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Resumo

A investigacéo e o desenvolvimento da impresséo tridimensional (3D) para aplicacbes
na area da engenharia biomédica tem aumentado significativamente na ultima década. A
impressdo 3D permite criar estruturas complexas e personalizadas, adaptadas as
caracteristicas individuais de cada paciente, apresentando beneficios nos tratamentos de
diversas condi¢cdes médicas e reduzindo os custos associados. O desenvolvimento de
biomateriais naturais, com propriedades biolégicas melhoradas devido a sua
biocompatibilidade e n&o toxicidade, é atualmente uma area em expansao e com um grande
potencial de aplicacdo. Os antioxidantes sdo substancias que tém demonstrado a sua
capacidade de proteger contra os radicais livres e controlar o stress oxidativo das células. A
combinacgdo de biopolimeros com compostos que apresentam uma atividade antioxidante

comprovada € particularmente interessante para a producéo de pensos para feridas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a producdo de filmes de
quitosano e alginato dopados com acido ascorbico e quercetina, com o objetivo de produzir
materiais biocompativeis, com possiveis propriedades antioxidantes. Os filmes foram
produzidos pelo método de casting e estudou-se o perfil de libertacdo dos compostos
incorporados. De modo a avaliar a atividade antioxidante dos filmes produzidos foi utilizado o
método do DPPH e os resultados demonstraram que a incorporacdo de quercetina permitiu

obter filmes de quitosano e alginato com atividade antioxidante.

Para avaliar a sua utilizagdo em tecnologias de fabrico aditivo, este trabalho envolveu
a modelacédo e criagdo de um modulo de seringa personalizado para desenvolver uma
impressora 3D por extrusdo por seringa, de baixo custo, adaptada ao fabrico de estruturas
tridimensionais de quitosano e alginato. Foi possivel produzir ambas as estruturas, no entanto
as estruturas impressas de alginato demonstraram uma qualidade superior comparativamente

com as de quitosano.

Palavras-chave: Filmes biocompativeis; Atividade antioxidante; Impressdo 3D;

Estruturas tridimensionais; Extrusdo por seringa.




Abstract

The research and the development of the three-dimensional (3D) printing for
biomedical applications has increased significantly during the last decade. In addition, 3D
printing allows the production of complex and personalized structures, adapted to the individual
characteristics of each patient, presenting beneficials in the treatments of several medical
conditions and reducing the related costs. The development of natural biomaterials with
enhanced biological properties, due to their biocompatibility and non-toxicity, is nowadays a
growing field with a vast potential. Antioxidants are substances that have shown their capacity
for protection against free radicals and control of oxidative stress in cells. The combination of
biopolymers with proven antioxidants compounds is particularly interesting to the production

of wound dressings.

In this context, the present study reports the production of chitosan and alginate films
doped with ascorbic acid and quercetin, to produce biocompatible materials, with possible
antioxidant properties. Films were produced by casting method and the release profile of
incorporated compounds was studied. To evaluate the antioxidant activity of the produced
films, DPPH standard method was used, and the results showed that the incorporation of

quercetin allowed to obtain chitosan and alginate films with antioxidant activity.

To evaluate its use in additive manufacturing technologies, this work involved modeling
and creating a customized syringe module to develop a low-cost syringe extrusion 3D printer,
adapted to the manufacture of three-dimensional chitosan and alginate structures. It was
possible to produce both structures, with alginate structures achieved with higher quality than

chitosan.

Keywords: Biocompatible films; Antioxidant activity; 3D printing; Three-dimensional

structures; Syringe extrusion.
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Introducéo

1. Introducao

A impresséo tridimensional (3D) foi desenvolvida pela primeira vez ha cerca de trés
décadas, e a sua utilizacdo na area da salde tem apresentado um crescimento continuo,
exibindo diversas vantagens devido a sua elevada flexibilidade para personalizar diferentes
formas geométricas e tamanhos, bem como um baixo custo de producao. Assim, esta tem-se
tornado uma técnica muito valiosa e inovadora para aplicacées biomédicas, desde a concecédo
e fabrico de diversos sistemas de administracdo de farmacos, para aplicacdes terapéuticas,

até ao desenvolvimento de tecidos e 6rgaos artificiais (Beg et al., 2020).

Nesse contexto, os sistemas de libertacao controlada de farmacos tém desempenhado
um papel fundamental na melhoria da eficacia terapéutica, pois permitem que 0s
medicamentos sejam administrados de forma prolongada e controlada, aumentando a
seguranca do tratamento, maximizando os beneficios terapéuticos e reduzindo os efeitos
colaterais indesejados (Bruschi, 2015). Para tal, os materiais hibridos apresentam uma
alternativa promissora para o desenvolvimento destes sistemas, possuindo normalmente uma
matriz polimérica, destacando-se o alginato (ALG) e o quitosano (QTS) como polimeros
amplamente investigados, devido as suas propriedades Unicas, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixo custo, disponibilidade e seguranca (Hegde et al., 2022; Kaur et al.,
2023).

De acordo com Yeo et al. (2021), os antioxidantes tém atraido muito interesse na area
farmacéutica, devido a capacidade de reduzir o stress oxidativo e proteger as células dos
danos causados pelos radicais livres. A incorporacdo de antioxidantes em matrizes
poliméricas permite uma melhoria da estabilidade e da biodisponibilidade do antioxidante e a
criacdo de sistemas de entrega de farmacos para o tratamento de doencgas inflamatorias.
Antioxidantes naturais, tais como a quercetina (QCT), pertencente a classe dos flavonéides,
e 0 acido ascérbico (AA), mais conhecido como vitamina C, sdo antioxidantes que foram
sujeitos a diversos testes clinicos e demonstraram a sua capacidade de eliminacdo de

radicais, bem como propriedades anticancerigenas e antibacterianas (Yeo et al., 2021).

z

A impressao 3D por extrusdo por seringa € uma técnica muito promissora para
avancos na administragdo de medicamentos e aplicagbes biomédicas, devido a sua
versatilidade, precisdo e capacidade de produzir estruturas em camadas. Esta tecnologia
permite a producdo de sistemas de entrega de fa&rmacos complexos e personalizados,
controlando com precisédo a dosagem de substancias ativas para a producdo de comprimidos

personalizados para cada individuo. Esta oferece diversas vantagens em comparacdo com




Introducéo

outras técnicas de impressdo, como uma ampla disponibilidade de materiais e a capacidade
de impressao a temperatura ambiente. Além disso, 0 uso de seringas descartaveis oferece
muitos beneficios em relacdo ao cumprimento de requisitos de qualidade para produtos
farmacéuticos. A caracteristica mais importante deste processo € a extrusao do material, pois
este pode estar na forma sélida com um ponto de fuséo relativamente baixo ou em estado
semi-solido, como um gel. Desta forma, esse material é colocado numa seringa e, durante o
processo de impresséao, € extrudido através de um bico e depositado camada por camada
para formar a estrutura desejada (Borandeh et al., 2021; Seoane-Viafio et al., 2021).
Adicionalmente, os scaffolds de hidrogel sdo estruturas que fornecem um ambiente de
crescimento celular e regeneracdo de tecidos e que também podem ser impressos em 3D
(Jiang et al., 2020).

1.1. Impressao 3D

A impressao 3D, também conhecida como manufatura aditiva (MA) ou fabrico aditivo
(FA), é um processo que permite a criacdo de objetos camada por camada. O conceito de
impressao 3D teve origem no inicio dos anos 70, quando Pierre A. L. Ciraud desenvolveu uma
técnica em que se aplicava material em p6 e depois solidificava-se cada camada através da
acao de um raio de alta energia. Mais tarde, no inicio dos anos 80, Carl Deckard criou uma
técnica de solidificag@o de pos utilizando um raio laser, ficando conhecida como sinterizacao
selectiva por laser (SLS). Ainda nos anos 80, a primeira invengdo comercialmente bem-
sucedida foi de Chuck Hull, denominada por estereolitografia (SLA), e baseava-se na
fotopolimerizagéo de resina liquida induzida por luz ultravioleta (UV) (Jamroz et al., 2018; A.
Su & Al'Aref, 2018).

O processo de impresséo 3D inclui diversas etapas, comegando pela modelagéo digital
do objeto pretendido, geralmente através de um software CAD (Computer-Aided Design). De
seguida, o modelo 3D é exportado para um formato adequado para a impressédo 3D, como o
formato STL (Standard Tessellation Language), que contém informagdes sobre a geometria
do objeto, como as suas dimensdes e formas, e que vai ser processado num software “slicer”,
convertendo o modelo 3D numa série de camadas e produzindo um ficheiro de cédigo G
contendo instrugdes para a impressora. Antes de se iniciar a impressao, a impressora 3D deve
ser adequadamente otimizada, escolhendo o tipo de material a ser utilizado e a configuragéo
dos parametros de impressdo, como temperatura e velocidade. Por fim, a impressora 3D
recebe o arquivo digitalizado do objeto e comeca a imprimir o modelo camada por camada
(Gokhare et al., 2017; Jamréz et al., 2018).
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Hoje em dia, existe uma ampla gama de tecnologias de impressao 3D disponiveis no
mercado, que oferecem métodos eficientes para a producdo de objetos fisicos em trés
dimensdes. Cada tecnhologia possui as suas proprias caracteristicas e capacidades,
oferecendo opc¢bes versateis para o fabrico desses objetos. Com as inovagdes nesta area, a
impressdo vai muito para além de materiais termoplasticos, pois atualmente ja € possivel
imprimir uma grande variedade de materiais, incluindo metais, ceramicos, resinas
fotossensiveis e até materiais biol6gicos, como células e tecidos vivos (Chia & Wu, 2015; Lai
et al., 2021).

Assim, surgiu a necessidade de classificar as diferentes ténicas utilizadas, e a
American Society for Testing and Materials (ASTM) definiu uma nomenclatura para o0s
processos de manufatura aditiva que classifica estas tecnologias em sete categorias: Vat
Photopolymerization (VP), Powder Bed Fusion (PBF), Material Extrusion (ME), Material Jetting
(MJ), Binder Jetting (BJ), Sheet Lamination (SL) e Directed Energy Deposition (DED)
(Bandyopadhyay et al., 2015; Zhang et al., 2018). Entre as tecnologias disponiveis, as mais
utilizadas na &area médica sdo a SLA, SLS, deposicdo por material fundido (FDM) e
bioimpressao (Chia & Wu, 2015; Lai et al., 2021). Além disso, para que a impressao 3D seja
bem sucedida e fiavel, devem existir normas que garantam a eficacia, seguranca e qualidade
dos produtos e processos. Nesse contexto, destaca-se a horma ASTM F2792-12a, intitulada
"Standard Terminology for Additive Manufacturing Technologies”, a qual permitiu estabelecer
uma terminologia comum para descrever 0s termos e conceitos especificos relacionados ao
fabrico aditivo (ASTM International, 2012).

A SLA é um tipo especifico de tecnologia de VP, sendo muito utilizada na area da
biomédica devido a sua alta resolugéo e capacidade de produzir pequenos detalhes. Neste
tipo de impressao, é utilizada uma fonte UV capaz de solidificar uma resina fotossensivel.
Depois de cada camada estar curada, a plataforma com a estrutura curada desce e outra
camada de resina liquida ndo curada espalha-se por cima e, assim sucessivamente, até se
formar o objeto final pretendido (Chia & Wu, 2015; Lai et al., 2021).

Em relacéo a categoria PBF, a SLS é o processo mais comum e tem a capacidade de
imprimir objetos com geometrias complexas, permitindo a utilizagdo de uma variedade de
materiais, incluindo polimeros termoplasticos, metais e até mesmo ceramicas. Através da
irradiacdo de um po6 por um laser de alta poténcia este funde-se, a plataforma baixa e
deposita-se uma nova camada fina e fresca de pé sobre o material anterior, camada a

camada, até se obter o objeto final (Borandeh et al., 2021)

A FDM, um dos métodos mais comuns na tecnologia de ME, foi descrita pela primeira

vez por Scott Crump em 1989 e tornou-se uma técnica muito utilizada devido a sua
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acessibilidade, versatilidade e facilidade de uso. A disponibilidade de diversos materiais
termoplasticos, como acido polilatico (PLA), acrilonitrila butadieno estireno (ABS), tereftalato
de polietileno glicol (PETG), entre outros, permite a producdo de objetos com diferentes
propriedades mecanicas, estéticas e funcionais. Neste processo, o filamento feito de material
termoplastico é aquecido pela impressora 3D até que atinja o seu ponto de fusdo. A medida
que a cabeca de impresséo se desloca horizontalmente nos eixos X e Y, o material € extrudido
através de um bico e vai solidificando em contacto com a plataforma de impresséo, que desce
gradualmente permitindo que a proxima camada seja depositada. Este processo de deposicéo
de camadas é repetido até que o objeto seja totalmente construido (Chia & Wu, 2015; A. Su
& Al'Aref, 2018).

