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Compostos de coordenacao para materiais
antibacterianos biopoliméricos para impressao 3D

Resumo

Os compostos e polimeros de coordenacgao, sdo uma classe diversificada de materiais
com inumeras aplicagcbes, que se apresentam, também, como materiais promissores no
desenvolvimento de novos compostos com atividade antibacteriana.

O presente trabalho teve como obijetivo sintetizar novos compostos de coordenagéo,
com potenciais propriedades antimicrobianas, para incorporagdo em polimeros
biocompativeis e posterior producéo de filmes e pecas 3D, através de um processo de cura
por fotopolimerizacao.

Foram sintetizados trés compostos, dois compostos de coordenagédo (CC1 e CC2), com
centros metalicos de Cu(ll) e Zn(ll), respetivamente, e um polimero de coordenagao (CP3),
com centro metalico de Ag(l), utilizando o ligando orgénico, acido 2-furdico.

Os compostos CC1, CC2 e CP3 foram obtidos com rendimentos de 46%, 45% e 24%,
respetivamente, e as suas caraterizagbes e férmulas foram propostas com base nos
resultados obtidos por técnicas espetroscépicas e difragcao de raios X.

Estes compostos foram incorporados em matrizes de polietileno glicol/ polietileno glicol
diacrilato: PEG/PEGDA, 10:90 (m/m), com o objetivo de produzir filmes e pecas 3D de
materiais biocompativeis e com propriedades antibacterianas.

As caracteristicas fisico-quimicas foram determinadas e, posteriormente, foram
avaliados relativamente a sua capacidade antimicrobiana face a duas estirpes de bactérias
Gram-positivas (S.aureus e S.epidermidis) e Gram-negativas (E. coli e P.aeruginosa) e
potencial citotoxicidade num ensaio em células humanas de fibroblastos da linha celular L929.

No geral, foi possivel confirmar que a mistura PEG/PEGDA, 10:90 (m/m), proposta, pode
ser dopada com compostos bioativos e utilizada para a produgédo de filmes e pecas 3D,
através do processo de cura por fotopolimerizacao.

O material com o CP3 mostrou ser o mais eficiente, no que se refere a uma agao
antibacteriana mais abrangente. No entanto, os resultados obtidos para o material com CC2
também se revelaram promissores, no que se refere a agao antimicrobiana contra estirpes de

bactérias Gram-positivas.

Palavras-chave: Compostos de coordenacao; Polimeros de coordenagdo; Materiais

antimicrobianos; Polietileno glicol diacrilato; Inibicao antibacteriana.
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Coordination compounds for biopolymeric
antibacterial materials for 3D printing
Abstract

Coordination compounds and polymers are a diverse class of materials with numerous
applications, also presenting promising potential for the development of new compounds with
antibacterial activity.

The present work aimed to synthesize new coordination compounds with potential
antimicrobial properties for incorporation into biocompatible polymers and subsequent
production of films and 3D parts through a photopolymerization curing process.

Three compounds were synthesized: two coordination compounds (CC1 and CC2) with
Cu(ll) and Zn(ll) metal centers, respectively, and one coordination polymer (CP3) with Ag(l)
metal center, using the organic ligand 2-furoic acid.

Compounds CC1, CC2, and CP3 were obtained in yields of 46%, 45%, and 24%,
respectively, and their characterizations and formulas were proposed based on the results
obtained by spectroscopic techniques and X-ray diffraction.

These compounds were incorporated into polyethylene glycol/polyethylene glycol
diacrylate:PEG/PEGDA matrices, 10:90 (w/w), to produce films and 3D parts made of
biocompatible materials with antibacterial properties.

Their physicochemical characteristics were determined, and they were subsequently
evaluated for their antimicrobial capacity against two strains of Gram-positive bacteria (S.
aureus and S. epidermidis) and Gram-negative bacteria (E. coli and P. aeruginosa), as well as
their potential cytotoxicity in an assay using human fibroblast cells of the L929 cell line.

Overall, it was possible to confirm that the proposed PEG/PEGDA blend, 10:90 (w/w),
can be doped with bioactive compounds and used for the production of 3D films and parts

through the photopolymerization curing process.

The material with CP3 proved to be the most efficient, with regard to a more
comprehensive antibacterial action. However, the results obtained for the material with CC2
also proved promising, with regard to antimicrobial action against Gram-positive bacterial

strains.

Keywords: Coordination compounds; Coordination polymers; Antimicrobial materials;

Polyethylene glycol diacrylate; Antibacterial inhibition.
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Lista de abreviaturas

3D - Tridimensional

BioCPs — Polimeros de coordenacao bioldgicos
CCs — Complexos de coordenagao

CPs — Polimeros de coordenacgao

FTIR-ATR - Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier de Reflexao Total
Atenuada

MOFs — Estruturas metal-organicas

PBS — Solugao salina tamponada com fosfato
PEG - Polietileno glicol

PEGDA - Polietileno glicol diacrilato

PXRD - Difracao de raios X de pos

RAM - Resisténcia antimicrobiana

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear
SCXRD - Difragao de raios X de cristal Unico
SEM - Microscopia Eletrénica de Varrimento

UV - Ultra-violeta
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1.Introducao

1.1. Antibiéticos no combate as bactérias

Até meados do século passado (séc. XX) a intervengdo médica para infegbes
bacterianas ndo apresentava a mesma praticidade dos dias de hoje, afetando tanto a
morbilidade como a mortalidade da populagdo. Em 1928, Alexander Fleming fez uma das
descobertas mais marcantes na historia da medicina: a penicilina.

Foi com a Segunda Guerra Mundial que ocorreu o impulsionamento do desenvolvimento
e producéo deste antibiético, devido a elevada ocorréncia de feridas infetadas e doencgas entre
os soldados, demonstrando uma necessidade urgente de tratamentos antibacterianos
eficazes. No final da guerra, a penicilina tornou-se amplamente disponivel para uso tanto
militar como civil, proporcionando uma reducéo drastica na taxa de mortalidade por infecbes
bacterianas, tais como, a pneumonia, a febre reumatica e a sifilis. Este acontecimento
promoveu também a descoberta e o desenvolvimento de outros antibiéticos, revolucionando
o tratamento de infe¢gbes bacterianas e melhorando significativamente os resultados da saude
publica.?

Até a atualidade, os antibiéticos tém desempenhado um papel crucial mundialmente,
tanto na reducao de infegdes e mortes, como no aumento da esperanca média de vida
mundial. Estes auxiliam diversos processos médicos, tais como, tratamentos de
quimioterapia, transplante de 6rgaos, infe¢cdes bacterianas, entre outros. Existem centenas
de antibidticos no mercado, que estao divididos em mais de 15 classes, de acordo com a sua
estrutura quimica e 0 modo como atuam contra as bactérias. Dentro destas classes existem
os aminoglicosideos, as cefalosporinas, os macroélidos, as quinolonas, as tetraciclinas, entre
outros, que dependendo da classe, utilizam diferentes mecanismos no combate as
bactérias.??

