INSTITUTO POLITECNICO DE LISBOA

escounsureriore . Instituto Superior de Engenharia de Lisboa
g Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

Producéo de filmes e pecas 3D de materiais hibridos
biocompativeis com potenciais propriedades
antimicrobianas

Inés Monte Vinha Ferreira Amaral

Trabalho Final de Mestrado para obtencéo do grau de
Mestre em Engenharia Biomédica

Orientadores
Professora Doutora Ana Catarina Cardoso de Sousa (ISEL)

Professor Doutor Ivo Manuel Ferreira de Braganca (ISEL)

Jari
Presidente: Professor Doutor Manuel José de Matos

Vogais: Professor Doutor Tiago Daniel Adriano
Fernandes
Professora Doutora Ana Catarina Cardoso de
Sousa

Dezembro de 2022






Agradecimentos

Em primeiro lugar quero agradecer a minha orientadora Professora Doutora Ana
Catarina Sousa, por toda ajuda e disponibilidade demonstradas ao longo da realizacéo
deste trabalho. Por todo o conhecimento partilhado e toda a paciéncia demonstrada ao

longo destes meses.

Ao meu orientador Professor Doutor Ivo Braganca pela ajuda e disponibilidade ao

longo da realizacdo deste projeto.

A Professora Doutora Sénia Martins, do Instituto Superior de Engenharia de Lisboa, pelo
apoio na realizacao dos ensaios microbiolégicos.

Ao Professor Doutor Jorge Duarte pelo apoio na aplicacdo dos modelos mateméaticos
da cinética de libertagéo.

Agradeco ao Instituto Superior de Engenharia de Lisboa e Area Departamental de
Engenharia Quimica pela realizacdo do trabalho experimental no Laboratério de Quimica
Inorgénica, ao Centro de Quimica Estrutural, do Instituto Superior Técnico, por disponibilizar
0 acesso aos equipamentos de FTIR-ATR e & Area Departamental de Tecnologia Mecéanica e
Gestao Industrial, do Instituto Superior Técnico, por disponibilizar o acesso ao equipamento
de ensaios de tragdo. Agradeco também ao Instituto Politécnico de Lisboa pelo apoio
financeiro através do projeto IPL/2021/Naf4Med3D_ISEL.

Um agradecimento muito grande a Mariana Patornilo por ter sido o maior apoio no
laboratorio na realizagé@o deste trabalho. Por toda a paciéncia, pela amizade e por todos 0s

momentos de alegria neste percurso.

Agradeco a todos os outros colegas de laboratério que proporcionaram um excelente
ambiente todos os dias e que me apoiaram na realizac&o deste trabalho. A Rafaela Cabral
por toda a disponibilidade e por toda a paciéncia quando pedia explicacdes na parte
quimica. Ao Hugo Lapa e ao Luis Correia por todo o apoio, pelos incentivos e sobretudo

pela amizade ao longo destes meses.

Um agradecimento muito especial a Carla Ferreira e a Filipa Rosa, os meus pilares
ao longo destes 2 anos. Obrigado por todo o apoio, pela amizade, pela motivacédo e pelo
encorajamento nos momentos mais dificeis. Sem vocés néo teria conseguido completar

esta etapa.




Por altimo, mas sempre o0s primeiros, agrade¢o a minha familia porque sem ela tudo
isto seria impossivel. Um agradecimento muito especial aos meus pais que tornaram este
objetivo uma realidade, por todo o apoio e toda a compreenséo e motivacao ao longo deste
caminho (eu sei que nao foi facil lidar comigo). Um grande obrigado & minha irm&, a pessoa

gue atura com todas as minhas duvidas e dificuldades e que me apoia sempre.

Muito obrigada a todos.







Resumo

A resisténcia a antimicrobianos € atualmente um dos maiores problemas de salde
publica, sendo necesséarias acdes que visem combater esta ameaca global. Face a este
problema, cada vez mais 0s compostos derivados de produtos naturais tém sido utilizados
como agentes antimicrobianos no desenvolvimento de novos tratamentos para
microrganismos resistentes. Face as melhorias tecnoldgicas os materiais hibridos tém sido
altamente investigados, uma vez que as suas carateristicas promissoras 0s tornam
adequados a diversas aplicacdes na area da biomédica, podendo ser utilizados como base
para novos produtos com propriedades antimicrobianas. O uso de polimeros naturais, que
atuam como bases na producdo de filmes ou como misturas para a impressao 3D apresenta
diversas vantagens de onde se destaca a biocompatibilidade. Adicionalmente estes
materiais provém de fontes renovaveis que os tornam muito atrativos em termos de custos

e vantagens ambientais.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a producéo de filmes e pecas
3D, fabricados com matrizes poliméricas com base no 6leo de soja incorporados com
compostos naturais (cinamaldeido, eugenol, o-vanilina e alcool vanilico) a fim de produzir
materiais biocompativeis, com possiveis propriedades antimicrobianas. Outro objetivo foi
estudar o perfil de libertacdo dos compostos dos filmes produzidos. Foram avaliadas as
carateristicas fisico-quimicas e mecéanicas dos filmes incorporados, através da andlise de
FTIR-ATR, absorcdo de agua e ensaios de tracdo. De modo a avaliar a atividade
antimicrobiana dos compostos selecionados e dos filmes produzidos foi utiliza a técnica de
sobreposicdo de soft-agar, onde foram utilizadas duas estirpes de bactérias, a

Staphylococcus aureus e a Escherichia coli.

Na generalidade, os materiais produzidos revelaram-se mais eficazes contra a
Staphylococcus aureus e os filmes de resina OSEA mostraram-se 0S mais promissores.
Relativamente aos compostos ativos, a incorporacao de cinamaldeido apresentou-se como

a mais eficiente para a inibicdo do crescimento bacteriano.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Materiais hibridos, Compostos naturais, Resina

de soja, Impresséo 3D.




Abstract

Antimicrobial resistance is currently one of the biggest concerns regarding public
health so there is a crescent need to act against this global threat. Nowadays, more
compounds derived from natural products have been used as antimicrobial agents in the
development of new treatments against resistant microorganisms. Given technological
improvements, hybrid materials have been highly investigated due to their promising
characteristics for biomedical applications and can be used as a base for new antimicrobial
products. The use of natural polymers, which serve as bases in producing films or mixtures
for 3D printing, presents several advantages, especially biocompatibility. Additionally, these
materials come from renewable sources making them very attractive in terms of cost and

environmental needs.

In this context, one of the present work’s goals was to produce films and 3D objects,
manufactured with soybean-based resins incorporated with natural compounds
(cinnamaldehyde, eugenol, o-vanillin and vanillic alcohol) to produce biocompatible
materials with possible antimicrobial properties. Another goal was to study the release model
of the compounds dopped in the films. Physicochemical and mechanical properties were
determined through FTIR-ATR spectroscopy, water absorption and tensile tests.
Furthermore, the antimicrobial activity was investigated, by the Agar diffusion test, against

Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

Generally, the produced materials were more effective against Staphylococcus aureus
and the AESO films proved to be the most promising. Regarding the active compounds, the

incorporation of cinnamaldehyde was the most efficient in inhibiting bacterial growth.

Keywords: Antimicrobial activity, Hybrid materials, Natural Compounds, Soybean-

based resins, 3D printing.
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Introducéo

1.Introducao

A resisténcia a antimicrobianos (RAM), que acontece quando ocorrem alteragdes nos
microrganismos de modo que os farmacos que os combatem se tornem menos eficazes,
apresenta-se como uma das maiores ameacas a saude publica do século XXI. Dada a
importancia desta resisténcia, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) desenvolveu planos
de acdo de modo a implementar o uso racional de agentes antimicrobianos e para

estabelecer redes de vigilancia desta resisténcia a nivel laboratorial®2.

Tendo em consideracao estes fatores, a descoberta de novos antibiéticos é essencial
para o tratamento de microrganismos resistentes. Os produtos naturais sdo uma das
maiores fontes de novas moléculas farmacolégicas e por esse motivo muitos investigadores
tém focado a sua atencdo no estudo de extratos de plantas, microrganismos e 0leos

essenciais como potenciais agentes antimicrobianos®.

Face as melhorias tecnolégicas na area dos materiais, os materiais hibridos ou
compositos tém sido altamente investigados, uma vez que as suas carateristicas
promissoras os tornam adequados a diversas aplicacdes em diferentes areas, incluindo a
area da biomédica. Os materiais hibridos de base polimérica séo frequentemente usados,
nesta area da saude, para a fabricagcdo de sistemas de libertagédo controlada de farmacos*
°. Apresentam diversas vantagens relativamente aos sistemas de entrega convencionais
gue incluem libertagdo controlada de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos em doses
constantes por longos periodos de tempo no local de acdo pretendido, o aumento da
seguranca e eficacia dos farmacos e ainda o aumento da adesdo dos pacientes ao

tratamento®.

A impresséo tridimensional (3D) tem vindo a tornar-se uma das tecnologias mais
inovadoras, poderosas e revolucionarias na area dos cuidados de saude, devido as suas
vantagens Unicas, tais como a liberdade ilimitada de criacdo de desenhos em 3D e a
capacidade de producao de objetos multifuncionais e econémicos com estruturas altamente

delicadas e complexas, num curto periodo de tempo’®.

A implementacdo da impressdo 3D é extremamente Gtil no desenvolvimento de
terapias individualizadas, tendo esta técnica sido utilizada em diversos sistemas de entrega
de farmacos, nomeadamente sistemas de libertacédo controlada oral, microchips, implantes,
entre outros®. Existem varias técnicas de impressao 3D, sendo a estereolitografia uma das
técnicas mais poderosas e versateis atualmente. Esta € uma técnica que utiliza a
fotopolimerizacdo de resinas liquidas para fabricar o objeto pretendido. Estas resinas

podem ser feitas & base de polimeros de 6leos vegetais que ndo s6 exibem uma excelente
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biocompatibilidade como também uma baixa toxicidade eliminando os riscos associado ao

uso de resinas a base de petréleo®.

1.1. Resisténcia a Antimicrobianos

A RAM é definida como a capacidade de os microrganismos sobreviverem e
manterem-se vidveis sob a influéncia de agentes antimicrobianos. Existem varios tipos de
agentes antimicrobianos tais como os antibidticos, desinfetantes e conservantes
alimentares que podem ser usados de forma a reduzir a capacidade de crescimento dos

microrganismos, inibir a sua multiplicacéo e provocar a sua morte*.

Os agentes antimicrobianos podem ser naturais, semissintéticos ou sintéticos e cada
um deles apresenta diferentes mecanismos que sdo capazes de provocar grandes
alteracdes nos microrganismos, tanto a nivel metabdlico como a nivel fisiolégico. Estas
alteracdes incluem modificacdes na sintese da parede celular, inibicdo da sintese proteica,
inibicdo da via metabdlica e interferéncia com a replicacéo e traducdo do DNA®M.

A RAM é um problema de saude publica a escala mundial*?. Estima-se que 700 mil
mortes sdo atribuidas a RAM, anualmente, e que este niimero possa subir para 10 milhdes
até 2050. Adicionalmente, as infe¢fes causadas por microrganismos patdgenos resistentes
a antibioticos sdo normalmente mais dificeis de tratar resultando em tempos de
hospitalizacdo mais prolongados, apresentando ainda uma maior tendéncia para recidivas,

aumentando significativamente o fardo econémico nos sistemas nacionais de saude®.

Devido & ameaca global crescente deste problema, € necessario perceber a base
genética da resisténcia bacteriana®. A resisténcia a antibiéticos exibida pelas bactérias
pode ser classificada em 3 categorias distintas: intrinseca, adquirida ou adaptativa. A
resisténcia intrinseca refere-se a resisténcia exibida devido as propriedades inerentes da
bactéria. A resisténcia adquirida manifesta-se quando uma bactéria previamente sensivel
adquire um mecanismo de resisténcia por uma de duas formas: por uma mutacéo ou pela
obtencdo de novo material genético de uma fonte exdgena. Por fim, existe ainda a
resisténcia adaptativa que ocorre quando a resisténcia a um ou varios antibiéticos é
induzida por um sinal ambiental, como por exemplo, pH, condi¢cdes nutricionais, entre
outros. Esta é uma resisténcia transitéria, sendo possivelmente o resultado de mudancas

epigenéticas e ndo genéticas que normalmente resultam em fenétipos permanentes®®.
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Para além da base genética da RAM, de modo a determinar as estratégias
terapéuticas adequadas € necessario conhecer mecanismos de resisténcia especificos.

Existem essencialmente 4 tipos de mecanismos de resisténcia, que incluem:

e Diminui¢do da acumulacdo do farmaco por diminuicdo da permeabilidade da
membrana exterior ou aumento do fluxo ativo dos farmacos ao longo da
superficie da célula.

¢ Inativacdo ou modificacdo do farmaco através da producdo de enzimas que
alteram ou destroem o antibiético, tornando-o ineficaz.

e Alteracdo de locais de ligagédo ou acgédo tais como por exemplo a alteragéo de
proteinas de ligacdo a penicilina ou de proteinas de ligacdo aos ribossomas.

e Alteracdo das vias metabdlicas*.

Atualmente, pode-se verificar o rapido aparecimento da RAM a escala mundial e o
seu alastramento de pais para pais mais rapido do que esperado previamente. As
superbactérias e bactérias multirresistentes sdo endémicas em diversas partes do globo. O
USO excessivo e 0 mau uso dos antimicrobianos, nomeadamente dos antibiéticos, tanto no
ser humano como na agricultura, criacao animal e na industria, séo a principal causa deste
alastramento exponencial da RAM'31, E notavel que desde a introducéo dos antibiéticos
na pratica clinica, o desenvolvimento de novos antibiéticos nunca consegue estar a par do
aparecimento da resisténcia. Sendo por este motivo que a principal via para diminuir a
mesma € promover 0 uso correto dos antibiéticos, especialmente nos cuidados de saude.
No entanto, existem outras areas onde 0s antimicrobianos sao utilizados em grandes
guantidades, nomeadamente na industria agricola, que ndo s6 contribui para o
desenvolvimento de RAM, como também atua como uma ligacdo a cadeia de transmissao
de genes de resisténcia que se disseminam pelas aguas do subsolo e pela ingestédo

humanat*.

Tendo em consideracao estes fatores, a descoberta de novos antibiéticos é essencial
para o tratamento de microrganismos resistentes ou prevengdo da sua proliferagdo. Os
produtos naturais sdo uma das maiores fontes de novas moléculas farmacolégicas, visto
que produtos derivados de microrganismos e plantas constituem a maioria dos compostos
antimicrobianos descobertos até hoje. As plantas e outros recursos naturais podem fornecer
uma variedade muito grande de compostos complexos e estruturalmente diversos. Por
estes motivos, varios investigadores tém focado a sua atencdo no estudo de extratos de

plantas, microrganismos e 6leos essenciais como potenciais agentes antimicrobianos?®.
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1.2 Sistemas de libertagdo controlada

Um sistema de libertacdo de farmacos é definido como uma formulacdo ou um
dispositivo que permite a introducéo de uma substancia terapéutica no corpo melhorando a
sua eficacia e seguranca através do controlo do tempo, local e taxa de libertacdo das
substancias no organismo. Este processo inclui a administracdo do produto terapéutico, a
libertacdo das substancias ativas pelo mesmo e o subsequente transporte destas
substancias pelas membranas biolégicas para o local de agdo*®.

Os sistemas de libertacdo de farmacos convencionais, tais como comprimidos,
capsulas e xaropes, sdo muito rapidamente eliminados do organismo e a dose nao € bem
mantida na janela terapéutica. Apdés a toma de uma Unica dose convencional, o farmaco é
metabolizado rapidamente aumentando o seu nivel sérico, seguido imediatamente por um
decréscimo exponencial. Este intervalo de tempo pode néo ser suficiente para induzir um
efeito terapéutico significativo resultando numa resposta sub-terapéutica. Verifica-se,
assim, a necessidade de encontrar abordagens que sejam capazes de manter a
concentracdo do farmaco no plasma superior a concentragdo efetiva minima, mas inferior
a concentracgdo toxica. Abordagens como a administracao de doses mdltiplas em intervalos
regulares e administracéo de uma dose Unica maior do que a dose necessaria apresentam
diversas desvantagens que incluem a flutuagéo dos niveis de farmaco no plasma, aumento

dos efeitos adversos e a fraca adeséo dos pacientes?®.