Na area da saulde, a bioimpresséo tem-se mostrado uma técnica muito inovadora e
revolucionaria. O seu conceito foi apresentado pela primeira vez numa conferéncia
internacional em 2004, e, desde entéo, tem despertado uma atencao significativa devido ao
seu enorme potencial na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos. O seu principal
objetivo foca-se no fabrico de estruturas tridimensionais utilizando células vivas, o que permite
a criagcdo de tecidos e orgdos funcionais personalizados. Atualmente, os biomateriais mais
comumente utilizados na bioimpressao 3D s&o os hidrogéis de, por exemplo, alginato, gelatina
e colagenio. Durante o processo de bioimpressédo, o material é depositado num fio longo e
continuo ou em pontos individuais através de um bocal ou seringa, criando formas
tridimensionais desejadas feitas de ceramica, polimeros ou hidrogéis. E importante destacar
gue a bioimpressédo pode ser efetuada a temperatura ambiente ou a temperaturas elevadas,
dependendo dos materiais utilizados e das propriedades desejadas, mas ndo envolve o uso
de termoplasticos, como no caso da FDM. Embora a bioimpressdo 3D esteja em constante
evolugéo e enfrente diversos desafios, tem demonstrado resultados muito promissores (Chia
& Wu, 2015; Fang et al., 2022; Lai et al., 2021).

Os métodos de impressao 3D tém ganho muita importancia no campo das aplicacdes
farmacéuticas e médicas devido as suas vantagens, pois possibilitam o fabrico rapido de
objetos complexos e personalizados a cada individuo com materiais biocompativeis, que
podem ser aplicados em terapia ou medicina personalizada, bem como uma redugéo do
desperdicio, dai ser uma técnica “amiga do ambiente”. Alguns dispositivos médicos impressos
em 3D atualmente sao: curativos de feridas, implantes, proteses, fantomas e guias cirurgicos.
Apesar de todos os beneficios, a MA ainda enfrenta uma série de desafios relacionados com

o controlo dos parametros de concecao e desempenho do dispositivo (Jamréz et al., 2018).

A introducdo da impressao 3D na industria farmacéutica centra-se no desenvolvimento

de sistemas de administracéo de farmacos para uma melhor terapia focada nas necessidades
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individuais de cada doente, concebendo medicamentos personalizados de forma a selecionar
a dose adequada no momento adequado tendo em consideracdo muitos fatores, como a
genética, o género, a idade e o peso, resultando assim num maior beneficio possivel no
tratamento e nas respostas farmacocinéticas e farmacodindmicas desejadas. A impressao 3D
pode ser utilizada para o tratamento de véarias doencas, como Alzheimer e cancro, bem como
em pacientes pediatricos e geriatricos, e, em comparagcdo com as técnicas de fabrico
convencionais, esta permite fabricar varias formas de dosagem com uma elevada precisao da
relacdo entre o principio ativo (API) e excipientes. Na Figura 1 podem ser observadas as
principais etapas e diferencas de producédo entre os dois métodos (Beg et al., 2020; Park et
al., 2018).

Método Convencional Manufatura Aditiva
Selecao API- Selecao API-
excipientes excipientes

Pré- Requisito do
Formulagao paciente
Vs.
Desenvolvimento Impressao 3D

e otimizacio

Caracterizagio Produto Final

Produto Final

Figura 1- Principais diferengas entre o método convencional e a técnica de manufatura aditiva na

producgdo de medicamentos. Adaptado (Beg et al., 2020).
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1.1.1 Impresséao 3D por extrusdo por seringa

A impressao 3D por extrusdo € uma técnica com destague em diversas areas, como
na indastria alimentar, automobilistica, arquitetura, moda, farmacéutica e biomédica, devido a
sua flexibilidade, facilidade de uso e capacidade de produzir objetos com geometrias
complexas (Hussain et al., 2022). Essa técnica permite criar objetos tridimensionais camada
por camada, através da extrusdo controlada de materiais especificos (Placone & Engler,
2018).

Os materiais utilizados na impressdo sao muito importantes, especificos do método
utilizado e influenciam o desempenho dos produtos finais. Diversos tipos de polimeros,
incluindo termoplasticos, termoendureciveis, elastbmeros, hidrogéis, polimeros funcionais,
misturas de polimeros e compdésitos podem ser usados ha impressdo 3D por extrusdo, sendo
0s mais utilizados na area biomédica baseados em polimeros naturais, como 0 quitosano, o

acido hialuronico, o colagénio e o alginato de sodio (Jiang et al., 2020).

Na &rea biomédica e farmacéutica, a impressado 3D por extrusdo por seringa tem-se
destacado como uma técnica inovadora ao permitir o fabrico de estruturas utilizando hidrogéis.
Esta técnica consiste num sistema composto por uma seringa que ird extrudir o material
através de um bocal ou agulha, controlado por uma for¢ca mecanica, ao deposita-lo camada
por camada (Figura 2). Para uma extrusao ideal, € necessario que o material tenha uma alta
viscosidade semelhante a um gel, mas que essa viscosidade diminua quando uma forca é
aplicada e este é “forgado” a sair da seringa e, quando esta forga é interrompida, o material
deve recuperar a sua viscosidade, garantido uma deposi¢éo precisa e controlada (Jiang et al.,
2020; Olmos-Juste et al., 2021). Apés a conclusao do processo de impressao, o crosslinking
€ essencial para estabilizar e fortalecer as estruturas impressas, garantindo que o material
permaneca no lugar e mantenha a forma desejada. A reticulagdo idnica € uma das técnicas
mais utilizadas e serve para criar ligacdes cruzadas entre os grupos carboxilicos do
biopolimero, onde séo utilizados ides bivalentes, sendo os iGes Ca?* os mais adequados para
fins biomédicos e farmacéuticos, que vao proporcionar uma rede estavel semelhante a um
gel, o que permite obter estruturas sdlidas e bem definidas (Olmos-Juste et al., 2021; Placone

& Engler, 2018).
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Embolo

Bico de extrusédo

Figura 2- Impresséo 3D por extrusdo por seringa. Adaptado (Hussain et al., 2022).

Hidrogéis sdo materiais poliméricos tridimensionais com alta capacidade de absorcao
de agua, semelhantes a uma matriz gelatinosa. Devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade de interagir com células e tecidos, os hidrogéis tém diversas
aplicacdes na engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Nesse contexto, os scaffolds
de hidrogel séo estruturas 3D que podem ser impressas por extrusdo por seringa e
desempenham um papel de suporte para o crescimento celular e regeneracéo de tecidos. Ao
proporcionar um ambiente semelhante & matriz extracelular, estes permitem a adesao das
células, bem como a sua diferenciacdo e proliferacdo, tornando-os aplicaveis para
tratamentos de feridas, cicatrizacao de tecidos e regeneragdo 6ssea (Chen et al., 2023; Jiang
et al., 2020). Além disso, uma das aplicacdes mais relevantes desta tecnologia de impresséo
3D é o fabrico de sistemas de libertacdo personalizados e inovadores, adaptados as
necessidades especificas de cada doente. Através da impressdo 3D, € possivel obter um
controlo preciso da geometria da estrutura, o que pode influenciar a taxa de libertacdo e a
eficacia do farmaco, resultando numa melhoria da eficacia no local-avo e reduzindo o nimero

de administracdes necessarias ao longo de um tratamento (Seoane-Viafio et al., 2021).

1.2. Sistemas de libertacdo controlada

Os sistemas de libertacdo de farmacos convencionais incluem comprimidos, capsulas,
xaropes, pomadas e sdo definidos como formulagdes farmacéuticas que libertam o farmaco
de forma imediata e rapida. Estes podem causar concentracdes no plasma muito elevadas

logo apbés a sua administracdo, seguidas de uma rapida reducdo, levando a efeitos
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secundarios indesejaveis e uma possivel reducéo da eficacia do tratamento. Concentracdes
elevadas acima da faixa terapéutica podem ser tdxicas, enquanto concentracbes
subterapéuticas sdo ineficazes e podem causar resisténcia ao farmaco (Adepu &
Ramakrishna, 2021).

De forma a superar estas limitacdes, tém sido desenvolvidos sistemas de libertacéo
controlada, que permitem a introducdo de substancias quimicas, medicamentos, compostos
biol6gicos ou outras substancias ativas no corpo, regulando a taxa, o tempo e o local de
libertacdo dos mesmos, aumentando a eficacia e seguranca. A entrega controlada de
farmacos permite aumentar a sua solubilidade e estabilidade, oferecendo uma taxa e
mecanismo previsivel para oOrgaos/tecidos/células especificos, de acordo com as
necessidades terapéuticas de cada paciente, bem como reduzir a necessidade de doses
frequentes e minimizar a ocorréncia de efeitos secundarios, mantendo os niveis do farmaco
na faixa terapéutica por tempo prolongado (Adepu & Ramakrishna, 2021). Na Figura 3 estéo
representadas as curvas farmacocinéticas da concentracdo de um farmaco no plasma ao

longo do tempo, onde se podem observar as diferengas entre os dois tipos de sistemas (Huynh
& Lee, 2015).
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eficacia
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Dose tnica de um
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Figura 3- Comparacéo das varia¢des de concentragdo de um farmaco no plasma num sistema de

libertacdo convencional e num sistema de libertagédo controlada. Adaptado (Huynh & Lee, 2015).

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo no desenvolvimento de
sistemas poliméricos de administracdo de farmacos baseados em polimeros naturais e
sintéticos, permitindo aumentar a adesédo dos doentes, bem como a seguranca e a eficacia
dos mesmos (Borandeh et al., 2021). Devido as suas vantagens, que incluem a capacidade
de ajustar as suas propriedades quimicas, fisicas e mecanicas, bem como a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade, os polimeros sdo essenciais para o

desenvolvimento destes sistemas. Podem ser utilizados para formular matrizes ou
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micro/nanoparticulas que podem encapsular tanto farmacos hidrofilicos como hidrofébicos
(Borandeh et al., 2021; Paolini et al., 2019).

Existem trés tipos de sistemas de libertagcdo controlada baseados em polimeros, sendo
que a escolha do mecanismo mais adequado dependerd das caracteristicas do farmaco
utilizado, do local de acédo desejado e dos objetivos terapéuticos. O primeiro engloba os
sistemas de difusdo onde o farmaco é dissolvido ou disperso numa matriz polimérica,
intumescivel ou ndo intumescivel, que ndo se degrada durante o seu periodo terapéutico. O
segundo tipo é representado pelos sistemas ativados por solventes, em que os farmacos séo
incorporados em hidrogéis, que incham e os libertam. Por fim, o terceiro tipo compreende os
sistemas biodegradaveis, nos quais a libertacdo do farmaco € obtida através da degradacao
do polimero ao longo do tempo, pois este absorve o solvente aquoso circundante e interage
com a agua atraves de interagfes de carga ou mecanismos de ligacdo de hidrogénio (Liechty
et al., 2010; Srivastava et al., 2016).

1.3. Materiais para sistemas de libertacdo controlada

De maneira a alcancar a eficacia, seguranca e desempenho dos sistemas de libertacéo
controlada, é essencial selecionar cuidadosamente os materiais utilizados, que irdo depender
das caracteristicas fisicas do principio ativo e da necessidade de cada tratamento. O
desenvolvimento de biomateriais para estes sistemas deve incluir diversas vantagens, como
0 encapsulamento do farmaco, a sua estabilidade, uma taxa de libertagdo previsivel no
periodo terapéutico, biocompatibilidade e n&o toxicidade e, por fim, o seu custo de

sintese/producéo (Adeosun et al., 2020).

Assim, os materiais hibridos surgiram com o objetivo de obter um desempenho
melhorado em termos de propriedades de libertacdo dos compostos ativos. Estes podem ser
descritos pela combinagcdo de dois ou mais materiais diferentes, com propriedades e
estruturas distintas, que sdo combinadas numa Unica estrutura (Hsissou et al., 2021; Rajak et
al., 2019). Existem diferentes tipos de matrizes aplicadas no desenvolvimento destes
materiais, incluindo as matrizes poliméricas. A aplicacdo de materiais poliméricos para fins
médicos encontra-se em constante evolucdo e estes tém sido utilizados para sistemas de
administracao de farmacos, producao de scaffolds em engenharia de tecidos, producéo de
dispositivos médicos e 6rgéos artificiais, proteses e implantes para oftalmologia e odontologia
(Gandhi et al., 2012).