De forma a danificar ou matar bactérias, os antibidticos podem atuar através de
mecanismos que interrompem a formacado da parede celular das bactérias (penicilinas,
cefalosporinas), podem interferir na sintese do DNA das bactérias (fluoroquinolonas), inibir a
sintese de proteinas bacterianas (tetraciclina) ou mesmo destruir a sintese de proteinas
(macrdlidos, aminoglicosideos).* A penicilina, mais especificamente, apresenta atividade
antimicrobiana devido a presenca de um anel beta-lactamico (grupo beta-lactamicos) na sua
composi¢cdo quimica. Este € responsavel por atuar na inibicdo da sintese completa de
peptidoglicano. O peptidoglicano é essencial para o crescimento e sobrevivéncia de muitas

espécies bacterianas e possui uma estrutura quimica que nao esta presente nos hospedeiros



mamiferos infetados. A inibicao da sintese deste componente leva a que as bactérias acabem

por morrer.®
1.2. Resisténcia a antibiéticos e o papel dos biofilmes

Em 2019, devido ao seu impacto na saude humana, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) declarou a resisténcia antimicrobiana (RAM) como uma das dez principais ameacas a
saude global.®

Embora a RAM seja principalmente devida ao uso excessivo de antibidticos, existem
outros fatores responsaveis pelo aumento da sua prevaléncia. Estes fatores sdo denominados
de determinantes socioecondmicos e incluem maus habitos de higiene e qualidade,
seguranca alimentar, deficiéncia no controlo de infe¢bes hospitalares e clinicas, acumulagao
de antibidticos no ambiente e uso indevido destes na industria animal e alimentar,

representado na Figura 1.1.°
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Figura 1.1 - Esquema das principais causas do aumento da RAM.

Outro dos fatores que contribuem significativamente para a resisténcia das bactérias
aos efeitos da terapia antibidtica € a formacgdo de biofilmes.” Parte das bactérias existentes
apresentam uma estrutura que Ihes permite o deslocamento. No entanto, grande parte do
tempo, estes microrganismos encontram-se associados a uma superficie. Quando aderidas
nesta superficie, as bactérias criam uma matriz protetora, como podemos ver na Figura 1.2,
que as mantém unidas e possibilita a ligagdo quimica entre as mesmas. A medida que a matriz
aumenta, é formado um filme que protege estes microrganismos, cobrindo-os e fornecendo

um ecossistema protetivo, denominado de biofilme.”
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Figura 1.2 - Etapas de formagao de um biofilme. (Adaptado de 6)

Uma vez que a matriz pode ser composta por diversas espécies de bactérias, estas
desenvolveram mecanismos que conferem a transferéncia de informacgéo genética entre si.
Quando comparado a mesma espécie de bactérias plancténicas (livres) e inseridas no
biofilme, é possivel concluir que as bactérias no biofilme apresentam uma resisténcia muito
superior a um determinado antibidtico. Esta matriz atua ainda como uma barreira protetora
para estes microrganismos, fornecendo protecao tanto para ambientes agressivos, como para
ataques por parte de antibioticos.’

Os biofilmes sao bastante prejudiciais em diversas areas, tais como, na area industrial
(contaminagbes, corrosao de materiais e tubagens e entupimento de tubagens) e na area
hospitalar (contaminagdo de maganetas, préteses, cateteres e instrumentos cirargicos) onde
grande parte das bactérias que proporcionam doengas cronicas e infeciosas atuam em
biofilmes.?

Visto que, a associacao entre biofilmes e a resisténcia antimicrobiana apresenta um
impacto significativo na saude publica, € necessario um estudo constante de novas
estratégias através de diferentes fontes, na busca por novos agentes antibacterianos.®

O desenvolvimento de novos antibiéticos implica a criacdo de estudos que caracterizam
0 seu mecanismo de agao e avaliam detalhadamente a sua seguranca e eficacia tanto em
humanos como em outros animais. Este processo pode demorar mais de oito anos a finalizar
representando um grande investimento por parte de empresas farmacéuticas, sendo que, os
novos antibioticos podem ser eficazes apenas durante um periodo limitado.® Considerando
este investimento e o ambiente competitivo atual, com a comercializagao de inumeros agentes
antibacterianos, é essencial a procura por novos agentes que demonstrem vantagens distintas

em relagdo aos tratamentos antibidticos ja existentes.™



1.3. Importancia dos metais no combate as bactérias

A histéria dos metais e 0s seus sais é primitiva, data das antigas civilizagbes do Egito,
Mesopotamia, China e india, onde recipientes de agua em cobre eram usados para
esterilizacdo e a prata coloidal e o zinco eram utilizados no tratamento de queimaduras e
feridas devido as suas propriedades antissépticas. No entanto, o aparecimento dos primeiros
antibioticos e a facilidade de estes serem produzidos levou a queda da aplicagdo destes
metais. Com o aparecimento da resisténcia antimicrobiana e o aumento exponencial da
mesma, os complexos metdlicos surgiram, novamente, como uma op¢do no combate a
bactérias resistentes." No decorrer do século XX, os complexos metalicos desempenharam
um papel crucial na area da quimica medicinal’?, mas foi com a descoberta e aprovagdo do
primeiro farmaco anticancerigeno a base de metal, a cisplatina, que a era moderna da quimica
medicinal inorganica surgiu.'® Desde entdo muitos complexos metalicos foram estudados para
o tratamento de doencas, tais como, complexos de titanio, ferro, ruténio, galio, paladio, prata,
ouro, zinco e cobre.™

Os compostos de coordenacdo, também conhecidos como complexos metalicos, sédo
moléculas formadas por um atomo central metalico, ligado a um ou mais ligandos através de
ligagbes covalentes coordenativas. Por possuirem uma vasta variedade de possiveis
combinagdes, centro metalico, espécies organicas e estruturas, os complexos metalicos tém
vindo a ser estudados contra varias doengas. De entre os diferentes ibes metalicos mais
estudados destacam-se a platina, o paladio, o ruténio, o niquel, o crémio, o cobre, a prata e o
ouro, principalmente em tratamentos anticancerigenos. Além disso, os complexos metalicos
de ides de cromio, ouro e cobre mostraram excelente atividade antibacteriana e muitos outros
compostos revelaram aplicagdes promissoras contra a malaria e doengas neurodegenerativas
como o Alzheimer. Recentemente, os compostos de coordenacido também tém vindo a ser
utilizados como medicamentos antivirais, em estudos contra o coronavirus."

