo de Young médio das amostras?.

Os resultados estao representados como média + desvio padrao. Para mostrar
que todos os resultados sao normalmente distribuidos, o teste Kolmogorov-Smirnov foi
realizado e a significancia estatistica das diferencas no moédulo de elasticidade entre os
grupos de células foi avaliada com ANOVA usando o teste post hoc de Tukey com 95%

de nivel de confianca (p < 0.05) para analise estatistica.

E verificado a mudanca nas propriedades mecénicas das células osteoblastos du-
rante 3 dias de cultura nas amostras Filme T1, MGR e MGC, a fim de mensurar a
importancia da microestrutura na morfologia celular. A composi¢ao quimica da amostra
dos filmes T1 e PI59, exerce influéncia no comportamento celular sendo um aliado para

alteragao da rigidez das células. Foi obtido um moédulo de Young de 16,6 + 9,4 Pa para

20bserva-se que os valores do médulo de Young aqui medidos ndo sdo absolutos, pois difere princi-
palmente dos pardmetros usados na analise AFM e das condigoes morfologicas das células osteoblastos
MG-63.
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células em contato do Filme PI59 e para as células sobre o Filme T1 foi dado por 13,5
+ 8,3 Pa, houve um aumento significativo de 23,0% para as células cultivadas no Filme
PI59, retratado na figura 4.33(a).

Especificamente, as células cultivadas sobre o Filme T1 exibiram um moédulo de
Young de 13,5 + 8,3 Pa. Por outro lado, as células cultivadas sobre o arcabougo MGC
apresentaram um modulo de Young expresso por 18,8 + 11,2 Pa, como mostrado na
figura 4.33(b). Portanto, houve um aumento significativo no modulo de elasticidade de
39,3% para as células cultivadas no grupo MGC em comparacao ao grupo na auséncia do
arcabouco. E notavel que, suspostamente, esta alteracdo na rigidez das células no grupo
MGC esteja correlacionada ao fendtipo adquirido pela célula ao interagir com o arcabouco
curvo, pois as células possuem uma razao de alongamento superior > 1, em comparag¢ao
as outras amostras.

Figura 4.33: Moédulo de Young de osteoblastos MG-63 cultivados apés 3 dias no grupo (a) Filme T1,

MGR e MGC e (b) Filme T1 e Filme PI59. O modulo de Young médio é dado pela linha horizontal
dentro de cada caixa.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Embora as células sejam mais rigidas em contato do arcabougo MGC do que no
Filme T1, a mesma relagao nao é mantida no arcabougco MGR. Como resultado, as células
cultivadas no grupo MGR revelaram um moédulo de Young dado por 9,7 + 6,0 Pa, com

diminuicao de 28,1% em sua rigidez quando comparado as células semeadas no Filme T1.

Ja quando comparado a rigidez dos osteoblastos nos grupos MGR e MGC, em
geometrias diferentes, ¢ observado um valor mais alto para o médulo de Young de 93,8%
maior para as células do grupo MGC, uma diferenca que foi estatisticamente significativa
(p<0,05) em comparagao com as células no grupo MGR. Logo, estes resultados sugerem
que a geometria do arcabougo é um parametro importante por regular a alteracao da

rigidez dos osteoblastos que reflete principalmente na resposta celular. E proposto que os
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osteoblastos tiveram um melhor desempenho no comportamento celular em arcabougos

microgroove com colunas curvas do que em colunas paralelas.

Conforme os estudos de Isenberg et al. [59] as folhas de tecido do musculo liso
(espessura de 40 pm) cultivado em arcabougos microgroove feito de polydimethylsiloxane
(PDMS) com a: 50 pm, b: 20 ym e ¢: 5 pm, mostraram um aumento na rigidez devido a
mudanga na organizagao do tecido que foi alinhado pela microestrutura e nao por causa
da composicao da matriz do tecido celular, pois foi comprovado que nao houve diferenca
relevante na quantidade total de proteinas produzidas, incluindo a elastina e o colédgeno,

por células cultivadas no arcabouco e no plano.