Surgem entdo os sistemas de libertagéo controlada, que apos a administracdo de uma
Unica dose mantém os niveis de farmacos no plasma constantes, dentro dos valores da
janela terapéutica, proporcionando o efeito terapéutico desejado durante um periodo mais
prolongado. Na Figura 1, estédo representadas as curvas farmacocinéticas da concentragédo
do farmaco no plasma ao longo do tempo, onde se podem observar as diferencas entre

estes dois tipos de sistemas?®.
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Concentracao
téxica minima

Concentracdo
efetiva minima

Concentracao
do farmaco

Tempo —»

Concentracéo
téxica minima

Concentracao
do farmaco

Concentracao
efetiva minima

Tempo —»

Figura 1 — Bélus tipico de (A) um sistema de libertagédo convencional e (B) um sistema de
libertacdo controlada. Adaptado?.

Atualmente, existem muitas exigéncias para o desenvolvimento de sistemas de
libertacdo de farmacos modificados que permitam a reducdo da frequéncia de dosagem e
0 aumento da eficiéncia do farmaco de modo a diminuir a ocorréncia de efeitos secundarios.
Com esse objetivo, tém sido efetuados avangos consideraveis no desenvolvimento de
diferentes sistemas de libertacdo controlada com base em polimeros organicos®. Os
polimeros apresentam carateristicas que possibilitam o desenvolvimento destes tipos de
sistemas, tais como as propriedades mecéanicas ajustaveis, a biocompatibilidade e a
biodegradabilidade. S&o, por definicdo, moléculas compostas pela repeticdo de
mondmeros, sendo a base de alguns dos mais fundamentais materiais do dia-a-dia. Os
polimeros podem ainda ser sintéticos, naturais, hidrofébicos, hidrofilicos, termoplasticos ou
termoendureciveis. Podem também ser ajustados de modo a terem propriedades fisicas e
guimicas desejaveis incluindo o peso molecular, elasticidade, carga da superficie e
polaridade’’.

Todas as propriedades inerentes aos polimeros permitem que estes tenham vindo a
desempenhar um papel fundamento nesta tecnologia permitindo a libertagdo controlada de
farmacos hidrofilicos e hidrofébicos em doses constantes por longos periodos de tempo no

local de acdo pretendido®!8, Outras vantagens inerentes ao uso dos polimeros incluem o
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aumento da seguranca e eficacia dos farmacos e ainda o aumento da adesao dos pacientes

ao tratamento®.

Os sistemas de libertacdo controlada com base em polimeros podem ser
categorizados em 3 tipos de sistemas distintos: sistemas de difusdo controlada, sistemas
ativados por solventes e sistemas controlados quimicamente (biodegradaveis).

e Sistemas de difusdo controlada, nos quais o farmaco € dissolvido ou disperso,
dependendo na solubilidade e concentracdo do farmaco no polimero, numa matriz
ndo intumescivel ou intumescivel mas que ndo se degrade durante a vida
terapéutica®é.

e Sistemas ativados por solventes, onde os farmacos séo incorporados em hidrogéis.
Quando estes sistemas sao expostos a um ambiente aquoso, o hidrogel absorve a
agua levando ao aumentado do seu volume e libertando o farmaco**8,

e Sistemas biodegradaveis, em que a libertacdo do farmaco é obtida através da
degradagcdo do polimero. Nestes sistemas a hidratagdo gradual da estrutura
polimérica pode causar a degradagéo hidrolitica que leva a libertagcdo do seu
conteudo, sendo que a degradacgéo vai depender da estabilidade das ligacdes das

cadeias poliméricas nos fluidos corporais®1°.

1.3. Modelos de libertacdo controlada

Quando um composto bioativo se encontra envolvido por um filme ou membrana
polimérica ou disperso uniformemente numa matriz hidrofilica, a sua libertagdo resulta da
interacéo entre a dissolucéo, a difusdo e os mecanismos de erosdo?. Existem diferentes

modelos cinéticos que representam os mecanismos de libertacao.

A cinética de libertacdo de ordem zero, ocorre quando 0os compostos ativos estédo
envoltos em matrizes que praticamente ndo se desagregam resultado numa libertacéo
constante, geralmente lenta, e ocorre de uma forma linear com o tempo, representada pela

equacao:

Qr = Qo + Kot

Em que Qo representa a quantidade inicial de composto ativo dissolvido na solug&o
(normalmente zero), Q: a quantidade de composto ativo dissolvido no tempo t e Ko, a

constante de libertacdo de ordem zero?°-2,
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No caso da cinética de libertacdo de primeira ordem, esta ocorre quando as
substancias ativas sao hidrossollveis e se encontram incorporadas em matrizes porosas.
Neste caso a libertacdo do composto ocorre geralmente de uma forma proporcional a
guantidade restante no seu interior, conduzindo a que a quantidade de substancia ativa

libertada diminua com o tempo. O perfil desta libertacdo é traduzido pela equacao:

Kt
2,303

logQ: = logQ, +

Onde Q; € quantidade de composto ativo libertado no tempo t, Q, € a quantidade inicial
de composto ativo e K; é a constante de libertacdo de primeira ordem. O gréfico da
quantidade libertada do composto ativo em funcéo do tempo, sera linear?%-22,

Quando o modelo de libertacdo ndo é conhecido ou quando este resulta de dois
processos: 1) a libertacdo do composto bioativo obedece as leis de Fick (difusdo) e 2)
fendmenos de intumescimento da matriz polimérica, por imersao em fluidos, promovem a
libertacdo do composto ativo (transporte caso Il), o modelo matematico genericamente
utilizado para analisar a libertagdo de compostos bioativos em materiais hidrofilicos, baseia-

se na equagdo semi-empirica proposta por Korsmeyer e Peppas.

F=%=Kt"
M

o)

Onde F representa a fragdo de composto ativo libertado segundo o tempo t, em horas,
M, a quantidade de composto ativo libertado no tempo t, em horas, M, a quantidade total
do composto ativo inserido na amostra, K a constante de cinética. O valor n, denominado
de expoente de difusdo ou libertacao é utilizado para caraterizar diferentes mecanismos de

libertacdo, como se encontra descrito na Tabela 1202,

Tabela 1 — Interpretacdo dos mecanismos de libertagcdo por difuséo de filmes poliméricos?.

Expoente de libertacdo (n) Mecanismo de transporte Taxa em funcéo do tempo
n<0,5 Difusdo Quase-Fickiana t"
0,5 Difusdo Fickiana 05
Andémalo
0,5<n<1,0 o tn-l
(transporte nao-Fickiano)

1,0 Transporte de caso |l Independente do tempo

Superior a 1,0 Transporte super caso |l -t
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1.4. Materiais hibridos para sistemas de libertagéo

controlada

Um material hibrido é formado pela juncdo de dois ou mais materiais que possuem
propriedades fisicas e quimicas significativamente diferentes quando combinados, levando
a producdo de um material com propriedades superiores aos materiais constituintes
isolados®?3. Existem diferentes tipos de matrizes utilizadas para o desenvolvimento destes

materiais, entre elas as matrizes poliméricas.

Os materiais hibridos de base polimérica sao frequentemente usados para a fabricacao
de sistemas de libertacdo controlada de farmacos. A aplicacdo de materiais poliméricos
para fins medicinais tem vindo a crescer de forma exponencial, uma vez que os polimeros
estdo incluidos em diversas areas da biomedicina. Adicionalmente aos sistemas de
libertagcdo controlada de farmacos, estes sdo utilizados na engenharia de tecidos,

dispositivos médicos, proteses, oftalmologia, reparacéo de 0sso0s, entre outros.

Os polimeros tém sido utilizados na formulacdo de formas de dosagem solidas,
liquidas e semissélidas e sdo particularmente Uteis no desenvolvimento de sistemas de
libertacdo de fArmacos modificados®. Os materiais poliméricos biodegradaveis podem ser
categorizados em dois grandes grupos consoante o tipo de polimero utilizado, como

naturais ou sintéticos.

Os polimeros de origem sintética apresentam vantagens relativamente aos polimeros
naturais devido a sua versatilidade que lhes permite apresentar um largo espectro de
aplicacdes, tendo a capacidade de alteracdo das suas propriedades mecénicas e de alterar
a taxa de degradacéo, de acordo com as necessidades?*. Polimeros sintéticos como os
poliuretanos e os poliésteres apresentam excelentes aplicacbes no campo da biomédica,
nomeadamente no tratamento de feridas, dispositivos ortopédicos, aplicacdes dentarias e

cardiovasculares e engenharia de tecidos.

Os polimeros naturais, tais como o colagénio, apresentam algumas limitacdes
nomeadamente instabilidade e imunogenicidade?. No entanto, o uso deste tipo de
polimeros em aplicacBes farmacéuticas é bastante atrativo, pois estes sdo econémicos,
rapidamente disponiveis, nado téxicos, capazes de realizar modificacbes quimicas,

potencialmente biodegradaveis e biocompativeis*24.
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1.5. Resinas

O termo resina originalmente era aplicado a produtos naturais de baixo peso
molecular, que eram normalmente definidos como materiais com uma coloracdo amarelada
a castanha, transparentes a opacos, facilmente fundidos e néo cristalizaveis, sollveis na
maioria dos solventes organicos e insollveis em dgua. Com o desenvolvimento da industria
quimica, este termo foi também aplicado a materiais sintéticos que sdo usados como

substitutos para resinas naturais ou para materiais com propriedades fisicas semelhantes.

As resinas sdo produtos com uma massa molecular média, ndo excedendo os 10000
g/mol e sendo que na maioria dos casos esta € menor. Apresentam uma estrutura amorfa
e complexa, ndo exibindo um elevado ponto de fusdo. As resinas podem ser dividas em
naturais e sintéticas?®. As resinas naturais sdo produtos insolliveis em agua, exsudados por
arvores, plantas e animais. A maioria das resinas naturais provém das plantas, sendo o
shellac a Unica resina de origem animal. A composicdo destas resinas € complexa,
contendo diversos compostos, maioritariamente acidos carboxilicos, 6leos essenciais e
hidrocarbonetos. Apresentam-se como um liquido viscoso que se torna sélido através da
evaporacao dos seus componentes mais volateis e pela oxidacéo ou polimerizacado parcial
dos percussores insaturados. Estas resinas sdo utilizadas nos vernizes, tintas de
impressdo, adesivos e composicdes poliméricas?’~?°. As resinas sintéticas resultam de
reacOes quimicas controladas tais como a poliadicdo e policondensacao entre reagentes

bem definidos que n&o apresentam carateristicas de resinas?®.

As resinas a base de petréleo, constituem 65% do volume de resinas usadas por ano
em todo o mundo. No entanto a utilizacdo deste tipo de resinas leva a poluicdo do ar e
apresenta riscos para saude uma vez que possuem quimicos toxicos a serem libertados
das mesmas. Devido a crescente preocupacdo ambiental e reducdo das reservas de
petroleo, os investigadores tém tentado substituir estas resinas de petroleo por resinas
sustentaveis e “amigas do ambiente” de base bioldgica. As biomassas utilizadas incluem

proteinas vegetais, carboidratos, 6leos vegetais, entre outros?’-28,

Os 6leos vegetais sao os mais utilizados como matéria-prima para a producéo de
resinas naturais devido a sua abundancia, baixa toxicidade, biodegradabilidade e as
estruturas de triglicéridos que sao adequadas para a preparacao de varios constituintes de
resinas para cura por ultra-violeta (UV)?*3°, O 6leo de soja e seus derivados tém sido
utilizados como substitutos ideais dos compostos a base de petréleo, sendo a matéria-prima
mais utilizada nas resinas de base vegetal®®®*. Especialmente, o seu derivado Oleo de Soja
Epoxidado Acrilado (OSEA) tem sido diversamente aplicado em resinas para cura por UV

devido aos seus grupos facilmente polimerizaveis. O OSEA ¢ sintetizado através de uma

9
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reacdo de abertura de anéis entre o 6leo de soja epoxidado e o acido acrilico, como esta

representado na Figura 23234,

Atualmente tem-se verificado um crescente uso destas resinas de base biologica
renovaveis na impressao 3D, mais precisamente em técnicas que utilizam a fotoquimica no
desenvolvimento dos objetos 3D*. As resinas fotossensiveis liquidas sdo geralmente
compostas por monémeros liquidos, oligdmeros e fotoiniciadores. Vérias resinas de base
biolégica sdo utilizadas em algumas modalidades de impresséo 3D, incluindo polimeros
derivados da celulose, acrilatos para cura por UV baseados em fenélicos naturais e acrilatos

baseados em 6leos vegetais®.
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Figura 2 — Sintese da resina OSEA. Adaptado®*.

1.5.1. Shellac

O shellac é um polimero natural refinado a partir de uma resina excretada pelo inseto,
Laccifer lacca, que é um parasita em certas arvores, localizadas especialmente na india,
Birmania, Tailandia e no sul da China®. A Unido Europeia permitiu o seu uso como um
aditivo alimentar e apresenta ainda o estatuto de molécula geralmente reconhecida como

segura (GRAS) pela FDA, nos Estados Unidos da América®34,

10
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7

O shellac € uma resina de baixo peso molecular, maioritariamente composta por
poliésteres oxiacidos. Os oxiacidos estao divididos em acidos aleuriticos e acidos terpenos
ciclicos unidos por ligacdes éster, constituindo, respetivamente, 0s componentes
hidrofébicos e hidrofilicos desta resina. Na sua estrutura molecular, apresenta ainda grupos
carboxilo, levando a que o shellac apresente uma baixa acidez e que se dissolva em
solucBes alcalinas. Esta resina é caraterizada pela sua resposta ao pH, excelente
anfifilicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, compatibilidade celular e n&o
toxicidade®***. Uma unidade tipica de shellac apresenta 5 grupos hidroxilo completos, um
grupo carboxilo livre, 3 grupos éster, um Unico grupo aldeido parcialmente escondido e uma
insaturagcdo com uma ligagdo dupla num local, sendo que estes grupos funcionais séo

ligados quimicamente por ligacdes éster, acilal, acetal e éter®” (Figura 3).

Hidrofilicidade de
toda a molécula

Ligacéo éster: carboxilo final do acido aleuritico

Figura 3 — Estrutura quimica tipica do shellac. A — Acido aleuritico; B — Acido terpeno

ciclico. Adaptado®.

Devido as suas excecionais propriedades, o shellac tem sido utilizado em diversas
areas. Desde o inicio do século XXI, devido a necessidade crescente de produtos naturais,
0 espetro de aplicacdes desta resina aumentou significativamente, especialmente no campo
da eletrénica “verde”, impressdo 3D, sensores inteligentes, na inddstria alimentar e

farmacéutica®’.

11
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Nas Ultimas décadas, o shellac tem também sido utilizado para desenvolver
sistemas de libertacdo devido as suas diversas vantagens previamente mencionadas. Os
sistemas de libertagcdo com base no shellac tém sido muitob estudados, demonstrando o
seu grande potencial de aplicacdo tanto na &rea alimentar como na area da medicina.
Comprimidos e filmes contendo substancias ativas que tém por base uma matriz de shellac
podem controlar a libertacdo destas substancias ativas através do ajuste dos parametros

de preparacédo tendo em consideracao os locais de acao e as propriedades do farmaco®.
1.6. Impressao 3D

O conceito de impresséo 3D teve como pioneiro Pierre A. L. Ciraude, na década de
70, ao descrever um método de solidificacdo camada a camada de um material em po, pela
acao de um raio de alta energia. Na década de 80, Carl Deckard desenvolveu um método
de solidificag&o de pos utilizando um raio laser, denominada de sinterizacao seletiva a laser
(SLS). Nesta mesma década, Chuck Hull criou a Estereolitografia (SLA), a primeira

tecnologia de impresséo 3D comercializavel®®.