Um polimero pode ser definido como uma macromolécula composta por uma longa

cadeia de varias unidades repetidas, denominadas monomeros. Os polimeros biodegradaveis
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apresentam diversas vantagens, devido a sua inexistente ou baixa toxicidade e
biocompatibilidade com tecidos e células biologicas. Estes podem ser classificados como

naturais ou sintéticos (Deb et al., 2019).

Os polimeros sintéticos sao obtidos a partir de reacdes de polimerizagdo de
monomeros extraidos do petréleo. Apresentam uma boa resisténcia mecénica, durabilidade e
possibilidade de controlo das suas propriedades e séo, por exemplo, o &lcool polivinilico,
polipropileno, polietileno, entre outros (Bhatia, 2016; Deb et al., 2019).

Os polimeros naturais sédo obtidos a partir de monémeros extraidos de fontes naturais
e incluem proteinas e polissacarideos e sdo denominados de “biopolimeros”. As suas
principais vantagens sdo a elevada biodegradabilidade, baixa toxicidade, disponibilidade e
baixo custo. Exemplos destes sédo o quitosano, a celulose e o alginato (Deb et al., 2019;
Villanova et al., 2010).

1.3.1. Quitosano

O QTS é um polimero natural, que pode ser obtido através da desacetilacao alcalina
ou enzimatica da quitina presente no exoesqueleto de crustaceos, como caranguejos e
camardes, bem como em algumas espécies de insetos, artbpodes e na parede celular de
fungos (Figura 4) (Abd El-Hack et al., 2020). E um polissacarideo linear constituido por D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina, unidos por ligacdes glicosidicas B-1,4. E considerado
um biopolimero muito versatil, pois possui aplicacdes em diversas areas, incluindo medicina,

agricultura e nas industrias alimentar, cosmética, téxtil e do papel (Abourehab et al., 2022).
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Figura 4- Estrutura quimica da quitina e do quitosano. Adaptado (Abd El-Hack et al., 2020)

A sua solubilidade depende do grau de desacetilagcdo sendo geralmente insolivel em
agua e na maioria dos solventes organicos. No entanto, € solGvel em varios meios acidos
aquosos, incluindo acido acético, acido férmico e acido citrico (Abourehab et al., 2022). Na
area da medicina, tem sido alvo de diversos estudos nos ultimos anos, devido as suas
propriedades antibacterianas e antiflgicas, o que o torna muito promissor para o
desenvolvimento de novos antibidticos e para curativos de feridas, devido a sua capacidade
de promover a cicatrizacdo e reduzir a inflamacdo. Além disto, também apresenta

propriedades antitumorais e antioxidantes (Patrulea et al., 2015; Zhao et al., 2018).

Na area da biomédica tem sido aplicado em estudos de libertacdo de farmacos,
producdo de scaffolds para engenharia de tecidos, membranas renais artificiais e terapia
genética. Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e inexistente ou baixa
toxicidade, 0 QTS e os seus derivados sdo considerados sistemas eficazes e seguros de
libertacdo de farmacos, protegendo-os contra a degradacao e permitindo a libertacéo lenta e
controlada. Diferentes sistemas de transporte polimérico, por exemplo, matrizes, filmes,
hidrogéis, microesferas, nanoparticulas, capsulas, micelas e scaffolds tém sido investigados
(Abd El-Hack et al., 2020; Othman et al., 2021; Xia et al., 2022).

1.3.2. Alginato
O ALG é um polissacarideo natural encontrado em algas marinhas castanhas, como

Ascophyllum, Macrocystis e Laminaria e em cépsulas das bactérias Azotobacter e

11
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Pseudomonas, composto por uma sequéncia de dois mondmeros de 4cido D-manurdénico (M)
e acido L-gulurénico (G), ligados por ligacdes glicosidicas B-1,4 e a-1,4, respetivamente
(Chaturvedi et al., 2019; Hariyadi & Islam, 2020). A estrutura quimica do ALG e dos seus
constituintes esta representada na Figura 5. Devido a sua capacidade de formar géis, este
polimero € amplamente utilizado na industria alimentar, téxtil e de papel, e também em
aplicacbes biomédicas como biomateriais para promover a cicatrizacdo de feridas e a

regeneracao de tecidos (Raus et al., 2021).
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Figura 5- Estrutura quimica do alginato e dos seus constituintes 3-1,4D-manuronato e a-1,4L-

guluronato. Adaptado (Chaturvedi et al., 2019).

Existem diversas vantagens que tornam o ALG um dos biopolimeros com um futuro
muito promissor para aplicacdes na area da biomédica e farmacéutica, tais como a sua
biocompatibilidade, ndo toxicidade, biodegradabilidade, solubilidade e sensibilidade ao pH,
tornando-o um excelente biomateral para sistemas de administracdo de farmacos (Hariyadi &
Islam, 2020; Tomic¢ et al., 2023).

O alginato de sddio € o tipo de ALG mais comum nestas industrias e pode ser utilizado
com a finalidade de prolongar a libertacdo do farmaco. Uma caracteristica chave deve-se a
sua solubilidade em agua, que permite a formacao de hidrogéis, amplamente utilizados na
engenharia de tecidos como scaffolds ou matrizes que permitem o crescimento e
diferenciacédo de células para a regeneracao de tecidos (Kabir et al., 2021; Lee & Mooney,
2012). Para diferentes aplica¢g@es, hidrogéis e scaffolds de ALG devem possuir propriedades
fisico-quimicas especificas, como hidrofilicidade, porosidade, morfologia, propriedades

mecanicas, biodegradabilidade e biocompatibilidade, a fim de recriar o ambiente celular in

12
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Vivo 0 mais proximo possivel. A manipulacdo das propriedades permite que estes sejam
adaptados para aplicacbes médicas, como regeneracdo 0Ossea, cicatrizacdo de feridas,
engenharia de tecidos e libertacdo controlada de farmacos (Tomi¢ et al., 2023).

1.3.3. Gelatina

A gelatina (GEL) é um polipeptidio, produzida através da hidrolise parcial e
desnaturacao do colagénio, a principal proteina encontrada nos 0ssos, cartilagens, tenddes e
pele, e pode ser obtida por diversas fontes, sendo as mais comuns a pele e 0 0sso de suino
e bovino, bem como peixes. Além disso, existe a gelatina vegetal, que pode ser obtida a partir
de extratos de algas marinhas (Rashid et al., 2019; K. Su & Wang, 2015).

A sua estrutura € determinada pela estrutura original do colagénio e pelos processos
de desnaturacdo e extragdo realizados durante a sua producdo. Apesar de ainda ser alvo de
muitos estudos, acredita-se que a GEL possua uma cadeia linear com pequenas ramificacoes,
constituida por 18 aminoacidos, com trés deles predominantes na sua estrutura: glicina,
prolina e hidroxiprolina, que constituem aproximadamente 50% a 60% do total de aminoacidos
presentes (Figura 6) (Rashid et al., 2019).

0 o CH,
Il I I | S il
ti':—NH—GH—C—NH—CHZG—NH—?H—C—N\ FH
i i JCH  CH, T TH'CHZ‘ CHyCH;
—+——NH-CH-C—NH-CH,C—N" CH, /
| R e ¢

CHj CH,

~CHa (‘;;Hz c=0 I 1 oH
NH OH c
C=nH 5
N,

Figura 6- Estrutura quimica da gelatina. Adaptado (Li et al., 2014).

Embora esta tenha algumas funcdes biol6gicas benéficas nas industrias alimentar e
farmacéutica, a sua atividade biolégica foi considerada nula. No entanto, é importante
destacar que a GEL é frequentemente utilizada em aplicacdes biomédicas, devido as suas
vantagens, como baixo custo, disponibilidade imediata, elevada biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, servindo como um material de suporte, proporcionando
uma matriz fisica para a incorporacao e libertacdo controlada de farmacos ou substancias
ativas, bem como na engenharia de tecidos (Jaipan et al., 2017; Rashid et al., 2019; K. Su &
Wang, 2015).
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Nesse contexto, os hidrogéis a base de GEL estédo a ser amplamente utilizados devido
as suas propriedades Unicas, como a gelificacdo, estabiliza¢do e texturizacdo (Rashid et al.,
2019). Além disso, séo capazes de promover a adesado e a proliferacdo celular, e podem ser
utilizados na cicatrizacdo de feridas devido as suas propriedades de absorcao de fluidos. De
acordo com a literatura, quando a GEL é utilizada como componente de um scaffold, melhora
significativamente a infiltracdo, a adesdo, e a proliferacdo das células e a introducao de
biopolimeros naturais nestes scaffolds tem um efeito benéfico nos sinais de reconhecimento
biolégico (Jaipan et al., 2017; Sethi & Kaith, 2022; K. Su & Wang, 2015).

1.3.4. Hidroxiapatite

A hidroxiapatite (HA), [Caio(PO4)s](OH)2, € um mineral composto principalmente por
fosfato de calcio e ides hidroxido e tem uma composicao e estrutura quimica semelhante aos
constituintes inorgénicos dos ossos e dos dentes (Hussin et al., 2022; Fiume et al., 2021).
Como apresentado na Figura 7, esta € caracterizada por uma estrutura cristalina bastante
complexa, do tipo hexagonal que consiste em ides fosfato (PO.*), ides hidroxilo (OH") e ides
calcio (Ca?*) (Fiume et al., 2021).

Figura 7- Estrutura cristalina da HA (Fiume et al., 2021).

Existem diversos métodos de sintese da HA, como o método hidrotérmico, reacdes de
estado solido, processo sol-gel, emulsdo, microemulséo e, sobretudo, precipitacdo quimica,
ou mesmo a extragdo a partir de recursos naturais, por exemplo ossos de peixe, conchas do
mar, cascas de ovos, 0ssos de bovinos e cascas de camardo. A técnica escolhida deve ser
adaptada de acordo com a aplicacao final e as propriedades desejadas do material (Hussin
et al., 2022; Fiume et al., 2021; Szczes et al., 2017).

Assim, este composto tem desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de

biomateriais para diversas aplicagbes biomédicas, devido as suas vantagens como
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bioatividade, biodegrabilidade, biocompatibilidade, baixo custo, ndo toxicidade, resisténcia
mecéanica e estrutura porosa (Hussin et al., 2022; Szcze$ et al., 2017). Para além disso,
também apresenta propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e osteointegrativas
(Szczes et al., 2017).

Devido as propriedades referidas, a HA é amplamente utilizada na regeneracgéo 6ssea,
preenchimento 0sseo, reparacao de fraturas 0sseas, engenharia de tecidos, odontologia e
sistemas de administracdo de farmacos (Fiume et al., 2021; Szcze$ et al., 2017). E
considerada um material com muito potencial para suporte em aplicacdes de engenharia do
tecido Gsseo, pois atua como um excelente substrato que facilita o crescimento, a proliferacao
e a diferenciacdo de células. Além disso, a sua estrutura porosa faz com gue esta atue como
uma matriz para a incorporacao e libertacdo de substancias bioativas, de forma controlada ao
longo do tempo, possuindo uma degradacéo lenta, permitindo que a libertagdo do farmaco
ocorra ao longo de semanas ou até meses na area afetada (Lin & Chang, 2015; Szczes$ et al.,
2017).

1.4. Antioxidantes

Antioxidantes podem ser descritos como um grupo de compostos que protege as
células contra os danos causados pelos radicais livres e pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019). Desempenham um papel fundamental na
protecdo das células e tecidos contra o stress oxidativo, que ocorre quando existe um
desequilibrio entre a producédo de radicais livres e as defesas antioxidantes no organismo. Os
radicais livres sdo espécies altamente instaveis e reativas que podem levar a danos celulares
e a ocorréncia de diversas doengas, como cancro, doencas cronicas, doencgas cardiacas,
doencas neurodegenerativas, diabetes e envelhecimento (Sindhi et al., 2013; Yeung et al.,
2019; Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019).

Alguns antioxidantes sdo naturalmente produzidos pelo corpo, ao contrario de outros
gue devem ser obtidos através da alimentacéo, especialmente através de frutas e vegetais
como laranjas, limdes, mirtilos, morangos, ameixas, brocolos, tomates, espinafres e
leguminosas. Estes sdo chamados de antioxidantes naturais porque ocorrem naturalmente
nos alimentos e entre os mais importantes podem ser destacados o acido ascorbico e os
flavonodides, que desempenham um papel crucial em diversos processos bioldégicos com
potenciais efeitos anti-inflamatérios, antimicrobianos e anticarcinogénicos (Sindhi et al., 2013;
Yeung et al., 2019; Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019).
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Neste sentido, o desenvolvimento de biomateriais com propriedades antioxidantes tem
sido alvo de estudo para o desenvolvimento de produtos nas areas alimentar, biomédica,
quimica, cosmética e farmacéutica, devido as suas propriedades biolégicas (Pedro et al.,
2022). Estes materiais tém sido utilizados em sistemas de administracdo de farmacos,
protegendo o principio ativo do medicamento contra a oxidac&o durante a sua libertacdo; em
engenharia de tecidos, pois protegem as células e tecidos em crescimento contra os danos
causados pelo stress oxidativo durante o processo de regeneracdo; e, também para
cicatrizacdo de feridas, permitindo reduzir o stress oxidativo no local da leséo, acelerando o
processo de cicatrizacdo e reduzindo a sua inflamacdo. Assim, a incorporacdo de
antioxidantes em biomateriais permite melhorar a biocompatibilidade, reduzir a reatividade
com o ambiente biol6gico e aumentar a eficacia terapéutica (Fadilah et al., 2023; Pedro et al.,
2022).