Os compostos de coordenacgido também desempenham papéis cruciais nos sistemas
bioldégicos, como transporte de eletrées, transporte de oxigénio, controlo de eletrélitos e
fungbes como cofatores em varias metalo-enzimas. Um dos exemplos bem ilustrativo é a
hemoglobina, um complexo metalico de ides de Fe(ll), transportadora de oxigénio no sangue,
e que é vital para a vida humana."

Contudo, a presenca destes metais pode ser toxica em concentracdes elevadas, logo
0s organismos desenvolveram sistemas elaborados para homeostase de metais, incluindo
captacao, transporte, armazenamento e a sua secrecgao. Estes sao frequentemente realizados

através de proteinas.’®



1.4. Polimeros de coordenacao

Os polimeros de coordenacgédo (CPs) sdo compostos de coordenagdo metal-ligando
poliméricos, que se estendem no espacgo. Estes podem formar cadeias lineares (1D),
estruturas em camadas (2D) ou redes tridimensionais (3D), dependendo da organizagao das
ligacbes entre os centros metalicos e espécies organicas coordenativas (os ligandos). A
estrutura destes polimeros € composta por um centro metalico (ido metalico ou cluster) e
ligandos que permitem a coordenagao aos centros metalicos. Dentro das subclasses de CPs
existem duas subclasses principais: as redes 1D, 2D e 3D e as “estruturas metal-organicas”
(MOFs). Os MOFs sao redes de coordenacdo com elevada porosidade e organizagéo
cristalina.’®

Os polimeros de coordenagao, incluindo as estruturas metal-organicas, sdo uma classe
diversificada de materiais com inumeras aplicagbes. No entanto, estes podem apresentar
alguns riscos de saude, riscos ambientais, baixa eficiéncia de custos e pouca

sustentabilidade.!”

1.4.1. Métodos de sintese de polimeros de coordenagado

Uma sintese estavel e rentavel depende de um conjunto de fatores. A formagao de CPs
é influenciada por diversos fatores que determinam a sua geometria, estrutura cristalina e,
consequentemente, as suas propriedades finais. Um dos fatores cruciais é a selecéo dos ides
metalicos que é crucial na geometria e estrutura cristalina obtida no CP."® Do mesmo modo,
as propriedades do ligando, como o tipo, estrutura e flexibilidade sdo importantes na
determinacgdo da arquitetura final do CP. A presenga de co-ligandos pode também influenciar
a estrutura do CP, assim como, as condi¢des de reacao (temperatura, pressao, pH e escolha
de solvente afeta a formagéo e cristalizagdo de CP)."®

Além disso, as forcas intermoleculares como as forgas de Van der Waals, interagoes
m — e ligagbes de hidrogénio fornecem estabilidade as estruturas de CPs.'® Outro aspeto
determinante é o numero de coordenacao, que influencia a dimensionalidade do CP e é
afetada pelo niumero de ligagbes possiveis entre o centro metalico e os ligandos.'®

Consoante todas as caracteristicas de CP necessarias para a aplicacdo desejada dos
mesmos, existem diferentes métodos que podem ser aplicados para produzir estes CPs'®, tais
como, a sintese one-pot, uma abordagem mais simples e comum na sintese de CPs que
combina ibes metalicos e ligandos organicos num recipiente (pot) aberto, sob condigbes
especificas de solventes e temperatura.?’ A sintese hidrotermal/solvotermal é um método

onde os reagentes sdo dissolvidos num solvente e inseridos num recipiente selado



(autoclave). E aplicada uma temperatura e pressdo controladas, facilitando a formacédo de
CPs e gerando, por norma, cristais de alta qualidade. Neste tipo de sintese os solventes
comummente utilizados s&o a agua, o etanol, o metanol e o dimetilsulfoxido (DMSQ).2" A
sintese por micro-ondas aplica radiagdo micro-ondas, com o objetivo de acelerar a velocidade
da reagdo e a formacgdo de CPs. ?"?2 Por outro lado, a sintese mecanoquimica é um método
de moagem de reagentes em conjunto, sem envolver o uso de solventes. Trata-se de um
processo ecoldgico e econdmico, visto que, nao recorre a utilizagcao de solventes e as reacbes
ocorrem mais rapidamente.? Por fim, a sintese sonoquimica € uma técnica que utiliza
ultrassom para gerar reagdes quimicas e formar CPs. Os cristais obtidos sdo de menores

dimensdes. ?’

1.4.2. Metais

A escolha de ides metalicos para a sintese de polimeros de coordenagéao é crucial, uma
vez que afeta diretamente a estrutura, sendo que, o centro metalico influéncia diferentes
geometrias coordenativas, bem como as propriedades e potenciais aplicacdes. Esta selegéo

compromete diversos aspetos relevantes desde a obtencao as caracteristicas do CP.

Zinco(ll)

O Zn(ll) trata-se de uma escolha promissora no desenvolvimento de estratégias
antimicrobianas, uma vez que € um metal essencial para o nosso sistema imunoldgico™ e tem
demonstrado atividade antimicrobiana intrinseca. Quando uma bactéria invade o nosso corpo,
células especializadas, denominadas de macrofagos, entram em agédo para combaté-las.
Estas células, manipulam a quantidade de zinco presente no seu interior de forma a
enfraquecer e matar as bactérias. Esta manipulagéo pode ocorrer de duas formas, através da
libertagdo de zinco para fora da bactéria, gerando um défice de zinco ou através da sua
absorgao no sentido de criar um ambiente toxico para as bactérias.'

Estudos in vitro demonstram que o ZnCl; inibe significativamente o crescimento de
bactérias associadas a halitose e doencas periodontais, como Stretococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans.?®* Pesquisas sobre
complexos de ZnCl, com ligandos como indol-imidazil e bases de Schiff mostraram que esses
compostos possuem atividade antimicrobiana contra bactérias como Micrococcus luteus e
Escherichia coli, sugerindo que a coordenagédo com ZnCl; pode potencializar a atividade de

certos ligandos.?