A impressao 3D é um processo de fabrico aditivo (FA) para a criagdo de objetos, a
partir da adicdo camada a camada de um determinado material selecionado®. Atualmente
existem diversos métodos de impresséao 3D, tendo sido desenvolvidos variando a fonte de
energia, o material utilizado e caracteristicas mecanicas®. Os materiais utilizados s&o
variados e incluem, entre outros, metais, polimeros, polimeros compésitos e ceramicos®.
Entre os diversos métodos de impressdo, 0s mais proeminentes e que sao utilizados na
area médica incluem SLA, SLS, impresséao inkjet, extrusdo, modelagem por deposicéo

fundida e bioimpressao”*.

Apesar da diversidade de métodos inerentes a este tipo de impressao, a preparagéo
do objeto 3D inclui varios passos comuns a todos eles. Inicialmente é feito o desenho do
objeto com recurso a um software de modelagdo, geralmente designado de CAD
(Computer-Aided Design), seguida da otimizacdo da geometria de acordo com as
especificagbes da impressora. Apos o design do objeto, é feita a exportacdo do modelo 3D
para um formato de ficheiro reconhecido pela impressora. De seguida, € feita a importacéo
do ficheiro para o software da impressora, onde sdo geradas as diferentes camadas que
vao ser impressas, sendo que o peso das camadas impressas influéncia essencialmente a
gualidade do objeto e o tempo de impresséao. Por ultimo procede-se a fabricacdo do objeto

3D com a aplicacdo das camadas de material especifico a cada método de impresséo®.

A impresséo 3D tem vindo a tornar-se uma das tecnologias mais inovadoras na area

dos cuidados de saude. O aumento da necessidade de produtos farmacéuticos e
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dispositivos médicos personalizados aliado a constante evolucdo tecnoldgica levou a um
aumento exponencial da MA, na Ultima década, em diversas areas da saude®*“°. Esta
técnica é considerada uma das ferramentas mais poderosas e revoluciondrias na tecnologia
da manufatura precisa devido as suas vantagens Unicas, tais como a liberdade ilimitada de
criacdo de desenhos em 3D, contribuindo para a producao de produtos personalizados, e a
capacidade de producéo de objetos multifuncionais e econémicos com estruturas altamente
delicadas e complexas, num curto periodo de tempo’®. Todas estas carateristicas levaram
a aplicacdo desta técnica na engenharia e em vérias areas ndo médicas, incluindo as
indastrias automovel, aeroespacial e de consumo de bens. No entanto, outras vantagens
como o rapido desenvolvimento dos métodos de impressdo, prototipagem rapida,
minimizacdo do desperdicio, aparecimento de materiais biocompativeis versateis e de ser
uma técnica “amiga do ambiente”, tém vindo a facilitar a aplicagdo da tecnologia de

impresséo 3D na area farmacéutica’®.

A necessidade do desenvolvimento de uma medicina personalizada racionalizando
o uso de farmacos pelos diferentes pacientes nas doses corretas tem sido um topico de
discussdo, uma vez que a natureza heterogénea das doencas é uma fonte de dificuldades
na intervencgao terapéutica. As falhas ou limitacbes dos efeitos terapéuticos sdo algumas
das razdes pelas quais é necessario modificar tanto a forma de dosagem, como a dose da

substancia ativa®®.

A forma apropriada de dosagem precisa de ser selecionada considerando néo
apenas as propriedades fisico-quimicas da populagdo alvo e da patologia a tratar.
Dependendo das necessidades de determinas populacfes, como é o caso da pediatrica e
geriatrica, € comum na pratica clinica a subdivisdo de comprimidos em duas ou até mesmo
guarto partes. Uma subdivisdo inadequada ou perda de massa do farmaco podem levar a
sobre ou subdosagem?®. Por estas razdes, a implementagéo da impressdo 3D pode tornar-
se extremamente Util no desenvolvimento de terapias individualizadas. Por exemplo, tém
sido desenvolvidos diversos sistemas de entrega de farmacos usando a impresséao 3D,
nomeadamente sistemas de libertacdo controlada oral, microchips, implantes,
medicamentos, comprimidos de libertacdo imediata e formas de libertacdo de doses
multifase. Visto que as formas de dosagem personalizadas sdo muito desejadas de modo
a evitar efeitos adversos desnecessarios, corrigir o regime de dosagem e atingir perfis de
libertacdo personalizados, a implementacéo da tecnologia de impresséo 3D apoia também

o desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos personalizados®.
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1.6.1. Estereolitografia e Processamento Digital de Luz

A SLA é um método de impressdo 3D baseado na irradiacdo por laser, tendo sido a
primeira técnica de fabricacdo de forma livre sélida a ser disponibilizada comercialmente. A
producao do objeto 3D por SLA é baseada na solidificacdo controlada de um foto-polimero,
uma resina liquida, por foto-polimerizacdo®3839, A foto-polimerizacdo é uma técnica que
utiliza luz UV ou infravermelha para propagar uma reacao de polimerizacdo em cadeia,
assim, quando a resina liquida é exposta ao laser UV é curada e solidificada em
camadas®*®. As resinas comerciais de SLA contém mondmeros/oligébmeros reativos a cura
por UV ou misturas capazes de realizar ligaces cruzadas e fotoiniciadores para ativar este

processo de polimerizacdo*®,

A impressora 3D de SLA, utiliza um raio laser ou um projetor de luz digital, para irradiar
luz, num determinado padréo, na superficie da resina que esta dentro de um tanque. Desta
forma, a resina irradiada é solidificada a uma determinada profundidade levando a que esta
adira a plataforma de suporte movel (Figura 4). Apos a foto-polimerizagdo da primeira
camada, a plataforma é afastada da superficie e a camada curada é recoberta com aresina
liquida. Este processo é repetido até ser formado o objeto 3D camada a camada, na sua
totalidade®*!. Apds a remocdo do excesso de resina, obtém-se uma estrutura “verde”, ou
seja, uma estrutura em que a conversao dos grupos reativos se encontra incompleta. De
forma a melhorar as propriedades mecanicas destas estruturas procede-se a uma pés-cura

com luz UV*,

Existem diversos parametros a considerar e ajustar neste tipo de impressao. Os
principais parametros que influenciam a qualidade da impressdo por SLA sdo a
profundidade da cura, espessura da camada e o processo de péds-cura. O ajuste destes
parametros fornecem vantagens a esta técnica tais como a alta resolu¢édo, minimizacéo do
aquecimento durante o processo de impressao, eficacia e versatilidade no tempo de
construcgdo, resolucédo espacial e acabamento da superficie®*. A escolha do fotopolimero
€, também, essencial para uma maior qualidade de impresséo, e devera consistir num
liquido que solidifique rapidamente quando exposto a luz UV. Resinas de base acrilica sao
amplamente usadas devido a sua excelente biocompatibilidade, alta resisténcia ao calor e
rapida reatividade. As suas carateristicas permitem o uso frequente destas resinas como
materiais adequados para a prototipagem de alta resolucdo de dispositivos biomédicos
complexos, nomeadamente implantes dentarios e scaffolds de engenharia dos tecidos®.
Um estudo realizado por Miao et al.'° desenvolveu scaffolds 3D biocompativeis a partir da
resina OSEA capazes de apoiar o crescimento de células estaminais mesenquimais

multipotentes da medula 6ssea humana.
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Laser m/ Plataforma movel
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Dispositivo de Espelho
Digital |

Figura 4 — Esquema do principio de funcionamento da impresséo por SLA e DLP.
Adaptado®?.

Processamento Digital de Luz (DLP), € uma técnica de impressao 3D semelhante a SLA,
sendo que ambas utilizam luz para solidificar uma resina fotopolimérica liquida camada a
camada de modo a criar um objeto. A diferenca entre a SLA e o DLP, reside no facto de o
altimo usar um dispositivo espelhado digital (Figura 4). O controlo simultdneo de milhdes de
espelhos permite a cura de uma camada completa de uma so vez, resultando na reducgéo
substancial do tempo de producdo de uma camada. O DLP torna-se assim uma técnica com
uma impressao mais rapida e com um ajustamento mais facil da espessura da camada
comparativamente a SLA®4%4!, A vantagem do DLP de curar toda a camada de uma vez,
sem diferenca entre o contorno e a area interior da camada, torna menos necessario o
processo de pdés-cura, utilizado na SLA. Adicionalmente, o DLP é menos afetado pela
inibicdo de oxigénio comparativamente a SLA, uma vez que a camada de resina que esta

a ser polimerizada se encontra sempre no fundo do tanque e ndo em contacto direto com o
ar40-41.

1.7. Produtos naturais

Os produtos naturais sdo moléculas produzidas por uma fonte biolégica, que incluem
metabolitos secundarios, moléculas que nao estao diretamente envolvidas no crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo e que ndo S&80 essenciais a sobrevivéncia em
circunstancias normais. Estes produtos tipicamente fornecem vantagens competitivas ou
intervém na interacdo e/ou defesa com outros organismos. A biossintese de produtos
naturais é frequentemente Gnica para um organismo especifico e o0 ambiente em que este

reside*®.
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Os produtos naturais tém sido fontes de entidades terapéuticas para uma diversidade
de patologias que incluem: doencas oncolégicas, neuroldgicas, cardiovasculares,
metabdlicas, imunoldgicas, inflamatérias e infeciosas. Estes produtos tém adquirido um
papel importante na identificacdo de compostos antibacterianos, uma vez que dos 126
agentes antibacterianos aprovados entre janeiro de 1981 e setembro de 2019, 11 séo

produtos naturais e 78 séo derivados destes produtos?®.

Agentes antimicrobianos naturais podem ser obtidos de diferentes fontes tais como
plantas, animais, bactérias, algas e fungos, mas tem existindo um interesse crescente em
antimicrobianos derivados de plantas em alternativa aos antimicrobianos comuns. Para
além da sua eficacia, estes compostos exibem a vantagem de as bactérias apresentarem
uma menor tendéncia para desenvolver resisténcia, uma vez que 0s compostos haturais
poderdo abordar simultaneamente varios alvos bacterianos. Certos compostos
antimicrobianos derivados de plantas séo classificados como GRAS, com uma imagem
mais sustentavel que podera ser preferencialmente aceite pelos consumidores. Todos estes
fatores sugerem que os antimicrobianos derivados de plantas poderédo apresentar um valor
significativo nos cuidados de salude e na inddstria uma vez que atendem a procura

crescente de produtos mais ecolégicos pelos consumidores?.

Os Oleos essenciais (OE), também designados por 6leos volateis, sdo liquidos
oleosos aromaticos produzidos naturalmente por plantas, conferindo-lhes um cheiro e/ou
sabor distinto*’~#°. Estes 6leos sdo obtidos de diversas partes da planta nomeadamente das
flores, caules, folhas, sementes, raizes e frutos e armazenados nas cavidades, células
secretodrias, células epidérmicas, canais ou tricomas glandulares*®. Os OE séo produzidos
como metabolitos secundarios das plantas e sdo conhecidos pelas suas propriedades

antibacterianas, antifingicas, inseticidas, antioxidantes e antivirais**->2,

A indastria dos OE tem vindo a tornar-se num mercado altamente ativo e bem-
sucedido na ultima década, uma vez que muitos individuos utilizam diversos produtos que
contém estes 6leos no seu dia-a-dia, como é o caso dos shampoos, sabonetes, cremes,
perfumes, entre outros®2. No entanto, os OE tém sido utilizados pelo ser humano ao longo
dos tempos, ndo apenas como componentes dos perfumes ou como forma de temperos,
mas também na medicina tradicional, devido as suas propriedades biolégicas mencionadas
anteriormente*’. O aumento drastico da resisténcia bacteriana a diversos antibiéticos, que
se tornou numa das maiores ameacas a saude publica nos ultimos anos, criou uma
necessidade acrescida do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos*®°3, Estudos

demonstram que os OE individuais, assim como 0s seus compostos isolados, apresentam
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atividade antimicrobiana contra uma variedade alargada de patdégenos®. Estas

propriedades permitem caraterizar os OE como agentes antimicrobianos naturais®*.

Os OE sédo misturas complexas de compostos naturais, contendo dois ou trés
componentes principais, que constituem 20 a 70% do Oleo, e séo estes componentes que
geralmente determinam as propriedades biolégicas do OE. Os componentes principais
incluem duas classes de origem bioldgica distintas, um grupo que consiste em terpenos e
terpendides e outro constituido por componentes aromaticos e alifaticos, todos
caraterizados pelo seu baixo peso molecular. Os OE podem ainda conter uma diversidade

de outros compostos, tais como, acidos gordos, éxidos e derivados do enxofre4’49,

A atividade antimicrobiana dos OE é, maioritariamente, uma consequéncia da sua
natureza hidrofébica. Os mecanismos antibacterianos dos OE dependem maioritariamente
nas suas respetivas estruturas, componentes quimicos, grupos funcionais e interacées
sinérgicas. Na generalidade, o mecanismo de acao antibacteriano é mediado por uma série
de reacdes bioquimicas na célula e pelo tipo de constituintes quimicos. Adicionalmente, o
modo de acéo difere para os diferentes tipos de microrganismos, nomeadamente entre as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. De uma forma geral as bactérias Gram-
negativas sdo mais resistentes a varios OE devido a sua camada exterior lipopolissacarida
hidrofilica, que limita a difusdo de compostos hidrofébicos. Por outro lado, as bactérias
Gram-positivas podem facilitar a passagem de compostos hidrofébicos devido a presenca
de lipoproteinas na membrana exterior da célula. No entanto, como a maioria dos
componentes bioativos presentes nos OE possuem diversos alvos, é dificil prever a

suscetibilidade de diferentes bactérias a diferentes OE®>.

Diversos mecanismos da atividade antibacteriana dos OE tém sido propostos. A sua
principal acdo antimicrobiana corresponde a destabilizacdo da arquitetura celular, pelos
seus compostos hidrofobicos, que leva a quebra da integridade membranar e aumento da
sua permeabilidade. Isto causa a disrup¢do de varias atividades celulares incluindo a
producdo de energia, 0 transporte membranar e outras acdes regulatérias metabdlicas
(perda de ides inorgéanicos, reducdo do potencial de membrana, sintese de acidos
nucleicos, disfungéo proteica, colapso da bomba de protbes e eliminacdo do ATP). Todos
estes danos podem consequentemente levar a morte celular*®®4. Na Figura 5 esta descrito

um possivel mecanismo de agdo antibacteriano dos OE.
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Figura 5 — Proposta do mecanismo de acdo antibacteriana dos OE®>“.

1.7.1. Cinamaldeido

O cinamaldeido é o principal componente encontrado no 6leo essencial da canela,
sendo o constituinte que confere o odor e sabor a mesma. Trata-se de um liquido viscoso
com uma coloragdo amarelo-palido que surge naturalmente na casca e nas folhas das
arvores de canela da espécie Cinnamomum (Lauraceae), sendo ainda uma molécula GRAS
para preservacéo de comida pela FDA*%3, Apresenta uma massa molar de 132,16 g/mol
e a sua estrutura molecular € composta por um anel de benzeno, uma ligagédo dupla e um

grupo aldeido®*%* (Figura 6).

O

Figura 6 — Estrutura molecular do cinamaldeido.

O cinamaldeido é considerado uma importante especiaria e intermediario orgéanico,

sendo extensamente utilizado na medicina e na industria alimentar devido as suas fortes
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propriedades antibacterianas, antivirais e antisséticas. Adicionalmente possui outras
qualidades atrativas tais como propriedades antiparasitas, inseticidas, anticancerigenas,

antidiabéticas e pré-cicatrizacdo de feridas®->.

O cinamaldeido apresenta uma atividade antibacteriana através de diversos
mecanismos que variam de acordo com o patégeno em questdo, tendo sido reportada a
sua eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No caso da Escherichia coli
(E.coli) e da Staphylococcus aureus (S.aureus), 0 seu mecanismo de acdo envolve a
interacdo do composto com a membrana celular, que resulta no aumento da permeabilidade
da célula, alterando a sua morfologia e danificando a integridade da membrana celular
conduzindo a lise celular e ao vazamento do conteldo citoplasmatico®®. Sendo este o

mecanismo inerente a generalidade dos OE, descrito previamente no ponto 1.7.