1.4.1. Acido Ascorbico

Acido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € um composto hidrossoltvel
que corresponde a uma forma oxidada da glicose essencial para o organismo humano,
descoberta pelo bioquimico hungaro Szent-Gyorgyi, em 1928 (Abdullah et al., 2022;
Ziumreoglu-Karan, 2006). Este é muito importante para diversas fun¢des do organismo,
incluindo o fortalecimento do sistema imunoldgico, a sintese de colagenio, a cicatrizagédo de

feridas, a absorgéo de ferro e o combate aos radicais livres (Abdullah et al., 2022).

E importante referir que ndo é possivel gerar AA naturalmente, e, por iSso, 0 seu
consumo deve ser feito através da alimentacdo ou por meio de suplementos. Pode ser
encontrado, principalmente em frutas citricas, como limao e laranja e também em vegetais
(Santos et al., 2022). A sua deficiéncia pode levar a uma série de problemas de saude,
incluindo fragueza muscular, fadiga, sangramento nas gengivas, anemia e até mesmo

escorbuto (Padayatty & Levine, 2016; Sanseverino, 2005).

O AA é um sdlido cristalino branco a amarelo-claro, quase inodoro, com um sabor
acido e levemente azedo. A sua formula quimica € C¢HgOs, € a sua estrutura quimica (Figura
8) € composta por um anel de lactona, dois grupos hidroxilo endlicos e um grupo &lcool

primario e um secundario (Santos et al., 2022).
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Figura 8- Estrutura quimica do acido ascérhico.

Este composto apresenta dois enantiomeros: o &cido L-ascoérbico e o acido D-
ascorbico. O primeiro diz respeito a forma ativa da vitamina C, encontrada ha maioria dos

alimentos e suplementos, ao contrario do 4cido D-ascérbico que é uma forma inativa da

vitamina C, menos comum na hatureza e que apresenta uma atividade anti-escorbutica mais

baixa (Pandey & Kant, 2016; Telang, 2013).

O principal desafio no desenvolvimento de produtos a base de AA deve-se a sua
elevada instabilidade e reatividade, principalmente em condi¢cdes adversas como calor, luz e
exposicdo ao oxigénio. A oxidacdo do AA é um processo complexo no qual este perde
eletrBes, resultando assim na sua degradacao e formagéo de novos produtos, como o acido
desidroascorbico. Este é uma forma oxidada do AA e representa um estagio intermédio na
degradacdo da vitamina C, oxidando-se, por fim, irreversivelmente em &cido 2,3-
dicetogulénico, como pode ser visto na Figura 9, levando assim a perda total das propriedades

vitaminicas e antioxidantes (Barra et al., 2019; Yin et al., 2022).
OH OH
SOH HO 0 O
3 OH O
HO - -—_N i i Ny~OH € 0 o H,0 OH
—H* % —_H — HO
- ks 0 g o OH O @,
Acido L-ascérbico Acido monodesidroascérbico Acido desidroascérbico Acido 2,3-dicetogulénico

Figura 9- Degradacao do acido L-ascorbico em &cido desidroascarbico e acido 2,3-dicetogulénico.
Adaptado (Yin et al., 2022).

1.4.2. Quercetina

A quercetina € um composto que pertence a classe dos flavondides, muito comum na
natureza e que pode ser encontrado em muitas plantas e alimentos, como frutas, verduras,
grdos e chas e, consequentemente, encontra-se muito presente na dieta humana. E

considerada um antioxidante e possui propriedades anti-inflamatérias, antivirais,
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anticancerigenas, antimicrobianas, neuroprotetoras e cardioprotetoras. Nos ultimos anos, tem
sido alvo de muitos estudos devido aos seus possiveis beneficios para a salde (Hosseini et
al., 2021; Lakhanpal & Rai, 2007).

Diversos estudos sugerem que a QCT pode ser benéfica para a inibicdo e tratamento
de diversos tipos de cancro, pois nao prejudica as células saudaveis e é citotoxica para as
células cancerigenas por meio de varios mecanismos, podendo suprimir a transi¢cao do ciclo
celular e induzir a apoptose em células neoplasicas (Ghafouri-Fard et al., 2021; Shafabakhsh
& Asemi, 2019). Possui também propriedades anti-inflamatérias, principalmente por meio da
inibicdo da producéo de citocinas, reducdo da expressdo da cicloxigenase e lipoxigenase e
manutenc¢do da estabilidade dos mastdécitos (Shen et al., 2021).

A QCT (Figura 10) tem como férmula quimica C1sH1007, possui uma cor amarela e nao
liberta cheiro. A sua estrutura quimica esta inteiramente relacionada com as suas
propriedades antioxidantes, que inclui grupos hidroxilo presentes nos diferentes anéis (Ozgen
et al., 2016).

Figura 10- Estrutura quimica da quercetina.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

O estudo do desenvolvimento de filmes, com potenciais propriedades antioxidantes, e

pecas 3D iniciou-se com a sele¢do dos biopolimeros e dos antioxidantes utilizados.

Para a producédo dos filmes e das pecas 3D foram utilizados QTS, ALG de sédio e
GEL, das marcas Sigma, ITW e Labchem, respetivamente, e AA e QCT das marcas VWR
Chemical e Acros Organics, respetivamente. A HA foi sintetizada no laboratério. Para os
ensaios antioxidantes, o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi adquirido a Alfa Aesar.

2.1.1. Sintese da hidroxiapatite
A sintese da HA foi realizada através do método de precipitagéo, utilizando acetato de
calcio, acetato de amonio e fosfato de amoénio como reagentes. As quantidades utilizadas
foram de 1,58 g de acetato de calcio, 1,54 g de acetato de amoénio e 0,89 g de fosfato de

amonio, cada um dissolvido em 50 mL de agua destilada.

A solucdo de acetato de amonio foi colocada sob agitagdo constante, num banho de
Oleo, a 90 °C. De seguida, foram-se adicionando simultaneamente as duas restantes
soluc¢des, mantendo o pH da mistura a 8,5, por adi¢cdo controlada de hidroxido de aménio, de

forma a garantir a pureza e a cristalinidade do produto final.

Apo6s a formacdo do precipitado branco, filtrou-se sob vacuo, lavando com &agua
destilada. O material obtido foi colocado na estufa a 80 °C por 24 horas (h) e submetido a

calcinagdo numa mufla a 1000 °C por 3 h.

A sintese da HA resultou num produto final de cor branca e a sua caracterizacéo foi
realizada através da técnica de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR).

2.2. Preparacao dos filmes

2.2.1. Producéo dos filmes de quitosano
Na producao de filmes de QTS foi usada a técnica de casting, em placas de Petri de
4,5 cm. Pesou-se 0,2 g de QTS e adicionou-se 10 mL de uma solucao de acido acético 1%
(v/v). A mistura foi colocada em agitacdo até se obter uma solucdo homogénea. Os filmes
foram incorporados com 10% (m/m) dos diferentes compostos antioxidantes. De seguida,

estes compostos foram adicionados a solucéo de QTS sob agitacdo, e 0 processo continuou
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até que estivessem completamente dissolvidos. Por fim, verteu-se a mistura para uma placa

de Petri e colocou-se na estufa a 60 °C, durante 24 h.

2.2.2. Producéo dos filmes de alginato

Os filmes de ALG foram produzidos em placas de Petri de 4,5 cm pela técnica de
casting. Pesou-se 0,2 g de alginato de sédio e adicionou-se 10 mL de agua destilada. A
mistura foi colocada em agitacéo até se obter uma solugcdo homogénea. De seguida, os filmes
foram incorporados com 10% (m/m) dos diferentes compostos antioxidantes. Estes
compostos foram adicionados a solucdo de ALG sob agitacao, até a sua dissolucdo completa.
Por fim, verteu-se a mistura para uma placa de Petri e colocou-se na estufa a 60 °C, durante
24 h.

2.2.3. Producéo dos filmes de quitosano e hidroxiapatite
Para a producdo dos filmes de QTS e HA foi usada a técnica de casting, em placas de
Petride 4,5 cm. Pesou-se 0,2 g de QTS e adicionou-se 10 mL de uma solucao de acido acético
1% (v/v) e a mistura foi colocada em agitacdo até se obter uma solucdo homogénea. De
seguida, adicionou-se 10% (m/m) de HA, em agitacdo até se obter uma suspenséo
homogénea. Os compostos antioxidantes foram incorporados numa percentagem de 10%
(m/m) em relacdo a massa de polimero, com agitacédo até dissolugdo completa. A mistura foi

transferida para uma placa de Petri e colocada na estufa a 60 °C, durante 24 h.

2.2.4. Producéo dos filmes de alginato e hidroxiapatite

Para a producéo dos filmes de ALG e HA foi usada a técnica de casting, em placas de
Petri de 4,5 cm. Pesou-se 0,2 g de ALG e adicionou-se 10 mL de agua destilada. A mistura
foi colocada em agitacéo até se obter uma solugdo homogénea e, de seguida, os filmes foram
incorporados com 10% (m/m) de HA, que foi adicionada a solucéo anterior e continuou em
agitacdo até se obter uma suspensdo homogénea. Os compostos antioxidantes foram
incorporados numa percentagem de 10% (m/m) em relagdo a massa de polimero, que foram
adicionados a solucdo de ALG e HA e agitados até a sua dissolugdo completa. Finalmente, a

mistura foi despejada para uma placa de Petri e colocada na estrufa a 60 °C, durante 24 h.
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2.3. Avaliacéo da atividade antioxidante
A atividade antioxidante (AA%) dos compostos e dos filmes foi avaliada através do
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um método de captacdo de radicais simples,

rapido e reprodutivel.

Baseia-se na capacidade do radical livre DPPH®, reagir com antioxidantes,
provocando uma mudanca de cor de roxo para amarelo, através de um mecanismo de
transferéncia do atomo de hidrogénio, resultando na formacéo de DPPH-H, como apresentado
na Figura 11. A absorvancia do radical DPPH' na zona do visivel ocorre entre 515-520 nm,
sendo que a intensidade da cor violeta do DPPH" é inversamente proporcional a atividade

antioxidante das amostras (Sirivibulkovit et al., 2018).

NO, NO,
. H

O;N N—N + A-H - O,N N—N + A"
NO, NO,

Violeta Amarelo

Figura 11- Mecanismo de reacao do DPPH.

2.3.1. Avaliacdo dos compostos antioxidantes

Prepararam-se solu¢gbes de DPPH' 0,1 mM, QCT 3,3 mM e AA 2,8 mM, em etanol.
Retirou-se 200 pL, 100 uL, 50 pL, 20 pL, 10 yL e 5 pL das solucdes mée de QCT e AA para
eppendorfs, perfez-se o volume até 1 mL com etanol e agitou-se no vortex para garantir a
homogeneidade das amostras. Posteriormente, em cuvetes colocou-se 0,2 mL das
diferentes soluc@es diluidas e 1,8 mL da solucao etanédlica de DPPH" 0,1 mM preparada
previamente. As cuvetes foram colocadas, durante 40 minutos (min), num local escuro e
mediu-se a absorvancia (Abs), espectrofotometricamente, a 517 nm. A percentagem de

atividade antioxidante foi calculada através da expresséo 1:

AAY = Absbranco - Absamostra % 100 (1)
AbSbranco
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Onde, Absyanco COrresponde a absorvancia da solugao de DPPH' controlo e Abs,mostra
€ a absorvancia das amostras de diferentes concentragbes. Determinaram-se os valores de
ECso (concentracdo efetiva média) do AA e da QCT através de uma reta de calibracdo com
as diferentes concentracdes utilizadas versus a AA%. Os ensaios foram realizados em

duplicado.

2.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante dos filmes
Além de se avaliar a atividade antioxidante dos compostos individualmente, é
fundamental testar a atividade antioxidante dos filmes produzidos, de forma a avaliar a sua

eficacia na libertagcdo dos compostos antioxidantes.