Prata(l)

A prata foi um dos primeiros agentes antibacterianos usados. Atualmente, esta
apresenta diversas aplicagdes comerciais, tais como, o uso de prata coloidal para antissepsia
de feridas e o uso de nitrato de prata para tratamento de queimaduras.'® Os ides de prata sdo
altamente reativos e ligam-se as proteinas, levando a mudancas estruturais na parede celular
bacteriana e na membrana nuclear, o que leva a distorgado e morte celular. Estes ibes tém
ainda a capacidade de inibir a replicagdo bacteriana, ligando-se e desnaturando o DNA
bacteriano.?®

O potencial dos compostos de Ag(l) contra bactérias, virus, fungos e células
cancerigenas depende de diversos fatores, como a solubilidade em agua, potencial redox, luz
e estabilidade do ar, entre outros. Logo, as propriedades dos compostos de prata sédo afetadas
diretamente pela escolha do ligando utilizado.?®

O nitrato de prata (AgNOs3) tem sido amplamente estudado pelas suas propriedades

antibacterianas, tornando-se um agente valioso no combate a diversas infegdes.?®

Cobre(ll)

O Cobre € um dos oligoelementos essenciais para o corpo humano, este participa na
producao de hemoglobina, na formagao de ossos e na protegédo contra danos causados por
substancias toxicas. Além disso, este metal desempenha um papel importante no sistema
imunoldgico, auxiliando na defesa contra infegdes.?’

Como elemento antibacteriano importante, em comparagéo com o ferro e o zinco, é mais
dificil para as bactérias formarem biofilme protetor na superficie de cobre. O cobre pode ainda
inibir ou matar uma variedade de microrganismos patogénicos como bactérias Gram-
positivas, leveduras, virus etc.?’

Os mecanismos antimicrobianos dos ides de cobre podem envolver miultiplas vias,
incluindo a geracao de espécies reativas de oxigénio, a disrup¢cdo das membranas celulares
e a interferéncia em processos enzimaticos essenciais no interior das células bacterianas.?*

O nitrato de cobre, Cu(NOs3)2-:3H2O tem sido investigado pelas suas propriedades
antimicrobianas, particularmente contra bactérias resistentes a antibiéticos. Estudos indicam
que o nitrato de cobre apresenta uma atividade antibacteriana significativa tanto contra

bactérias Gram-positivas como Gram-negativas.?®



1.4.3. Ligando

Os ligandos desempenham um papel crucial na atividade antimicrobiana de um polimero
de coordenagéo, influenciando as suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.?®

A atividade antibacteriana de um CP pode ser afetada por diversos fatores diretamente
relacionados com a escolha de um determinado ligando.?® A seletividade em relagdo a
diferentes microrganismos pode ser afetada, sendo que o ligando pode apresentar inibigao
seletiva contra um certo tipo de bactéria.*° A estabilidade e a solubilidade dos polimeros pode
levar a um melhor desempenho antimicrobiano. Contudo o ligando pode ser usado como meio
para transportar o centro metalico para o interior da bactéria. A biocompatibilidade do polimero
também pode ser influenciada, comprometendo o seu potencial de utilizacdo em aplicagoes
médicas. A estrutura e flexibilidade dos ligandos afeta a topologia do polimero, impactando a
sua interagdo com os microrganismos.®!

Os CPs podem incorporar uma variedade de ligandos sintéticos, ou mesmo naturais. A
escolha do tipo de espécie organica (ligando) usado depende de diversos fatores, tais como,
aplicagdo do polimero, propriedades desejadas, consideragbes ambientais entre outros.
Ligandos sintéticos podem ser ajustados para obter caracteristicas estruturais especificas,
tipos de coordenagao e grupos funcionais. *' Estes também permitem a criagdo de CPs com
topologias e dimensées diversificadas (1D, 2D e 3D)? e podem ser desenvolvidos com
propriedades de luminescéncia, magnetismo e atividade catalitica. 3

Os ligandos naturais tém recebido uma atencéo crescente a medida que a abordagem
da quimica verde ganhou relevancia. Os chamados “ligandos naturais” sao obtidos a partir de
fontes renovaveis (por exemplo: biomassa), sao ecoldgicos, sustentaveis e biodegradaveis,
caso a reciclagem do CP seja viavel. Os ligandos naturais sdo, geralmente, mais
biocompativeis, o que os torna adequados para aplicagbes bioldgicas e medicas e
apresentam propriedades Unicas como quiralidade e bioatividade, que podem ser uma mais-
valia ao processo. Uma vez que se encontram prontamente disponiveis s&o, geralmente, mais
econdmicos relativamente a ligandos sintéticos. Como principais exemplos temos os diacidos
alifaticos, aminoacidos e nucleobases.®

A juncéo dos dois tipos de ligandos é também frequentemente utilizada, visto que, pode
otimizar determinadas caracteristicas desejadas no desenvolvimento do polimero e pode
promover uma simbiose das pecgas de construcido usadas para formulacido do CP.

Os ligandos podem apresentar sinergia com ides metalicos, por exemplo, em polimeros
de coordenacao a base de prata, os ligandos organicos aumentam a estabilidade dos ides de
prata, aumentando a atividade antibacteriana. Alguns ligandos, como os azdis e os acidos

piridinodicarboxilicos, podem aumentar a atividade antimicrobiana consoante a coordenagao



com ides metalicos.*’ Ligandos com anéis aromaticos e grupos piridina carregados
positivamente, podem também interagir com ides metalicos para romper as membranas
bacterianas. %'

Acido 2-furéico

O acido 2-furdico € um ligando versatil que pode ser utilizado para gerar complexos de
coordenacédo (0D ou mesmo 1D). A sua coordenagao pode ocorrer através do seu grupo
carboxilato ou através do seu atomo de oxigénio.3

O comportamento de coordenacao deste acido é influenciado pelo ido metalico, ligando
e as condicdes de reagcao. Em complexos de Zn(ll) e Cd(ll), por exemplo, o acido 2-furdico
pode formar varios modos de coordenacgdo, desde ligacdes por pontes de hidrogénio a
ligagbes monodentadas.3*

Este acido € utilizado como ligando na sintese de complexos de vanadio antidiabéticos
ativos por via oral e na preparacdo de complexos heterometalicos de elevada nuclearidade.
O acido 2-furdico também pode atuar como ligando na sintese de polimeros de coordenagao
1D heterometalicos luminescentes.®® A estrutura quimica do acido 2-furéico encontra-se

representada na Figura 1.3.
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Figura 1.3 - Estrutura quimica do acido 2-furdico.

