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RESUMO

MORAES, J. Q. R. Fabricacéo de microambienetes 3D para o desenvolvimento de micro-
organismos. 2023. 68 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o
Carlos, Universidade de Séo Paulo, S&o Carlos, 2023.

Probidticos sdo micro-organismos que trazem beneficios ao seu hospedeiro, podendo apresentar
efeitos imunoldgicos positivos ao estimular o aumento de bactérias benéficas na microbiota
intestinal. Alguns estudos tém mostrado que cepas especificas de probioticos tém a capacidade
de amenizar sintomas de condi¢des médicas como Alzheimer, reduzir a acdo de agentes
cariogénicos e controlar diversos marcadores em mulheres na primeira metade da gravidez.
Nesta direcdo, é importante determinar aspectos fundamentais da formacdo de biofilmes de
probidticos, visando elaborar mecanismos de entrega mais eficientes em farmacos ou alimentos.
Para tanto, intentamos fabricar plataformas tridimensionais biocompativeis, utilizando a técnica
de polimerizagdo via absorcdo de dois fotons (P2F), para estudar o crescimento de filmes
bioldgicos de Lactobacillus sp. e Bifidobcterium sp., utilizados em probi6ticos comerciais. As
microestruturas foram confeccionadas em resina acrilica composta por mondémeros SR368,
SR399 e SR499 e pelo fotoiniciador Irgacure TPO-L que, sensibilizado por feixes laser de pulso
ultracurto, promove a polimerizacdo dos mondémeros acrilicos. Nesse trabalho, empregou-se
um sistema laser de Ti:safira centrado em 790 nm, com com largura de banda a meia-altura em
torno de 50 nm, poténcia em torno de 250 mW, pulsos de 100 fs e taxa de repeticdo de 86 MHz.
Fabricadas as estruturas, estudou-se primeiro a biocompatibilidade desses arcaboucos com
Escherichia coli para somente entdo caracterizar o desenvolvimento do biofilme. Foi possivel
fabricar estruturas biocompativeis para o desenvolvimento de probidticos que demonstram
antes de tudo que as microestruturas sdo ambientes aceleradores do desenvolvimento
bacteriano. Ademais, nota-se que as bactérias tém preferéncia para o desenvolvimento de
agregados em ambientes parcialmente abertos, em que pode haver fluxo de nutrientes, pois
ambientes fechados estdo mais suscetiveis a saturacdo populacional. Vé&-se também um novo
comportamento, em que as bactérias tendem a se aglomerar formando uma ligagéo estrutural

entre paredes da estrutura, numa espécie de cortina.

Palavras-chave: Probidticos. Microambientes. Polimerizacdo via absor¢do de dois fotons.

Biofilmes.






ABSTRACT

MORAES, J. Q. R. Fabrication of 3D microenvironments for the development of
microorganisms. 2023. 68 p. Dissertation (Master in Science) - S&o Carlos Institute of Physics,
University of Sdo Paulo, Sao Carlos, 2023.

Probiotics are microorganisms that bring benefits to their host and may have positive
immunologic effects by stimulating the increase of beneficial bacteria of the gastrointestinal
microbiota. Some studies have been showing that specific probiotic cultures can lessen
symptoms of medical conditions such as Alzheimer’s disease, reduce cariogenic action, and
control various biomarkers in women in the first half of pregnancy diabetes. Therefore, it is
important to determine fundamental aspects about the formation of probiotic biofilms, in order
to create more efficient delivery mechanisms in pharmaceutical and food applications. Hence,
we aim to fabricate biocompatible tridimensional platforms using the two-photon
polymerization (2PP) technique in order to study the growth of biological films of Lactobacillus
sp. and Bifidobacterium sp., bacteria largely utilized in commercial probiotics. The
microstructures were made of an acrylic resin composed of SR368, SR399 and SR499
monomers and the photoinitiator Irgacure TPO-L, sensitized by ultra-short laser pulses in order
to promote the polymerization of acrylic monomers. In this work, a Ti:sapphire laser system
centered at 790 nm, with full width at half maximum around 50 nm, 250 mW medium power,
100 fs pulses and a 86 MHz repetition rate was applied. Once the structures were fabricated,
their biocompatibility was first studied with Escherichia coli fist, characterizing the biofilm
development only afterwards. Biocompatible structures were fabricated, showcasing that
probiotic growth in such framework accelerates bacterial development. Furthermore, bacteria
lean to originate the formation of aggregates in partially open environments, in which nutrient
flux in allowed, opposed to closed environments that are susceptible to population saturation.
Also, a new behavior is shown, in which the bacteria tend to agglomerate forming a structural

connection between the walls of the structure, in the likeness of a curtain.

Keywords: Probiotics. Microenvironments. Two-photon polymerization. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

Por anos a Fotonica tem permitido a criacdo de novas tecnologias nas mais diversas
areas, desde telecomunicagdes até a biologia.'"? Sendo um ramo de pesquisa na Fisica Aplicada
extremamente prolifico, a Fotdnica esta intimamente ligada a Optica N&o Linear (ONL), area
da Fisica que estuda interacfes da luz com a matéria no regime de alta intensidade luminosa.
Processos dessa natureza estdo sendo explorados ndo somente na espectroscopia néo linear,?
mas também no processamento de materiais a laser.* Ademais, métodos de fabricacdo que
utilizam laseres tem sido empregados na construcdo de diversos dispositivos gracas a suas
vantagens de processamento, uma vez que sao técnicas diretas, sem a necessidade de empregar
mascaras ou etapas intermediarias.>°

Em geral, técnicas de polimerizacdo multifotdnica comecam com uma amostra liquida,
isto €, uma resina polimérica,!! para a partir dai construir os dispositivos desejados. A essa
resina costuma-se adicionar um fotoiniciador, que nada mais € do que um composto quimico
responsavel por absorver a energia da luz e dar inicio ao processo de polimerizacéo. Para tanto,
a intensidade do pulso de laser de femtosegundos deve ser alta o suficiente para que a
polimerizacdo ocorra no volume focal do feixe de luz posicionado sobre a amostra.

Técnicas de polimerizagdo por absorcao de dois foétons (P2F) estdo sendo empregadas
com vistas a fabricar aparatos com aplica¢cdes numa pletora de areas do conhecimento, tendo
adquirido relevancia nos anos mais recentes. Sua utilizacdo tornou-se notavel na producao de
microdispositivos biomédicos, tais quais microagulhas!?> e microvalvulas.'®* Além disso,
plataformas biocompativeis destinadas a estudos biolégicos tem sido construidas para
investigar o desenvolvimento de organismos eucariontes e procariontes nos ambientes
microfabricados.*2® Plataformas foram criadas para avaliar o desenvolvimento de bactérias,?*
de células®® e até mesmo de nematddeos Caenorhabditis elegans.?® O Grupo de Fotonica do
IFSC/USP estudou o desenvolvimento de células tumorais (MCF-7) em estruturas poliméricas
de geometrias diversas,?’ bem como o desenvolvimento de Escherichia coli em microambientes
funcionalizados com o antibiético ciprofloxacina.?®

Recentemente, bactérias probidticas tem chamado a atencdo, em virtude de serem
microorganismos quem implicam em efeitos imunoldgicos positivos em seu hospedeiro, se
administradas corretamente!?®. Sua importancia reside em, entre outras agdes, influir
imunologicamente ao estimular o aumento de bactérias benéficas na microbiota intestinal, em
detrimento da presenca de microorganismos potencialmente maléficos, consequentemente

reforcando o sistema imune do hospedeiro.?® Tais bactérias probidticas secretam compostos
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antibidticos a medida em que prevalecem na flora intestinal, inibindo a acdo de patégenos no
trato digestivo humano, um reflexo do amensalismo e da competicdo intraespecifica.

Bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo comumente usadas como
probi6ticos, ocorrendo naturalmente na microbiota intestinal humana.?® Estudos tém mostrado
que o consumo de cepas especificas desses probidticos ajudam a controlar niveis de insulina e
triglicerideos e a suprimir biomarcadores inflamatorios e de estresse oxidativo em mulheres na
primeira metade da gravidez,® ajudam a reduzir a presenca de agentes cariogénicos,® e
possivelmente ajudam a melhorar a cogni¢io em pacientes com Alzheimer.?

Vérios mecanismos bioldgicos tém sido apontados como 0s que 0s probidticos tomam
parte e que porventura viriam a ter efeitos positivos associados. Pode-se nomear alguns, tais
quais: melhor digestibilidade, em virtude da degradacdo parcial de proteinas, lipideos e
carboidratos pelos probidticos; melhor valor nutricional, com maiores niveis de vitaminas do
complexo B e aminoacidos metionina, lisina e triptofano; acdo anticancerigena, devido tanto ao
estimulo do sistema imunoldgico como a quebra de compostos potencialmente cancerigenos;
ac&o hipocolesterolémica, com a producéo de inibidores da sintese de colesterol.*®

Com vistas no vasto potencial para o desenvolvimento de microorganismos em
microambientes biocompativeis fabricados via P2F, nessa dissertacdo, objetivamos estudar o
comportamento de bactérias probiodticas nesses ambientes. Mais precisamente, almejamos
produzir microestruturas poliméricas, fabricadas via polimerizacgao por absorcéao de dois fétons,
que nos ajudem a compreender a formacdo de biofilmes de probidticos Lactobacillus sp,
pretendendo avaliar seu desenvolvimento e porventura propor novos métodos de entrega.

Os capitulos seguintes dessa dissertacdo tem a seu encargo elaborar em maior detalhe a
fundamentacéo tedrica do fendbmeno fisico compreendido nesse trabalho (2), bem como discutir
mais a fundo as minudcias do procedimento experimental, descrevendo o aparato utilizado, as
substancias quimicas e técnicas de preparo, fabricacdo e analise das amostras (3). Em seguida,
as estruturas confeccionadas e as analises preliminares de biocompatibildiade serdo exibidas e
discutidas (4), detalhando em capitulo seguinte o crescimento de bactérias probidticas
propriamente ditas (5). Por fim, sdo apresentadas as conclusdes e perspectivas que se podem

derivar desse trabalho (6).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O fascinio oriundo da capacidade de modificar compostos e criar novos materiais e
novas téencicas tem sido 0 motor para o desenvolvimento de novas tecnologias ao longo de toda
a histéria. E ndo seria diferente com o processamento de materiais a laser, haja vista a ampla
gama de aplicagdes, técnicas e materiais que tem sido empregados e criados com base nesta
técnica que € tdo precisa, rapida e versatil. Sua aplicabilidade se estende desde os ramos da
biomedicina, perpassando a Optica e telecomunicagdes e chegando até nanorrobotica.®* Tal
vastiddo de aplicagdes baseia-se justamente na capacidade que o processamento de materiais a
laser ter alternativas disponiveis conforme o propoésito da aplicacdo que se deseja fabricar, os
materiais que serdo a base da estrutura fabricada, o processo empregado na fabricacéo
propriamente dita ou ainda o pos-processamento das estruturas.