1.7.2. Eugenol

O eugenol é um composto aromatico pertencente ao grupo dos fendis, sendo
caraterizado como um fenilpropanoide contendo um guaiacol substituido por uma cadeia
alilo %%, Apresenta uma massa molar de 164,2 g/mol, é ligeiramente sollvel em agua e
sollvel em solventes organicos®'. A sua estrutura molecular esta representada na Figura 7.
Apresenta-se como um liquido amarelo-pdlido e uma consisténcia oleosa, com um odor a Cravo-
da-india e um sabor picante, sendo por isso largamente utilizado na inddstria cosmética,

alimentar, farmacéutica e agricola 062,

CH30 Z

HO

Figura 7 — Estrutura molecular do eugenol.

O eugenol é comummente obtido dos OE naturais de determinadas plantas, tais como
as espécies Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Myristicaceae, sendo ainda o0 componente
mais importante do 6leo do Cravo-da-india®. Este pode também ser obtido de forma
sintética através da alilagcdo do guaiacol com cloreto de alilo ou pode ser produzido por
métodos biotecnoldgicos tais como a biotransformagdo com o envolvimento de Varios
microrganismos como Pseudomonas sp. HR199, Corynebacterium sp., Streptomyces sp.,

E.coli, Bacillus cereus, e Amycolatopsis sp®->"®. Diversos estudos demostram que as
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propriedades biolégicas benéficas do eugenol incluem caracteristicas antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antivirais, anticancerigenas, analgésicas e

antiespasmodicas®®4,

O eugenol demonstrou propriedades antibacterianas contra varias estirpes
bacterianas tais como S.aureus, Pseudomonas aeruginosa e E.coli, sendo que o potencial
antimicrobiano é atribuido ao grupo hidroxilo livre presente na sua estrutura molecular®.
Acredita-se que a acao antibacteriana deste composto contra as bactérias Gram-negativas
€ centrada em danificar a membrana citoplasmatica, uma vez que a sua natureza
hidrofébica permite facilmente penetrar a membrana celular lipopolissacéarida e entrar no
citoplasma. Estando presente no interior da célula, pode causar altera¢des a sua estrutura
resultando no vazamento de componentes intracelulares. De uma forma semelhante,
estudos indicam que o eugenol pode potencialmente inibir a atividade da ATPase ligada a
membrana celular na E.coli. Acredita-se ainda que este composto natural apresenta a
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio intracelulares, que podem causar a
morte celular através da inibicdo do crescimento celular, disrupcao da membrana celular e
danificacdo do ADN®°.

1.7.3. Vanilina

A baunilha é um dos sabores mais populares do mundo e é derivada das vagens
maduras da orquidea Vanilla planifolia. A baunilha é constituida por aproximadamente 200
compostos, no entanto, a sua fragrancia e sabor caracteristicos vém maioritariamente da

molécula vanilina®®.

A vanilina € um metabolito especializado e o ingrediente principal do extrato de
baunilha que se encontra numa concentragéo de 1 a 2% m/m em favas de baunilha curadas.
Apresenta uma massa molar de 152,15 g/mol a sua estrutura molecular € composta por um
anel aromatico ao qual estdo ligados diferentes grupos funcionais, nomeadamente 0s

grupos aldeido, hidroxilo e éter, como se pode verificar na Figura 8°.

O

HO
OCHs

Figura 8 — Estrutura molecular da vanilina.
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A vanilina pode ser obtida de forma natural ou sintética. A vanilina de origem natural
€ isolada do extrato de baunilha, sendo que a vanilina sintética é produzida a partir de
hidrocarbonetos fésseis como o eugenol ou o guaiacol®?%3, Atualmente, aproximadamente
50% da produc¢do mundial de vanilina sintética € usada como intermediario nas inddstrias
gquimica e farmacéutica para a producado de herbicidas, papaverina, Levodopa, Metildopa e
0 agente antimicrobiano Trimetoprim. Este tipo de vanilina é ainda utilizada para produtos

domésticos como ambientadores e ceras para o chao®’.

A vanilina possui diversas carateristicas bioldgicas que incluem propriedades
anticancerigenas, neuroprotetoras, potenciacao antibiotica, antifingicas, anti-inflamatorias,
entre outras®®’. Como outros compostos fendlicos de baixo peso molecular, a vanilina
apresenta propriedades antioxidantes e antibacterianas apresentando assim potencial para
0 uso na preservagdo dos alimentos. Diversos estudos mostram que a vanilina apresenta
atividade antimicrobiana contra leveduras, bolores e bactérias. Este composto demonstrou
uma concentracdo inibitéria minima de 15, 75 e 35 mM para a E.coli, Lactobacillus
plantarum e Listeria innocua, respetivamente. Alguns derivados da vanilina apresentam
atividade contra microrganismos infeciosos, indicando que este composto pode comportar-
se como um precursor para a sintese de agentes antibacterianos, sendo que a derivagéo

do mesmo melhorou a sua atividade antibacteriana®4-°.

Neste trabalho foram utilizados dois compostos derivados da vanilina, a o-vanilina e

o alcool vanilico, cujas estruturas moleculares se encontram representadas na Figuras 9.

@] A OH B

e

OCHs o

OH OH

Figura 9 — Estrutura molecular da o-vanilina (A) e do alcool vanilico (B).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

2.1.1. Producéo de filmes e pegas 3D

O estudo de desenvolvimento de filmes e pegas 3D com potenciais propriedades

antimicrobianas iniciou-se com a sele¢éo das resinas e outros biopolimeros utilizados.

A primeira resina que foi testada, para incorporagdo de compostos com potenciais
propriedades antimicrobianas, foi a resina comercial Anycubic Plant-based UV Resin
adquirida a Anycubic® que apresenta carateristicas distintas e vantajosas
comparativamente as resinas comuns utilizadas para os mesmos propésitos, que se

encontram descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas da resina Anycubic®®%°,

Carateristicas Resinas Comuns Resina Anycubic®

“ Intenso Suave
Industrial Oleo de Soja
405 nm 355 nm - 410 nm
Dificiimente degradavel Biodegradavel

De acordo com o fabricante trata-se de uma resina derivada do 6leo de soja epoxidado
gue contém monoémeros metil metacrilato (MMA) na sua composigéo e um fotoiniciador ndo
identificado e cuja estrutura se admite ser maioritariamente a que se apresenta na Figura
10.
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Figura 10 — Possivel estrutura quimica da resina Anycubic®.

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros desta resina.

Tabela 3 — Parametros da resina Anycubic®®°

Dureza 89D
Viscosidade 150-135 MPa/s
Densidade do sélido 1,05-1,25 g/cm?
Comprimento de onda 355 nm - 410 nm
Forca de flex&o 40-50 MPa
Forca de extenséao 35-45 MPa
Deformacéo térmica 5545 °C
Alongamento na rotura 8%-12%
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Para a realizacdo de outros filmes foi utilizada a resina OSEA, adquirida a Sigma
Aldrich e apresenta-se como um liquido viscoso amarelo (18000-32000 cps, a 25 °C), de
aspeto semelhante ao mel, com densidade de 1,04 g/mL a 25 °C e estabilizado com 4,000
ppm de monoetil éter hidroquinona como inibidor. O shellac usado em combinacdo com a

resina Anycubic® foi adquirido & A.F sutter and Co,Ltd.

Os compostos utilizados para produzir os filmes hibridos foram o eugenol (EUG),
cinamaldeido (CIN), o-vanilina (OV) e alcool vanilico (AV). O EUG e o CIN foram adquiridos

a Thermo Fisher Scientific, 0 AV e OV a Alfa Aesar.

2.1.2. Ensaios microbiolégicos

De modo a realizar os ensaios microbiol6gicos foram produzidos 3 meios de cultura,
sendo estes o meio Mueller-Hinton broth (MHB), Mueller-Hinton Soft (MHS) e Mueller-
Hinton agar (MHA). O MHB e o Agar técnico foram adquirido & Thermo Fisher Scientific
(Oxoid) e 0 MHA & Scharlau.

2.2. Preparacéo dos filmes

2.2.1. Producéo dos filmes de resina Anycubic®

Os filmes de resina Anycubic® foram realizados em placas de Petri, com um diametro
de 9,5 cm. O volume de resina utilizado foi determinado de modo que os filmes
apresentassem uma espessura de 0,1 cm. Os filmes foram incorporados com uma
percentagem dos compostos antimicrobianos de 10% (m/m) relativamente a massa de
resina utilizada. No caso dos filmes incorporados com CIN, estes foram ainda produzidos
com quantidades de 7,5%, 5%, 2,5% e 1% (m/m). Os compostos utilizados foram
inicialmente dissolvidos em etanol, com recurso a agitacao magnética, sem aquecimento, e
qgquando necessaria agitacdo por ultrassons. A quantidade de etanol utilizada foi a
guantidade minima necessaria para dissolver os compostos e a agitacéo teve uma duracdo
média de 5 minutos. Apos a dissolucao dos compostos, estes foram incorporados na resina,
num copo de precipitacdo. A mistura contendo os compostos dissolvidos e a resina foi
posteriormente transferida para a placa de Petri e colocada sob luz UV de 405 nm, durante

5 minutos.
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2.2.2. Producéo dos filmes de resina Anycubic® e shellac

Os filmes de resina Anycubic® e shellac foram realizados em placas de Petri, com um
didametro de 9,5 cm. O volume de resina utilizado foi determinado de modo que os filmes
apresentassem uma espessura de 0,1 cm. Os filmes foram produzidos com 75% de resina
Anycubic® a qual foi acrescentado 25% de shellac. Os filmes foram incorporados com uma
percentagem dos compostos naturais de 10% (m/m) relativamente a massa total de resina
utilizada. No caso dos filmes incorporados com CIN, estes foram ainda produzidos com
guantidades de 7,5%, 5%, 2,5% e 1% (m/m). Primeiramente foi dissolvido o shellac em
etanol, com agitacdo magnética e a uma temperatura entre 80 °C e 100 °C durante
aproximadamente 15 minutos. Apos a dissolu¢do completa do shellac foram acrescentados
0S compostos, continuando a agitacdo por mais 5 minutos. A mistura homogeneizada foi
depois adicionada a resina Anycubic® e mantida em agitacdo até esta ficar totalmente
liquida. A mistura composta foi posteriormente transferida para a placa de Petri e colocada
sob luz UV de 405 nm, durante 5 minutos.

2.2.3. Producé&o dos filmes de resina OSEA

Os filmes de resina OSEA foram realizados em placas de Petri, com um diametro de
9,5 cm. O volume de resina utilizado foi determinado de modo que os filmes apresentassem
uma espessura de 0,2 cm. Os filmes foram incorporados com uma percentagem dos
compostos naturais de 10% (m/m) relativamente a massa total de resina utilizada. No caso
dos filmes incorporados com CIN, estes foram ainda produzidos com quantidades de 7,5%,
5%, 2,5% e 1% (m/m). De modo a reduzir o tempo de cura dos filmes foi acrescentado a
cada filme, um fotoiniciador, etil fenil (2,4,6-trimetilbenzoil) fosfinato, numa quantidade de
0,5% (m/m) relativamente & massa de resina OSEA utilizada. Os compostos utilizados em
conjunto com o fotoiniciador foram dissolvidos em etanol, com recurso a agitacdo
magnética, sem aquecimento, e quando necessaria agitacdo por ultrassons. A mistura foi
depois adicionada a resina OSEA e mantida em agitacdo e a uma temperatura de
aproximadamente 50 °C até a homogeneizagdo total. A mistura composta foi
posteriormente transferida para a placa de Petri e colocada sob luz UV de 405 nm, durante

10 minutos.
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2.3. Producao de pecas 3D

As pecas para impressdo 3D foram desenhadas num software de CAD 3D,
Solidworks. Foram desenhados 4 tipos de pecas com um formato cilindrico, com dimensdes
distintas, apresentando diametros de 10 ou 15 mm e alturas de 5 mm ou 2 mm. As pecas
foram impressas na impressora 3D Anycubic Photon Mono, com um tanque que ja tinha
sido adequado em trabalhos prévios de modo a necessitar de uma menor quantidade de
resina e consequentemente compostos para a impressao das pecas pretendidas.

Para imprimir as pecas 3D foi utilizada uma massa de resina de 10 g, na qual foram
incorporados 0s compostos numa quantidade de 10% (m/m). No caso da resina OSEA foi
ainda acrescentado o fotoiniciador selecionado. A resina foi colocada diretamente no taque
de impressdo e posteriormente foi adicionada a mistura de etanol com o composto e

homogeneizados com uma vareta de vidro.

2.4. Ensaios microbioldgicos

De modo a avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos selecionados e os filmes
produzidos foi utiliza a técnica de sobreposi¢ao de soft-agar, muito semelhante a técnica de
difusdo de discos em agar, método usado em muitos laboratérios de microbiologia. Neste
método as amostras a testar sdo colocados sobre um meio de agar solidificado e apds
incubacdo, medido o halo de inibicdo da atividade antibacteriana®°. Neste trabalho foram
usadas duas bactérias, uma Gram-positiva, S.aureus ATCC25923, e uma Gram-negativa,

E.coli ATCC25922. Os ensaios foram efetuados em triplicado.

As culturas bacterianas foram cultivadas em cerca de 10 mL de meio MHB, a uma
temperatura de 37 °C, condi¢Bes aerbbicas sob agitacdo contante de 180 rpm, durante a
noite. As colbnias de bactérias crescidas durante a noite foram posteriormente transferidas
para um meio composto por MHB e 0,5% de agar técnico, o MHS, a uma concentracao final
de 1x10°8 unidades formadoras de colénias (cfu) por mL. O meio inoculado foi mantido a 60
°C até finalizar o método. Nas placas de Petri de 9 cm foram colocados 10 mL de meio MHA
e esperou-se até a solidificacéo total. De seguida colocou-se 6 mL da solucdo de MHS
inoculado com as bactérias e deixou-se novamente solidificar. Apds a solidificacdo dos
meios colocaram-se os filmes previamente cortados, com um didmetro de 0,9 cm, os
compostos soélidos (2 mg) e os compostos liquidos (2 pL) em discos de papel de filtro. Por
fim incubou-se as placas inoculadas a uma temperatura de 37 °C durante a noite. Apés

incubacdo mediu-se o halo de inibicéo e fotografaram-se as placas™.
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2.5. Ensaios de absorc¢édo de agua

Os ensaios de absorcdo de agua séo utilizados para determinar a capacidade de
hidratacdo dos materiais produzidos. A importancia deste estudo em aplicacdes biomédicas
gue utilizem matrizes poliméricas, advém do facto da biocompatibilidade da matriz poder
estar parcialmente relacionada com a sua capacidade de aumentar de volume quando

imersas em meio aquoso.

Para realizar estes ensaios foram cortadas amostras retangulares com dimensfes de
1x2 cm dos filmes incorporados previamente. Foram utilizadas 2 amostras de cada filme.
Seguidamente as amostras foram pesadas (m;) e colocadas num baldo de Erlenmeyer com
20 mL de agua destilada. Deixou-se as amostras dentro de &agua durante 24 h, a
temperatura ambiente. Apos as 24h horas, retiraram-se as amostras e secaram-se num
papel absorvente. Apds estarem completamente secas, pesou-se as amostras novamente

(my). A taxa de absorcdo de dgua foi posteriormente calculada utilizando a formula’:

~ . me —m;
Taxa de absorgio de agua (%) = — x 100

2.6. Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel

A espetrofotometria Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) é uma metodologia analitica pouco
dispendiosa, simples e ndo destrutiva aplicavel a uma classe variada de compostos
organicos e alguns inorganicos. Esta técnica € baseada em transi¢es eletronicas das
moléculas organicas que ocorrem quando estas absorvem a luz e excitam os eletrdes de
uma orbital de baixa energia para outra de maior energia que esteja desocupada. Sendo
assim este método mede a absorvancia ou transmitancia da luz nas zonas do ultravioleta
e da luz visivel. O espetrofotdmetro emite uma luz de comprimento de onda conhecido
gue passa pela amostra e um detetor regista a luz transmitida do lado oposto. Com esta
informacé&o é possivel determinar a quantidade de composto, uma vez que segundo a Lei
de Lamber-Beer a intensidade da luz absorvida € proporcional a quantidade de amostra
que absorve no material analisado’. Neste trabalho foi utilizado um espetrofotémetro da

Agilent Technologies Carry 60 UV-Vis.
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2.6.1. Ensaios de libertacdo controlada

De modo a verificar e quantificar a libertacdo do composto incorporado nos filmes
poliméricos, estes foram cortados em circulos com um diametro de 0,9 cm. De seguida os
filmes cortados foram colocados num baldo de Erlenmeyer contendo etanol. As quantidades
de etanol variaram entre 100 mL e 200 mL e utilizou-se 3 amostras de cada filme. A
libertacéo foi avaliada por espetrofotometria UV-Vis. Durante a primeira hora de libertacéo,
a absorvancia foi medida de 15 em 15 minutos e ap6s a primeira hora, em intervalos de 30
minutos. Os dados foram posteriormente tratados numa folha de céalculo de forma a obter a

percentagem de libertagdo dos compostos.