1.5. Materiais hibridos para sistemas de libertagao

De acordo com a IUPAC (Uniado Internacional de Quimica Pura e Aplicada), um material
hibrido € composto por uma mistura de componentes inorganicos, organicos ou ambos os
tipos de componentes, que geralmente se interpenetram em escalas inferiores a 1 um. Esta
mistura confere aos materiais propriedades Unicas e melhoradas comparativamente com os
seus componentes individuais. 3¢

Os materiais hibridos oferecem uma combinagcdo sinergética de caracteristicas
poliméricas e inorganicas. Existem diferentes tipos de matrizes utilizadas para o
desenvolvimento destes materiais, entre elas as matrizes poliméricas. Nas ultimas décadas,

os materiais hibridos de base polimérica ganharam muita atengcdo, ndo apenas pela sua



caraterizacao estrutural interessante, mas também pelas suas aplicacbes funcionais
promissoras. Assim, o progresso no design e preparagado de novos materiais hibridos de base
polimérica permitiu desenvolver um grande nimero de solugdes para os desafios atuais em
diversas aplicagdes, como adsorgdo, armazenamento de gas, catdlise, dispositivos
eletrénicos, etc. Em particular, a hibridagao desses materiais pode trazer multifuncionalidades
excecionais, possibilitando a sua aplicacdo em catalise heterogénea, na transformacao e
armazenamento de energia e na salide humana.3®

Polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades menores denominadas por
mondmeros, que se encontram ligados entre si através de ligacbes covalentes. Dependendo
da composicdo quimica, peso molecular e estrutura podem apresentar diferentes

propriedades, tais como: 3’

Propriedades mecénicas: Resisténcia, elasticidade, dureza e deformabilidade; %’

Propriedades térmicas: Ponto de fus3o, estabilidade e condutividade térmica; %’

Resisténcia quimica: Determinados polimeros sao resistentes a acidos, bases e
solventes; ¥

Propriedades elétricas: Certos polimeros podem servir como condutores ou isolantes
elétricos; 3"

Biocompatibilidade: Dependendo do tipo de polimero, estes s&o utilizados na area da
medicina por apresentarem compatibilidade com tecidos vivos. ¥

Em geral, os polimeros podem ser amplamente classificados em naturais, semi-
sintéticos e sintéticos.?® Os polimeros naturais e sintéticos biocompativeis podem ser
amplamente utilizados no desenvolvimento de biomateriais nas areas da biomédica e do
ambiente. Os polimeros naturais sdo compostos organicos encontrados na natureza, entre
eles alginato, celulose, amido e algumas proteinas (queratina e colagénio).® Estes polimeros
sdo considerados os futuros “materiais verdes” por apresentarem como vantagens uma
grande biodegradabilidade, biocompatibilidade, rentabilidade e respeito pelo ambiente.*°

Os polimeros sintéticos apresentam também eles biocompatibilidade e
biodegradabilidade e s&o projetados e sintetizados para obter as propriedades fisicas e
quimicas necessarias. Desta forma, apresentam diversas aplicagoes, tais como, cosméticos,
revestimentos, curativos, imobilizagdo de enzimas.3®

Os polimeros biodegradaveis e biocompativeis tém sido amplamente utilizados na
engenharia de tecidos e na administracdo de farmacos, visto que, podem ser decompostos e
absorvidos pelo organismo ao longo do tempo, reduzindo o risco de efeitos adversos a longo
prazo. Exemplos de polimeros biodegradaveis utilizados como biomateriais incluem o acido

polilatico (PLA) e o acido poliglicélico (PGA).*8
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Por outro lado, a biocompatibilidade de um polimero refere-se a sua capacidade de
interagir com os tecidos vivos sem desencadear reacdes desfavoraveis. A biocompatibilidade
€ essencial para materiais utilizados em aplicagdes médicas, pois minimiza o risco de rejeicao
pelo sistema imunitario do organismo. Através da modificagao da superficie quimica, carga e
hidrofobicidade o grau de biocompatibilidade difere. Um exemplo de polimero biocompativel
é o polietileno glicol (PEG).

Os polimeros podem ser desenhados e sintetizados com propriedades especificas,
como a dimensdo, a forma e a funcionalidade, tornando-os altamente versateis e
personalizaveis para diferentes aplicagdes. Os polimeros também podem ser sintetizados em
diferentes formas, como filmes, fibras e hidrogéis, sendo ideais para diversas aplicagoes

médicas.?’

1.5.1. Polietileno glicol e derivados

O polietileno glicol (PEG), representado na Figura 1.4, € um poliéter hidrofilico e nao
idnico, sintetizados por via de polimerizagao do 6xido de etileno sob catalise alcalina. Este
polimero pode apresentar-se numa vasta gama de diferentes comprimentos de cadeia e peso
molecular, com uma estrutura linear ou ramificada.*’ Trata-se de um polimero sintético,
biodegradavel, biocompativel, de baixa toxicidade, baixo custo e solivel em agua e em muitos

outros solventes organicos.*?

O H

H O/

n

Figura 1.4 - Estrutura molecular de polietileno glicol (PEG).

O PEG tem sido amplamente utilizado em diversas aplicacbes desde cosmeéticos,
produtos alimentares e farmacéuticos pelas suas excelentes propriedades como solvente,
plastificante, surfactante, base e lubrificante. Em aplicacdes farmacéuticas, o PEG apresenta
diversas vantagens, tais como, aumento do tempo de circulagdo dos farmacos, diminui¢cao da
sua imunogenicidade e melhora da solubilidade dos farmacos. 42

O polietileno glicol diacrilato (PEGDA), representado na Figura 1.5, é um hidrogel
sintético e versatil derivado do polietileno glicol (PEG), onde os grupos hidroxila nas
extremidades das cadeias de PEG s&o substituidos por acrilatos. A sua polimerizagao ocorre
rapidamente, a temperatura ambiente, na presenca de um fotoiniciador e luz, geralmente
radiagcdo UV (ulta-violeta) ou visivel. Este polimero é soluvel em agua e apresenta uma

toxicidade muito baixa.*?
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Figura 1.5 - Estrutura quimica do polietileno glicol diacrilato (PEGDA).

Este derivado é biocompativel, altamente hidrofilico, de cadeia flexivel, com
propriedades mecanicas ajustaveis e pode ser personalizado para incluir uma variedade de
moléculas bioldgicas. A sua capacidade de replicar a matriz extracelular de tecidos vivos
proporciona a sua aplicacdo na area de engenharia de tecidos e medicina regenerativa,
cultura de células 2D e 3D, sistemas de libertagdo controlada de medicamentos, cicatrizagao
de feridas, entre outros.**

Adequados para aplicagbes de engenharia de tecidos e administracdo de farmacos, os
hidrogéis podem ser sintetizados a partir de uma vasta gama de polimeros, incluindo
polimeros naturais e sintéticos, como é o caso do PEGDA.*

Um hidrogel € uma rede polimérica tridimensional insoluvel em agua que tem a
capacidade de absorver fluidos corporais num ambiente biolégico. Esta rede tridimensional
pode absorver uma grande quantidade de agua e aumentar de volume devido aos seus grupos
hidrofilicos. Desta forma, pelo alto teor de agua, estrutura macia e porosidade dos hidrogéis,
estes assemelham-se muito ao tecido vivo. A sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
capacidade de interagir com células e tecidos, faz com que os hidrogéis apresentem diversas
aplicagbes na engenharia de tecidos e medicina regenerativa.*%4