O desenvolvimento de dispositivos miniaturizados, em escala micrométrica ou
nanométrica, tem a polimerizacdo via absorcdo de dois fotons (PDF), ou two-photon
polymerization, bem como a microestruturacdo direta a laser, ou direct-write laser
micromachining como umas das principais técnicas. Neste sentido, o intuito deste Capitulo é o
de apresentar os aspectos fundamentais, tanto tedricos quanto experimentais dessas técnicas,
abordando aspectos historicos, fisicos, quimicos e bioldgicos.

2.1  Contextualizacdo historica

Desde a descoberta e subsequente estudo da natureza eletromagnética da luz, muitas tém
sido suas aplicacdes em usos cotidianos. Ademais, a descoberta da natureza quantica fez com
gue ainda mais fendmenos da interacdo da luz com a matéria fossem descritos, alguns sem
precedentes. Uma dessas tantas interacdes descritas foi a da absor¢do da luz por um elétron
ligado a um atomo.

Albert Einstein foi pioneiro ao descrever de forma rigorosa como operam as taxas de
transicdo entre niveis eletrénicos de um atomo em situagdes de absorcéo e emissdo.* Contudo,
essa ainda era uma descricdo de um fenbmeno mais palpével, que apesar de abstrato ainda
estava proximo da realidade. Anos depois, Maria GOppert-Mayer descreve a possibilidade de
dois fotons serem absorvidos simultaneamente por um mesmo atomo em sua tese de doutorado,
em 1931.%

Tal fato, porém, permaneceu teorizado por anos até que somente ap0s a cria¢ao do laser

por Theodore Maiman, em 1960,%" foi possivel obter uma fonte de luz com intensidade
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luminosa suficiente para observar a absor¢do de dois fotons (A2F). Tal feito se deu no ano
seguinte a invencao do laser, por Kaiser e Garret® que induziram a fluorescéncia em um cristal
de CaF2:Eu*? por um processo de absorcéo de dois fotons.

Conforme sugerido pelo nome, a absorcao de dois fotons ocorre quando ha transicéo
eletrdnica entre estados eletrénicos distintos devido a absorcéo quase simultanea de dois fétons,
com energia idéntica ou ndo. Mais detalhadamente, aquilo que ordinariamente se denomina
absorcdo simultanea é, na verdade, um processo que se da dentro de um curto intervalo de
tempo governado pelo principio de incerteza de Heisenberg. Dois fotons que interagem com o
elétron no 4&tomo tém um intervalo de tempo de 7/2AE, em que h € a constante de Planck e AE
é a diferenca de energia entre o estado virtual e o estado excitado mais proximo do material,

para promover a transicéo eletrénica.>®

a) b)

‘(-J) —— |(-?>_

. ]

9) 9)

Figura 2.1 - Diagrama de energia para a absorcdo de dois fdtons: (a) com a mesma energia (caso
degenerado), (b) com energias diferentes (caso ndo degenerado).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nesse sentido, a absorcdo dos dois fétons ndo necessita ser estritamente simultanea, desde que
ocorra no intervalo dado, e depende da energia do primeiro féton que chega no atomo ou
molécula, pois é ele que determinara o estado virtual do elétron. VValores tipicos para o intervalo
de tempo sdo da ordem de femtossegundos e, portanto, por simplicidade e para os efeitos desse
trabalho, consideraremos esse tipo de evento como sendo simultaneo.*® A Figura 2.1 ilustra os
casos degenerado e ndo degenerado da A2F, mostrando o gap energético entre 0 estado
fundamental |g) e o0 estado excitado |e), com as setas indicando a energia de cada fdton, cada
cor sendo associada a uma energia diferente. A linha tracejada indica o estado virtual que o

elétron ocupa momentaneamente.
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2.2  Fundamentos da interacdo da luz com a matéria

De modo a fundamentar melhor o aspecto fisico do fenébmeno da A2F, partiremos das

equagbes de Maxwell na matéria, conforme apresentadas por Griffths*!, e expressas como:

V-D=p VXE=-2 V-B=0 VxH=]+2, (2.1)
em que
D=cE+P Hzg—M, (2.2)

com E sendo o campo elétrico, D o campo de deslocamento, H o campo magnético, B a
densidade de fluxo magnético, J a densidade de corrente elétrica, M a magnetizacdo, P a
polarizagdo, p a densidade de cargas na matéria, e ¢ e x sd0 a permitividade elétrica e a
permeabilidade magnética do meio, respectivamente.

Para o caso de um meio material sem cargas ou correntes, obtemos as expressdes

siplificadas

V-E=0 Vsz—% VB

0 VxB=pss, (2.3)

em que &, e 1, Sao, respectivamente, a permitividade elétrica e a permeabilidade magnética do

vacuo. Tomando o rotacional de V x E, por exemplo, nos concede a equacdo de onda, que por

fim da a expressdo para a velocidade da luz, da forma ¢ = 1/,/uy&o.

Em mecénica quantica, porém, & mais conveniente trabalhar com potenciais. Para tanto,

usaremos 0s potenciais vetor e escalar do eletromagnetismo, A(r, t) e ¢ (r,t) respectivamente.

Dizemos que

B=VxA E= -Tp—=", (2.4)
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apenas destacando que essa definicdo é ndo univoca por invariancia de calibre. Para nossos
célculos, escolheremos o calibre de Coulomb comV-A =0 e ¢ = 0. Essa é uma escolha
peculiar uma vez que a partir das equagdes de Maxwell, temos apenas o potencial vetor nos é
desconhecido.

Lancando mao do calibre de Coulomb e combinando as equacgdes em (2.3) e ultima das

equacOes de Maxwell em (2.4), obtemos

VX xA)= -5 (%) (2.5)

c at

Matematicamente, o rotacional de um rotacional é dado por
Vx(VxA)=V(V-A)—V?A (2.6)

e como do calibre de Coulomb, por definicdo, V - 4 = 0, as equacdes (2.5) e (2.6) combinadas
fornecem a equacdo de onda.

V24 = é‘:—;‘ 2.7)
A partir do ansatz geral
ho\1/2
AT =3n () [am(Oun(@) + anOuin@), (28)

em que m é o numero do modo de vibragdo, & é a constante de Planck reduzida, w,, é a
frequéncia angular do modo m, e a,,(t) e u,,(r) sdo funcbes que separam a dependéncia
temporal e espacial de A(r, t), respectivamente. Este ansatz aplicado & equagéo de onda (2.7)

nos da

V2u,, (r) + an;Zum(r) =0 (2.9)

2 am(t) + wpZa () =0 (2.10)

at?
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que tem por solucdes

w, (r) = j—v elkmT g (2.11)
am () = a,e”t@mt (2.12)

com a,, sendo um operador, melhor discutido adiante, V sendo o volume do modo, k,, sendo
0 veetor de onda do modo m, e é,, sendo o versor polarizagdo do modo m.
Uma propriedade particular que surje dessa solucéo, e particularmente da equacao (2.11)

é ade que
f\/ W (MU (1) dr = Sy (2.13)

com &,,,, Sendo o delta de Kronecker. Vale notar que a fungéo u,,(r) é determinada com base
nas condigdes de contorno do problema, com solucdo senoidal para o caso de cavidades e um
decaimento exponencial para o espaco livre.

Considerando duas polarizagdes ortogonais no plano é,,- k,, = 0, determinado pelo
campo elétrico e o vetor de onda, e dois modos de oscilacdo para cada frequéncia, as condi¢es

de contorno nos fornecerao

1/2 , ,
A(r,t) =%, (L) [aelkmT=omtl 4 gt o=ilkmT-0mt]] (2.14)

2wmEgV

Dadas as relagdes do potencial vetor com o campo elétrico e 0 campo magnético,

evocadas na equacéo (2.4), temos

1/2 , .
E(,0) = T (222) " [apeilonT=omt]  gf e=ilknT-0ndl]g,, (2.15)
0
i ham /2 [k r—wmnt] Tt —ilkmT—wnt]]s v
B(r,t) = —-Xn (2£0V) [aneilkmT=omtl — gl e=ilkmT-0mtlle Xk, (2.16)
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Relacionando a energia encontrada pelo operador Hamiltoniano H com a definicéo
classica da energia eletromagnética, obtemos

H=1[gE?+>1B2av. (2.17)
2 Ko

que dos resultados obtidos em (2.15) e (2.16) fornece

Hgy = Yo o (@ma, + afam). (2.18)

E possivel verificar que a,, e al, s4o os operador de aniquilagdo e criado, conhecidos
conjuntamente como operadores escada, no que chamamos de quantizacgdo do campo
eletromagnético, apontando para o fato de que a luz tem natureza oscilatoria harmonica. Tais
operadores sdo peculiares e seu comutador é da forma [a,,, al] = 6,,,. O Hamiltoniano, nesse

caso, pode ser dado por:

Hgy = Yom oy, (a;rnam +13). (2.19)

Na modelagem do nosso problema, é possivel ir um passo além e modelar a teoria de
perturbacdo, conforme feito por Boyd*’. Separararemos o Hamiltoniano H(t) como uma
composicdo de uma parte temporalmente independente e outra dependente, isto é, o
hamiltoniano do 4tomo livre Hg,, € a perturbacdo U(t), respectivamente. Isso se da da forma:

H(t) = Hgy + U(L) (2.20)

Para autofuncdes do tipo

£

W)(®) = Tnca(®lnye” 1, (2.21)

com |n) sendo o n-ésimo estado de Fock, ¢, (t) o coeficiente da autofuncéo no estado n, e E,(f)a

energia do n-ésimo estado do Hamiltoniano ndo perturbado.
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A equacéo de Schrodinger para autofng¢des desse tipo nos fornece

ih % k() = Zncn(OUpy e'knt, (2.22)

em que wy, = (B — E®)/h é a frequéncia angular associada ao gap de energia entre 0s
estados |k) e |n), e Uy, é 0 potecial associado a esses mesmos estados.