Em contrapartida, Sun et al. demonstrou que especificamente para as células-
alvo osteoblastos humano da linhagem MG-63 semeadas durante 21 dias em arcaboucgos
microgroove feito de poliestireno com b: 2 um e 6 pym exibiram um aumento na produgao
de proteinas quando comparado as células cultivadas em substrato sem a microestrutura

[44], ndo sendo investigado pelos autores o modulo de Young.

A partir dos resultados das propriedades biofisicas aqui exploradas, em trabalhos
futuros, serd proposto utilizar a técnica de espectroscopia Raman, a fim de identificar
possiveis sinais quimicos proporcionado por células cultivadas nos arcaboucos relacionado
a expressao de proteinas (ALP, Col-1 e OC) e comparar com células cultivadas em filmes.
Estas proteinas sao essenciais e tipicamente estao presentes durante a sintese da matriz

organica extracelular do osso, proliferagao e na etapa de mineraliza¢ao da matriz 6ssea [44].

Também sera feito o uso de marcadores no citoesqueleto das células e no ntcleo,
de modo a visualizar se houve realmente uma nova reorganizacao dos F-actina nos grupos
durante o periodo de cultura celular. Logo, sera possivel identificar se o aumento no
modulo de Young esta diretamente ligado as proteinas produzidas ou se o aumento reflete

apenas a reorganizacao do citoesqueleto.
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5% CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Esta pesquisa mostrou avancos na sintese de fotoresinas biocompativeis incorpo-
radas com NPs de CdSe/CdS e TiO,. Foi possivel determinar os parametros de escrita
que elevaram a resolucao das microestruturas até valores submicrométricos. Pelo método
de exclusao do azul de tripan foi comprovado que nenhuma das amostras de fotoresinas
sintetizadas oferecem citotoxicidade elevada, isso sugere que o meio é adequado para a

cultura celular.

Em destaque a fotoresina com adi¢ao de TiOy demonstrou ter uma viabilidade ce-
lular melhor que o controle durante 48 h de cultura, por isso, foi escolhida para fabricacao
dos arcaboucgos do tipo groove. A producgao dos arcabougos, em diferentes geometrias,
pela técnica P2F demonstraram excelentes condigoes estruturais com microestruturas
compativeis ao desenho 3D projetado no software nkFab, isso indica que a investigacao da
dimensao do voxel e dos parametros de escrita anteriormente realizadas foram importantes

para o sucesso da microfabricacao a laser.

Pelo AFM foram investigadas as propriedades biomecéanicas das células osteoblas-
tos MG-63 pela acao da geometria do arcabougo tipo groove em nivel celular e pelo efeito
da composi¢ao quimica entre dois filmes, sendo eles, filme com FI IRG 369 e com IRG
2959. A rigidez dos osteoblastos cultivados nos grooves, até o momento nao levada em

consideracao, é uma informacao relevante no estudo da regeneracao 6ssea.

Ao empregar técnicas de imagem via AFM, a morfologia das células nos arcabougos
e nos filmes pode ser visualizada. Resultados preliminares indicam que o arcabouco curvo
permite estimular a resposta mecéanica das células osteoblastos MG-63, uma vez que, ficou
evidente pela grandeza razao de alongamento que o formato das células foi alterado apos
interagir com o arcabouco curvo, as quais ficaram mais alongadas e menos circulares, em

comparacao as células cultivadas no Filme com IRG 369.

Portanto, medidas do Modulo de Young demonstraram que estd mudanca foi refle-
tida no aumento da rigidez celular, supostamente causado pela reorganizacao dos F-actina
no citoesqueleto. Entretanto, ainda é necessario o uso de marcadores nas células para que
através da visualizacao das estruturas intracelulares do citoesqueleto esta relacao seja

confirmacao.