A classificacdo dos hidrogéis depende de diversos fatores, tais como, a sua fonte,
composigao, carga idnica, entre outros. Dentro da fonte de polimero, os hidrogéis podem ser

denominados hidrogéis naturais, sintéticos ou semi-sintéticos.*
1.6. Modo de libertacdo de compostos metalicos

Os principios do processo de libertacdo controlada sao essenciais para definir um
processo de entrega e controlo da taxa de libertac&o. A libertagdo de compostos bioativos em
filmes é um processo complexo que pode ocorrer através de varios mecanismos e ser

influenciada por multiplos fatores. Os principais mecanismos de libertagao incluem:

Dissolugao: Os complexos metalicos dissolvem-se diretamente no meio envolvente,

podendo ocorrer na superficie ou depois de o composto se dissolver na matriz do biofilme.*¢47
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Intumescéncia: A medida que o biofilme absorve o solvente, este incha e liberta os
complexos metalicos.*®

Difusao: Os complexos metalicos difundem-se através da matriz do biofilme,
impulsionados por gradientes de concentragao. 46

Fragmentagcao/Acado mecanica: O stress fisico, quimico ou enzimatico faz com que a
matriz do biofilme se quebre, libertando os complexos metalicos. 46

Erosao: Ha medida que o biofilme se degrada, os compostos metalicos incorporados
na sua estrutura s&o libertados. 46

Biossorgao: Os complexos metalicos podem ser libertados através de varios
mecanismos de biossorcao, incluindo troca iénica, quelacéo, adsorgao e difusdo através das
paredes e membranas celulares. 46

Além disso, existem varios perfis de libertagdo. O perfil de libertagcdo de compostos

bioativos pode ser adaptado para atingir objetivos especificos, tais como:

Libertagido explosiva: Libertagao rapida num curto periodo.*’

Libertagido sustentada: libertagio consistente durante um periodo prolongado. #’

Libertagdo controlada: Libertagcdo a uma taxa pré-determinada. 4’

Libertagao direcionada: Libertacdo num determinado local do corpo humano, que
pode ser estabelecido através da utilizagdo de, por exemplo, nanoparticulas. 4’

Libertagao de resposta a estimulos: Libertagcido em resposta a alteragdes ambientais

especificas, como humidade, pH, temperatura, forga idnica, luz acidez, etc. 4’

Sao diversos os fatores que afetam a libertacdo de compostos bioativos, desde a
composigao e estrutura do filme (ex: camada unica ou multicamada), natureza do composto
e as suas interagdes com a matriz do filme e condigdes ambientais (ex: temperatura, pH). 4

A libertacdo de complexos metalicos em biofilmes oferece diversas vantagens:

Atividade antimicrobiana: Diversos complexos metalicos apresentam propriedades
antimicrobianas contra bactérias que formam biofilmes, superando potencialmente a
resisténcia aos antibidticos.*#¢ Assim como todos os organismos vivos, as bactérias
necessitam da presenca de ides metalicos, visto que, quase metade das reagdes bioquimicas
que ocorrem nestas sao catalisadas por enzimas que contem ides metalicos. No entanto, é
necessario haver homeostase, um estado de equilibrio na quantidade de ides presentes nas
células, uma vez que, os valores devem ser suficientes para cumprir as necessidades das
mesmas, mas por sua vez, ndo lhes causar danos (toxicidade).'

Multiplos mecanismos de acao: Estes complexos podem afetar os biofiimes através
de varios mecanismos, desde a inibicdo de enzimas essenciais, alteragdo da permeabilidade

da membrana, entre outros.*”-%
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Efeitos sinérgicos: Os complexos metalicos podem ser combinados com outros
agentes antimicrobianos ou incorporados em materiais para uma maior atividade
antibiofilme.*

Potencial para libertagao controlada: Estes complexos podem ser incorporados em
varios materiais para libertagcdo sustentada ou direcionada dentro de biofilmes.*

Estas vantagens tornam complexos metalicos em candidatos promissores para

combater infe¢cdes associadas a biofilmes e aplicagcbes ambientais.

1.7. Impressao 3D

A impressao 3D é um procedimento que cria objetos tridimensionais a partir de um
design digital, geralmente camada sobre amada de material. Esta tecnologia constréi objetos
depositando sucessivas camadas de material, geralmente plasticos, e fundindo-as.*®

Existe uma grande variedade de materiais que podem ser aplicados nesta produgao,
cada um com propriedades Unicas adequadas a diferentes aplicagcdes. Os materiais mais
comuns utilizados na impressao 3D incluem na gama dos polimeros o PLA (Acido Polilatico),
o ABS (Acrilonitrilo Butadieno Estireno), o PETG (Polietileno Tereftalato Glicol), o TPU
(Poliuretano Termoplastico) e o Nylon. Na gama dos metais temos o ago inoxidavel, o titanio,
o aluminio e as resinas. Por fim, na gama dos polimeros compdésitos existe 0 enchimento com
fibra de carbono, a madeira preenchida e o metal filled. Existem ainda outros materiais que
podem ser aplicados a esta tecnologia, tais como, o policarbonato, o ASA (Acrilonitrilo
Estireno Acrilato) e o PVA (Alcool Polivinilico). De acordo com os requisitos de cada produto,
desde resisténcia, flexibilidade entre outros, € escolhido o material adequado.®'3

Existem varios métodos de impressao 3D, cada um com caracteristicas e aplicagdes
Unicas. Os principais métodos de impressao 3D sao a Estereolitografia (SLA), Modelagao por
Deposicao Fundida (FDM), Sinterizagédo Seletiva a Laser (SLS), Processamento de luz digital
(DLP), Multi Jet Fusion (MJF), PolyJet, Deposigéo de energia dirigida (DED).*

O processo de impressao 3D envolve varias etapas, o componente é concebido através
do software Desenho Assistido por Computador (CAD), que é depois enviado para uma
impressora 3D. A impressao 3D oferece um elevado grau de personalizagao na estrutura dos
componentes e pode até imprimir componentes que ndo podem ser produzidos por alguns
métodos de producao tradicionais. Pegas com elevado grau de detalhe podem ser fabricadas
com uma redugéo significativa do tempo de fabrico e despesa. A impressao 3D cria pegas
fisicas a partir de uma interpretagdo geométrica através de uma ampliagido avancada de

materiais.?*
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A impressdo 3D apresenta variadas aplicacbes em inumeros setores, tais como,
engenharia aeroespacial (pecas de avides) e automaovel (prototipagem em carros), medicina
(implantes e préteses), moda (fabrico de calgado), construcao civil (construgdo mais rapida e
economica).5?