Temos entdo um sistema de equaces diferenciais acopladas para o qual a solucéao geral
sera dada por intermédio de uma série de Dyson. Com vistas a facilitar os calculos, € possivel
lancar m&o de uma aproximacao por teoria da perturbacdo. Para um parametro de expansao 2,

variando entre 0 e 1, temos

() = X + AP () + PP (O + - (2.23)

em que c,Ej) é o coeficiente de funcdo de onda para o k-ésimo estado na j-ésima ordem.

Pela equacéo (2.22), essa aproximacéo resulta em

ih et (£) = Ty ™D (€)W e7¥nt. (2.24)

com N = 1,2,3..., cada N relacionado a uma ordem de perturbacao e, no nosso caso, ao humero
de fotons absorvidos simultaneamente, conforme a distin¢do ja mencionada acerca do principio

de incerteza de Heisenberg.
2.2.1 Absorcao linear

Para o caso de absorcéo linear, temos N = 1, e fazemos algumas suposic¢des. A primeira

é a de que, na auséncia de luz, o &tomo se encontra no estado fundamental |g), 0 que implica
c,(f’) (0) = 84x- A segunda € a de que o potencial perturbativo pode ser modelado em funcéo do

dipolo de momento elétrico y,.,, € do campo elétrico do féton incidente, da forma

Upn = —tin(Ee ™"t + E*e'@t) (2.25)
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para uma fonte de luz monocromatica com frequéncia w e amplitude do campo elétrico E.
Assim, da Eq. (2.24), temos

(1) — __HnE  [Li(wgn—o)t _ _ HknE” i(Wgn+w)t _
e (©) = fpenmay € ey L6 1]. (2.26)

O primeiro termo se trata de um termo ressonante, isto é, fica tdo maior quanto mais a
frequéncia wy, , associada ao gap energético entre os estados |k) e |n), se aproxima da
frequéncia da luz incidente . O segundo termo se relaciona a emissao estimulada de luz e, para

0 proposito desse trabalho, pode ser negligenciado.
2.2.2 Absorc¢do de dois fotons

Uma vez que partimos para a resolucdo do caso em que N = 2, na absorcdo de dois
fétons, estaremos interessados apenas nos termos relacionados a absorg¢éo de luz. Sendo assim,
em face do que foi visto anteriormente, passaremos a tratar o potencial perturbativo apenas
COMO Uy = —pgxnEe™1t,

Destarte, pela equacéo (2.24), obtemos

d c,&z)(t) _ _%Zn C]El)(t)Ukn eiWknt — _Zn :(kﬁ:;fi) [ei(wkg—Zw)t _ ei(wnk—w)t], (2.27)

sendo possivel negligenciar o segundo termo, que corresponde a uma resposta transiente nao
relacionada com a absorc¢do de dois fétons.

Integrada, a equacao diferencial fornece

ei(wng —Zw)t_l

@) _ ﬂkn#ngEZ
Ck ® _Znhz(wng—w) (wrg—2w)

(2.28)

A probabilidade de que um elétron esteja num estado |k) hum tempo arbitréario € dada
por

2 i -
ﬂknﬂngEz el(wng zw)t_l

2
nhz(wng_w) ) (229)

P20 =[20| =z
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que para tempos longos se torna

2
Ilkn.ungE2
Yntar

@) —_
Pr (t) B iﬂ(wng_w)

2t (g — 20). (2.30)
g

Considerando k ndo como um estado em especifico, mas como uma densidade de

estados, a probabilidade de encontré-lo entdo € mais geral e dada por

Hknlng

p2 ) =2, n (o w)| 2ntpp(wiy = 2w), (2.31)

em que py(wy, = 2w) é a densidade de estados finais, modelada por uma Lorentziana.
Uma vez que a probabilidade cresce linearmente com o tempo, é possivel definir uma

taxa de transicdo para o nivel superior associada a intensidade luminosa, dada por

w2 () = ”k © - o2 ()12, (2.32)

possivel também de ser definida em funcgéo do produto da se¢do de choque de absor¢édo de dois
fotons o, () € da intensidade luminosa I = 2neoc|E|2.

Uma vez que a intensidade é proporcional ao inverso do quadrado do diametro do feixe
luminoso, temos que ela sera tdo maior quanto menor for o diametro do feixe. Em outras
palavras, dado que estaremos focalizando um laser de pulsos ultracurtos através de uma lente
objetiva, a regido de elevada intensidade ocorrera apenas proximo do volume focal do feixe.

Finalmente, escrevemos a expressao para essa se¢do de choque de absorcéo de dois

fétons como sendo

oig (@) =

27Tpf(wkg = 2w). (2.33)

Binlt
Znh ——

*(@ng=w)

4n28 c?
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Enquanto uma sessdo de choque ordinaria é dada em unidades de &rea, a sessdo de
choque de absor¢do de dois fétons é dada em Goppert-Mayers (GM), unidade equivalente a
10758 m*s/féton em unidades do sistema internacional.® Essa ordem de magnitude tdo baixa
estad associada a natureza dependente de altas intensidades luminosas, bem como de sua relacao
com o quadrado da intensidade para dar origem a taxa de transicao.

A partir da secdo de choque de absorgéo de dois fotons é possivel construir o coeficiente
de absorcdo de dois fdtons, necessario para construir uma expressdao mais geral para o

coeficiente de absorcao que leve em conta a parte linear e ndo linear. Tal expressao é dada por

a=ay+pl, (2.34)

em que a, € o coeficiente de absorcdo linear, g € o coeficiente de absorcdo de dois fotonse I é
a intensidade luminosa. Para o fotoiniciador utilizado nesse trabalho, o coeficiente de absorcéo
n&o linear ¢ 0,0025 cm/GW.*

2.3 Aspectos gerais de fotopolimerizagdo

Os principais aspectos fisicos e propriedades mecénicas de uma dada substancia
polimérica sdo governados por sua estrutura quimica, sendo que sua organizacdo
supermolecular dependera, em dltima instancia, da organizacao em nivel polimérico da
molécula.** Deste modo, é possivel afirmar que polimeros sdo compostos quimicos organicos
que possuem alto peso molecular, resultantes da concatenacdo de diversos grupos recorrentes,
chamados de meros, conectados entre si por meio de ligagdes quimicas.***® Assim sendo, um
polimero real é uma mistura de diferentes macromoléculas com distintas massas moleculares,
existindo como estruturas lineares, ramificadas ou reticuladas.**

A reacdo que da origem a esses compostos de interesse € denominada polimerizacéo,
sendo que os produtos dessas reacdes se classificam nestes trés grupos principais: termofixos,
termoplasticos e elastdmeros. Os termofixos sdo formados por longas cadeias orgéanicas
ramificadas e ndo se comportam bem ao serem aquecidos, deteriorando-se em vez de fundir.
Por outro lado, eles apresentam maior rigidez e resisténcia se comparados aos termoplasticos,
que também sdo compostos por cadeias organicas longas, ramificadas ou lineares, mas

fracamente ligadas entre si, com ligagOes de van der Waals. Isso Ihes confere a capacidade de
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serem ducteis mecanicamente plasticos, sendo também facilmente reciclaveis. Por fim, os
elastbmeros, aos quais normalmente nos referimos como borrachas, ttm como caracteristica
principal o fato de sua deformacdo elastica ser muito alta, facilmente superior a 200%,
deformando-se de forma reversivel. Os elastdmeros podem tanto ser termoplasticos como
termofixos pouco reticulados.**#

Quanto ao mecanismo da reacdo, podemos classificd-lo como de adicdo ou de
condensagdo.*>4% A polimerizagdo por condensago costuma formar pequenas moléculas como
subprodutos da reacdo, a saber, agua, metanol, etanol, entre outras, conforme ilustrado pela Fig.
2.2. Apesar de apresentar como resultado da reagdo estruturas com propriendades um tanto

quanto similares, essa reagio ¢ mais lenta que a polimerizagdo por adi¢éo.*

(@) O
N\ %
c—C—C—C—C—C +
/ H, H, H, H, \ _
HO OH n HO C C OH
H, H; n
Acido hexanodidico
Etanodiol
b) Grupo éster
N Y
\c—c—c—c—c—c/ 4+ 2n HO
/ H, H, H; Hy N\
H—Lo O0—C—C—0—+—H

HZ H2 n

Poliéster

Figura 2.2 - Exemplo de polimerizac&o por condensacdo: (a) reagem n mols de &cido hexanodidico com n
mols de etanodiol; (b) forma-se a cadeia polimérica do poliéster, restando &agua como
subproduto.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na polimerizagéo por adi¢cdo, os mondmeros sdo unidos sequencialmente, como numa
cadeia, sem a existéncia de subprodutos na reacdo. Assim, o polimero resultante tem como
formula quimica um multiplo exato da formula quimica dos seus meros. E possivel subdividir

essa reacdo em trés etapas, a saber: iniciacdo, propagacéo e terminagéo, ilustradas na Fig. 2.3.
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a) H /H b) .
X. + c— \ /H H H
—_C— —_—
H H X C C + cC=
Centro ativo Etileno H H H H
Iniciagdo Propagacdo
c)
X -2 2
X C
¢ Px ” [H
Ha n H, n
Polietileno Polietileno

Terminagdo por combinagdo Terminagdo por desproporcionamento

Figura 2.3 - Exemplo de polimerizagéo por adicdo: (a) iniciacéo, pela acdo do centro ativo;(b) propagacéo,
com destaque para a extremidade ativa; (c) terminagdo, com a formagdo do polimero por
combinacéo e por desproporcionamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em sua primeira etapa, um iniciador reage com uma unidade monomeérica e forma um
centro ativo, podendo o iniciador ser um radical livre, um cation ou um anion.*” A propagacao,
como 0 proprio nome sugere, se resume a sucessiva adicao de mondmeros a cadeia polimérica,
que propaga sua extremidade ativa ao reagir com 0s meros ainda nédo reagidos e fazendo com
que a cadeia cresca. Por fim, a terminacdo pode ocorrer de trés formas: por combinacéo, por
desproporcionamento ou pelo centro ativo. A combinacéo ocorre no encontro das extremidades
ativas de duas cadeias poliméricas reagentes, enquanto que o desproporcionamento se da com
a transferéncia de um atomo de hidrogénio da cadeia em crescimento para um centro ativo e
aterminacdo por centro ativo, quando o centroativo se fixa ao fim da cadeia.