2.7. Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas

de Fourier com Reflexdo Total Atenuada

A espetroscopia de infravermelho € uma técnica de caraterizagdo essencial para
elucidar a estrutura da matéria a nivel molecular. A composi¢cdo quimica e o arranjo das
ligacdes dos constituintes dos matérias poliméricos pode ser obtida utilizando esta técnica.
Os espetrometros de FTIR adquirem o espetro infravermelho pela transformacéo de Fourier
do sinal de um interferémetro com um espelho moével para produzir uma transformacgéo do
sinal infravermelho. O espetrometro pode operar nos modos de transmissdo ou reflexao,
mas também no modo da reflexdo total atenuada (ATR). Neste modo a reflexdo
infravermelha é atenuada pela absorcdo da camada superficial da amostra. A absorcao
versus a frequéncia carateristica da luz transmitida pela amostra irradiada fornece a
estrutura molecular da espécie em questdo. Portanto, o FTIR permite determinar os
componentes ou 0s grupos de atomos que absorvem a radiacdo infravermelha em

frequéncias especificas permitindo a identificacdo da estrutura molecular’.

Neste trabalho, os espetros FTIR-ATR foram obtidos com recurso a um equipamento
Shimadzu IRA Affinity-1S. Foram adquiridos espetros por cada amostra dos filmes
produzidos e respetivos compostos, obtidos entre 4000 e 650 cm™* com uma resolucgdo de

2 cm™ e 36 varrimentos.
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2.8. Ensaios de tracao

Num ensaio de tracdo uma amostra de tamanho uniforme e standard é colocada numa
maquina de testes mecénicos, que regista a forca e o deslocamento atingidos durante o
ensaio. Neste trabalho, uma vez que os materiais testados sdo de origem polimérica, optou-
se por utilizar os provetes adaptados de acordo com os valores definidos pela norma ASTM
D882. O tamanho adequado da secg¢do a testar deverd, entdo, ser de 50 mm de

comprimento, uma vez que a generalidade dos provetes tinha espessura inferior a 1 mm?.

Para a realizacdo do ensaio de tracdo, tendo em consideracdo a norma apresentada,
os filmes produzidos foram cortados com dimensdes de 50 mm x 10 mm. De modo a obter
amostras uniformes foi utilizado um molde produzido por impressao 3D, representado na
Figura 11-A. Na Figura 11-B encontra-se apresentado um exemplo da colocagéo das

amostras no equipamento. Para este trabalho foi utilizado o equipamento Instron 5966.

Figura 11 — A — Peca de auxilio para o corte de amostras; B — Ensaio de tracéo de um filme

de resina Anycubic® e shellac.

Adicionalmente foi ainda utilizada uma tecnologia para efetuar a medicdo das
deformacbes dos materiais em estudo, denominada de sistema DIC (Digital Image
Correlation). Esta técnica consiste num sistema 6tico tridimensional que permite efetuar
medicGes da deformacdo e deslocamento do material selecionado’®. Este sistema capta
imagens a alta frequéncia através de duas camaras, correlacionando-as posteriormente.
Para utilizar este sistema é necessério fazer a pintura prévia dos provetes, primeiro com
uma tinta branca e depois com tinta preta (Figura 12), de forma a criar o contraste que
permite determinar a posi¢éo instantanea dos varios pontos pretos existentes no provete,

pelo software’’. O sistema DIC utlizado foi da Dantec Dynamics, Modelo Q-400 3D,
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equipado com duas camaras com uma resolucéo de 6 megapixéis, com 50,2 lentes focais
e abertura de /8. As imagens foram registadas a uma frequéncia de 10 Hz. O software que

permite a correlacdo de imagens foi o Instra 4D.

Optou-se por este sistema de medicdo, pois 0 mais convencional de extensometria,
necessaria para determinar algumas propriedades, nomeadamente o modulo de Young,

promovia uma fratura precoce do provete.

Figura 12 — Provetes utilizados (A) e ensaio com utiliza¢do do sistema DIC (B).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Preparacéo e caracterizacao de filmes antimicrobianos

Os filmes produzidos para este trabalho foram realizados com 3 bases poliméricas
distintas, nomeadamente a resina Anycubic®, a resina OSEA e uma mistura de resina
Anycubic® e shellac (75:25 m/m). Todos os filmes poliméricos foram dopados com 10%

(m/m) de CIN, EUG, OV e AV respetivamente de acordo com as referéncias apresentadas
na Tabela 3.

Tabela 4 — Filmes poliméricos produzidos.

Filmes

Base Polimérica Composto Cddigo
Sem Composto RI
10% de EUG RI-EUG
Resina Anycubic® 10% de CIN RI-CIN
10% de OV RI-OV
10% de AV RI-AV
Sem Composto RS
. . 10% de EUG RS-EUG
RSl petlise e 10% de CIN RS-CIN
10% de OV RS-0V
10% de AV RS-AV
Sem Composto OSEA
10% de EUG OSEA-EUG
Resina OSEA 10% de CIN OSEA-CIN
10% de OV OSEA-OV
10% de AV OSEA-AV

Para os filmes dopados com CIN, onde os resultados de atividade antimicrobiana se
revelaram promissores, produziram-se ainda filmes de resina Anycubic® e shellac e de

resina OSEA incorporados com percentagens de 7,5%, 5%, 2,5% e 1% (m/m) deste
composto (Tabela 4).
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Tabela 5 - Filmes poliméricos produzidos com diferentes quantidades de CIN.

SNES

Base Polimérica Composto Cdédigo
7,5% de CIN RS-7,5CIN
Resina Anycubic® e 5% de CIN RS-5CIN
shellac 2,5% de CIN RS-2,5CIN
1% de CIN RS-1CIN
7,5% de CIN OSEA-7,5CIN
. 5% de CIN OSEA-5CIN
Resina OSEA 2,5% de CIN OSEA-2,5CIN
1% de CIN OSEA-1CIN

3.1.1. Filmes de resina Anycubic®.

Os filmes de resina Anycubic® foram produzidos de acordo com a metodologia
descrita no ponto 2 — Materiais e Métodos. Apés a cura, de aproximadamente 5 minutos, os
filmes apresentavam uma espessura de 1 mm e aspeto transparente tanto no filme controlo
(RI) como nos filmes dopados com EUG e CIN. Os filmes incorporados com OV e AV
apresentavam um aspeto amarelado, consequéncia da cor amarela destes compostos,
como apresentado na Figura 13. Todos os filmes se revelaram pouco flexiveis e bastante

frageis e quebradigos.

Figura 13 — Filmes de resina Anycubic®; A) RI; B) RI-EUG; C) RI-CIN; D) RI-OV; E) RI-AV
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3.1.2. Filmes de resina Anycubic® e shellac

Os filmes de resina Anycubic® e shellac foram produzidos de acordo com a
metodologia descrita no ponto 2 — Materiais e Métodos. ApoOs a cura de aproximadamente
5 minutos, os filmes apresentavam uma espessura de 1 mm. Comparativamente aos filmes
produzidos com resina Anycubic®, estes ndo demonstram a mesma transparéncia e todos
exibiram uma coloragdo mais amarelada, consequéncia da cor do shellac, como esta
representado na Figura 14. Os filmes preparados com esta mistura de resinas apresentaram
maior elasticidade/flexibilidade e menor fragilidade comparativamente aos filmes

produzidos com resina Anycubic®.

Figura 14 — Filmes de resina Anycubic® e shellac; A) RS; B) RS-EUG; C) RS-CIN; D) RS-
OV; E) RS-AV.

3.1.3. Filmes de resina OSEA

Os filmes de resina OSEA foram produzidos de acordo com a metodologia descrita
no ponto 2 — Materiais e Métodos. Apds o processo de cura, de aproximadamente 10
minutos, os filmes apresentavam uma espessura de aproximadamente 2 mm. Todos o0s
filmes produzidos com resina OSEA incluem 0,5% de etil fenil (2,4,6-trimetilbenzoil)
fosfinato, selecionado como fotoiniciador, para o filme realizar o processo de cura completo.
Todos os filmes tém uma coloragdo amarela resultado de cor da propria resina, como se
pode verificar na Figura 15. Estes exibiam alguma transparéncia e comparativamente aos
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filmes anteriormente mencionados apresentaram maior fragilidade. Apés a cura, os filmes

encontravam-se ligeiramente viscosos pelo que foram limpos com etanol.

Figura 15 — Filmes de resina OSEA; A) OSEA; B) OSEA-EUG; C) OSEA-CIN; D) OSEA-

OV; E) OSEA-AV.

3.2. Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana de todos os filmes produzidos foi avaliada numa técnica
de sobreposicdo de soft-agar contra duas estirpes de bactérias, uma Gram-positiva,
S.aureus ATCC 25923, e uma Gram-negativa, a E.coli ATCC25922. Este teste € um
método simples e de fécil aplicagdo, comumente utilizado para avaliar se o agente
antimicrobiano incorporado na matriz do filme polimérico inibe o crescimento microbiano,
avaliando desta forma os novos materiais produzidos como possiveis matrizes para a
producéo de pecas com aplicabilidade na area da engenharia biomédica.

As propriedades antimicrobianas dos filmes foram avaliadas pela presenca ou
auséncia do crescimento das bactérias em estudo, na area de contacto do disco do filme
com a superficie de agar medindo o halo de inibi¢do formado.
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3.2.1. Filmes de controlo e compostos isolados

Como controlo positivo, foram produzidos filmes das 3 bases poliméricas estudadas
incorporados com 1% de gentamicina, um antibiético aminoglicosideo que exibe atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-negativas aerdbicas e algumas bactérias Gram-
positivas, sendo utilizado para o tratamento de diversas infe¢des comuns’7’® e cuja

estrutura molecular se apresenta na Figura 16.

OH
CHs

0
H3C HEN
N o ?.EJANH
" e 2
HgN NHZ

Figura 16 — Estrutura molecular da gentamicina.

Os filmes controlo positivo, das trés bases incorporados com 1% (m/m) de
gentamicina, foram referenciados da seguinte forma: filme de resina Anycubic®: RI-GEN;
filme de resina Anycubic® e shellac: RS-GEN e o filme de resina OSEA: OSEA-GEN. Como
controlo negativo foram utilizados os filmes das trés bases poliméricas sem qualquer

composto incorporado.

O potencial antimicrobiano dos compostos isolados (EUG, CIN, OV e AV) foi avaliado
para a quantidade de 2 mg e 2 UL e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17.

E.coli

S.aureus

Figura 17 — Imagens dos testes de difusdo dos compostos; A) e E) EUG; B) e F) CIN; C) e
G) OV; D) e H) Av.
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Figura 18 — Grafico representativo do halo de inibicdo dos compostos contra a E.coli e a

S.aureus.

A andlise das imagens apresentadas na Figura 17 permite verificar que todos os
compostos em estudo promoveram a formacao de halo de inibicdo, para ambas as estirpes
estudadas. De acordo com o comprimento do halo formado (Figura 18) verifica-se que,
relativamente a E. coli, os quatro compostos (EUG, CIN, OV e AV) apresentam resultados
semelhantes, nas condi¢cdes em estudo. No que se refere a avaliagdo contra a S. aureus,
o comportamento observado foi diferente, com valores de inibicdo crescentes de acordo
com a sequéncia: AV, EUG, OV e CIN.

Os resultados obtidos encontram-se de acordo com os dados da literatura nos quais
as bactérias Gram-negativas sdo tendencialmente mais resistes a diversos OE, moléculas
caraterizadas pela sua natureza hidrofébica, consequéncia sua camada exterior
lipossacarida ser mais impermeavel a este tipo de compostos®*®. De forma a avaliar a
lipofilicidade dos compostos foi determinado o valor do LogP, no software Chemdraw.
Verificou-se que o EUG e o CIN apresentam valores mais elevados de 2,57 e 1,93
respetivamente, enquanto a OV e o AV exibem valores inferiores de 1,27 e 0,94. Estes
valores demonstram que 0s compostos que apresentam maior lipofilicidade sdo mais
eficazes contra as bactérias Gram-positivas, como é descrito na literatura e como se

verificou neste ensaio.

Deste ensaio conclui-se que os compostos em estudo (EUG, CIN, OV e AV)

apresentam atividade antimicrobiana nas condigées do mesmo.

Analisados os compostos procedeu-se a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
filmes controlo positivo (RI-GEN, RS-GEN, OESA-GEN) e controlo negativo (RI, RS e
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OSEA). Nas Figuras 19, 20 e 21 estao apresentados os resultados visuais e os valores dos

halos de inibi¢éo, respetivamente, obtidos para as referidas amostras.

E.coli

S.aureus

Figura 19 — Imagens dos testes de difusdo dos filmes controlo negativo; A) e D) RI; B) e E)
RS; C) e F) OSEA.

E.coli

S.aureus

Figura 20 — Imagens dos testes de difusdo dos filmes controlo positivo; A) e D) RI-GEN; B)
e E) RS-GEN; C) e F) OSEA-GEN.
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Figura 21 — Gréfico representativo do halo de inibigdo dos filmes de controlo positivo contra
a E.coli e a S.aureus.

E possivel verificar que os filmes controlo negativo (RI, RS e OSEA) n&o
apresentaram formagéao de halo de inibicdo e, consequentemente, atividade antibacteriana,
assegurando que nenhuma das matrizes poliméricas em estudo, por si s6, promove a
inibicdo do crescimento bacteriano para as estirpes estudadas, tal como esperado
atendendo a que nao tém incorporado os agentes antimicrobianos. Este resultado assegura

agente ativo incorporado nos filmes.

No caso dos filmes controlo positivo, incorporados com 1% de gentamicina, (RI-GEN,
RS-GEN e OSEA-GEN) pode verificar-se que em todos os casos existiu formacéo de halo
de inibic&o e, consequentemente, todos apresentaram atividade antimicrobiana para ambas
as estirpes estudadas, validando desta forma o que era esperado uma vez que, como
referido, a gentamicina € um antimicrobiano potente. Este resultado assegura que existiu

libertagdo da gentamicina de todas as matrizes dos filmes em estudo.

3.2.2. Filmes de resina Anycubic®

Os resultados obtidos para os filmes de resina Anycubic®, incorporados com 10%
(m/m) dos compostos selecionados, apresentam-se na Figura 22. A sua analise revela que
os filmes dopados com CIN e OV apresentaram formacéo de halo de inibicdo. No entanto,
pode verificar-se que para o filme RI-OV a inibicdo de crescimento bacteriano foi visivel

para ambas as estirpes, enquanto no filme RI-CIN, s6 se observou para a inibicdo de
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crescimento da estirpe S. aureus (Figura 22-B,F e 22-C,G). Para os dois filmes restantes,
nomeadamente, RI-EUG e RI-AV, néo se verificou a formagéo de um halo de inibicao, tal

como se visualiza na Figura 22-AE e 22-D,H.

E.coli

o . K ‘ |

Figura 22 — Imagens dos testes de difusao dos filmes de resina Anycubic dopados; A) e E)
RI-EUG,; B) e F) RI-CIN; C) e G) RI-OV; D) e H) RI-AV.