A impressdo 3D oferece multiplas vantagens relativamente a métodos de fabrico
tradicionais, tais como:

Amplitude de configuragado: Esta tecnologia permite a criagdo de geometrias e
designs complexos e espagos ocos que seriam dificeis ou impossiveis de produzir utilizando
tecnologias convencionais. Isto permite designs inovadores em diversas areas. %'

Prototipagem rapida: A impressdo 3D acelera significativamente o processo de
desenvolvimento de produtos ao permitir a criagcao rapida de prototipos. As ideias podem ser
transformadas em objetos tangiveis, testadas e modificadas rapidamente. %'

Relacao custo-beneficio: Apesar do investimento inicial neste tipo de equipamentos
ser elevado a impressédo 3D pode ser mais econdmica a longo prazo, especialmente para
pequenas e médias tiragens de producao. Reduz o desperdicio de material, os custos de mao-
de-obra e elimina a necessidade de ferramentas dispendiosas. '

Personalizagao: A tecnologia permite a personalizacido de diversos produtos sem
custos adicionais significativos. Isto é particularmente valioso em aplicagdes médicas, como
a criagéo de proteses ou implantes personalizados. *'

Minimizagao de residuos: A impressao 3D utiliza apenas o material necessario na
producdao de uma determinada pega, reduzindo o desperdicio comparativamente a outros
métodos de fabrico. %!

Qualidade superior: A tecnologia camada a camada da impresséo 3D permite uma
melhor consisténcia e uma detecdo mais facil de erros durante o processo de fabrico. *'

Sustentabilidade: A impressao 3D pode ser mais ecologica do que os métodos de
fabrico tradicionais, visto que, apresenta menos desperdicio e possibilidade de utilizacdo de
materiais reciclaveis. *'

A impresséao 3D revolucionou a area da medicina, disponibilizando iniUmeras aplicagdes
que melhoram os cuidados ao paciente e os resultados cirurgicos. A tecnologia foi
amplamente adotada na area da saude e apresenta aplicagdes como planeamento cirurgico,
producao de proteses e implantes, bioimpressao (Ex: replicas de tecidos biolégicos), producao

de instrumentos cirurgicos e de produtos farmacéuticos.5?
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2.Parte experimental

Tendo em conta o objetivo de produzir pegas 3D, o trabalho experimental foi dividido

em subetapas, resumidas no esquema da Figura 2.1:

1 Otimizagao das condigbes de sintese para produgao dos compostos pretendidos

Caracterizagao fisico-quimica e biolégica dos compostos promissores (CC1, CC2 e

2 | cp3)

3 Otimizagao da mistura polimérica selecionada e producao de filmes, com diferentes
guantidades dos sais precursores dos metais.

4 Otimizacao do processo de producao de pecgas 3D, com diferentes quantidades dos
sais precursores dos metais.

5 Caracterizagao fisico-quimica e selegao de condicbes adequadas a producao de

filmes e pecgas 3D.

6 Producgao de filmes com os compostos selecionados CC1, CC2 e CP3.

7 | Ensaios antimicrobianos aos filmes produzidos.

8 | Ensaios citotdxicos aos filmes produzidos.

Obj. | Produgao de pecas 3D com propriedades antimicrobianas.

Figura 2.1 - Esquema geral do trabalho experimental.

2.1. Reagentes

Para a sintese de complexos de cobre, prata e zinco foram usados os sais
(Cu(NO3)2-3H20, Ag(NO3)) e ZnClz, adquiridos a Sigma-Aldrich, o ligando acido 2-furdico (Hfa)
adquirido a Acros Organics B.V.B.A e o solvente acetonitrilo (CH3CN) da Fisher Scientific.

Para o processo de producao de filmes e pecas 3D Os polimeros selecionados foram o
PEG adquirido a Thermo Scientific e o PEGDA da Sigma-Aldrich O 2,4,6-trimetilbenzolfosfato,
da BDLpharm, foi utilizado como fotoiniciador. Nos ensaios citotoxicos os reagentes e e
solventes utilizados foram, o PBS, soro fetal bovino, L-glutamina, tripsina e MTT, adquiridos a

Sigma-Aldrich, o DMEM a Biowest e o Isopropanol a Merck.

2.2. Meétodos

Nas sinteses realizadas foi utilizado o ligando acido 2-furdico (Hfa) e como fonte de
metal o Cu(NO3)2-3H,0 para cobre(ll) (Cu?*), o ZnCl; para zinco(ll) (Zn?*) e o Ag(NOs) para
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prata(l) (Ag*). Desta forma, sintetizaram-se os complexos e polimero de coordenacgao

descritos na Figura 2.2.

Cu(NOs):3H0 | e

-
|

[ Acido 2-furéico (Hfa) J 3

______

45%

AgINO) | (oo

24%

Figura 2.2 — Esquema representativo da sintese dos complexos e polimero de coordenagao
CC1, CC2 e CP3 e respetivos rendimentos.

Neste trabalho foram obtidos dois complexos de coordenacado (CC1 e CC2) e um
polimero de coordenacado (CP3). As condi¢cdes de sintese foram otimizadas alterando a
proporcédo metal: ligando, de acordo com as condi¢cdes experimentais apresentadas na Tabela
21.

Tabela 2.1 — Condi¢bes experimentais para a sintese de CC1, CC2 e CP3.

Metal Ligando Proporcao Metal (mg) | Ligando (mg) | Acetonitrilo (mL) | Aménia (uL) | Agua (mL)

R1 Cu(NO3);3-3H,0 Acido 2-furéico 1:2 242 224 10 500 10
CC1

R2 | Cu(NO:)s-3H.0 | Acido 2-furdico 1:1 242 112 10 250 10

R3 ZnCl, Acido 2-furéico 1:2 136 224 10 500 10
cc2

R4 ZnCl, Acido 2-furéico 1:1 136 112 10 250 10
CP3 R5 Ag(NOs) Acido 2-furéico 2:1 340 112 10 250 10

2.2.1. Sintese dos complexos e polimero de coordenagdo

Inicialmente dissolveu-se o ligando em 10 mL de acetonitrilo, sob agitacdo, até a sua
completa dissolugdo. Em paralelo, dissolveu-se o sal do metal em 10 mL de agua destilada,

com auxilio de ultra-sons, durante 2 a 5 minutos, até a sua dissolugdo completa.
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Apods a dissolugdo adicionou-se hidréxido de amoénia (4 M) a mistura de ligando,
mantendo-a em agitagado continua. De seguida, adicionou-se a solugdo com sal do metal a
mistura do ligando, deixando-a sob agitagdo durante aproximadamente duas horas, a
temperatura ambiente. Decorrido este periodo, o conteudo foi filtrado (papel de filtro) para
frascos devidamente identificados. O filtrado obtido foi evaporado, lentamente, na hotte ou na
estufa a 30 °C. Na Figura 2.3 encontra-se representados os passos para a sintese dos

complexos e polimero de coordenacao (CC1, CC2 e CP3).