A técnica da fotopolimerizacdo nasce quando o centro ativo (radical livre, anion ou
cation) que tera como papel o desencadeamento de uma reacao por adi¢ao surge da degradacéo
de um composto quimico pela acdo de um ou mais fotons. Trata-se, portanto, de um processo
fotoquimico guiado por um composto que denominamos fotoiniciador, comumente

solubilizado em uma mistura de monémeros acrilicos insaturados liquidos.
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Uma vez exposto a acdo de laseres de alta intensidade, o fotoiniciador performa a
absorcdo dos fétons e da inicio a reacdo de polimerizacdo da resina pelo método da adicéo.
Sendo assim, varios estudos acerca do uso de laseres de femtosegundos para a fabricacdo de
estruturas poliméricas em microescala tém sido conduzidos,*® abordando especialmente, mas

n&o restritamente, suas aplicagdes bioldgicas.*

a)

o
)

Figura 2.4 - Fluorescéncia por incidéncia de: (a) radiagdo UV numa cubeta, com material fluorescendo em
todo caminho éptico; (b) radiacdo IR intensa na cubeta, confinando a fluorescéncia ao volume
focal.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A maior vantagem de se empregar P2F esta no seu alto confinamento espacial da reacdo
fotoquimica, como ilustrado na Fig. 2.4. Enquanto a absorcéo linear ocorre em todo o caminho
Optico dentro do material, a A2F fica contida dentro do volume focal do feixe laser, que é
focalizado por uma objetiva de microscopio.

Uma vez que a taxa de absorcdo de dois fotons depende do produto entre a secdo de
choque de absorgéo de dois fotons e do quadrado da intensidade luminosa, conforme visto na
equacéo (2.32), a polimerizacéo fica confinada a um volume elipsoidal em torno do foco, ao
qual damos o nome de voxel. O voxel é a menor unidade tridimensional de resolugéo de um
processo de P2F, e seu tamanho afetard diretamente a resolucdo espacial das estruturas
construidas no que tange a sua rugosidade. O uso de diferentes objetivas de microscopio com
aberturas numéricas (NA) e distancias de trabalho (w.d.) distintas afetara drasticamente o
resultado da polimerizag&o.*® Em nosso sistema, que sera descrito em detalhes posteriormente,

o0 voxel tem um didmetro de 2 um e uma altura de 5 um, aproximadamente.
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Figura 2.5 — Representacdo de um perfil de intensidade para laseres em configurac6es de energia de pulso
distintas, com a linha tracejada representando o limiar de polimerizacdo. Escala de intensidade

arbitraria.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Outro fator relevante é o limiar de polimerizacdo, ilustrado na Fig. 2.5. Ele esta
intimamente ligado a energia de ativacdo da reacdo de polimerizacdo e pode ser descrito como
o menor valor de intensidade luminosa para o qual a energia fornecida é capaz de desencadear
a reacdo desejada. Assim, para valores menores ou iguais a esse limiar, energia luminosa
suficiente ndo é fornecida e a polimerizacdo ndo ocorre. Valores tipicos do limiar de

polimerizag&o utilizados nesse trabalho s&o em torno de 0,87 nJ.

2.4  Aspectos bioldgicos

Apés a fabricacdo e caracterizacdo estrutural das plataformas, é necessario realizar
testes de biocompatibilidade, 0 que se constitui numa etapa crucial deste trabalho. Sendo os
fotoiniciadores compostos reativos, se ap6s a fabricacdo ainda houver moléculas ndo
convertidas em radicais livres, bem como radicais que porventura ndo desencadearam P2F,

estes poderdo ser danosos a fungéo celular dos microorganismos estudados.*®
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De modo a verificar a biocompatibilidade das estruturas, uma forma de se avaliar se a
técnica e a resina acrilica propostas sdo viaveis é inocular Escherichia coli nas estruturas e
acompanhar seu desenvolvimento. Por meio tanto de imagens de microscopia éptica como de
microscopia de varredura eletronica € possivel avaliar a permanéncia das bactérias nos
microambientes. Em caso positivo, isso sera um sinal de que os probioticos terdo elevado
potencial de também prosperar nesse ambiente, uma vez que E. coli e bactérias probidticas
compartilham do mesmo nicho ecoldgico.>

Bactérias tanto do género Lactobacillus quanto do género Bifidobacterium séo
probidticos comumente encontrados na microbiota intestinal dos seres humanos.>* Ao longo do
trato digestivo humano, elas estdo sujeitas a ambientes com pH agressivo, a resposta
imunoldgica do hospedeiro, e até mesmo a competicdo interespecifica de outros agentes
bidticos. Em face a essas adversidades, € comum que bactérias de uma espécie agreguem-se
num biofilme em vez de permanecerem solitarias. Um biofilme é um agregado de bactérias que
produzem uma matriz extracelular amorfa feita de proteinas, lipidios, oligossacarideos e até
mesmo DNA, agindo como uma camada protetora que preserva a comunidade de maneira mais
eficiente.>>3 Comumente, essa forma de colonizacio ocorre quando se da a adesdo entre
bactéria e tipos especificos de células epiteliais, a exemplo da mucosa intestinal.>*

Em se tratando da cultura de bactérias em laboratdrio, matrizes sintéticas vém sendo
utilizadas para estudar o comportamento de micro-organismos em diferentes geometrias e
materiais, visando elucidar a complexidade dos mecanismos de sinaliza¢do envolvidos em seu
desenvolvimento. Nos Ultimos anos, a P2F tornou-se uma técnica interessante para essa
finalidade, por permitir a fabricagdo de estruturas tridimensionais com controle preciso do
tamanho e forma, na escala de interesse para o estudo de micro-organismos.?? Em se tratando
da cultura de bactérias in vitro, estruturas tridimensionais, se ndo tém se mostrado superiores,
ao menos tém dado resultados Unicos e promissores ao lado de analises de crescimento
bidimensionais em técnicas consagradas, como o uso de placas de Petri.>® Nesse sentido, o
estudo do desenvolvimento de biofilmes bacterianos em microestruturas mostra-se promissor.

Em geral, duas abordagens séo empregadas no design destes microambientes, seja
buscando imitar ou simular caracteristicas do ambiente bioldgico onde os organismos serdo
desenvolvidos, seja buscando entender quais aspectos geomeétricos influenciam seu
desenvolvimento. Em todo caso, os microambientes devem ter dimensGes micrométricas, com
rugosidade na escala de nanémetros, oferecer suporte mecanico, permitir o confinamento das
células em algum nivel (nichos), permitir acesso Optico para observacéo, e permitir distribuigdo

celular e dispersdo homogénea de nutrientes,2’-28:56-9
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Um estudo mais aprofundado no emprego de estruturas microfabricadas na cultura de
seres vivos apontard que sua rugosidade superficial se configura como um fator crucial, por
afetar o desenvolvimento de células e bactérias, estando ligado a uma maior ou menor adesao
celular nas estruturas. Em geral, apenas apds esse processo inicial de adesdo os micro-
organismos iniciam seu crescimento e reproducio.?°%-%2 No processo de fabricagdo via P2F,
podemos controlar, dentro de um certo range, a rugosidade superficial através de uma
combinacdo entre a densidade de linhas utilizadas na fabricacdo, a abertura numérica da
objetiva e a energia do pulso. Portanto, esse sera outro parametro a ser alterado nas plataformas

mencionadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Como visto no Capitulo anterior, a técnica de P2F é versatil e eficaz, sendo que neste
trabalho optou-se por lancar méo de resinas acrilicas para dar origem aos polimeros que héo de
compor as estruturas fabricadas, com vistas ao crescimento de bactérias probioticas. Neste
Capitulo, comecamos com a descricdo do aparato experimental utilizado, compreendendo o
sistema laser pulsado e o sistema de microfabricacdo polimérica, juntamente com todo o aparato
Optico, optomecanico, eletromecanico, eletronico e software utilizado. Descreve-se também em
maior detalhe a composicdo monomeérica do preparado acrilico confeccionado, levando em
conta as caracteristicas que cada um dos meros traz para o polimero finalizado, bem como as
propriedades do fotoiniciador utilizado e os métodos aplicados para a preparacdo da mistura.
Por fim, descreve-se o processo de preparacdo da amostra para fabricacdo e processamento pos-
fabricacdo, deixando-a pronta para analise de sua estrutura em microscopia de varredura

eletrénica e subsequente crescimento de bactérias em ambiente apropriado.

3.1  Aparato experimental

A construcdo de um sistema de microfabricacdo na técnica de polimerizacdo
multifotonica pode se dar de variadas formas, sendo possivel utilizar conjuntos de microlentes,
para fabricar varias estruturas a0 mesmo tempo numa grande area, mas com baixa poténcia,®?
bem como moduladores acusto-pticos, para controlar a exposicio da amostra ao feixe de luz.®*
O sistema utilizado nesse experimento utiliza um laser de bombeio Verdi V-10 Coherent
centrado em 532 nm, que fornece em torno de 4,5 W, para excitar um oscilador laser de
Ti:safira, operando em modo pulsado. O laser Ti:safira opera centrado em 790 nm, com largura
de banda a meia-altura em torno de 50 nm, poténcia em torno de 250 mW, pulsos de 100 fs e
taxa de repeticdo de 86 MHz. Apesar de o oscilador laser poder atuar em modo CW, sua
cavidade, esquematizada na Fig. 3.1, € alinhada de maneira que qualquer perturbacéo provoque
uma transi¢do para o modo pulsado (mode-lock), uma vez que este é o regime empregado na

microfabricagéo.
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l Feixe de bombeio

Espelho

Espelho direcionador do bombeio

cuvo
Cristal de

Espelho Ti:Safira
curvo
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Espelho

100% refletor

KR Saida
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Espelho

Prismas de perturbacdo e 100% refletor

compensacao da dispersdo
da cavidade

Pulso
curto

Figura 3.1 - Cavidade do oscilador laser empregado no sistema.