Desta forma, preparou-se uma solugdo de DPPH 0,1 mM em etanol e colocaram-se
amostras de cada filme em 2,5 mL dessa solugéo, com agitacdo e ao abrigo da luz. Retirou-
se aliquotas de cada solucdo em contacto com os filmes a cada 10 min até perfazer 1 h, e a
absorvancia foi determinada espectrofotometricamente, a 517 nm, de modo a observar-se
uma mudanca de cor e consequente diminuicdo dos valores de absorvancia em relagéo ao

branco.

Calculou-se entado a atividade antioxidante, através da expressao 1. Onde, AbSyranco
corresponde a a absorvancia da solu¢do sem adicdo do filme e Abs,0stra @ absorvancia
medida a cada medicao. Por fim, foram criados gréaficos numa folha de calculo, para visualizar
a atividade antioxidante das diferentes amostras, que permitiram comparar a %AA entre 0s
filmes dopados com antioxidantes e os filmes apenas de polimero. Todas estas etapas foram

realizadas em duplicado.

2.4. Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel

A espectrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) é um método analitico que mede a
absorvancia e a transmitancia de uma substancia em funcdo do seu comprimento de onda,
e esta relacionado com as interagBes entre a radiacdo eletromagnética nas gamas do
ultravioleta (UV) e visivel (Vis) e a matéria. A regido UV do espectro eletromagnético abrange
aproximadamente a gama de 10-380 nm e a regido do visivel compreende a gama espetral
de 380-750 nm. Uma vez que se baseia na excitacdo dos eletr6es mais exteriores dos
atomos envolvidos na formacao de moléculas, esta abordagem é frequentemente referida
como "espectroscopia eletrénica”. Assim, quando a luz passa através de uma solucao ou
amostra, ela pode ser absorvida pelas moléculas presentes na amostra, resultando numa

diminuicdo na intensidade da luz transmitida em relagéo a luz incidente. Cada molécula
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possui um espectro de absor¢ao caracteristico, influenciado pelo comprimento de onda da
luz. Desta forma, € possivel determinar a quantidade de composto, uma vez que, de acordo
com a Lei de Lambert-Beer a intensidade da luz absorvida € proporcional a quantidade de
amostra absorvida no material analisado (Picollo et al., 2019). Neste trabalho foi utilizado um

espetrofotometro da Agilent Technologies Carry 60 UV-Vis.

2.4.2. Ensaios de libertacdo controlada

A libertacdo dos compostos incorporados nos filmes foi avaliada através da
espectrofotometria UV-Vis. Para realizar estes ensaios, foram cortadas amostras de filmes
retangulares com dimensdes de 1x2 cm e colocados num baldo de Erlenmeyer contendo
etanol, com quantidades variaveis entre 100 mL e 200 mL e utilizou-se 2 amostras de cada
filme. De seguida, a absorvancia foi medida de 15 em 15 min até perfazer a primeira hora, e,
depois de 30 em 30 min até as 4 h, e, seguidamente mediu-se as 24 h e 48 h. Por fim, os
dados foram tratados no Microsoft Excel de modo a obter a percentagem de libertacdo dos

compostos antioxidantes.

2.5. Microscopia o6tica

A observacgédo dos filmes produzidos foi realizada num microscépio 6tico Zeiss, com
uma lente ocular de 10x e objetivas com ampliacdo de 100x, de forma a obter informagfes

visuais sobre a morfologia e a estrutura dos filmes.

2.6. Desenvolvimento e otimizacdao de uma impressora 3D por

extrusdo por seringa

Esta etapa consistiu ha criacdo de uma impressora 3D por extrus&o por seringa a partir
de uma impressora comercial Anet A8, originalmente destinada ao método FDM (Figura 12).
Para isso, desenvolveu-se um modulo de extrusdo por seringa que permitiu o fabrico de uma
impressora de baixo custo e com materiais acessiveis, para posterior impressao de estruturas

de QTS e ALG, adaptada as necessidades encontradas ao longo deste trabalho.

Assim, diversas etapas foram fundamentais, comecando pelo desenvolvimento do
conceptual do protétipo desejado, pela modelacdo das pecas que iriam fazer parte do médulo
da seringa digitalmente no programa de modelacgéo tridimensional SolidWorks até a etapa do
fabrico que engloba a sua impressdo e montagem, incorporacdo do modulo criado na

impressora e posterior otimizacdo dos parametros de impresséo.
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Figura 12- Impressora 3D Anet A8 (Anet 3D Printer, 2023).

2.6.2. Projecdo do modulo de seringa no SolidWorks

O SolidWorks € um software CAD que permite produzir pegas e conjuntos. E baseado
em computacao parameétrica e muito utilizado na area da engenharia, pois permite criar formas
3D através de operagBes geométricas elementares a partir de um sketch 2D (Onwubolu,
2013). Neste trabalho o SolidWorks foi usado para modelar diversas pegas e, posteriormente,

um conjunto de um médulo de seringa (Figura 13).
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Figura 13- Modelagao do mddulo de seringa no SolidWorks.

Para o processo de desenvolvimento do médulo de seringa, inicialmente, ocorreu uma
fase de pesquisa relacionada a impresséo 3D por extrusdo por seringa em diversas fontes
online, em busca de inspiracdo e procura por abordagens inovadoras para a criacao do design

do mddulo pretendido (Figura 14).

Figura 14- Fonte de inspiragdo para o médulo de extruséo por seringa (Ulises Gordillo Zapana, 2020).

A partir dessa fase de inspiracdo e pesquisa, comecou-se a modelacdo digital do
mddulo de seringa no SolidWorks.
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No processo de desenvolvimento do médulo, o foco principal estava na criacdo de um
sistema versatil e flexivel. Para isso, desenvolveu-se um sistema de guia, que permitiu uma
extrusdo mais precisa e controlada. Além disso, 0 médulo de seringa foi adaptado ao volume
desejado, ao permitir a utilizacdo de seringas de diversas dimensdes, e também um ajuste da
altura de forma a serem utilizadas diversas agulhas, de acordo com as necessidades
especificas de impressdo. Outra vantagem prende-se no facto do design criado ser
relativamente compacto, economizando espaco e possibilitando uma montagem fécil na
impressora existente. E importante referir que o motor existente da impressora foi reutilizado,

0 que permitiu reduzir os custos, mantendo assim a eficiéncia.

Assim, o desenvolvimento do modulo teve inicio com a criagdo da peca de tras, que
iria servir como uma base que ndo apenas sustenta todas as outras pecas mas também

possibilita 0 encaixe seguro do médulo na estrutura da impressora (Figura 15).

Figura 15- Peca de base do médulo de seringa.

De seguida, foi modelada a pega responséavel pela movimentacdo da seringa, que iria
encaixar na guia. Essa pecga permite que a seringa se desloque verticalmente, controlando
com preciséo a deposicdo do material, garantindo a movimentagdo do émbolo da seringa

durante o processo de impressao (Figura 16).
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Figura 16- Peca de movimentacdo na guia do mddulo de seringa.

Posteriormente, modelou-se uma peca cilindrica de forma a fornecer um suporte solido

que segura a seringa firmemente na parte inferior, apresentada na Figura 17.

Figura 17- Cilindro de suporte inferior da seringa.

Apbs o desenho de todas as pecas individualmente, e antes da sua montagem,
procurou-se em repositorios de pecas disponiveis em formato digital, no GrabCAD e sites dos
fabricantes alguns componentes comerciais para complementar o conjunto criado, como o

acoplador, fuso e rosca, seringa e guia (Figura 18).
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Figura 18- Componentes adicionais para o médulo de seringa. A) Acoplador; B) Seringa; C) Fuso; D)
Rosca; e E) Guia.

Por fim, iniciou-se o processo de montagem no software SolidWorks através do ficheiro
Assembly, que permitiu juntar todas as pecas mostradas anteriormente de forma a criar o
conjunto do mdédulo pretendido digitalmente. Esta é uma parte muito importante do projeto
pois a visualizagdo do mddulo completo e montado permite perceber se todas as partes
encaixam como pretendido e se sao necessarios ajustes em termos de dimensdes para
garantir o bom funcionamento do mdédulo criado. Apés a montagem de todas as pecas e feitas
as alteracdes necessarias, o conjunto foi finalmente validado e pronto para ser impresso
(Figura 19).
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>

Figura 19- Conjunto montado do médulo de seringa e principais componentes; A) Peca de base; B)

Peca de movimentag&o na guia e C) Cilindro de suporte inferior da seringa.

Para a impresséo de todas as pe¢as modeladas, os ficheiros foram guardados como
arquivos STL. Posteriormente, esses arquivos foram importados para o software de
fatiamento Ultimaker Cura, onde foi possivel ajustar as camadas de impresséo, a densidade
de preenchimento e a velocidade de impresséo de forma a otimizar a qualidade e o tempo de

impresséo de cada uma das pegas.

Todas as pecas foram impressas utilizando a prépria impressora 3D Anet A8, exceto
a peca de base que foi impressa numa impressora BigRep Studio, pois esta era maior do que
as dimensdes maximas da Anet A8. A temperatura utilizada foi 210 °C e foi usado filamento
PLA como material de impresséo, resultando assim em pegas rigidas e com uma boa
durabilidade.

Algumas pecas precisaram de ajustes adicionais para garantir uma boa montagem,
como a rosca em que foi necessario cortar material de forma a garantir que esta encaixasse
perfeitamente na peca que faz a movimentacdo na guia, e, por isso, foi usada a fresadora

para ajudar neste processo, como se pode observar na Figura 20.
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Figura 20- Fresadora usada no corte da rosca.

Posteriormente, com todas as pecas impressas e ajustadas, passou-se para a fase de
montagem do médulo de seringa, com o0 uso de parafusos que permitiram um encaixe seguro
de todas as pecas, e uma seringa de 20 mL foi encaixada no modulo. Finalmente, o médulo

existente na impressora foi retirado e substituido pelo médulo construido.

2.6.3. Otimizacédo da impressora 3D e dos parametros de impresséo

A otimizacdo tanto da impressora 3D utilizada como dos parédmetros de impresséo é
um passo muito importante que deve ser considerado antes de se comecar a realizar qualquer
impressdo. Estes devem ser ajustados tendo em conta os resultados pretendidos, pois

influencia a qualidade, a preciséo e a fiabilidade dos resultados.

Inicialmente, apos incorporar o médulo de seringa na impressora, foi realizado o zero
de forma a manté-la devidamente alinhada e nivelada para garantir um correto movimento
dos eixos. Esse alinhamento adequado contribui para a geometria das pecas e para a

uniformidade da impressao.

Ao longo de varias impressoées, foram realizados diversos ajustes de forma a permitir
um melhor funcionamento e uma melhor qualidade das pecas impressas. Para isso, foi
utilizado o software Ultimaker Cura, onde existem diversos parametros que foram sendo
otimizados a medida que se realizavam varios testes de impressao, de forma a perceber os
parametros que iriam dar origem a uma melhor peca. Dentro desses parametros, aqueles que

foram ajustados para obter melhores resultados séo os seguintes:

e Nozzle diameter: Tamanho do bocal através do qual o material é extrudido, afetando

a preciséo e o detalhe do objeto impresso;
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Y

e Print speed: Velocidade a qual é realizada a impressédo, afeta o tempo total da
impressao e a qualidade da mesma;

¢ Infill density: Quantidade de material utilizado para preencher o interior do objeto, afeta
a resisténcia do objeto e a quantidade de material gasto;

e Infill patern: Padréo utilizado para o preenchimento do interior do objeto, sendo que
diferentes padrbes podem afetar a resisténcia do material;

e Layer height: Espessura de cada camada impressa, que determina a resolugéo e o
detalhe do objeto;

e Top/Bottom layers: Numero de camadas na parte superior e inferior do objeto, afeta a
resisténcia e o acabamento da superficie.

e Top/Bottom thickness: Espessura das camadas superior e inferior da impresséao, que
tem impacto na durabilidade e no aspeto das superficies do objeto.

e Retraction distance: Comprimento do material retraido durante um movimento de
retracdo, reduzindo a formacéo de gotas.

e Retraction speed: Velocidade com que o material é retraido durante um movimento de

retracéo.

Além disso, a calibragéo do fluxo foi uma etapa crucial antes do inicio do processo de
impressao, na qual se avaliou cuidadosamente o movimento do motor e 0 volume extrudido
pela impressora. Este processo foi realizado na ordem de grandeza de menor escala de uma
pipeta de 5 mL, envolvendo uma série de testes iterativos, onde se ajustou o software da
maquina de forma a garantir que a quantidade de material extrudido correspondesse ao
desejado, ou seja, até se obter um desvio considerado minimo entre o volume extrudido e o
volume desejado. Isto resultou numa calibracdo precisa da impressora que garantiu a

qualidade e consisténcia de todas as impressdes realizadas.