Tendo em consideracdo, que 0s compostos isolados apresentaram atividade
antibacteriana relativamente as estirpes em estudo, o facto de os filmes RI-EUG e RI-AV
ndo formarem um halo de inibicdo nas estirpes testadas sugere que podera existir uma
interacdo entre a matriz polimérica e os compostos, que ndo permite uma difusdo mais
eficaz da matriz polimérica no tempo de ensaio. Contudo existem outros fatores tais como
a fraca solubilidade em meio aquoso e a polaridade que podem também ter contribuido para

os resultados observados.

3.2.3. Filmes de resina Anycubic® e shellac

Face aos fracos resultados de atividade antimicrobiana obtidos com os filmes
incorporados produzidos com a resina Anycubic® e com o objetivo de aumentar porosidade
da matriz foram produzidos filmes cuja matriz resulta de uma mistura 75:25% (m/m) de
resina Anycubic® com shellac. Todos os filmes foram incorporados com 10% (m/m) dos
compostos antimicrobianos em estudo e o0s resultados obtidos para a atividade
antimicrobiana podem ser visualizados na Figura 23.
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E.coli

Figura 23 — Imagens dos testes de difuséo dos filmes de resina Anycubic® e shellac
dopados; A) e E) RS-EUG; B) e F) RS-CIN; C) e G) RS-OV; D) e H) RS-AV.

A andlise dos resultados permite verificar que a incorporacdo de shellac ndo trouxe
melhorias significativas a libertacdo dos compostos da matriz mista (resina Anycubic® e
shellac) relativamente ao observado para a matriz de resina Anycubic®. No entanto,
verificou-se que a libertacdo do CIN foi mais eficaz pois os halos de inibicdo formados pelos
filmes RS-CIN foram superiores (1,8 cm para a E.coli e 2,2 cm para a S.aureus) aos
formados com os filmes semelhantes de resina Anycubic® (0 cm para a E.colie 1,5 cm para

a S.aureus).

O CIN mostra-se assim como o composto com melhor atividade antibacteriana
quando incorporado nestes filmes. Face aos resultados obtidos optou-se por aprofundar o
estudo variando a quantidade de CIN e produziram-se filmes com quantidades inferiores do
composto, nomeadamente 7,5%, 5%, 2,5% e 1% (m/m) de modo a tentar encontrar a
guantidade minima necessaria de CIN para que os filmes dopados apresentassem atividade

antibacteriana.

Inesperadamente nenhum dos novos filmes produzidos de resina Anycubic® e shellac
com quantidades inferiores de CIN (RS-7,5CIN, RS-5CIN, RS-2,5CIN e RS-1CIN)
apresentou formacao de um halo de inibicdo (Figura 24). Este resultado sugere que 10%
(m/m) de CIN é a quantidade minima para a producdo de um material com caracteristicas

antimicrobianas, nesta base polimérica.
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E.coli

o

el

Figura 24 — Imagens dos testes de difusao dos filmes dopados de resina Anycubic® e
shellac; A) e E) RS-7,5CIN; B) e F) RS-5CIN; C) e G) RS-2,5CIN; D) e H) RS-1CIN.

3.2.4. Filmes de resina OSEA

A semelhanca dos filmes previamente mencionados, os filmes de resina OSEA
incorporados com os compostos naturais foram também avaliados relativamente a sua
atividade antibacteriana. Os resultados obtidos para os filmes de resina OSEA com 10%
(m/m) dos quatro compostos em estudo apresentam-se na Figura 26.

E.coli

S.aureus

Figura 25 — Imagens dos testes de difusao dos filmes de resina OSEA dopados; A) e E)
OSEA-EUG; B) e F) OSEA-CIN; C) e G) OSEA-OV; D) e H) OSEA-AV.
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Verificou-se que os filmes incorporados, com 0s quatro compostos em estudo,
produzidos com resina OSEA apresentaram uma melhor atividade antimicrobiana que os
filmes semelhantes produzidos gquer com resina Anycubic® quer com a mistura 75:25 resina
Anycubic® e shellac. A analise das imagens apresentadas na Figura 25, mostra que existiu
formacéo de halo de inibi¢cdo para todos os filmes contra a estirpe S. aureus, sugerindo que
a libertag&o da matriz polimérica é mais eficaz nos filmes de resina OSEA. Também neste
caso o resultado mais promissor foi obtido para o filme incorporado com CIN, pelo que, a
semelhanca do descrito para mistura resina Anycubic® e shellac, se procedeu a produgéo
de filmes de OSEA com quantidades inferiores de CIN, nomeadamente OSEA-7,5CIN, OSEA-
5CIN, OSEA-2,5CIN e OSEA-1CIN, de forma a avaliar a sua atividade antimicrobiana (Figura
26).

E.coli

S.aureus

Figura 26 — Imagens dos testes de difusdo dos filmes de resina OSEA dopados; A) e E)
OSEA-7,5CIN; B) e F) OSEA-5CIN; C) e G) OSEA-2,5CIN; D) e H) OSEA-1CIN.

Pela observacéo dos resultados da Figura 26, consta-se que existiu halo de inibicdo
nos filmes OSEA-7,5CIN e OSEA-5CIN para ambas as estirpes de bactérias estudadas o
gue sugere que 5% (m/m) de CIN é a quantidade minima para a producdo de um material
com caracteristicas antimicrobianas, nesta base polimérica.
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3.2.5. Analise comparativa dos resultados dos ensaios
antimicrobianos

Com base nos resultados obtidos, constata-se que a atividade antibacteriana foi
diferente consoante a base polimérica dos filmes e os compostos nelas incorporados.
Existiu ainda uma diferenca na atividade antimicrobiana relativamente a bactéria, Gram-
negativa ou Gram-positiva. Na generalidade os filmes hibridos tiveram uma atividade
inibitéria mais eficaz contra a S.aureus (Gram-positiva), como se pode constatar pelos
resultados apresentados na Figura 27. Com base no tamanho do halo de inibi¢cdo formado,
constata-se que os filmes de resina OSEA incorporados com CIN apresentaram a melhor
atividade antibacteriana contra ambas as estirpes estudadas. No caso dos filmes dopados
com EUG, estes apenas apresentaram atividade antibacteriana nos filmes produzidos com

OSEA contra a S.aureus.
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Figura 27 — Gréfico representativo do halo de inibicdo dos filmes hibridos contra a E.coli (A)

e a S.aureus (B).
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Os filmes produzidos com a resina OSEA foram os que apresentaram melhores
resultados de inibicdo contra a bactéria Gram-negativa, uma vez que todos os filmes
dopados apresentaram atividade antibacteriana. O CIN foi o composto com a maior
capacidade de libertacdo dos filmes, especialmente nos ensaios realizados com a S.aureus,
uma vez os filmes produzidos com as 3 bases poliméricas apresentam uma boa atividade
antibacteriana. Contra esta bactéria, a OV também demonstrou ser um agente

antimicrobiano promissor nas bases poliméricas utilizadas, no entanto com valores de
inibicdo inferiores ao CIN.

3.3. Analise de FTIR-ATR

A técnica analitica FTIR-ATR, foi utilizada para investigar eventuais alteracdes
macromoleculares e possiveis interacdes estabelecidas entre os polimeros base e os
diferentes compostos ativos incorporados. Todos os filmes produzidos foram analisados e
0s espectros de FTIR-ATR comparados com os obtidos para os compostos utilizados e
respetivos filmes controlo, para cada grupo. Na Figura 28 apresentam-se, como exemplo,
os espectros de FTIR-ATR, para os filmes de resina Anycubic®, resina Anycubic® e shellac
e resina OSEA incorporados com o CIN.
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Figura 28 — Espetros FTIR-ATR dos filmes de resina Anycubic®, resina Anycubic® e shellac

e resina OSEA, incorporados com CIN.

De uma maneira geral, os espectros dos filmes dopados, ndo apresentam diferencas
significativas relativamente ao espetro do filme de controlo, para cada grupo. E também
possivel verificar que para os trés casos, nos espectros dos filmes controlo (RI, RS e OSEA)
€ possivel identificar, as bandas de estiramento caracteristicas dos grupos CH, e CH3 das
cadeias saturadas observadas a 2920 e 2852 cm™ e a banda de flexdo C-H identificada a
1450 cm™. As bandas de alongamento caracteristicas de éster (C=0) e (C-O) foram
observadas a 1720 cm? e 1241 cm’, respetivamente, caracterizando desta forma a
estrutura das resinas derivadas do 6leo de soja. Todas estas bandas séo identificadas de
forma expressiva nos filmes dopados produzidos, uma vez que 90% do material do filme é
composto pela base polimérica. Ainda assim, é possivel identificar a presenca dos
compostos ativos incorporados. No exemplo da incorporacdo de CIN é identificada a
presenca da banda a 1670 cm, caracteristica do grupo carbonilo presente na sua estrutura,
nos espetros FTIR-ATR dos filmes RI-CIN, RS-CIN e OSEA-CIN.

Analise semelhante foi feita para todos os outros filmes dopados, cujos espectros se
encontram apresentados no Anexo 1, 2 e 3 e os compostos incorporados identificados da
mesma forma. No entanto, a analise dos resultados de FTIR-ATR ndo permitiu identificar
alteracdes nas matrizes poliméricas importantes que permitissem concluir sobre a forma de

interacdo dos diferentes compostos nas matrizes.
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3.4. Ensaios de Libertagcao Controlada

De modo a realizar os ensaios de libertacdo controlada foram obtidos os espetros UV-
vis dos compostos (EUG, CIN, OV e AV) incorporados nos diferentes filmes, que se
apresentam na Figura 29. Para cada composto foi selecionado o comprimento de onda (A)
onde a absorvancia era maxima, e os ensaios de libertacdo, em etanol, foram realizados a

esse valor. Foram utilizados os valores maximos de 280 nm, 285 nm, 340 nm e 280 nm

para o EUG, CIN, OV e AV, respetivamente.

A B

1,5 )

© o 1,5
o 1 ‘C
C C
<0 <«©

e c 1
3 3
© 0,5 o

< < 0,5

0 0

250 270 290 310 210 260 310
A (nm) A (nm)
15 C 1,5 D

S 1 S 1
C C
<O <0
2 2
2 2
e} Q0

. 0,5 2 0,5

0 0

230 280 330 380 250 270 290 310
A (nm) A (nm)

Figura 29 — Espetros de UV-vis (em etanol) dos compostos utilizados; A) EUG (2,4x10 mol/L); B)
CIN (3,9x10° mol/L); C) OV (6x10° mol/L); D) AV (2x10-4 mol/L).

3.4.1. Filmes de resina Anycubic®

Os perfis de libertagdo, em etanol, dos filmes de resina Anycubic® (RI-EUG, RI-CIN,

RI-OV e RI-AV) foram realizados em etanol durante 24 h e apresentam-se na Figura 30.
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Figura 30 — Perfis de libertagdo dos filmes RI-EUG, RI-CIN, RI-OV e RI-AV, em fung&o do

tempo.

A andlise dos resultados permite verificar que existe uma semelhanca no perfil de
libertacdo dos filmes RI-EUG, RI-AV e RI- OV, com uma tendéncia de libertacdo gradual e
linear ao longo do tempo, tendo-se atingido percentagens de 88%, 92%, e 92%,
respetivamente, nas 24 h em estudo. No filme RI-CIN o comportamento, apesar de linear,
ndo apresentou um perfil crescente. Nos trinta minutos iniciais registou-se uma libertacao

de 17% que se manteve praticamente constante (20%) no final de 24 h de ensaio.

No caso do filme dopado com EUG, verifica-se uma taxa de libertacdo de 40% apds
4h de ensaio que aumenta para 0s 88%, ap6s 24 h e que se mantém praticamente constante
apo6s 48 h. Os filmes dopados com OV e AV seguem a mesma tendéncia, com libertacdes
ligeiramente mais baixas nas primeiras horas, de 26% e 34%, respetivamente. Nestes dois
filmes verifica-se a libertacdo quase total da quantidade do composto (92%) apés as 24 h,

para ambos os filmes, que registam os maximos de 99% apds 48 h de ensaio.

O filme incorporado com CIN apesar de, matematicamente, apresentar um perfil
semelhante, os valores de libertacdo registados séo significativamente inferiores aos
obtidos para os restantes compostos, s registando 19% de libertacdo nas primeiras 4h,
subindo linearmente para 0s 26% apos 24 h de ensaio. Apés 72 h de ensaio registou-se um
valor de 38%, revelando que este material apresenta uma libertacdo muito lenta do

composto da matriz polimérica o que podera ser vantajoso em aplicacdes de longa duracéo,
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onde o objetivo sera a libertacdo progressiva e em baixas quantidades do composto em

questéo.

3.4.2. Filmes de resina Anycubic® e shellac

Os perfis de libertacdo, em etanol, dos filmes de resina Anycubic® com shellac
incorporados com 0s compostos previamente mencionados, até as 24 h de libertacéo, estao
representados na Figura 31.
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Figura 31 — Perfis de libertagdo dos filmes RS-EUG, RS-CIN, RS-OV e RS-AV, em fungéo
do tempo.

Pela analise dos perfis de libertagcdo obtidos pode-se verificar que existem dois
comportamentos distintos. Os filmes RS-EUG e RS-CIN, apresentaram um comportamento
exponencial atingindo valores de libertac&do elevados nas primeiras 4 h de ensaio, quando

comparados com os obtidos para os filmes RS-OV e RS-AV.

No caso do filme RS-EUG, apo6s as primeiras 4 h de ensaio observou-se uma
libertacdo de 80% do composto incorporado, valor que aumenta para 0s 90% apos 24 h de
ensaio. O filme RS-CIN apresenta também uma libertacao elevada atingindo 82% ap06s 4 h
de ensaio, valor que se mantém praticamente inalterado apdés as 24 h. Estes dois
compostos apresentam estruturas quimicas semelhantes, podendo ser este 0 motivo dos

seus perfis de libertagcdo apresentarem estas semelhancas entre si.

Relativamente ao filme RS-OV, este apresenta uma libertacdo consideravelmente

mais baixa nas primeiras 4 h de ensaio, com um valor de 35%, que vai subindo
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gradualmente para 50% ap0s 24 h de ensaio. Face aos resultados prolongou-se o tempo
de ensaio e no final de 72 h observou-se que a percentagem de libertacdo subiu para os
62% (dados ndo apresentados na Figura 31). Um comportamento semelhante foi observado
para o filme RS-AV tendo-se registado uma percentagem de libertacdo de 26% apo6s 4 h
que aumenta para os 64% no final das 24 h. Para estes dois compostos os resultados
revelam uma libertacdo mais gradual. As diferencas observadas sugerem que, uma vez que
a matriz € a mesma, a libertacdo dos compostos depende essencialmente das diferentes

interacbes que se estabeleceram entre a matriz e 0s compostos.

3.4.3. Filmes de resina OSEA

Os perfis de libertacdo, em etanol, dos filmes de resina OSEA incorporados com 0s
compostos previamente mencionados, até as 24 h de libertacao, estao representados na
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Figura 32 — Perfis de libertacdo dos filmes OSEA-EUG, OSEA-CIN, OSEA-OV e OSEA-AV,

em funcgéo do tempo.

Relativamente aos filmes produzidos com a resina OSEA todos eles apresentaram
um perfil de libertacdo em que a difusdo dos compostos da matriz ocorre nas primeiras 4 h

de ensaio.

Para o filme OSEA-EUG, registou-se uma libertacdo de 71% apés 4 h de ensaio,
aumentando progressivamente para os 91% apoés 24 h. A libertacdo do filme OSEA-AV foi
muito rapida, uma vez que ao apos 30 minutos de ensaio 72% do composto se encontrava

em solucéo, valor que aumentou para 86% apés 24h.
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No que diz respeito ao filme OSEA-OV, aproximadamente 50% do composto € libertado
nas primeiras 4 h de ensaio, valor que aumenta para os 60% apds 24 h. O filme OSEA-CIN
apresenta uma baixa percentagem de libertagéo, de apenas 32% apos 4 h, valor este que

se mantém apoés 24 h.

3.4.4. Andlise conjunta dos resultados de libertacao

Na Tabela 6 encontram-se sumarizados os valores da taxa de libertacdo dos diversos
filmes produzidos, em etanol, apés 4 h e 24 h de ensaio.