Fonte: OTUKA. 65

Com o laser operando no modo pulsado, o feixe interage com a montagem experimental

da P2F representada na Fig. 3.2. Ao sair da cavidade, quando o obturador mecanico se encontra

aberto, o feixe laser é direcionado a um conjunto formado por uma ldmina de meia onda e um

polarizador, utilizados para ajustar a poténcia do laser que chegara a amostra, selecionando

consequentemente a energia do feixe com base no limiar de polimeriza¢do do fotoiniciador.

Chamaremaos de poténcia de trabalho a poténcia do feixe que sai desse conjunto, sendo que o

valor utilizado nesse trabalho é de 75 m\W.

Espelhos
Galvanométricos

LED ~€'
’ Amostra - ’7
Objetiva de
microscépio

7

Polarizador

Lamina de
meia-onda

Obturador
mecanico

Figura 3.2 - Esquema da montagem experimental da microfabricacdo via fotopolimerizacéo por A2F.
Fonte: TOMAZIO.
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O feixe passa também por um filtro de luz verde, que impede que a luz do laser de
bombeio siga para a amostra e um conjunto de iris que facilitam o alinhamento do feixe. Um
par de espelhos galvanomeétricos é responsavel pelo deslocamento do feixe no plano xy, com
cada espelho promovendo a deflexdo do laser em uma das dire¢des linearmente independentes.
Esses espelhos séo controlados via software, para a fabricacdo das microestruturas. Como a
amplitude de movimento dos espelhos ndo pode ser alta, lanca-se mé&o de um conjunto de lentes
telescopicas para expandir o feixe e utilizar toda a abertura numérica das objetivas de
microscopio utilizadas na fabricagdo.*° Usando uma objetiva de microscopio de magnificacdo
10x e abertura numérica 0.25, o feixe € focalizado no volume da amostra, que esta posicionada
sobre o estagio de translacdo em z, este movido por um motor de passos. Assim, a combinacgao
entre os espelhos galvanomeétricos e o estagio de translacao permite deslocar o foco do feixe de
forma tridimensional no volume da resina.

Tanto os espelhos galvanométricos, o motor de passos, bem como o obturador mecénico
adicionado a montagem para exposicdo seletiva do feixe a fim de evitar polimerizacGes
indesejadas, sdo controlados via software elaborado na plataforma LabVIEW, sendo a
comunicacdo feita por uma placa de aquisicdo da companhia National Instruments. Em todo o
caso, é essencial monitorar e controlar manualmente a deflexdo do feixe para certificar-se de
que ele coincidird com a entrada da objetiva, pois flutuacdes na temperatura ou até mesmo na
umidade no laboratério podem afetar o comportamento do laser de bombeio e,
subsequentemente, do laser pulsado. Caso contrario, parte da poténcia transmitida sera
desperdicada e a analise dos parametros de microfabrica¢do, comprometida.

Todo o processo é acompanhado em tempo real com o auxilio do sistema de iluminacdo
formado por um LED vermelho, em comprimento de onda e intensidade que ndo interfiram na
polimerizacdo da resina, e um divisor de feixes, responsavel por direcionar a luz para uma
camera CCD. Destarte, quaisquer modificacfes no volume da resina oriundas da polimerizacéo
da resina tornam-se visiveis gracas a diferenca do indice de refragdo da resina liquida para o do
polimero solido.

Fatores como a energia do pulso, velocidade de varredura do feixe, e focalizacdo podem
e devem ser monitorados ao longo do processo de fabricacéo e entre fabricagdes disitintas. 1sso
porque estruturas variadas geram vetorizacOes tridimensionais diferentes, que por sua vez
requerem velocidades de fabricacdo apropriadas para que ndo haja rugosidades na superficie
das estruturas confeccionadas. Além disso, misturas diferentes de mondmeros acrilicos

requerem intensidades de feixe distintas.
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3.2 Mondmeros acrilicos

Com o desenvolvimento de novos materiais e novas técnicas de microfabricacéo, muitas
tém sido as possibilidades no emprego da técnica de P2F. E certo que o fator preponderante na
escolha do material usado € a finalidade a que se deseja destinar a estrutura confeccionada. E
possivel dispesar nanoparticulas de silica amorfa em uma matriz monomérica para realizar
estruturas tridimensionais que depois serdo sinterizadas para gerar microlentes.®’” Outra
possibilidade é o emprego de polilactida com vistas a confeccionar uma matriz biodegradavel
para o crescimento de células neuronais e para a diferenciacdo de células derivadas do tecido
adiposo humano em linhagem osteogénica.®®® Em nosso trabalho, utilizamos resinas acrilicas
monomeéricas para criar microestruturas visando analisar o desenvolvimento de bactérias, por
serem essas resinas muito utilizadas na P2F e terem um conjunto amplo de vantagens, sendo

também ja conhecidas em nosso grupo de pesquisa.”

a) J\/ sries | D) g/: g/: SR399

\\)\/\/T\”/\r\/\ Q)J\/ ; js ; js
© / /
_\ )J\/ SR499

o Z\/.: 2°
g
SIS

Figura 3.3 - Férmula estrutural dos monémeros (a) SR368; (b) SR399; e (c) SR499, comercializados pela
Sartomer.

c)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma das estratégias para melhorar as propiredades mecénicas da estrutura fabricada
pode ser a mistura de mondmeros distintos com caracteristicas particulares.!* Contemplando
essa possibilidade, combinaram-se ester trés mondémeros acrilicos distintos: tris(2-
hidroxietil)isocianurato triacrilato, ou tris(2-hydroxyethyl)isocyanurate triacrylate, vendido

comercialmente como SR368; dipentaeritritol pentaacrilato, ou dipentaerythritol
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pentaacrylate, vendido comercialmente como SR399; e trimetilolpropano triacrilato 6 EO, ou
ethoxylated (6) trimethylolpropane triacrylate, vendido comercialmente como SR499. Todos
esses compostos sdo comercializados pela empresa Sartomer Arkema Group. A Fig. 3.3 ilustra
as estruturas moleculares destes meros.

Para o preparo da resina, foi realizada uma mistura em partes iguais em massa desses
trés monbmeros, a qual é misturada em um agitador termomagnético a 50 °C por uma hora
junto ao fotoiniciador, em proporcéo de 3% da massa total dos meros acrilicos. E interessante
pontuar que, conforme supramencionado, cada mero constribui com uma caracteristica
especifica para a boa qualidade estrutural do ambiente microfabricado conforme as
peculiaridades de seu arranjo quimico e molecular. Nota-se que a presenca do anel organico no
mondmero SR368 tem como resultado na estrutura final a promocéo da rigidez estrutural, ao
passo que os grupos etoxilados do mero SR499, em funcgéo de sua longa cadeia, colaboram com
a reducdo do encolhimento mecanico da estrutura que sucede 0 processo de
fotopolimerizacdo.!* Além disso, 0 mondmero SR399 proporciona & estrutura boa resisténcia
mecanica, jd que sua estrutura pentaacrilica, ao ser polimerizada, d& origem a diversas

ramificacdes do polimero gerado, reforgando sua estrutura.”

3.3  Fotoiniciador Irgacure TPO-L

A reacdo fotoquimica responsavel por levar a polimerizacdo da mistura de resinas é
desencadeada pelo fotoiniciador. Nesse trabalho utilizou-se o O6xido de 2,4,6-
trimetilbenzoiletoxifenil fosfina, ou 2,4,6-trimethylbenzoyl-diphenyl phosphinate, vendido
comercialmente como Irgacure TPO-L pela BASF, sendo anteriormente comercializado pelo
nome de Lucirin TPO-L. Sua férmula estrutural esta ilustrada na Fig. 3.4. Quando ocorre 0
rompimento da ligacdo entre carbono e fésforo na molécula do Irgacure TPO-L em func¢éo da
A2F formam-se os radicais livres pelo mecanismo de reacdo unimolecular, conforme
representado em Fig. 3.4. Isso caracteriza esse fotoiniciador como sendo do Norish Tipo I, pois
diferente dos fotoiniciadores Tipo Il, que necessitam de um co-iniciador para dar inicio a
reacdo, os do Tipo | ainda tém a caracteristica de dar origem a dois radicais igualmente reativos
apos a cisdo fotoquimica.*®*’ Em seguida, o radical fosfinoil, que contém o atomo de fosforo,
promove reacdes de polimerizaz¢cdo por adi¢do envolvendo os mondmeros da mistura,

acarretando assim na polimerizagao da resina.



40

O @)

L

,|r/o\/

Figura 3.4 - (a) Formula estrutural do Irgacure TPO-L; (b) indicacdo do rompimento fotoquimico da ligacéo
entre carbono e fésforo; (c) estrutura quimica dos radicais formados.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Mendonga et al., "* caracterizaram as absorcdes linear e ndo linear em relacdo ao
comprimento de onda da luz empregada como agente de excitacdo do Irgacure TPO-L. Para a
absorcdo linear ha apenas um pico de absorcdo em 365 nm, enquanto que para a A2F existem
trés: um mais intenso em 610 nm, e dois secundarios, centrados em 730 nm e 780 nm.
Utilizamos a ultima banda, pois o laser utilizado opera centrado nessa mesma regido e a

absorcao linear do fotoiniciador para comprimentos de onda superiores a 500 nm € baixa.