Assim, o equilibrio ideal entre estes parametros foi sendo otimizado ao longo do
desenvolvimento do trabalho, percebendo aqueles que mais se adequavam e davam origem

a melhores resultados. Os parametros utilizados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- ParAmetros de impresséao utilizados.

Nozzle diameter 0,84-1,0 mm
Print speed 10-30 mm/s
Infill density 20%
Infill patern Lines, Grid
Layer height 0,5 mm
Top/Bottom layers 0
Top/Bottom thickness 0 mm
Retraction distance 40 mm
Retraction speed 100 mm/s

2.7. Preparacao das misturas para impressao 3D

Para o desenvolvimento das misturas para impresséo, inicialmente utilizou-se
unicamente o biopolimero (ALG ou QTS), no entanto, rapidamente se percebeu que era
necessario adicionar outro material que conferisse consisténcia, para que as pecas
mantivessem a sua forma durante a extrusao. Desta forma, a GEL foi o material escolhido o
que permitiu aumentar a viscosidade da mistura, e melhorar substancialmente o processo de

impressao.

2.7.2. Producdo da mistura de alginato e gelatina

Comecou-se por pesar 0,4 g de ALG e acrescentou-se 10 mL de dgua destilada. Essa
mistura foi mantida em aquecimento a 80 °C. De seguida, num copo separado, pesou-se 0,4
g de GEL e adicionou-se 10 mL de agua destilada, mantendo essa mistura a 60 °C. Apds a
dissolucéo juntaram-se as duas misturas e, de forma a obter uma gelificagéo e consisténcia
ideal deixou-se em agitacdo a 60 °C durante aproximadamente 30 min, para assegurar a
homogeneidade. Antes do processo de impressao, a mistura foi aquecida a 37 °C, para que
se mantivesse a viscosidade desejada, garantindo que a mistura fluisse de maneira

consistente durante a extrusao.

2.7.3. Producédo da mistura de quitosano e gelatina
Pesou-se 0,4 g de QTS e adicionou-se 10 mL de solucéo de acido acético 1% (v/v), a
55 °C até a dissolucao completa. Na solucéo de QTS, adicionou-se 0,4 g de GEL e manteve-

se a mistura em aquecimento durante aproximadamente 30 min, até se obter a
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homogeneidade. Por fim, deixou-se a mistura arrefecer a temperatura e ambiente e aqueceu-

se a 37 °C antes da impresséo.

2.7.4. Processo de Crosslinking

O processo de crosslinking é a Ultima etapa para o desenvolvimento das pecas, e é
muito importante pois envolve a formacdo de ligacdes entre as moléculas do material,
resultando assim numa estrutura com mais estabilidade e resisténcia. Assim, € importante
ajustar as concentracoes e os tempos de exposicdo das solucbes utilizadas de forma a
alcancar os resultados desejados. Para a mistura de ALG, o cloreto de célcio (CaCl.,) foi usado
como agente de crosslinking e para a mistura de QTS foi utilizado o hidroxido de so6dio
(NaOH).

Foram preparadas duas solucdes de CaCl,, com concentragdes de 100 mM e 500 mM.
No final da impresséo, a peca de teste foi borrifada com a solugédo de 100 mM e imersa nessa
mesma solucdo por 2 h, permitindo que as ligacdes idnicas se formassem gradualmente e
fortalecessem a estrutura. Para o scaffold, borrifou-se com a solugdo de 500 mM e, de
seguida, imergiu-se o scaffold impresso por 15 min nessa mesma solugéo, de forma a acelerar
0 processo de crosslinking e tentar obter uma estrutura mais rigida. O facto de borrifar as
pecas no final da sua impresséo ajudou a solidificar a sua estrutura para que fosse possivel

remové-las da mesa de impresséo e mergulhar nas respetivas solugdes.

Para a mistura de QTS, o processo de crosslinking foi realizado usando primeiro uma
solugcdo de NaOH de 500 mM e, posteriormente, uma solugcédo de 1 M, durante 15 min. Como
para a primeira concentragdo ndo foi obtida a solidificacdo necessaria, decidiu-se aumentar a
concentracdo, no entanto, os resultados obtidos continuaram a nao ser os desejados. A
dificuldade em solidificar os scaffolds pode ser influenciada, por exemplo, pelas propriedades

especificas dos materiais utilizados.

2.8. Impresséo das pecas 3D

Para o processo de impressao das pecas utilizou-se primeiramente o SolidWorks para
o seu design, o Ultimaker Cura para o fatiamento das pecas e, por fim, o Repetier-Host, que
permite controlar a impressora 3D através do computador, por meio de conexdo USB. Neste
programa é possivel monitorizar a impressdo em tempo real e realizar ajustes necessarios,
como pausar a impressao, ajustar a temperatura e controlar o movimento dos eixos (Figura
21).
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Figura 21- Interface do software Repetier-Host.

De forma a iniciar a impressédo, comegou-se por desenhar um paralelepipedo de
dimensdes 24x24 mm e uma altura de 5 mm, com uma parede externa com 2 mm, visto na
Figura 22A.

A)

® 3minutes ®

® 19-029m

Figura 22- Modelo do paralelepipedo de 24x24x5 mm A) criado no SolidWorks e B) Preparado no

Ultimaker Cura para impressao.

De seguida, o ficheiro SolidWorks foi convertido em formato STL e importado para o
Ultimaker Cura, onde se selecionou os parametros pretendidos e o tempo de impresséo foi
estimado (Figura 22B). A partir dessas configuracdes, este software gerou o arquivo Gcode,

gue contém todas as instru¢des necessarias para a impressora 3D construir a peca.

Assim, o ficheiro Gcode foi aberto no Repetier-Host, conectou-se o computador a
impressora e foram dadas instru¢cdes para comecar a impressdo. Ao tentar imprimir este
paralelepipedo, perceberam-se as dificuldades provavelmente devido ao seu tamanho
reduzido e ao numero de camadas, pois o0 material depositado comecava a fluir e ndo produzia

a altura desejada.

Para resolver esse problema, desenhou-se entdo um paralelepipedo com dimensdes
de 60x60 mm e uma altura de 2 mm, apresentado na Figura 23A. De seguida realizou-se o
Mmesmo processo, ou seja, gravou-se o ficheiro em STL, abriu-se no software de fatiamento,
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onde foram escolhidos os parametros desejados e foi gerado o ficheiro Gecode (Figura 23B).
Posteriormente, este foi aberto no Repetier-Host para conexdo a impressora. O novo design
do paralelepipedo de 60x60x2 mm assemelha-se a um scaffold devido ao seu tamanho e

geometria, e permitiu um espacgo maior entre as camadas depositadas durante a impresséao.

©® 7minutes ®
® 29 063

Save to Disk

A) B)

Figura 23- Modelo do paralelepipedo de 60x60x2 mm A) criado no SolidWorks e B) Preparado no
Ultimaker Cura para impressao.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Preparacéo e caracterizacao dos filmes

Os filmes produzidos para este trabalho foram realizados com dois biopolimeros,
quitosano (QTS) e alginato (ALG) e um constituinte mineral, a hidroxiapatite (HA), obtendo-
se 4 matrizes distintas, nomeadamente QTS, ALG, QTS:HA (90:10 m/m) e ALG:HA (90:10
m/m). As misturas foram dopadas com 10% (m/m) de &cido ascorbico (AA) e quercetina

(QCT), como compostos antioxidantes, e referenciados de acordo com as siglas apresentadas
na Tabela 2.

Tabela 2- Filmes poliméricos produzidos.

Base Antioxidante Designacéo
- QTS
Quitosano 10% de QCT QTS-QCT
10% de AA QTS-AA
- ALG
Alginato 10% de QCT ALG-QCT
10% de AA ALG-AA
- QTS:HA
Quitosano e Hidroxiapatite 10% de QCT QTS:HA-QCT
10% de AA QTS:HA-AA
- ALG:HA
Alginato e Hidroxiapatite 10% de QCT ALG:HA-QCT
10% de AA ALG:HA-AA

3.1.1. Filmes de quitosano

Os filmes de QTS foram produzidos de acordo com a metodologia descrita no ponto 2
— Materiais e Métodos. O filme controlo apresentou-se transparente e com uma aparéncia
homogénea (Figura 24A). Os filmes incorporados com 0s compostos, apresentaram um
aspeto opaco com coloracdo intensa, esverdeada para o filme QTS-QCT (Figura 24B) e
amarelo-torrado para o filme de QTS-AA (Figura 24C), consequéncia da presenca dos
compostos. Todos foram produzidos com uma espessura muito fina (0,05 mm) e

apresentavam alguma flexibilidade, mas pouca elasticidade.
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Figura 24- Filmes de A) QTS; B) QTS-QCT e C) QTS-AA.

3.1.2. Filmes de alginato

Os filmes de ALG foram produzidos de acordo com a metodologia descrita no ponto 2
— Materiais e Métodos. O filme controlo exibiu uma aparéncia transparente e homogénea
(Figura 25A). Nos filmes dopados a presenca de QCT conferiu ao filme ALG-QCT (Figura
25B) um aspeto opaco e amarelo, enquanto que com a presenca de AA o filme ALG-AA se
manteve a transparéncia e um ligeiro tom amarelado (Figura 25C). Os filmes produzidos
apresentaram uma espessura muito fina (0,05 mm), e com alguma flexibilidade, mas menos

elasticidade que os filmes anteriores.

Figura 25- Filmes de A) ALG; B) ALG-QCT e C) ALG-AA.

3.1.3. Filmes de quitosano e hidroxiapatite

Os filmes de QTS:HA foram produzidos de acordo com a metodologia descrita no
ponto 2 — Materiais e Métodos. De acordo com o esperado a introducdo de HA retirou a
transparéncia do filme controlo (QTS:HA), apresentando-se opaco e de cor branca (Figura
26A). Para os filmes dopados, uma vez que ja se apresentam opacos, o efeito de perda de
transparéncia nao foi tdo evidente. Os filmes de QTS:HA-QCT e QTS:HA-AA apresentaram
tonalidades muito semelhantes aos filmes de QTS dopados, como pode ser observado nas
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Figuras 26B e 26C, respetivamente. Os filmes apresentavam uma espessura de 0,05 mm e a
adicdo de HA traduziu-se num aumento da rigidez e fragilidade, pois estes filmes

apresentavam porosidade.

Figura 26- Filmes de A) QTS:HA; B) QTS:HA-QCT; C) QTS:HA-AA

3.1.4. Filmes de alginato e hidroxiapatite

Os filmes de ALG e HA foram produzidos de acordo com a metodologia descrita no
ponto 2 — Materiais e Métodos. De acordo com o esperado o filme controlo (ALG:HA)
apresentou-se opaco e branco (Figura 27A), ao contrario da transparéncia do filme controlo
de ALG, devido a adicdo de HA, insolavel na matriz. Os filmes dopados ALG:HA-QCT e
ALG:HA-AA, apresentam um aspeto semelhante aos filmes de ALG dopados, sendo evidente
a falta de disperséo da HA especialmente para 0 ALG:HA-AA (Figuras 27B e 27C). Os filmes

apresentaram uma espessura de 0,05 mm e revelaram-se mais quebradicos que os de ALG.

Figura 27- Filmes de A) ALG:HA; B) ALG:HA-QCT; C) ALG:HA-AA.
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3.2. Avaliagéo da atividade antioxidante

3.2.1. Compostos em estudo
De forma a avaliar a atividade antioxidante dos compostos utilizados foram

determinados os valores de ECs pelo método do DPPH, que se apresentam na Tabela 3.

Tabela 3- Atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH dos compostos QCT e AA,

expressa em valores de ECso (ug/mL).

Compostos ECso (Mg/mL)
QCT 85,34
AA 57,42

De acordo com o esperado, os valores obtidos de ECso quer para a QCT quer para o
AA, pelo método do DPPH confirmaram o seu elevado potencial antioxidante. Ambos os
valores sugerem que tanto a QCT quanto o AA sdo antioxidantes eficazes, capazes de
proteger contra os radicais livres e reduzir o stress oxidativo. No entanto, o AA demonstra

uma atividade antioxidante ligeiramente superior, uma vez que o valor obtido € menor.

3.2.2. Filmes de quitosano
A andlise efetuada focou-se na determinacdo da AA% ao final de 1 h de reacdo, dos
filmes controlo e dos filmes dopados com os antioxidantes usados. Os resultados obtidos para

os filmes de QTS, com e sem adicdo de HA estéo representados nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28- AA% do filme controlo (QTS) e dos filmes dopados (QTS-QCT e QTS-AA), apés 1 h de
reacao no ensaio DPPH.
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Figura 29- AA% do filme controlo (QTS:HA) e dos filmes dopados (QTS:HA-QCT e QTS:HA-AA), apbs
1 h de reagéo no ensaio DPPH.