Tabela 6 — Resultados de libertacdo, em etanol, dos diferentes filmes hibridos, apés
4 h e 24 h de ensaio.

Taxa de Libertagcéo (%)

Filmes hibridos 4h 24h
RI-EUG 39 88
RI-CIN 19 26
RI-OV 26 92
RI-AV 34 92

RS-EUG 80 91
RS-CIN 82 83
RS-OV 35 50
RS-AV 26 64

OSEA-EUG 71 92
OSEA-CIN 32 33
OSEA-OV 51 60
OSEA-AV 86 86

Na generalidade, a maioria dos filmes hibridos produzidos apresentaram boas taxas
de libertacdo apds 24h de ensaio. Verifica-se que a libertagdo do EUG se revelou bastante
promissora para as trés matrizes em estudo relativamente aos restantes compostos. Em
contraste, os filmes incorporados com CIN exibem taxas de libertagdo muito inferiores nas
bases utilizadas, com a excec¢do do filme OSEA-CIN que nas primeiras 4h de ensaio liberta

82% do composto.
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Nos filmes de resina Anycubic® e de resina Anycubic® e shellac dopados com OV e
AV, os perfis de libertacao foram muito similares nas primeiras horas de ensaio, com valores
gue variam entre os 26% e os 35% que tém tendéncia para aumentar substancialmente
apos as 24 h, especialmente nos filmes de resina Anycubic®. No caso destes filmes
produzidos com a resina OSEA os perfis de libertacdo diferem dos anteriormente
mencionados, uma vez que grande parte do composto € libertado nas primeiras 4 h de

ensaio.

Os resultados apresentados sugerem que existem diferentes interacBes dos
compostos com a base polimérica onde sdo incorporados, especialmente uma forte
interagdo dos compostos OV e AV com a mistura de resina Anycubic® e shellac. No caso
do CIN, parece existir também uma forte interagdo com as bases poliméricas que nao
permitem a libertagdo da maior parte do composto incorporado, uma vez que os valores de
libertacdo sdo muito baixos quando utilizadas as duas resinas de soja em estudo, exceto
guando incorporado na mistura de resina Anycubic e shellac, onde apresentou valores de

libertacdo consideravelmente superiores.

3.4.5. Estudos da cinética de libertacéo

De modo a determinar os mecanismos de libertacdo dos filmes estudados, o modelo
a adotar foi uma Lei de Poténcia, F = Kt™ a qual representa uma relacdo néo linear entre F
e t. Este foi considerado o modelo de ajustamento adequado ao estudo em gquestao, onde

t é a variavel temporal e K e n sdo parametros.

Como o modelo apresentado é nao linear, a abordagem, para determinar os melhores

valores de K e n, consistiu em proceder a uma linearizagdo da seguinte forma:
InF = In(Kt™)
(=)InF =InK +Int"
(=)InF=lnk+nlnt

Substituindo In F por y, Ink por ao, n por a: e Int por X, repare-se que y = InF varia
linearmente com x = Int. Deste modo, passa-se de uma relacdo n&o linear inicial t/F para

uma relacdo linear x = Int/ y = In F, representada analiticamente pela expresséo:

y= ag+ ax
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Neste contexto, como resultado da analise da regressdo linear obtida surgem os
valores ap € ai, 0 que permite de seguida determinar os valores de K e n. Considerando as
libertacdes de todos os filmes em estudo, foram determinados estes valores para cada
amostra (ensaio de libertagdo). De seguida apresenta-se como exemplo os calculos

efetuados para o ensaio de libertagédo do filme OSEA-CIN.

Utilizando o modelo acima descrito, e de acordo com os dados experimentais obtidos,

foi obtida uma reta de regresséo linear com a seguinte expressao:
y = 3,1337 + 0,1966x

Como ay =InK, logo Ink = 3,1337 e consequentemente K=22,95877 e n=0,1966.
Logo,

F = 22,95877 t91966

Foram determinados os valores para os ensaios de libertagdo dos restantes filmes

estando a informagédo resumida na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores obtidos do estudo cinético de libertacdo dos filmes

Mecanismo de transporte de

Filmes . _
substancias ativas

Cinética de ordem zero
0,4273 Cinética de ordem zero
3,2362 Cinética de ordem zero
2,9423 Cinética de ordem zero
0,5293 Anémalo

0,3207 Difusdo quase Fickiana
0,1698 Difus&o quase Fickiana
1,9733 Cinética de ordem zero
0,1898 Difus&o quase Fickiana
0,1966 Difusdo quase Fickiana
0,2025 Difusdo quase Fickiana
0,080 Difusdo quase Fickiana
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Pelos resultados apresentados na Tabela 7, verifica-se que todos os filmes de resina
Anycubic® apresentaram um perfil de libertacdo que ndo se ajustou ao modelo de difusao
de Fick. Os resultados obtidos, nas 24 h dos ensaios de libertacdo, para 0s quatro
compostos ativos incorporados nesta resina, Sao expressos por uma regressao linear, o
gue se traduz num modelo de libertacdo de ordem zero. Este modelo sugere que a matriz
em causa hdo se desagrega facilmente e que 0s compostos se encontram mais
“bloqueados” dentro da matriz, resultando numa libertagdo mais lenta e constante ao longo

do tempo.

Para a matriz resina Anycubic® e shellac, os dados experimentais de libertacdo do
EUG, CIN e OV permitiram o ajuste ao modelo de difusdo de Fick verificou-se que os valores
de n obtidos permitem concluir que a libertacdo do EUG ndo obedece ao modelo (com
n>0,5) e que o CIN e a OV obedecem ao modelo, com valores de n < 0,5, sugerindo que a
libertacdo destes compostos desta matriz € mais rapida nas primeiras horas de contacto
com o fluido. Relativamente a libertacdo do AV, da mesma matriz, os resultados obtidos
sugerem uma libertag&o linear ao longo do tempo, revelando que, para este composto, a

libertacdo segue uma cinética diferente e mais lenta que a dos trés compostos iniciais.

Para a matriz de OSEA, os resultados obtidos nos ensaios de libertagdo de todos os
compostos incorporados, permitiram um ajuste ao modelo de difusdo de Fick, com valores
de n < 0,5, sugerindo que a maior parte dos compostos se liberta nas primeiras horas de
ensaio. Estes resultados sugerem que a incorpora¢do dos compostos na resina OSEA néo

se encontra tdo “bloqueada” como nas matrizes anteriores.
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3.5. Ensaios de tracao

3.5.1. Resisténcia a tracdo e extensao maxima

Os ensaios de tracdo foram realizados de acordo com o ponto 2.8 dos Materiais e
Métodos. De modo a obter os valores de resisténcia a tracdo méaxima e de extensdo maxima
efetuaram-se graficos tensdo-extensao para cada uma das amostras testadas. Na Figura
33 estdo representados os graficos referentes a 2 ensaios, um de um material mais
resistente & tracdo (Figura 33-A) e outro menos resistente (Figura 33-B). Nesta figura
também se entram representados pontos (C e D) que indicam a resisténcia a tragdo maxima

dos dois materiais.
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Figura 33 — Graficos tensado-extensédo do filme RI (A) e do filme OSEA (B); Pontos da

resisténcia maxima a tragao (C e D).
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Figura 34 — Gréfico representativo dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a
tracdo dos filmes de resina Anycubic®; A) Resisténcia a tracdo maxima; B) Extensao

maxima.

Constatou-se que a resisténcia a tragdo nestes filmes é significativamente diminuida
com a incorporacdo dos compostos em estudo (Figura 34 — A). O filme controlo (RI), sem
incorporacdo de composto, apresenta uma resisténcia a tracao de 6,74 MPa, valor este que
diminui em todos os filmes dopados, especialmente para o filme incorporado com CIN com
um valor de 2,32 MPa significando uma redugdo de aproximadamente 76%. Para os
restantes filmes os valores diminuem em cerca de 49%, 48% e 39% quando incorporados

com EUG, OV e AV, respetivamente.

Relativamente aos valores de extensdo maxima dos filmes testados a tendéncia €
semelhante a resisténcia a tracao, sendo que em geral os filmes dopados apresentam uma
extenséo inferior ao filme controlo, com a exceg¢éo do filme incorporado com o CIN. O filme
de controlo exibe uma extensdo de 1,91% que aumenta para os 2,46% no filme incorporado
com CIN. Nos restantes filmes verifica-se uma pequena diminuicdo deste valor para os
restantes filmes (OV, EUG e AV). Verifica-se, entdo, uma menor fragilidade do filme RI-EUG
comparativamente ao filme controlo e aos restantes filmes testados produzidos com aresina

Anycubic®.

Foram também testados os filmes produzidos com uma mistura de resina Anycubic®
e shellac. Pela observacédo do grafico (Figura 35 - A) verifica-se uma tendéncia inversa na
resisténcia a tracdo comparativamente aos filmes produzidos com a resina Anycubic®.
Apesar da resisténcia a tracdo do filme de controlo, RS, ser ligeiramente inferior a do filme
de controlo RI, com um valor de 5,10 MPa, todos os filmes produzidos com base nesta

mistura apresentam valores superiores, especialmente no filme RS- EUG que exibe mais
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do dobro da resisténcia, com 10,89 MPa. Os restantes filmes apresentam também valores

superiores aos do filme controlo, no entanto com uma menor discrepancia entre eles.

A B

z% 16 6
O
g 14 5
o~ 12 <
s & 10 5 4
%é 8 3
o 6 7 I 1 I g 2
) 4 0

0 0

QN
& ({90 %p\e O F & <<>>® ,o\é %'OA %’VA
& & & ¢ & & & <

Figura 35 — Gréfico representativo dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a
tracdo dos filmes de resina Anycubic® e shellac; A) Resisténcia a tracdo méaxima; B)

Extensao maxima.

No que diz respeito a extensao maxima (Figura 35 - B) apresentada pelos filmes
testados, esta apresenta uma tendéncia semelhante ao parametro anteriormente referido,
na qual a incorporagéo dos compostos leva a um aumento da sua extensdo, tornando-os
mais adequados para o tipo de aplicagdes onde estes filmes poderéo ser utilizados. O filme
controlo apresenta uma extensdo de 1,66%, ligeiramente inferior ao filme de resina
Anycubic®. O filme com a maior extensao é o dopado com AV, com um valor de 5,22%, ao

qual se segue o de OV, EUG e por fim o de CIN.

No caso dos filmes produzidos com resina OSEA, apresentaram uma tendéncia
semelhante aos filmes de resina Anycubic® relativamente a resisténcia a tracdo, sendo que
os filmes incorporados exibiram valores inferiores aos do filme controlo, OSEA. Estes filmes
provaram ser oS que apresentam a maior fragilidade comparativamente aos filmes
produzidos com as outras 2 bases poliméricas, uma vez que apresentaram valores de

resisténcia a tracdo muito inferiores e reduzida extensdo maxima (Figura 36).
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Figura 36 — Gréfico representativo dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a

tracdo dos filmes de resina OSEA,; A) Resisténcia a tragdo maxima; B) Extensdo maxima.

Relativamente aos dados obtidos para a extensao (Figura 36 — B), verifica-se que a
evolugdo é inversa a obtida para a variacdo da resisténcia mecéanica, com o filme controlo
a apresentar um valor inferior (1,61%) relativamente aos valores encontrados para os filmes
dopados (2,11%, 2,14% e 2,49%), com a excec¢ao do filme OSEA-EUG (1,55%).

Comparando as diferentes bases utilizadas, observou-se que os filmes produzidos
com a resina OSEA apresentaram 0s menores valores de resisténcia a tragcdo
comparativamente com os filmes produzidos com as outras bases poliméricas utilizadas.
Verificou-se que os filmes dopados que apresentaram o0s valores mais elevados deste
parametro foram os filmes produzidos com a mistura de resina Anycubic® e shellac.
Relativamente aos valores de extenséo, os filmes dopados produzidos com a mistura de
resina Anycubic® e shellac foram novamente 0s que apresentaram os maiores valores

deste parametro.

A avaliagéo geral dos resultados obtidos revela que tanto nos filmes produzidos com
resina Anycubic® e shellac como nos produzidos com OSEA, a incorporagdo dos
compostos leva a um aumento da extenséo (exceto OSEA-EUG), ou seja, permite um maior
alongamento antes da fratura sendo esta uma propriedade mecénica importante para a
producéo de filmes. Verifica-se ainda que os filmes de resina Anycubic® e shellac s&o os
gue apresentam os maiores valores de resisténcia a extensao tornando-os menos frageis
guando comparados com as outras bases poliméricas utilizadas e assim mais adequados

para as aplicacdes biomédicas dos filmes estudados.
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3.5.2. Modulo de Young

O médulo de Young ou médulo de elasticidade (E) descreve a rigidez relativa de um
material, no qual um material rigido possuird& um médulo de elasticidade elevado e um
material flexivel um moédulo de elasticidade baixo 8.Numa curva tenséo-extensdo, que o
material apresenta uma regido com o comportamento linear € feita a continuacao dessa reta
por uma tangente e o modulo de Young pode ser determinado pela divisdo da tenséo pela

extensdo em qualquer ponto desta reta 8.

Como referido no ponto 2.8 dos Materiais e Métodos, para além dos ensaios de tragao
realizados no equipamento Instron, utilizou-se o sistema DIC para determinar a deformacao
dos provetes testados. O sistema DIC apresenta diversas vantagens na determinacdo de
parametros como o deslocamento e a extensao dos materiais e € uma tecnologia utilizada
para diversos propoésitos, nomeadamente para caraterizacdo do comportamento mecanico
dos materiais e a identificacdo de algumas constantes inerentes aos mesmos, onde se inclui

0 médulo de Young’®.

Foram entdo obtidos os gréaficos tensdo-extensdo com e sem a utilizacdo do sistema
DIC. Uma das grandes vantagens deste sistema é o facto de este medir o deslocamento de
pontos que se encontram no provete, conseguidos pela aplicagdo de tinta branca e preta
nos mesmos, enquanto o ensaio de tracao realizado sem esta tecnologia nos apresenta o
deslocamento entre as amarras do equipamento. No entanto, ao analisar ambas as curvas
tensdo-extensao obtidas, verifica-se que a diferenca entre elas € pouco significativa, como

se pode observar no grafico apresentado na Figura 37.
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Figura 37 — Gréfico representativo das curvas tensdo-extensdo do filme RS-EUG, com e

sem o sistema DIC.
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Foram entdo obtidas as curvas para todos os provetes utilizados e determinado o
modulo de Young para cada um dos filmes produzidos. Na Figura 38 estdo apresentados

os valores do médulo de Young obtidos para cada um dos filmes produzidos.

Pela observagédo dos valores apresentados neste gréfico verifica-se que, com era
espectavel, os filmes produzidos apresentaram valores do médulo de Young elevados,
demostrando a sua elevada resisténcia quando se aplica um deslocamento. A semelhanca
do que acontece com a resisténcia a tracao previamente apresentada, os valores do médulo
de Young sao superiores para o filme controlo Rl (803 MPa), seguido do filme RS (368 MPa)
e por fim o filme de OSEA (189 MPa).
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Figura 38 — Mddulo de Young dos filmes de resina Anycubic (A), resina Anycubic® e shellac

(B) e resina OSEA (C).

Percebe-se ainda que, geralmente, com a incorporacdo dos compostos nos filmes,
estes apresentaram valores de modulo inferiores aos filmes controlo, ou seja, adquiriram
alguma elasticidade mesmo que pouco evidente, especialmente nos filmes produzidos com
a resina OSEA. Constata-se que estes graficos seguem na sua maioria a tendéncia

apresentada pelos graficos de resisténcia a tracdo respetivos apresentados no ponto
anterior.

3.6. Ensaios de absorcéo de agua

Os ensaios de absor¢do de dgua foram realizados de acordo com o descrito no ponto
2.5 dos Materiais e Métodos, e os resultados apresentados na Figura 39. Este ensaio teve
como objetivo quantificar a percentagem de agua absorvida pelas amostras dos filmes
produzidos. Esta é uma propriedade importante uma vez que indica a capacidade de
hidratagcdo dos polimeros caracteristica que estd relacionada com a libertagdo os
compostos incorporados.