3.4  Preparo da amostra

Uma vez feito o preparado acrilico da amostra, 0 mesmo € guardado em uma estufa
mantida a 50 °C e com protecdo da luz, para evitar uma eventual exposicdo a radiacdo
ultravioleta com potencial absor¢éo linear, provocando assim uma polimerizagdo indedsejada.
Para proceder o processo de polimerizagdo por absorcdo de dois fétons em nosso aparato
experimental as amostras devem ser preparadas no laboratorio de quimica do grupo de pesquisa
e entdo levadas em recipientes escuros, novamente, para prevenir polimerizacdes indesejadas

decorrentes de absorc¢éo linear.
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O preparo da amostra, como ilustrado na Fig. 3.5, tem como base uma lamina de
microscopio, que é higienizada com alcool. Sobre esta ldmina coloca-se um substrato de vidro,
um prisma de base quadrada com faces de 1 cm de lado e com a mesma espessura da lamina de
microscopio, que também € higienizado com alccol para remover manchas de gordura e
impurezas de qualquer natureza que porventura possam atrapalhar o processo de polimerizacao.
H& também a possibilidade de soprar a vidraria com um jato de nitrogénio para remover
quaisquer fiapos e impurezas sélidas que tenham se fixado ao substrato por forcas de van der

Waals no processo de higienizagao com alcool.

Laminula Resina acrilica

Fita adesiva \ / Fita isolante
\ — —L/
| N\

Lamina de microscépio Substrato de vidro

Figura 3.5 - llustracéo do preparo das amostras de resina acrilica preparadas para o processo de P2F.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O substrato ¢ fixado na ldmina com o auxilio de finas tiras de fita isolante, para que o
substrato fique firme, uma vez que a montagem experimental necessita que o laser chegue por
baixo da estacdo de suporte da amostra e, portanto, esta deve ser colocada de forma invertida.
Sobre o substrato aplica-se a resina acrilica destinada a fotopolimerizacao e esta € coberta por
uma laminula, também previamente higienizada e soprada com o jato de nitrogénio. A laminula
por sua vez é fixada com fita adesiva e assim estd pronta a amostra para ser montada no aparato

experimental e proceder-se a P2F.
3.5  Limpeza da amostra

Apos a microfabricagdo as amostras séo colocadas em banho de alcool etilico em uma
placa de Petri aquecida a 75 °C no termoagitador. As fitas adesivas sdo retiradas com o auxilio
de uma pinga, seguindo-se a remocao da laminula com o uso de luvas, empregando cuidado
para ndo desprender as estruturas recém-fabricadas do substrato. Segue-se para a remoc¢éo das
fitas isolantes, também com o auxilio da pinca, colocando o substrato inclinado sobre a ldamina
em seguida e ligando o agitador magnético para fazer circular o alcool aquecido e remover por

completo toda a resina acrilica que ndo tiver sido polimerizada.
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Uma vez limpa, as amostras sao secas em estufa a 45 °C por pelo menos 24 horas antes
de serem analisadas em sua morfologia no microscopio eletrénico de varredura, de modo a
conhecer sua integridade e aspectos dimensionais da estrutura. A partir desse ponto, as amostras
podem ser encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia Clinica da UNESP — Araraquara
que, sob a colaboracdo da Prof.2 Dr? Carla Raquel Fontana, foi responsavel por conduzir o
crescimento das culturas de bactérias utilizando os protocolos laboratoriais de biosseguranga
adequados.

Nos Capitulos subsequentes, apresentaremos os resultados obtidos e as hipdteses e

conclusdes aventadas durante a execucao deste trabalho.
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4 ESTRUTURAS FABRICADAS E TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE

Tendo sido ja estabelecido que a técnica de polimerizacao via absorcao de dois fotons é
uma técnica precisa e versatil, e tendo ja sido lancado todo o embasamento teorico para tanto,
lancamos nossa atencdo as possiveis aplicacdes e implementacGes que tal técnica pode exibir
no escopo do nosso trabalho.

Em 2014, nosso grupo de pesquisa em Fotdnica, em parceria com o Laboratério de
Microbiologia Clinica da UNESP — Araraquara e o Laboratério Nacional de Nanotecnologia
para o Agronegocio (LNNA) da Embrapa - Séo Carlos, avaliou o desenvolvimento de bactérias
Escherichia coli em microestruturas fabricadas via fotopolimerizagdo a partir de uma resina
composta de uma mistura de dois monémeros triacilicos.?® Esse estudo demonstrou n&o s que
estruturas poliméricas dopadas com o antibiotico ciprofloxacina inibiram o desenvolvimento
das bactérias E. coli no entorno das estruturas fabricadas, mas também que determinadas
geometrias poderiam ser empregadas a fim de se estudar o aprisionamento e a migragédo
bacterianas.

Em 2021, também em nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se o0 emprego de
microestruturas polimericas fabricadas via P2F a partir da mesma resina empregada neste
trabalho para o crescimento e desenvolvimento de bactérias Komagataeibacter xylinus.”® Essas
bactérias produzem biocelulose e por meio do cultivo em microambientes foi possivel perceber
gue a sua interacdo enquanto comunidade de seres vivos com a geometria do espaco dava
origem a comportamentos inesperados, como o fato de se percorrer sempre o caminho mais
curto entre duas paredes da microestrutura em vez de se espalhar isotropicamente.

Neste Capitulo, primeiramente, sdo apresentadas as estruturas fabricadas pela técnica de
P2F no aparato descrito quanto a sua natureza estrutural e geométrica. Em seguida, séo exibidos
os resultados do desenvolvimento de bactérias E. coli em algumas das estruturas e subsequente
avaliacdo e interpretacdo das microscopias Optica, de fluorescéncia e de varredura eletrénica

das amostras inoculadas com 0s microorganismos.

41 Plataformas confeccionadas

Por meio de analise com microscopio eletronico de varredura (MEV) foi possivel
verificar boa integridade estrutural das estruturas microfabricadas via P2F, ademais de algumas
estruturas terem ficado com alturas variaveis. Esse fator, contudo, ndo foi capaz de interferir

nos resultados dos testes de crescimento bacteriano, como sera mostrado.
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IFSC - USP 2021/12/09 12:13 HL D11.9x400 200 um

IFSC - USP 2021/06/30 14:40 HL D11.1 x400 200 um

Figura 4.1 — Microscopia de varredura eletronica das estruturas do tipo favo de mel (acima) e carpete
(abaixo), fabricadas com objetiva 10x, NA 0.25, e poténcia de fabricagdo 75 mW.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A Fig. 4.1 mostra as primeiras microestruturas fabricadas: um arranjo de prismas
hexagonais ocos, que aqui denominamos favo de mel, e um arranjo de prismas quadrados
rugosos, que denominamos carpete. A alturas individuais dos prismas hexagonais varia entre
10 e 35 um, com lados em torno de 60 um. J& o tamanho total da estrutura favo de mel tem
cerca de 300 um de diametro e aproximadamente 180 micrémetros de lado. Com relagdo ao
carpete, cada uma de suas partes foi feita seguindo uma vetorizacao tridimensional do prisma
de base quadrada baseada numa curva de Hilbert, com vistas a maximizar a superficie de
contato da estrutura. Cada retalho tem lados em torno de 70 um, e o didmetro médio das
rugosidades do carpete € por volta de 2 um. Desta forma, a estrutura total do carpete tem lados

aproximados em 300 um.
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IFSC - USP 2022/06/01 19:00 HL D123 x1.5k 50 um

IFSC - USP 2022/06/01 19:04 HL D122 x1.5k 50 um

Figura 4.2 — Microscopia de varredura eletronica das estruturas com sulcos concéntricos (acima) e
paralelos (abaixo), fabricadas com objetiva 10x, NA 0.25, e poténcia de fabricagdo 75 mW.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ap0s serem realizados os testes de biocompatibilidade, a serem tratados com maior
detalhamento na se¢éo seguinte, foi proposto o desenvolveimento de um novo tipo de estrutura
com base num conjunto de sulcos concéntricos (curvos) e paralelos (retilineos), exibidos na
Fig. 4.2.



46

Os anéis concéntricos apresentam alturas variando de 4 a 10 um, contando com uma
espessura média de 3,8 pm e espagamento médio em torno de 4,4 um, com um diametro total
na ordem de 94 um. Ja os sulcos paralelos tém alturas variando entre 3 € 5 um, com espessura

média e espagamento médio em torno de 4,5 um e largura total da ordem de 90 um.

4.2  Testes de biocompatibilidade

Conforme supramencionado, os testes de biocompatibilidade sdo uma etapa essencial
no processo da viabilizacdo do uso de microambientes poliméricos acrilicos como plataforma
de desenvolvimento bacteriano. Os primeiros testes se deram com bactérias Escherichia coli,
que comumente habitam a microbiota intestinal de vertebrados,> tal qual os probidticos,
disponibilizadas pelo Laboratério de Microbiologia Clinica da UNESP — Araraquara, com a
colaboragéo da Prof.2 Dr? Carla Raquel Fontana.

Isso servira como prova de conceito, ja que, se bactérias E. coli que habitam o mesmo
ecossistema sobreviverem nos microambientes, 0s probidticos, que possuem o mesmo habitat,
possivelmente prosperardo. As bactérias foram inoculadas nas estruturas fabricadas com a
resina e 0 méetodo propostos e mantidas em ambiente adequado (temperatura, atmosfera etc.)
para seu crescimento. A viabilidade do crescimento dos probidticos sera estudada tanto por
meio de microscopia éptica, ao analisar a presenca das bactérias sobre as estruturas com base
no método de coloracdo de Gram, como por meio de microscopia de varredura eletrdnica.