Os resultados da %AA obtida para cada filme apresentam-se resumidos na Tabela 4.

Tabela 4- Resultados dos ensaios antioxidantes, dos filmes de QTS e QTS:HA, ao final de 1 h.

QTS
QTS:HA
QTS-QCT
QTS:HA-QCT
QTS-AA
QTS:HA-AA

9
2
68
85
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A andlise dos resultados apresentados permite verificar que o filme de QTS nédo
apresenta praticamente atividade antioxidante, uma vez que a reducdo observada foi de
apenas 9% da absorvancia inicial. Por outro lado, o filme QTS-QCT apresentou um aumento
notavel da sua AA% ao longo do tempo, alcancando uma atividade antioxidante de 68% apds
1 h, o que indica que a presenca de QCT no filme melhorou consideravelmente a capacidade
do filme de neutralizar os radicais DPPH. No entanto, 0 mesmo ndo aconteceu para o filme
QTS-AA, que apenas apresentou uma AA% de 2%, um resultado que n&o seria de esperar,

ja que se sabe que o acido ascdérbico tem uma grande capacidade antioxidante.

O filme controlo QTS:HA apresentou uma atividade antioxidante relativamente baixa,
com apenas uma reducdo de 2% na absorvancia inicial da solu¢cdo de DPPH, o que sugere
gue a presenca de HA néo contribuiu para a melhoria da atividade antioxidante do filme. Por
outro lado, o filme QTS:HA-QCT demonstrou uma %AA de 54% logo nos primeiros 10 min,
destacando assim a capacidade da QCT neutralizar os radicais livres. Ao final de 1 h, esse
valor aumentou para 85%, revelando assim que a HA trouxe beneficios na melhoria da
capacidade antioxidante deste filme, pois na auséncia de HA a sua %AA atingiu apenas os
68%. Igualmente ao filme QTS-AA, o filme com a presenca de HA exibiu uma %AA muito
baixa, de apenas 4%, um resultado inesperado dada a alta capacidade antioxidante o AA,

concluindo-se que a presenca de HA também néo foi benéfica para este filme.

3.2.3. Filmes de alginato
O estudo efetuado focou-se na determinagdo da AA% ao final de 1 h de reacéo, do
filme controlo e dos filmes dopados com QCT e AA. Os resultados obtidos para os filmes de

ALG, com e sem adi¢do de HA estéo representados nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30- AA% do filme controlo (ALG) e dos filmes dopados (ALG-QCT e ALG-AA), ap6s 1 h de
reacao no ensaio DPPH.
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Figura 31- AA% do filme controlo (ALG:HA) e dos filmes dopados (ALG:HA-QCT e ALG:HA-AA), apds 1
h de reagdo no ensaio DPPH.

Os resultados da %AA obtida para cada filme estédo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados dos ensaios antioxidantes, dos filmes de ALG e ALG:HA, ao final de 1 h.

ALG 7
ALG:HA 7
ALG-QCT 85
ALG:HA-QCT 85
ALG-AA 1
ALG:HA-AA 7
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Através dos resultados apresentados pode-se observar que o filme controlo de ALG
apresentou uma %AA baixa, de apenas 7%, indicando assim uma capacidade antioxidante
limitada. Por outro lado, o filme ALG-QCT demonstrou ter uma excelente %AA, atingindo uma
reducdo de 82% da absorvancia inicial passados 10 min, permanecendo alta e atingindo 85%
ao final de 1 h, destacando assim a influéncia positiva que a QCT teve no filme de ALG e a
sua capacidade de neutralizar rapidamente os radicais livres. Inesperadamente, o filme ALG-

AA apenas apresentou uma %AA de 1%.

Verifica-se também que o filme ALG:HA apresenta uma baixa capacidade antioxidante.
Quando ocorre a incorporagdo de QCT no filme, observa-se uma diferenca notavel na %AA,
pois 0 seu valor nos primeiros 10 min foi de 73%, alcancando 85% apés 1 h. Ja o filme
ALG:HA-AA apenas apresentou uma atividade antioxidante de 7%. Estes resultados sugerem
que os filmes que contém HA apresentaram uma atividade antioxidante muito semelhante em
relacdo aos filmes sem HA, concluindo-se assim que a sua presenca nado influenciou
positivamente a capacidade antioxidante dos filmes produzidos. Em relagcéo ao filme de ALG-
QCT, notou-se que este atinge uma %AA mais elevada nos primeiros 10 min do que o filme
de ALG:HA-QCT.

3.2.4. Analise comparativa dos resultados dos ensaios antioxidantes
Ao analisar os resultados obtidos dos ensaios de atividade antioxidante dos filmes
produzidos com diferentes materiais, incluindo QTS, ALG e HA, bem como os antioxidantes
QCT e AA pode-se afirmar que a QCT mostrou manter as suas propriedades antioxidantes
guando incorporada nos filmes, ao contrario do AA que ndo manteve a sua estrutura e

consequentemente perdeu as suas propriedades antioxidantes.

Como esperado, os filmes controlo apresentaram uma atividade antioxidante
irrelevante. Os resultados apresentados mostram que a adicdo de QCT em qualquer uma das
base poliméricas permite a produgéo de misturas poliméricas com propriedades antioxidantes.
No que se refere a adicdo de HA, esta ndo acrescentou melhorias quando incorporada nos
filmes, a excecédo do filme de QTS:HA-QCT, que aumentou para 85% comparativamente ao

filme sem HA, com 68%.

3.3. Andlise morfoldgica por microscopia otica
Conforme referido, neste trabalho foram produzidos filmes de QTS e ALG, sem e com
incorporacdo dos diferentes antioxidantes em estudo, designadamente a QCT e o AA. Ao

visualizar os filmes no microscépio, ndo foram notadas diferencas significativas em relacao a
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incorporacdo dos compostos. Para uma melhor e eficaz avaliacdo morfolégica da estrutura
superficial e aspetos topograficos dos diversos filmes, pretende-se que as amostras possam

ser visualizadas futuramente a escala nanomeétrica num microscoépio eletrénico de varrimento.

3.3.1. Filmes de quitosano
Ao observar os filmes de QTS através de um microscopio 6tico, é possivel notar a
presenca de alguns defeitos e rugosidades na sua superficie, que ndo sdo visiveis a vista
desarmada. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na morfologia entre
os filmes controlo e os filmes dopados com os antioxidantes. A presenca de HA parece ter

alterado ligeiramente a morfologia dos filmes, conforme pode ser observado na Figura 32.

Figura 32- Imagens microscopicas dos filmes de QTS com uma ampliagdo de 100x; A) QTS; B) QTS-
QCT; C) QTS-AA; D) QTS:HA; E) QTS:HA-QCT e F) QTS:HA-AA.

3.3.2. Filmes de alginato
Através da Figura 33 podem ser observados os filmes de ALG analisados por um
microscopio 6tico, onde é possivel notar a presenca de alguns defeitos e rugosidades na sua
superficie, que ndo sao visiveis a vista desarmada. No entanto, com a incorporacao da QCT
e do AA, néo foram observadas diferencas significativas na morfologia em relagcédo aos filmes
de controlo. Em relacao a presenca de HA, esta parece ter alterado a morfologia e a textura
dos filmes, aumentado a presenca de rugosidades, o que pode indicar uma maior porosidade

na superficie desses filmes.
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Figura 33- Imagens microscopicas dos filmes de ALG com uma ampliacéo de 100x; A) ALG; B) ALG-
QCT; C) ALG-AA; D) ALG:HA; E) ALG:HA-QCT e F) ALG:HA-AA.

3.4. Ensaios de libertacao controlada
De modo a realizar os ensaios de libertacdo controlada foram obtidos os espetros UV-
Vis dos compostos (QCT e AA) incorporados nos diferentes filmes, que se apresentam na
Figura 34. Para cada composto foi selecionado o comprimento de onda (A) onde a absorvancia
€ maxima e os ensaios de libertacdo, foram realizados, em etanol, a 255 nm e 245 nm, para

a QCT e AA, respetivamente.
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Figura 34- Espetros de UV-vis (em etanol) dos compostos utilizados; A) QCT (3,97x10° mol/L); B) AA
(7,5%10° mol/L).
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3.4.1. Filmes de quitosano
Os perfis de libertacdo, em etanol, dos filmes de QTS (QTS-QCT, QTS-AA, QTS:HA-
QCT e QTS:HA-AA) foram realizados em etanol, durante 48 h, e os resultados apresentam-

se na Figura 35.
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Figura 35- Perfis de libertacédo dos filmes QTS-QCT, QTS-AA, QTS:HA-QCT e QTS:HA-AA, em funcao

do tempo.

Na Tabela 6 encontram-se sumarizados os valores das taxas de libertacdo dos

diversos filmes de QTS produzidos, ao final de 4 h, 24 h e 48 h de ensaio.

Tabela 6- Resultados da libertacéo, em etanol, dos filmes de QTS, apés 4 h, 24 h e 48 h.

B ¢ o o

QTS-QCT 37 38 47
QTS:HA-QCT 37 30 24

QTS-AA 32 33 33
QTS:HA-AA 21 20 18

A analise dos resultados permite verificar que, nas condi¢cdes testadas, a libertacédo de
ambos 0s compostos em estudo ocorre nas primeiras 4 h de ensaio. Os valores de libertacéo
sdo semelhantes e moderados, tendo-se observado um valor de 37% para a QCT e 32% para
0 AA ao final de 4 h de ensaio. De registar que, prolongando o ensaio para as 48 h ndo se

observa a alteracéo na libertacédo de AA, e o aumento da libertacéo de QCT é baixo, atingindo
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0s 47%, facto que sugere que ambos os compostos se mantém “integrados” na matriz dos
filmes de QTS.

Em relacéo a incorporacdo de HA nos filmes de quitosano, esta ndo trouxe vantagens
nas taxas de libertacdo. A andlise dos resultados mostra que a libertagdo dos antioxidantes
em questdo foi menor, 0 que sugere que a sua presencga, ao contrario do que era esperado,
ndo trouxe um efeito de porosidade mas sim num efeito de absor¢cdo ou retencdo dos

compostos dentro da matriz polimérica, dificultando assim a sua libertacao.

3.4.2. Filmes de alginato
Os perfis de libertacdo, em etanol, dos filmes de ALG (ALG-QCT, ALG-AA, ALG:HA-

QCT e ALG:HA-AA) foram realizados em etanol, durante 48 h, e apresentam-se na Figura 36.
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Figura 36- Perfis de libertacé@o dos filmes ALG-QCT, ALG-AA, ALG:HA-QCT e ALG:HA-AA, em funcdo

do tempo.

Na Tabela 7 encontram-se sumarizados os valores das taxas de libertagdo dos

diversos filmes de ALG produzidos, ao final de 4 h, 24 h e 48 h de ensaio.
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Tabela 7- Resultados da libertagdo, em etanol, dos filmes de ALG, ap6s 4 h, 24 h e 48 h.

B ¢ o o

ALG-QCT 25 26 34
ALG:HA-QCT 36 39 42
ALG-AA 57 57 61
ALG:HA-AA 21 21 24

Relativamente a estes filmes, os resultados mostram que, nas condicfes testadas, a
libertacdo dos compostos em estudo ocorre nas primeiras 4 h de ensaio. Para os filmes de
ALG, a libertacdo de AA mostrou-se superior & libertacdo de QCT, tendo-se observado uma
libertacdo de 57% de AA contra os 25% observados para a QCT nas primeiras 4 h. Também
neste caso estes valores ndo sofreram alteragfes significativas, subindo ligeiramente para

61% e 34%, ao final de 48 h, para o AA e QCT, respetivamente.

A incorporagao de HA nos filmes de ALG conduziu a resutados diferentes com QCT e
AA. Efetivamente as taxas de libertacdo de QCT aumentaram ligeiramente relativamente as
observadas nos filmes de ALG, de 36% contra 25% nas primeiras 4 h, enquanto que as taxas
de libertacdo de AA foram significativamente mais baixas, de 57% contra 21% nas primeiras
4 h. Este ultimo resultado estd em concordéncia com o obtido para os filmes de QTS-AA,
sugerindo que devera existir uma relacdo entre a presenca de HA e a retencdo de AA nas
matrizes de QTS e ALG.

3.4.3. Analise conjunta dos resultados de libertacéo
Na generalidade, as taxas de libertagédo obtidas de QCT e AA sdo relativamente baixas
a moderadas nos filmes de QTS e ALG, e ndo sofrem alteragbes significativas com a

introducéo de HA.