Foi mostrado também que as células sobre o Filme com IRG 2959 sao mais rigidas
em comparacao ao Filme com IRG 369. Com relacao ao comportamento celular, foi nitido
o surgimento dos filopédios apenas na amostra com FI soluvel em &gua, ja no Filme com
FI IRG 369 (insolavel em agua) inibe o aparecimento dos filopodios, que sdo responsaveis

pela comunicagao entre células, migragao celular e por explorar o microambiente.
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Além disso, também é proposto em trabalho futuros a utilizacao da técnica de
espectroscopia Raman para detectar sinais quimicos de que os osteoblastos MG-63 tenham
produzido proteinas e averiguar se houve diferenca nos espectros Raman em cada um dos
grupos, como foi observado em estudos anteriores. Outro detalhe a ser melhorado nos
desenvolvimentos futuros, é prolongar para no minimo 7 dias o tempo de cultura, pois 3

dias se torna um periodo curto de cultura para células dsseas.

A partir destes resultados iniciais, nota-se o potencial em explorar novas rotas de
sintese, com utiliza¢ao do FI IRG 2959 em baixa concentragao (0,5%) e incorporada com
NPs TiO,. Este estudo in vitro estabelece os pardmetros (geometria e composigao qui-
mica) a serem adotados para otimizar as microestruturas tridimensionais como estratégia
na regeneracao o6ssea no campo da engenharia de tecido e adequar a superficie de implan-
tes dentérios e ortopédicos para permitir uma excelente osseointegragao na interface do

dispositivo implantado in vivo.



101

A APENDICE: Processos opticos nao lineares de ter-

ceira ordem

No geral, os processos 6pticos nao lineares gerados através da interagao de radiagao
dos campos Opticos em meios nao lineares podem ser classificados em processos paramé-
tricos e nao paramétricos. Nos processos paramétricos nao ha troca de energia entre a
radiagao incidente e as moléculas do material, de modo que, a energia do fé6ton é sempre
conservada. Entende-se que, a populagao que antes estava no nivel fundamental passa
para um nivel virtual, no qual permanece por um tempo muito curto e retorna ao estado
inicial, como exemplos destes processos, se tem a geracao de segundo harmonico, geragao

de terceiro harmoénico, geragao de soma de frequéncia e geracao de diferenga de frequéncia.

Nos processos nao paramétricos ha troca de energia entre a radiagao incidente
e as moléculas que compoe o meio nao linear, que pode ocorrer através da absorcao
da luz, sendo que, a energia nao precisa ser conservada e neste processo a populacao é
transferida do estado fundamental para um estado excitado (nivel real), como exemplos
destes processos pode citar: absorcio saturada, A2F e efeito Raman estimulado. E notoério
que a susceptibilidade de terceira ordem é uma quantidade complexa e pode ser dividida
em uma parte real e uma parte imaginéria, em que sua contribuicao real esta associada ao
efeito de refragao nao linear. J4 sua contribuicao imaginaria esté relacionada ao processo

de absorcao nao linear de radiacao.

A.0.1 Geragao de terceiro harmonico

Para descrever o processo 6ptico nao linear de geragao de terceiro harmonico asso-
ciados a susceptibilidade de terceira ordem, considere que um campo elétrico de frequéncia

w é aplicado em um meio nao linear com y® > 0, descrito por:

E(t) = e cos(wt) (24)

E possivel reescrever a equacdo (24) utilizando a identidade trigonométrica dada
(3) (wt) _ [cos(3wt)+3 cos(wt)]
4

por: cos , para expressar a resposta do meio com polarizagao nao

linear de terceira ordem como:

POt) = ex®E 1) (25a)
1 3
PO@) = Z—L&?ox(?’)é?’ cos(Bwt)—l—Zsox(?’)a?’ cos(wt) (25b)
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Ao interpretar cada termo da equagao dada acima permite compreender quais pro-
cessos sao possiveis acontecer no material com interacoes nao lineares de terceira ordem.
Observa-se que, no primeiro termo do lado direito da equagao (25b) é responsavel pela
geragao de terceiro harmonico, conforme a figura A.1(b), ocorre quando sao aniquilados
trés fotons com frequéncia angular da onda incidente w do sinal de entrada e vai criar um
foton com frequéncia 3w. Um exemplo simples e pratico é a possibilidade de se obter a
partir de um laser com comprimento de onde de 1500 nm ao incidir em um material que
tenha x® > 0, gerar uma luz azul com comprimento de onda de 500 nm como desejado

em um experimento especifico em laboratorio.

Figura A.1: Tustracio da (a) geracdo de terceiro harmonico. (b) Descrigio do diagrama de niveis
virtuais de energia (linhas pontilhadas representam niveis virtuais e linha preenchida nivel real).

(a) (b)
3w w

Meio éptico

14 AR
g n;;(g)li:e;r : . '. : _ w /\/\-’
w

Fonte: Elaborado pela autora.

No segundo termo, expresso pela equagao (25b), fornece uma contribui¢ao na
frequéncia do feixe de entrada w, descrevendo o efeito Kerr 6ptico em que produz o
processo de autofocalizacao como resposta a interacao nao linear, no qual o indice de
refracdo do meio vai variar linearmente com a intensidade do laser & medida que ela

aumenta, descrito da seguinte formas:
n(w, I) = no(w) + nal, (26)

EW]? . . . ..
M é a intensidade da onda incidente e

em que ng € o indice de refragao linear, I =
ne ¢ o indice de refracao nao linear relacionado com a susceptibilidade de terceira ordem,

descrito por:

3x®

- 27
4ng2epc (27)

ng

Na figura A.2(a) é ilustrado o processo de autofocalizagao em que o feixe laser incide
no material com indice de refracao nao linear maior que zero, em seguida, é focalizado

no seu interior dependendo da intensidade da luz utilizada, como resultado deste efeito
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o material produz as mesmas caracteristicas do funcionamento de uma lente convergente

mostrada na figura A.2(b).

Figura A.2: Tlustracio da propagacio de um feixe de luz (a) no meio nao linear que possui ny > 0
com efeito de autofocalizagao; (b) comportamento da lente convergente de espessura D.

(a)

N . b
Focalizacio do feixe (b)
gaussiano na amostra

n; - w
Lente convergente

Fonte: Adaptado de Kudriasov et al. [21]. Lentes... [22].

A.0.2 Geragao de soma e diferenga de frequéncias

Semelhante ao caso anterior, agora ¢ analisada a resposta nao linear do meio sob in-
teracao do campo elétrico incidente composto por trés diferentes componentes de frequén-

cia wi, wy € ws, descrito por:

E(t) = Eye™ ™" + Eye ™" + Eze™ ™' + C.C. (28)

Substituindo o campo 6ptico dado acima na polarizacao P®)(t) da equacdo (25a),
encontramos 44 frequéncias distintas ao levar em consideragao tanto as frequéncias positi-
vas quanto as negativas. As frequéncias positivas que aparecem nos termos exponenciais

relacionados com a polarizacdo nao linear P®)(t) sdo apresentadas a seguir:

Wi, Wa, W3, 3wr, 3wa, 3ws, (W1 + wa + w3), (w1 + wy — ws), (W1 — wa + ws), (w2 + w3 (29)
— wl), (2&)1 + LUQ), (2&)1 + (,dg), (2(,«)2 + w1>, (2&)2 + W3), (2LU3 + wl), (2(,03 + (,L)Q).