A Fig. 4.3 ilustra o comportamento das bactérias no entorno das estruturas depois de 24
horas (imagens ao topo) e 32 horas (imagem abaixo). Nota-se que além de ocupar a regido
externa a estrutura e seus intersticios, as bactérias aderiram as bordas e topo dos prismas
hexagonais ocos. Isso levanta a hipotese de que algumas regifes podem ser Otimas se
comparadas a outros locus na microestrutura para o desenvolvimento da cepa utilizada, por
conta de fatores como competicdo intraespecifica e disposicdo espacial do meio de cultura em
fungdo da geomertia da estrutura fabricada. Aventada a hipotese, uma forma de analisa-la é
verificar qual o estado de crescimento das bactérias em tempos diferentes para estruturas

similares.
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Figura 4.3 — Em sentido horario, partindo do topo a esquerda: estrutura favo de mel cﬁtante, préxima e com
detalhe para a borda dos prismas ocos. As barras tém 100 um. Imagens feitas com microscopia
Optica.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com o uso do software ImageJ foi possivel analisar a densidade de bactérias nas
imagens de microscopia Optica para o crescimento das bactérias E. coli nos tempos de 24 horas
e 32 horas. As imagens foram colocadas em escala de cinza, como mostrado na Fig. 4.4 para
outro conjunto de estruturas. A seguir, foram usadas as ferramentas de processamento de
imagem do programa para calcular a densidade de bactérias dentro de cada sitio nos prismas
ocos, bem como no seu entorno. Assim sendo, os valores relativos de densidade de bactérias na
média dos sitios e no entorno servem como base de interpretacdo para compreender 0
desenvolvimento das bactérias em funcdo do tempo. Tais valores sdo calculados como uma
média num range continuo de 0 a 255, com base nos valores de intensidade de luz por pixel,

que por sua vez varia discretamente de O (preto) a 255 (branco).
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Figura 4.4 — Crescimento de bactérias em estruturas favo de mel para 24h (topo a esquerda) e 32h (topo a
direita e abaixo) em escala de cinza. As barras tm 100 um. Imagens feitas com microscopia
Optica.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para entender a prevaléncia das bactérias nas estruturas, seré calculada a razdo entre a
densidade de bactérias média no entorno da estrutura pgxr € a média da densidade de bactérias
p tomada sobre cada um dos intersticios. Tal razdo é denominada indice de prevaléncia global
de bacterias, G. Ha ainda a densidade de bacterias medida apenas no entorno imediato, p4zo,
em uma especie de aro em redor da estrutura. Nesse caso, também se calcula a razdo com p
para obtermos o indice de prevaléncia periférico de bactérias, g. I1sso é necessario para amenizar
fatores como ruido de imagem e offset do substrato, por exemplo. Assim, uma razao que dé
valor inferior a 1,00 indica que a densidade de bactérias dentro da estrutura € maior que o

entorno e, portanto, ha menos bactérias nos véos da estrutura do que no entorno. Se a razdo for
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superior a 1,00, ha mais bactérias dentro das estruturas em relacdo ao entorno. Ademais,
quanto mais os valores distarem de 1,00, mais os comportamentos descritos estardo acentuados.

Verifica-se que o indice de prevaléncia global de bactérias ap6s um tempo de
crescimento de 24 horas na Fig. 4.4-a € G = 1,42, enquanto que para o intervalo de 32 horas
em estrutura de tamanho similar na Fig 4.4-b, G = 1,26. Para a maior estrutura fabricada, vista
na Fig. 4.4-c o valor chega a saltar para G = 0,73. Isso sugere que, com o passar do tempo, 0
ambiente fechado passa a ser menos atrativo, uma vez que se exacerba a competicdo
intraespecifica num meio espacialmente reduzido e que mais rapidamente atinge-se a saturacéo
de sua capacidade de sustentar vida. Por outro lado, 0 ambiente externo, por ser aberto e estar
imerso no caldo nutritivo do meio de cultura, torna-se cada vez mais atrativo com o tempo,
fator demonstrado na diminuicdo do valor do indice de prevaléncia global de bactérias.

Nas imediacBes das estruturas fabricadas, compreendendo a borda e o topo das
estruturas, para o tempo de 24 horas, na Fig. 4.4-a o indice de prevaléncia periférico de bactérias
é G = 0,98, enquanto que para 32 horas na Fig. 4.4-b o valor passa a ser de G = 1,03. Isso é
um indicativo de que, com o passar do tempo, 0 entorno imediato da estrutura adensa a
guantidade de bactérias que ali crescem se comparado a regides mais distantes, comportamento
inverso ao que se Vviu nos intersticios.

J& com relacdo a borda superior das estruturas é possivel ver por meio de microscopia
de fluorescéncia que as bacterias se adensam também nesses locais, conforme ilustrado na Fig.
4.5, com tempos de crescimento de 16h e 32h. Visualmente, as bactérias multiplicam-se
prolificamente no topo dos prismas hexagonais com o tempo, fato notado pelo aumento do
nimero de pontos em vermelho (bactérias) vistas opacamente sobre a estrutura, que é

transparente no espectro visivel e fluoresce em verde.

Figura 4.5 — Microscopia de fluorescéncia das estruturas favo de mel para 16h (esquerda) e 32h (direita),
destacando bactérias aderidas em coloracdo avermelhada. As barras tém 100 pum.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em concordéncia a essa observacdo, pode se avaliar por meio de microscopia de
varredura eletrénica esse desenvolvimento das bactérias proximo a borda. A Fig. 4.6 exibe o
crescimento do nimero de bactérias alojadas nessa regido das estruturas num comparativo para
0s tempos de cultura de 24 horas e 32 horas. Tal crescimento pode ser notado pela prevaléncia
de alguns aglomerados de bactérias, em oposi¢do a bactérias solitarias espalhadas na borda das

estruturas.

16:14 HL D5.3 x1.5k  50um

IFSC - USP 2022/06/28

IFSC - USP 2022/06/28 16:54 HL D54 x1.8k 50um

Figura 4.6 — MEV para estruturas do tipo favo de mel no tempo de crescimento de 24h (acima) e 32h
(abaixo), com destaque para a regido das bordas das estruturas.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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As estruturas do tipo carpete tiveram desempenho semelhante ao que se pdde verificar
nos favos de mel. Diferente do que se esperava, 0s sulcos das estruturas visualmente néo foram
tdo atraentes quanto os arredores ou 0 topo da estrutura. Seja no tempo de crescimento de 16
horas ou 24 horas, como ilustrado na Fig. 4.7, ndo se pode distinguir preferéncia pela estrutura
em detrimento dos arredores. Ocorre que no tempo mais longo mais aglomerados de bactérias

séo formados, especialmente nos sulcos maiores entre os pedagos do carpete.

IFSC - USP 2022/06/28 17:20 HL D54 x1.0k 100 um

2022/06/28 100 um
Figura 4.7 — MEV para estruturas do tipo carpete no tempo de crescimento de 16h (acima) e 24h (abaixo).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Desse modo é possivel deduzir que sitios com dimens@es muito reduzidas ndo sdo muito
interessantes para a formacdo de aglomerados de bactérias e subsequente formacdo de
biofilmes. Isso porque eles suportam a apenas um ndmero limitado de micro-organismos. Por
outro lado, um ambiente muito amplo para o cultivo das bactérias também ndo € o melhor
promotor da formacdo de aglomerados de bactérias, como se vé nas primeiras horas do
crescimento das bactérias sobre o substrato. Isso porque a tendéncia sera a de se espalhar por
toda a superficie antes de dar origem a esses aglomerados. Disso, subentende-se que ha um
tamanho de sulco, ndo tdo pequeno nem tdo amplo, que favoreca a formacao de aglomerados

de bactérias e potenciais biofilmes.
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3) CRESCIMENTO DE PROBIOTICOS

Apesar de comumente ser aplicada a mesma técnica para a inoculacdo, a cultura e
desenvolvimento de bactérias in vitro ndo é estanque. Sendo assim, por mais que sejam
bactérias que ocupam o mesmo nicho, ndo se pode assumir que E. coli e probidticos tenham o
mesmo desenlace. Neste capitulo, investigamos como se comporta um conjunto de bactérias

probidticas nas estruturas microfabricadas.

51 Primeria fase de crescimento

Em face das Gltimas conclusdes, diante da hipdtese de que existe um espacamento entre
as paredes da microestrutura fabricada que potencialmente pode ser ideal para o
desenvolvimento das bactérias, prop6s-se a ado¢do de um conjunto de sulcos paralelos, aberto
ao ambiente externo, para explorar a influéncia de um ambiente ndo limitado espacialmente em
contraste com os Gltimos resultados obtidos. Para fins de comparacdo, fez-se também um
conjunto de sulcos concéntricos para ver como outra geometria de conceito similar, mas de
carater fechado, influenciaria o crescimento das bactérias.

O resultado do crescimento de um conjunto de bactérias probidticas, também
desempenhado sob a supervisdo da Prof2 Dr? Carla Raquel Fontana no Laboratério de
Microbiologia Clinica da UNESP — Araraquara, pode ser visto na Fig. 5.1 para um tempo de
18h. Tal conjunto é composto de bactérias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis, comumente utilizadas como probiéticas.”?"®

Em primeiro lugar, nota-se que, por um infortinio das circunstancias de fabricacéo, as
estruturas ndo ficaram bem aderidas ao substrato. Uma vez que as amostras sao transportadas
de Sédo Carlos a Araraquara, mesmo que adequadamente posicionadas em um porta laminas, a
trepidacdo do transporte, bem como a adicdo do meio de cultura em micropipetagem pode
configurar o surgimento de um impulso mecanico que resulta na desestabilizacdo das estruturas
e, portanto, seu consequente tombamento e perda completa de adeséo, fato verificado nas
estruturas com sulcos paralelos e concéntricos, respectivamente.

Isso posto, nota-se que as bactérias aderiram consideravelmente as paredes das
estruturas. Além disso, no caso da estrutura circular vé-se que varios aglomerados se formaram
no interior dos anéis. No caso dos sulcos lineares, pelo tombamento, houve dificuldade em
analisar o desenvolvimento das bactérias aprofundadamente, mas ainda assim, nota-se a

presenca de alguns aglomerados nas paredes da estrutura.
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IFSC - USP 2022/06/01 14 09 HL D59 x1.2k  50um
Figura 5.1 — MEV do pool de probidoticos nas estruturas com sulcos concéntricos (acima) e parelelos
(abaixo) para um tempo de 18h de crescimento.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2  Segunda fase de crescimento

Em resposta a essa primeira fase de crescimento dos probioticos nas estruturas
microfabricadas, tendo notado que a execucdo das microestruturas foi insatisfatoria, optou-se
por fazer nova rodada fabricacéo e posterior crescimento bacteriano. Dessa maneira, estruturas
do tipo sulcos concéntricos foram confeccionadas e submetidas para cultivo dos probidticos,

como consta nas imagens de MEV na Fig. 5.2, com um tempo de 36h de crescimento.
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IFSC - USP 2022/07/21  17:56 HL D5.1 x2.5k  30um

Figura 5.2 — MEV do pool de probidticos. Aproximagdes distintas para a mesma amostra, com 36h de
crescimento.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Com um tempo de crescimento de 36 horas € possivel notar que o comportamento
observado para E. coli aparenta ser 0 mesmo para as bactérias probidticas, isto é, que ocorre
elevada prevaléncia das bactérias no entorno da camada mais externa da estrutura, bem como
nas paredes e sulcos das estruturas. Assim, reitera-se a percepcéo de que zonas muito amplas
sdo desfavoraveis ao desenvolvimento pleno dos probidticos e que as estruturas funcionam

como aceleradoras de crescimento bacteriano.
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Semelhantemente, para com as estruturas de sulcos paralelos, nota-se mais uma vez o
mesmo padrdo de desenvolvimento microbial. Como exibido na Fig. 5.3, também para um
cultivo de 36 horas, ocorre elevada prevaléncia das bactérias nos sulcos entre as paredes das
estruturas, apontando que, o carater aberto desse tipo de estrutura se conforma numa
desvantagem ao desenvolvimento das bactérias, que preferem se proliferar no ambiente

protegido entre as estruturas paralelamente fabricadas.