Deste modo, os valores obtidos podem dever-se as caracteristicas dos materiais
utilizados nos filmes ou das condicbes de ensaio. Ainda assim, os filmes produzidos podem
encontrar aplicacdes em situacfes que pretendam uma libertacdo dos compostos a longo

prazo e em baixas quantidades, como, por exemplo, curativos para cicatrizacéo de feridas.

Apesar dos filmes incorporados com AA terem apresentado resultados de libertacgéo,
atingindo no maximo 61% para o filme de ALG, é importante referir que o pico de medicéo

desses resultados foi em torno de 270 nm, ndo coincidindo com o pico caracteristico do AA.
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Estes resultados sugerem uma possivel degradacao do AA e formacao de um novo composto
com consequente perda das suas propriedades antioxidantes, o que explica o facto dos
resultados dos ensaios antioxidantes terem sido negativos para estes filmes. Para validar
estes resultados e identificar o composto formado durante a degradacédo do AA nos filmes,
sugere-se 0 uso de técnicas cromatograficas como cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) e espectrometria de massa (MS).

3.5. Producao de pecas 3D

3.5.1. Validacao e arranque em funcionamento da impressora por
extrusao por seringa
A fase da validacdo representou um papel fundamental neste trabalho e permitiu
confirmar o bom funcionamento da impressora, passando pela montagem do madulo,
posterior incorporacdo na impressora, otimizacdo dos parametros de impressao e, por fim,

impressao das pegas pretendidas.

Desta forma, na Figura 37 estdo presentes as diferentes pecgas impressas,
anteriormente modeladas no SolidWorks, e posteriormente impressas pela impressora Anet

A8 e BigRep Studio como explicado no ponto 2 — Materiais e Métodos.
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Figura 37- Pecas impressas.

De seguida, com todas as pecas impressas procedeu-se assim a montagem do
médulo e a sua montagem na impressora (Figura 38). A validacao comecou pela verificacdo
de todas as pecas montadas, de forma a garantir que estas se encontravam corretamente

alinhadas e seguras.

Figura 38- Médulo de seringa montado na impressora.

De seguida, o software da impressora 3D foi configurado de forma a que os parametros

iniciais, como o fluxo e a velocidade de impresséo estivessem de acordo com o pretendido. O
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material de impressdo, ou seja, a mistura de ALG/QTS e GEL foi colocado na seringa,
verificando-se que nao existiam obstrucbes no bico que comprometessem a extrusao do
material durante o processo de impressao. Foi realizado o zero da impressora, ou seja, a
calibracdo dos eixos de maneira a garantir que esta se e encontrasse completamente alinhada

e foi também ajustada a altura da mesa de impressao.

Posteriormente, foi realizada uma peca de teste de um paralelepipedo de dimensfes
24x24 mm e uma altura de 5 mm, com uma parede externa com 2 mm, impressa com uma

velocidade de 30 mm/s, que pode ser vista ha Figura 39.

Figura 39- Peca de teste com a mistura de ALG e GEL.

Apesar desta peca ndo ter ficado com a altura/geometria pretendida, em geral, a
impressora revelou um bom funcionamento, demonstrando uma boa capacidade de extrusédo

controlada.

3.5.2. Impresséo e pecas 3D obtidas
Apoés o teste inicial da impressora, colocou-se a peca impressa de ALG e GEL numa
solucdo de CaCl, 100 mM por 2 h, para que ocorresse o processo de crosslinking, obtendo-
se uma estrutura relativamente rigida e resistente (Figura 40). No entanto, durante a
impressao desta peca, foi evidente que existiam algumas limitacées em relacéo a obter uma
altura de 5 mm e uma parede externa de 2 mm, e, por isso, a estratégia adotada passou pela

impresséao de scaffolds.
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Figura 40- Peca de teste apés 2 h de imersdo na solugédo de CaCl2 100 mM.

Desta forma, comecgou-se por efetuar impressées com a mistura de ALG e GEL.
Primeiramente, foi selecionado um padrdo de enchimento lines, e uma velocidade de
impressdo de 30 mm/s. A peca foi impressa e, de seguida, colocada numa solucédo de
CacCl, 500 mM durante 15 min, para que se obtesse uma estrutura mais rigida, como explicado
anteriormente. Na figura abaixo é possivel observar a peca impressa antes (Figura 41A) e
depois (Figura 41B) da sua imersdo na solucdo, onde se verificou que em algumas areas
houve falta de deposicdo do material, 0 que sugere que havia uma necessidade de melhorar

a uniformidade da extrusao.

Figura 41- Scaffold de ALG e GEL impresso com v=30 mm/s e padrdo de enchimento lines A) antes e

B) depois da imerséo na solugdo de CaCl, 500 mM.

Para tentar resolver esse problema, uma agulha com um diametro de 0,84 mm foi
adicionada a seringa, de forma a melhorar a deposi¢cdo do material para que esta fosse mais
uniforme. Inicialmente, testou-se uma impressdo com o mesmo padréo (lines) e v=30 mm/s
mas, durante a impresséo verificou-se que o problema de falta de material em algumas zonas
continuava (Figura 42) e, por isso, decidiu-se, primeiramente reduzir a velocidade para
metade (15 mm/s), onde se notou que ocorreram melhorias significativas da peca final em
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relacdo a deposicdo do material (Figura 43). No entanto, decidiu-se mudar o padrdo de

enchimento para grid de forma a obter melhores resultados.

Figura 43- Scaffold obtido de ALG e GEL, ap6s crosslinking em solugéo de CaClz 500 mM, com v=15

mm/s.

Com um novo padrdo selecionado, a velocidade de impresséo foi reduzida para 10
mm/s, 0 que permitiu um controle mais preciso do material durante o processo de deposicéo
do material. As alteracdes de padrao e adicdo de agulha a seringa apresentaram uma
melhoria significativa no aspeto dos scaffolds impressos, no entanto, a redugéo da velocidade
para 10 mm/s piorou significativamente a qualidade das pecas impressas, como pode ser visto
na Figura 44. Tal como anteriormente, a peca foi impressa e imersa numa solucdo de
CaCl,500 mM, durante 15 min, obtendo-se uma estrutura rigida e uniforme (Figura 44B). E
possivel notar que o scaffold obtido, apesar de apresentar uma boa estrutura, demonstrou
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uma pequena deformacdo, que se deve ao processo de remoc¢do da peca da base da

impressora para colocar dentro da solugéo.

Figura 44- Scaffold de ALG e GEL impresso com v=10 mm/s e padréo grid A) antes e B) depois da

imersao na solugdo de CaClz 500 mM.

Posto isso, decidiu-se testar a mistura de QTS e GEL com a agulha e com os
parametros de v=15 mm/s e padrao grid. Apesar de se obter uma boa estrutura e com uma
uniformidade em relacdo a deposi¢éo do material, surgiu um problema em relacdo a remocéo
das pecas da base da impressora, mesmo apoés borrifar com a solu¢cdo de NaOH. Assim,
decidiu-se mudar de estratégia e, imprimiu-se diretamente a mistura para uma base de vidro
em vez de se imprimir na mesa de impressora, como pode ser visto na Figura 45, permitindo

assim que se mergulhasse diretamente o vidro na solucdo de NaOH.

Figura 45- Impresséo do scaffold de QTS e GEL com agulha, padrdo de enchimento grid e v=15 mm/s.

Posteriormente, foram feitas tentativas de crosslinking da estrutura obtida numa
solucdo de NaOH com concentragdo de 500 mM, de onde se verificou que as estruturas
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impressas se desfaziam, e néo ficavam rigidas como era expectavel. Por isso, decidiu

aumentar-se a concentragdo desta solucdo para 1 M, mas o problema persistiu.
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4. Conclusdes e perspetivas futuras

O presente trabalho teve como objetivo a producdo de materiais hibridos
biocompativeis, com base em biopolimeros, com potenciais propriedades antioxidantes. Para
esse fim foram produzidos com 4 matrizes distintas, designadamente i) quitosano (QTS), ii)
alginato (ALG), iii) quitosano e hidroxiapatite (QTS e HA) e iv) alginato e hidroxiapatite (ALG
e HA), dopados com dois compostos antioxidantes, a quercetina (QCT) e o acido ascoérbico
(AA). Em paralelo foi desenvolvido e otimizado um sistema para impressao 3D por extrusao

por seringa.

De forma a avaliar as propriedades antioxidantes dos compostos e filmes produzidos,
foram realizados ensaios antioxidantes, com o método do DPPH. Constatou-se que, em geral,
a atividade antioxidante foi conseguida pela incorporagdo da QCT nos filmes, dado que os
filmes controlo apresentaram uma atividade antioxidante reduzida, ao contrario dos filmes
dopados. No que se refere a incorporacéo de AA, nenhuma das bases estudadas estabilizou
a sua estrutura e este composto degradou-se e perdeu o seu efeito antioxidante. Em relagcéo

a HA, esta pareceu ndo apresentar melhorias significativas nos valores obtidos.

Foram realizados estudos de libertagdo controlada, em etanol, ao longo de 48 h, por
espectroscopia UV-Vis. Verificou-se que os perfis de libertagcdo eram semelhantes, obtendo-
se valores baixos a moderados. Nos filmes produzidos com QTS, as taxas de libertacdo
obtidas foram superiores para o composto QCT em relacdo ao AA, sem a presenca de HA,
contrariamente aos filmes de ALG, em que a libertagdo obtida para o filme de ALG-AA atingiu
0s 61%, o valor mais alto obtido em todos 0s ensaios. JA& com a presenca de HA, os valores
de libertacéo obtidos foram reduzidos para os dois compostos nos filmes de QTS, obtendo-se
um valor de apenas 18% para o filme de QTS:HA-AA. Para os filmes de ALG, a adicdo de HA
apresentou uma ligeira subida nas taxas de libertacdo para os filmes dopados com QCT, no
entanto, para o AA os resultados diminuiram. Conclui-se assim que, a adicdo de HA n&o
apresentou melhorias quando incorporada nos filmes, reduzindo as taxas de libertagdo dos
filmes QTS-QCT, QTS-AA e ALG-AA. Conclui-se também que todas as taxas de libertacao
obtidas foram relativamente baixas, 0 que pode dever-se as caracteristicas dos materiais
utilizados nos filmes ou das condi¢bes de ensaio, sugerindo-se que os filmes produzidos
podem ser Uteis em situagbes em que se pretende uma libertacdo dos compostos a longo

prazo e em baixas quantidades.

Verificou-se também que o projeto e a montagem do médulo de seringa foram bem-

sucedidos, permitindo a adaptacdo da impressora 3D existente para uma impressora por
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extrusdo por seringa, resultando assim numa impressora viavel, com materiais acessiveis e
de baixo custo. A impresséo das estruturas de ALG e QTS apresentou diversos desafios, em
relacdo a viscosidade das misturas, aos parametros de impressdo e no processo de

crosslinking.

Apés diversos testes, conclui-se que os melhores parametros de impressao para 0s
scaffolds de ALG e GEL incluiram um infill pattern “grid”, uma velocidade de impresséo de 15
mm/s e uma agulha com um diametro de 0,84 mm. Ja para a mistura de QTS e GEL, estes
parametros parecem ter resultado na sua impresséo, no entanto, no processo de crosslinking
ndo foi possivel obter uma estrutura rigida como era expectavel, mesmo aumentado a
concentracdo da solucado de NaOH, o que leva a concluir que a producao das estruturas de

ALG foi mais bem-sucedida do que as de QTS.

Como perspetivas futuras sugere-se ajustar a formulacdo dos filmes, incluindo a
concentracdo dos antioxidantes e de HA, que pode resultar em resultados de libertagédo

diferentes.

Sugere-se também testar a incorporacdo de outros compostos com atividade
antioxidante comprovada, de forma a comparar os seus perfis de libertagcdo com os obtidos
neste trabalho, bem como testar os ensaios de libertacdo em meio fisiolégico (tampé&o PBS

pH 7,4), para validar o modelo de libertagdo em outros meios.

Outra sugestao passa pela melhoria do design de algumas pecas do mdodulo de
seringa, bem como ajustes adicionais em termos de viscosidade das misturas desenvolvidas
e parametros de impressdo. A impressdo de pecas com os antioxidantes estudados e
diferentes geometrias, realizando ensaios de libertacdo controlada, de forma a perceber se a
geometria e tamanho podem influenciar na taxa de libertagdo. Por fim, a producéo de misturas

com outros biopolimeros para posterior impresséo.
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Uma parte dos resultados deste trabalho foram apresentados como comunicacdo em

poster numa conferéncia nacional:

Catarina Paz, Inés Amaral, Ivo Braganga, Ana Catarina Sousa. 2023. “Manufacturing
chitosan and alginate films and 3D structures with potential antioxidant activity”. CQE Days,
25-26 de maio de 2023.
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