Para simplificar a notacao a polarizacao nao linear de terceira ordem é definida
em fungao das amplitudes complexas da polarizagdo nao linear P(w,) associada a cada

componente de frequéncia positiva e negativa wy,.
P3(t) =Y Plwy)e ™", (30)
n

em que o somatorio varia entre as frequéncias positivas e negativas. Neste caso, através

da forma como sao representadas as amplitudes complexas da polarizagdo nao linear
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em termos das frequéncias é possivel identificar quais os fenomenos fisicos que se pode
obter em um meio centrossimétrico (ou nao centrossimétrico com Y& > 0), portanto, sao
observados processos de geracao de terceiro harmonico para cada frequéncia w,, geracao

de diferenca de frequéncia e soma de frequéncia.

A partir destas componentes das frequéncias encontradas é possivel diferencia-las,
pois elas caracterizam os fenémenos que podem ocorrer no material associado a polari-
zagao nao linear de terceira ordem. Deste modo, a seguir sao destacados alguns termos
das amplitudes complexas da polarizagao nao linear relacionados a diferentes fenémenos,

dados como exemplificacao:

Tabela A.1: Efeitos ndo lineares associados & polarizacdo de terceira ordem.

Amplitude complexa da . ..
Fenomeno fisico

polarizagao nao linear P(w,)

P(3w) 3 .3 Geracao de terceiro harmonico
W1) = €oX 1 .
na frequéncia w;

Pw +wy +ws3) = 6eox® By By Es Geracao de soma de frequéncia
P(w1 + wy — w3) = 6egx® B ELE5* Geracao de subtracao de frequéncia
P(wy) = eox® (BE B + 6By Ey* + 6E3E3*) By Efeito Kerr

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale ressaltar que as respostas nao lineares em termos das frequéncias negativas
nao representam fenémenos fisicos diferentes das frequéncias positivas, por exemplo, tanto
a expressao P(3w) = cox® E,% em termos da frequéncia positiva 3wy, como a expressao
P(—3w;) = cox®E?" em termos da frequéncia negativa —3wi, estdo representando o
mesmo efeito de geracao de terceiro harmonico, pois para obter a segunda expressao

basta tomar o conjugado complexo da primeira, de acordo com a notagao complexa.

No processo de soma de frequéncia, como mostrado pela figura A.3, na entrada
do material é colocado trés campos de frequéncias wy, ws € w3 que ao se propagarem
neste meio, que possui x® > 0, gera um campo com frequéncia wy. Percebe-se pelo
diagrama de niveis de energia na figura A.3(b) que para este efeito ocorrer é necessario
aniquilar um féton de frequéncia wy, um féton de frequéncia w, e um féton de frequéncia
w3, consequentemente, um féton com soma de frequéncia wy = wy + wo + w3 seja criado
instantaneamente (perceba que sdo usados niveis virtuais neste processo), de acordo com

0s processos paramétricos, a energia do foton seré conversada.
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Figura A.3: Esquema ilustra trés ondas na entrada de um meio caracterizado por x® >0, que dao
origem ao (a) processo de geragao de soma de frequéncia; (b) Diagrama de niveis de energia.

(a) (b)

w1 w3
w32 Meio optico  ((Ja= W1+ W2+ W3 -—

nao linear =

W3 x> >0 w2

Fonte: Elaborado pela autora.

No processo de diferenca de frequéncia, pelo diagrama de niveis de energia, dado
pela figura A.4(b), neste efeito sera aniquilado um féton de frequéncia w; e um foton
de frequéncia ws e necessita ser criado um féton de frequéncia ws para instantaneamente

gerar um féton com frequéncia wy = wy + ws — ws.

Figura A.4: (a) Esquema do processo de geracdo de diferenca de frequéncia; (b) Diagrama de niveis de
energia. Niveis virtuais sao representados por linhas tracejadas e niveis reais por linhas preenchidas.

(a) (b)

o) Meio optico  |(Da= W1+ W2- W3 A p——
nﬁglinear -
W3 £ >0 w1 Wa

Fonte: Elaborado pela autora.