50 um IFSC-USP 2022/07/21 17:48 HL D5.1 x3.0k  30um

A ) 2y '_“J
IFSC - USP 2022/07/21 17 47 HL D5.1 x1.2k

17:47 HL D5.1 x2.0k 30 um

IFSC - USP 2022/07/21

Figura 5.3 - MEV do pool de probiéticos. Aproximacdes distintas para a mesma amostra, com 36h de
crescimento.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Com um tempo de crescimento de 36 horas € possivel notar que o comportamento
notado para E. coli aparenta ser o mesmo para as bactérias probioticas, isto €, que ocorre elevada
prevaléncia das bactérias no entorno da camada mais externa da estrutura, bem como nas
paredes e sulcos das estruturas. Assim, reitera-se a percepcao de que zonas muito amplas sdo
desfavoraveis ao desenvolvimento pleno dos probidticos e que as estruturas funcionam como

aceleradoras de crescimento bacteriano.

5.3 Terceira fase de crescimento

Se numa primeira instancia a segunda fase de testes corrobora o que foi vizualizado com
relacdo a influéncia que certos aspectos da geometria estrutural podem ter sobre o
desenvolvimento bacteriano, h& de se considerar que um elemento importante do cultivo de
bactérias necessitava ser melhor compreendido, a saber, o tempo de cultura. Desta maneira,
para certificarmo-nos de que as hipoteses aventadas até 0 momento estavam adequadas, tomou-
se a iniciativa de efetuar nova sequéncia de fabricacéo e cultivo. Para tanto, foi feito o cultivo
para os tempos de 12 horas e 24 horas do mesmo conjunto de probidticos supradito. O

crescimento das bactérias em estruturas do tipo sulco concéntrico estéa ilustrado na Fig. 5.4.

IFSCUSP ) 2023/03/13  13:31 ‘ ; ; - 2023/03f 14:16 HL D6.1 x1.2 50 u
Figura 5.4 — MEV do pool de probidoticos nas estruturas com sulcos concéntricos para 12 horas (esquerda)
e 24 horas (direita).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como esperado, o fator tempo se revela na dindmica populacional bacteriana com um
aumento perceptivel da presenca dos probiéticos na vizinhanga das estruturas. Assim, para
intervalos de 12h e 24h, tanto nas estruturas concéntricas como nas paralelas, conforme a Fig.
5.5, os ambientes sdo de fato aceleredores de colonizacdo. Além disso, hd um destaque em
especial para as estruturas paralelas, uma vez que a proximidade das paredes faz as bactérias se
acumularem e ligarem paredes proximas, algo similar ao relatado por Otuka et al.”



58

IFSC - USP 2023/03/13 13:22 HL D5.7 x1.2k 50 um

IFSC - USP 2023/03/13 14:10 HL D6.1 x1.2k 50 um

Figura 5.5 - MEV do pool de probidoticos nas estruturas com sulcos paralelos para 12 horas (acima) e 24
horas (abaixo).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4  Contraprova das hipdteses aventadas

Como uma Gltima tentativa de atestar aquilo que se supds acerca das caracteristicas do
desenvolvimento de bactérias probidticas em microambientes fabricados via P2F, buscou-se
explorar a influéncia da distancia entre as paredes na geometria das estruturas fabricadas.
Assim, foram mais uma vez fabricados ambientes com sulcos paralelos, mas desta feita com
distancia variavel entre as linhas, como se vé em Fig. 5.6, também para tempos de 12h e 24h.
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IFSC - USP 2023/03/13 13:54 HL D58 x1.2k  50um

IFSC - USP 2023/03/13 14:27 HL D6.0 x1.2k  50um

Figura 5.6 — MEV do pool de probidoticos para 12 horas (esquerda) e 24 horas (direita) de crescimento.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ademais do mesmo problema de tombamento sobredito no caso da estrutura utilizada
para o crescimento de 24 horas, ndo se nota particular evolucdo na dindmica populacional com
0 passar do tempo. Isto pode, na verdade, ser interpretado como um indicativo de que a presenga
de um espaco demasiado amplo na porcéo central da estrutura colaborou para inibir um melhor
desenvolvimento das bactérias nas partes da estrutura em que as linhas fabricadas estdo mais
proximas. De modo distinto do que se vé na Fig. 5.5, ndo existe apreciavel adensamento de

bactérias nas estruturas.



60



61

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O principal objetivo deste trabalho foi o de fabricar microestruturas tridimensionais a
base de mondmeros acrilicos por meio da técnica de polimerizacéao via absorcao de dois fotons
e empregé-las no cultivo de bactérias probidticas. Uma vez que sdo bactérias de interesse
comercial, entender seu comportamento em ambientes microfabricados pode levar a melhorias
de cultivo e novas técnicas de entrega dessas bactérias em farmacos ou outras formas de
consumo probiotico.

Por meio do uso de mondmeros tri e penta-acrilicos com propriedades particulares, foi
possivel criar uma mistura que gerou estruturas com boas propriedades mecéanicas e baixa
rugosidade superficial. Excetuando-se algumas estruturas, em que a fabricacdo foi
insatisfatdria, ndo havendo boa adesdo ao substrato, mesmo com procedimentos de lavagem,
cultivo e pds-processamento, a maior parte das estruturas pdde ser analisada em microscopia
Optica, de fluorescéncia e de varredura eletrdnica para avaliar o desenvolvimento bacteriano.

Inicialmente, foram fabricadas estruturas distintas, replicaveis e tesselaveis para avaliar
sua compatibilidade com o desenvolvimento de bactérias que habitam a microbiota humana,
uma vez que por usar um fotoiniciador, a formacdo de radicais livres pela cisdo quimica
promovida pela A2F poderia acarretar em danos a funcédo celular. Desta maneira, tesselagdes
em padréo favo de mel, com prismas hexagonais ocos, e em padrdo de carpete, com prismas
quadrados fabricados com base numa curva de Hilbert, foram fabricadas.

Foram feitos testes de biocompatibilidade com bactérias Escherichia coli e como
resultado ponderou-se que ambientes amplos ndo sdo favoraveis ao desenvolvimento das
bactérias em carater de biofilme. Apesar disso, as estruturas fabricadas demonstraram ser bons
aceleradores de crescimento bacteriano, com a adi¢cdo de que estruturas muito rugosas ou
estreitas demais (da ordem de grandeza de uma bactéria) ndo sdo muito atrativas para a
formacéo de grandes grupamentos de bactérias.

Tendo depreendido que nem ambientes amplos demais nem restritos demais sé&o
desejaveis, foram confeccionadas novas estruturas com base em padrdes de sulcos, concéntricos
ou parelelos, formados a partir da fabricacdo de paredes circulares ou lineares. Desta maneira,
buscava-se replicar uma alternativa a um ambiente recluso e outro ligeiramente mais aberto,
tendo ainda assim espacos que promoviam certa aglutinagdo das bactérias, com a distancia

média entre as paredes sendo de duas a trés vezes o comprimento das bactérias.
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Uma vez fabricadas as estrutruas, foi inoculado um conjunto de bactérias probidticas,
sendo elas Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e
Bifidobacterium lactis. Tais bactérias se desenvolveram bem nos microambientes e
demonstaram aptid@o para crescerem rentes as paredes das estruturas fabricadas na primeira
rodada de cultivo microbial in vitro. Nesse caso, pelo tombamento de algumas das estruturas
lineares, ndo foi possivel inferir qual estrutura era mais propicia para a formacgdo de
aglomerados de bactérias.

Num segundo momento, em que nova rodada de cultivo in vitro foi procedida, as
percepcOes levantadas foram reforcadas e notou-se que as estruturas lineares se mostraram
excelentes ambientes para a proliferacdo dos probi6ticos em seu interior, com a prevaléncia de
bactérias ocorrendo quase que somente em seu interior.

Uma terceira fase de testes foi realizada a fim de conhecer a influéncia do aspecto
temporal no desenvolvimento bacteriano nesses ambientes. Tal estudo veio a revelar um novo
comportamento que havia sido notado em estudos anteriores em nosso grupo de pesquisa, isto
é, 0 desenvolvimento bacteriano em estruturas verticais tende a ocorrer de modo a ligar as
estruturas pelo caminho mais curto, como se os biofilmes bacterianos formassem cortinas entre
as paredes.

Por fim, a titulo de contraprova, notou-se que um modelo de estrutura feita de sulcos
paralelos ndo equidistantes, mais afastados ao centro, ndo deu origem a aglomerados de
bactérias, mesmo tendo sido executado na mesma janela de tempo que a terceira fase de
crescimento probidtico.

Em continuacdo a este trabalho, é possivel superar novos desafios, propor novas
estruturas e executar novos experimentos. Uma primeira dificuldade a ser superada € a
otimizacdo da adesdo das estruturas fabricadas ao substrato, sendo possivel trocar a proporcéao
dos mondmeros na resina acrilica, melhorar o alinhamento do sistema laser para que a primeira
camada fabricada fique mais rente ao substrato ou ainda otimizar o método de fixagdo e
transporte das estrutras para performar os testes bioldgicos. E possivel também estabelecer um
método de acompanhamento em tempo real do crescimento das bactérias nas microestruturas
com microscopia éptica para melhor interpretar os aspectos do desenvolvimento bacteriano nas

microestruturas e em seus arredores.
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