Taxa de absorgéo (%)
o = N w AN (&3] [e)}

RI RI- RI- RI- RI-
EUG CIN (0)Y] AV
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Figura 39 — Taxa de absorcédo de agua dos filmes de resina Anycubic (A), resina Anycubic®

e shellac (B) e resina OSEA (C), apés 24h.

Pela observacdo dos resultados representados na Figura 39, verifica-se que
independentemente da matriz polimérica utilizada, na generalidade, existiu uma tendéncia
para a diminuicao da taxa de absorcao de agua nos filmes incorporados com 0os compostos
em estudo relativamente aos respetivos filmes controlo. Os filmes produzidos com resina
Anycubic® e com a mistura de resina Anycubic® e shellac apresentaram os maiores valores

de absorc¢éao, quer nos filmes controlo quer nos filmes incorporados.

Nos filmes de resina Anycubic®, o filme controlo (RI) apresentou uma taxa de
absorcdo de agua de 3,6% e a incorporacdo dos compostos levou a sua diminuicdo em
todos os filmes com a excecdo do filme RI-AV (5,7%). No que diz respeito aos filmes
produzidos com a mistura de resinas (Anycubic® e shellac) o filme controlo, RS, apresentou
o maior valor (4,7%), com valores de absorcéo crescentes de acordo com a sequéncia: OV,
AV, EUG e CIN. Os filmes produzidos com a resina OSEA sé@o os que apresentaram
menores taxas de absorcéo, com o filme controlo (OSEA) com um valor de 1% e o filme

OSEA-OV com apenas 0,1% de absorc¢ao.
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3.7. Producao de pecas 3D

3.7.1. Pecas 3D de resina Anycubic®

As pecgas de resina Anycubic® foram produzidas numa impressora de DLP, através
da cura UV. Os parametros de impresséo foram alterados de modo a imprimir as pegas com
0 maior rigor possivel. Esta resina tem indicagdo dos limites dos parametros como esta

representado na Tabela 8.

Tabela 8 — Parametros para impressao de pecas 3D de resina Anycubic®®°,

Parametro Valores recomendados

Camadas inferiores 5-10

Tempo de exposicao das
camadas inferiores

Tempo de exposicdo
normal

Como ja foi referido foram desenhadas pecas 3D com didmetros de 1 e 1,5 cm e
alturas de 0,2 e 0,5 cm, num total de 4 pecas distintas que estédo discriminadas na Tabela
9. Na tabela 10 estdo apresentados os coédigos atribuidos a cada uma das pecas

produzidas.

Tabela 9 — Dimensbes das pecas 3D

Diametro (cm) Altura (cm)

Pecal 1,5 0,5
Peca 2 1 0,5
Peca 3 15 0,2

Peca 4 1 0,2
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Tabela 10 — Cédigos das pecas 3D produzidas

Base Polimérica Composto Cédigo
10% de EUG PRI-EUG
. . 10% de CIN PRI-CIN
Resina Anycubic® 10% de OV PRI-OV
10% de AV PRI-AV

10% de EUG POSEA-EUG

. 10% de CIN POSEA-CIN

Xes s O 10% de OV POSEA-OV

10% de AV POSEA-AV

Ao imprimir as pegas com a resina Anycubic® estas dimensdes foram atingidas através do
ajuste dos parametros recomendados. Neste caso foram usados os seguintes valores:

e Camadas inferiores: 6
e Tempo de exposicao das camadas inferiores: 40s

e Tempo de exposicdo normal: 10 a 12s

Apobs varias tentativas de impressao determinou-se que estes eram os valores que
produziam pecas de maior qualidade e com as dimensfes pretendidas. De seguida,
procedeu-se a impressdo das pegas incorporadas com 0s compostos antimicrobianos
selecionados, numa quantidade de 10% (m/m) em relagdo a massa de resina utilizada. Tal
como na preparagao dos filmes dopados, os compostos foram dissolvidos em etanol e
incorporados na resina. Verificou-se que ndo foi possivel utilizar os parametros
selecionados para a producéo de pecas dopadas pelo que houve necessidade de ajustar
novamente os parametros de impressdo aumentando 0s tempos de exposicdo de acordo

com o seguinte:

e Camadas inferiores: 6
e Tempo de exposi¢cdo das camadas inferiores: 55 a 60s

e Tempo de exposi¢cdo normal: 10 a 15s

Verifica-se que apesar do aumento dos tempos de exposicdo ainda assim as pecas
impressas nao ficaram com as medidas pretendidas relativamente as medidas das pecas
produzidas sem os compostos. As pecas com CIN, EUG, AV e OV apresentam uma maior
fragilidade e fragmentam-se com facilidade. Na Figura 40 estdo apresentadas as diferentes
pecas realizadas com incorporacédo dos compostos em estudo, onde se consegue perceber

as diferencas entre a pecas modelo (A) e as pecas dopadas (B, C, D e E).
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Figura 40 — Pecas 3D de resina Anycubic®; A) Peca 1; B) PRI-CIN; C) PRI-EUG; D) PRI-
AV; E) PRI-OV.

Na Figura 40 é possivel verificar as diferencas entre a peca modelo e as pecas
dopadas, constata-se que a peca PRI-AV (Figura 40 — D) é a que apresenta um aspeto mais
semelhante a peca controlo, no entanto ndo atinge as medidas pretendidas. Apesar de
todas apresentarem o diametro desejado, exibem alturas diferentes entre elas e nenhuma
o valor desejado. O didmetro e a altura de cada pega encontram-se apresentados na Tabela
11.

Tabela 11 — Dimensfes das pecas 3D de resina Anycubic® dopadas com os compostos em

estudo.

Diametro (cm)

Altura (cm) 0,20 0,24 0,30 0,20
Diametro (cm) 1,00 1,00 1,00 1,00
Altura (cm) 0,20 0,20 0,20 0,15
Diametro (cm) 1,50 1,50 1,50 1,50
Altura (cm) 0,10 0,13 0,16 0,10
Diametro (cm) 1,00 1,00 1,00 1,00
Altura (cm) 0,10 0,11 0,16 0,10
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3.7.2. Pecas 3D de resina OSEA

Adicionalmente as pecas de resina Anycubic®, a resina apropriada para a impressao
3D, foram impressas, também, pecas com a resina OSEA com o fotoiniciador selecionado.
Devido a natureza da mistura foi necessario ajustar, novamente, 0os parametros de
impressdo, uma vez que os utilizados na produgdo de pecas de resina Anycubic, ndo
permitiu obter quaisquer pegas com a resina OSEA. Assim o processo foi otimizado por
alteracdo dos parémetros principais até que foi possivel produzir pegcas 3D com o0s

seguintes parametros:

e Camadas inferiores: 6
e Tempo de exposi¢cdo das camadas inferiores: 70 a 75s

e Tempo de exposi¢cdo normal: 16 a 18s

Tal como nos filmes dopados, as pegas foram produzidas com quantidades de
composto de 10% (m/m) relativamente a massa de resina utilizada. A quantidade de
fotoiniciador usada foi superior a utilizada nos filmes, visto que com 0,5% do fotoiniciador
néo foi possivel produzir pecas integras, tendo sido utilizada uma quantidade de 1% (m/m).
A semelhanca das pecas de resina Anycubic® dopadas, as pecas de resina OSEA néo
apresentaram as medidas desejadas, sugerindo novamente qua a interagdo entre a resina
e 0s compostos provoca alteragdes nas propriedades mecénicas da mesma. As pecas
apresentaram uma fragilidade maior comparativamente as pecas produzidas com resina
Anycubic®, com tendéncia para quebrar facilmente a meio no decorrer do processo de
impressao, ficando parte da peca aderida ao tanque e a restante parte na peca movel, ndo
atingindo assim a altura desejada (Figura 41). Nao foi possivel imprimir pecas dopadas com
ov.

Figura 41 — Pecas 3D de resina Anycubic®; A) Peca 1; B) POSEA-CIN; C) POSEA-EUG; D)
POSEA-AV.

Analisando as imagens da Figura 41 é percetivel a desigualdade da altura nas
diferentes pegas impressas. Contrariamente as pecas produzidas com a resina Anycubic®,
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gue apresentavam o didmetro pretendido, algumas das pegas de resina OSEA exibiram um
didmetro ligeiramente inferior ao valor projetado. Com esta resina so6 foi possivel imprimir
as pecas 1 e 2 uma vez que as pecas com uma altura inferior acabavam por se desfazer
todas uma vez que ficavam muito finas. Mais uma vez a peca que apresentou os valores de
altura mais aproximados da pecga pretendida foi a pega incorporada com o AV, como se
pode verificar na Tabela 12.

Tabela 12 — Dimensfes das pecas 3D de resina OSEA dopadas com 0s compostos em

estudo.

Diametro (cm)

Altura (cm) 0,21 0,20 0,26
Didametro (cm) 1,00 1,00 1,00
Altura (cm) 0,20 0,20 0,30
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho teve como objetivo a producdo de materiais hibridos
biocompativeis, com base em resinas derivadas do Oleo de soja com potenciais
propriedades antimicrobianas. Para esse fim foram produzidos filmes e pecas 3D
incorporados com 4 compostos derivados de produtos naturais: EUG, CIN, OV e AV. Os
filmes foram produzidos com 3 bases poliméricas distintas designadamente i) resina
Anycubic®, ii) uma mistura de resina Anycubic® e shellac (75:25%) e iii) resina OSEA.

Produziram-se também pecas 3D de resina Anycubic® e de resina OSEA.

De modo a avaliar as propriedades antimicrobianas dos compostos e filmes
incorporados foram realizados ensaios microbiolégicos, num teste de soft-agar. Constatou-
se que todos os compostos naturais utilizados apresentavam atividade antimicrobiana
contra a bactéria Gram-positiva (S.aureus) e Gram-negativa (E.coli), enquanto os filmes
controlo, sem compostos incorporados, nao apresentavam qualquer atividade
antimicrobiana, pelo que se pode afirmar que a atividade apresentada pelos filmes
incorporados resultou da difusdo dos compostos da matriz polimérica. Na generalidade os
filmes incorporados apresentaram uma maior atividade antibacteriana contra a S.aureus.
Verificou-se que todos os filmes dopados com CIN apresentaram os melhores resultados
em todas as bases utilizadas e que os filmes produzidos com resina OSEA sdo os que

apresentaram melhor atividade antibacteriana.

Foi feita a caraterizacdo quimica e mecanica dos materiais hibridos produzidos.
Quando analisados os espetros FTIR-ATR, de uma maneira geral, os espectros dos filmes
incorporados, ndo apresentam diferengas significativas relativamente ao espetro do filme
controlo, para cada grupo, uma vez que 90% do material do filme é composto pela base
polimérica. Ainda assim, foi possivel identificar a presenca dos compostos ativos
incorporados, mas nao foi possivel verificar a existéncia de novas ligagdes entre as matrizes
utilizadas e os compostos incorporados. No que diz respeito aos ensaios de absorgéo de
adgua, verificou-se que as taxas de absor¢cdo sdo reduzidas em todas as matrizes
poliméricas, especialmente nos filmes produzidos com a resina OSEA, e que de uma forma

geral a incorporacdo dos compostos leva a reducao da percentagem de absorcdo de agua.

Realizaram-se estudos de libertacdo controlada, nos quais os perfis de libertacdo dos
compostos foram obtidos em etanol ao longo de 24 h, por espectroscopia de UV-Vis.
Constatou-se que os perfis de libertagdo variam de acordo com a base polimérica utilizada
para a producao dos filmes. Nos filmes produzidos com resina Anycubic® a libertagdo segue

uma tendéncia linear com percentagens de libertac@o baixas nas primeiras horas de ensaio
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gue sobem progressivamente os 90% ao fim das 24 h, em 3 dos filmes testados. No caso
dos filmes produzidos com a mistura de resina Anycubic® e shellac (75:25%) observaram-
se dois comportamentos de libertacdo diferentes, com dois dos filmes (RS-EUG e RS-CIN)
a atingir uma percentagem de libertacdo elevada no fim das 4 h iniciais de ensaio que
aumentam nas 24 h, atingindo valores pertos dos 100% e outros dois filmes (RS-OV e RS-
AV) com libertacBes mais reduzidas quer nas primeiras horas quer no final das 24 h. Os
perfis de libertagdo dos filmes de resina OSEA incorporados apresentaram uma tendéncia
exponencial em todos os filmes tendo os filmes OSEA-EUG e OSEA-AV apresentado
maiores percentagens de libertagéao.

Relativamente aos ensaios de tragdo os resultados diferem consoante a matriz
utilizada nas amostras testadas. Nos filmes de resina Anycubic® e nos de resina OSEA, a
incorporacdo dos compostos leva, geralmente, a diminuicdo da resisténcia a tracao,
enguanto os filmes de mistura de resina Anycubic® e shellac (75:25%) apresentam uma
tendéncia oposta. No que diz respeito a extensao, os filmes de mistura de resina Anycubic®
e sellac e os de resina OSEA apresentam uma tendéncia de diminuigdo da mesma com a
incorporacdo dos compostos, sendo que o contrario acontece para os filmes de resina
Anycubic®.

No processo de impressdo das pecas 3D, percebeu-se que a incorporagdo dos
compostos na resina Anycubic® altera as carateristicas das pecas produzidas, uma vez que
estas ndo atingem as medidas pretendidas, que foram definidas para as pecas modelo.
Conseguiu-se ainda imprimir pegcas com a resina OSEA com a incorporagédo de 1% do
fotoiniciador selecionado, uma vez nao se tratar de uma resina adequada para 0 processo
de cura por radiacdo UV. Tal como as pecas de resina Anycubic®, as pecas incorporadas
ndo apresentaram as medidas pretendidas, apesar da alteracdo dos pardmetros de
impressao. Nao foi possivel a impresséo de pegcas com a mistura de resina Anycubic® com
shellac consequéncia da elevada temperatura necessaria para dissolucédo do shellac, pois
uma vez retirada a mistura do calor esta solidifica muito rapidamente ndo permitindo a cura

por UV pela impressora no tempo estabelecido.

Como perspetivas futuras sugere-se a avaliagdo contra outras estirpes de bactérias
de forma a validar os resultados obtidos nos ensaios microbiol6gicos e aumentar o espectro

de bactérias estudadas permitindo direcionar estes materiais para diferentes aplicacdes.

Sugere-se ainda testar a incorporacdo de outros produtos naturais com atividade
antimicrobiana comprovada. Testar os ensaios de libertacdo mimetizando o meio fisiolégico

(tampéo PBS pH 7,4) de forma a validar o modelo de libertacdo em outros meios.
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Conclusdes e Perspetivas Futuras

Outra sugestdo passa pela impressdo 3D de mais pecas incorporadas com 0s
compostos ja estudados e outros hovos compostos, de modo a ser possivel produzir pecas

de maior qualidade e no caso da resina OSEA com menores quantidades do fotoiniciador.
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Conclusdes e Perspetivas Futuras

Uma parte dos resultados deste trabalho foram apresentados como comunicacdo em

poster em duas conferéncias internacionais:

Inés Amaral, Mariana Patornilo, Ivo Braganca, Ana Catarina Sousa. 2022.
“‘Development of soybean-based mixtures for 3D printing of antimicrobial materials”.
International Chemistry Conference, Chemeet, 27-29 de junho de 2022, evento online.

Elisabeth Ekoh, Inés Amaral, S6nia Martins, Ilvo Manuel Braganc¢a, Ana Catarina

Sousa. 2022. “Selection of conventional photoinitiators to produce biocompatible UV
epoxidized soybean oil resin mixtures for 3D printing technology”. The 3™ International

Electronic Conference on Applied Sciences. 1 a 15 de dezembro, evento online.
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Anexos

Anexo 1. Espectros de FTIR-ATR das amostras de resina Anycubic® incorporados

com EUG, OV e AV.
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Anexo 2. Espectros de FTIR-ATR das amostras de resina Anycubic® e shellac
incorporados com EUG, OV e AV.
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Anexo 3. Espectros de FTIR-ATR das amostras de resina OSEA incorporados com
EUG, OV e AV.
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