Amonia (4M)

Sal de metal

Ligando
+
Acetonitrilo g
== = 2h }”
& - & - *
8 - <) \. —> —
& -
Sal de metal ' 3
Ag.ua / Filtragdo Evaporacgao

destilada

Figura 2.3 — Esquema representativo da sintese dos complexos e polimero de coordenagao
CC1,CC2 e CP3.

2.2.2. Producgdo de filmes de PEG/PEGDA

Os diferentes filmes foram produzidos com uma mistura previamente selecionada em
trabalhos anteriores, de 10:90 PEG/PEGDA (m/m), com 1% de 2,4,6-trimetilbenzolfosfato
utilizado como fotoiniciador. Assim, para a produgao de cada filme de PEG/PEGDA, pesaram-
se 14,4 g de PEGDA, ao qual se adicionaram 1,6 g de PEG. A mistura foi entdo aquecida a
100 °C, sob agitagdo constante, até se obter uma mistura gelificada e homogénea dos
componentes. Em paralelo, pesaram-se 0,16 g de fotoiniciador, que foi dissolvido em 1,6 mL
de etanol e adicionado a mistura de PEG/PEGDA. A mistura resultante foi transferida para
uma caixa de Petri, com diametro de 9,5 cm, e submetida a cura, sob uma lampada de luz UV
(365 nm), durante aproximadamente 2 minutos. Na Figura 2.4 encontra-se representado o
esquema da producéao de filmes da matriz PEG/PEGDA.
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Figura 2.4 — Esquema representativo da produgao de filmes da matriz PEG/PEGDA.

2.2.3. Producgdo de filmes PEG/PEGDA dopados com sais dos metais

precursores

De forma a testar a integridade e robustez do material com adigdo dos compostos
sintetizados, comegou-se por produzir flmes dopados com diferentes quantidades dos trés
sais dos metais Cu(NO3),-3H20, ZnCl» e Ag(NOs3) selecionados como fontes de metal para os
CC e CP. O procedimento segue o anteriormente descrito no ponto 2.2.2. para a produgao da
mistura de PEG/PEGDA e em paralelo pesaram-se os sais dos metais (Cu(NO3).-3H20, ZnCl,
ou Ag(NOs)) nas trés percentagens 1%, 2% e 5%, relativas & massa de sal de metal, que
foram dissolvidas em 500 uL de etanol num banho de ultra-sons até a dissolugdo completa.
Para o sal de prata(l) so foi utilizada a quantidade mais baixa (1%), devido a sua elevada agao
antimicrobiana.

As massas pesadas de cada sal respetivo a cada percentagem, assim como o volume

de solvente adicionado na preparagcdo encontram-se descritas na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Massas de sais utilizados na producao de filmes dopados.

Sais precursores

(Cu(NO3),-3H,0 ZnCl, Ag(NO3)

(%) 1 2 5 1 2 5 1

Massa (g) | 0,0951 0,1902 0,4756 0,0521 0,1042 0,2606 0,0394

Adicionou-se a dissolucdo a mistura de PEG/PEGDA (10:90%), preparada,
anteriormente, e colocou-se sob agitagao até a mistura estar homogénea. Por fim, transferiu-
se a mistura para uma caixa de Petri (d= 9,5 cm) e aplicou-se luz UV (365 nm) até o filme

polimerizar.

2.2.4. Produc¢do de pecgas 3D dopadas com sais dos metais precursores

Apo6s a producgao de filmes dopados com os sais dos metais precursores, procedeu-se
a otimizacédo dos parametros de producéo de pecgas tridimensionais. Este passo teve como
objetivo avaliar a estabilidade estrutural e quimica das pecgas 3D. Pretendeu-se, com esta
abordagem, verificar a viabilidade da aplicagado dos compostos sintetizados em estruturas 3D,
com vista a sua utilizagao futura em dispositivos ou aplicagdes praticas.

As pecas para impressdao 3D foram desenhadas no software de modelagao 3D
SolidWorks ®. A impressora utilizada foi a Anycubic Photon Mono, apresentada na Figura 2.5
e equipada com um tanque previamente adaptado em trabalhos anteriores, permitindo a
utilizacdo de menores volumes de matriz e, consequentemente, uma menor quantidade de
compostos incorporados.

Para cada processo de impressao foram preparadas 10 g desde mistura da matriz de
PEG/PEGDA (10:90), com adi¢cdo de fotoiniciador, na qual foram incorporados os sais em
concentracdes de 1%, 2% e 5% (m/m).

A mistura foi colocada diretamente no tanque da impressora, tendo sido selecionados
os modelos pretendidos no software de controlo da impressora. Foram desenhados trés
modelos distintos com geometria cilindrica, variando o didmetro (mm) e altura (mm), diferindo
o tempo de preparag¢ao consoante a pega impressa. A plataforma de constru¢gdo mergulha no
tanque e executa movimentos verticais repetitivos durante o processo de fotopolimerizacéo,
permitindo a formagao sequencial das camadas da pega, até a formacgao estar completa. Apos

a impressao, as pecgas foram removidas cuidadosamente da plataforma.
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Plataforma movel

Peca 3D

Tanque

Figura 2.5 — Impressora 3D Anycubic Photon Mono e descri¢cdao esquematica da mesma.

2.2.5. Producdo de filmes e pegas 3D dopadas com os compostos

sintetizados

Apods a otimizacdo do processo de producdo de filmes e pecas 3D com os sais dos
metais precursores, nos quais os resultados confirmaram a estabilidade dos materiais,
procedeu-se a producao de filmes dopados com os compostos obtidos CC1, CC2 e CP3.

Os resultados experimentais sugeriram que fossem utilizadas as percentagens de 2,5%
para os filmes de Cu(ll) e Zn(ll) e 0,25% para os filmes de Ag(l).

Assim, foram produzidos filmes controlo e com os compostos obtidos de acordo com o
apresentado nas Tabelas 2.3,2.4 e 2.5.

De forma a obter o material controlo com ligando, foi também produzido o filme

incorporado com este.

Tabela 2.3 — Massa de composto e volume de solvente utilizado na produgdo dos filmes de

Cu(ll).
Massa de composto (g) Volume de etanol (pL)
[Cu(p2-fa)4(H20),]-2H,0 (2,5%) 0,08984 1500
Hfa (2,5%) 0,31416 1500
Cu(NO3)2-:3H20 (2,5%) 0,34161 500
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Tabela 2.4 — Massa de composto e volume de solvente utilizado na produgédo dos filmes de

Zn(ll).
Massa de composto (g) Volume de etanol (uL)
[(ZnO)2(fa)HONHa4)]- 1/5((fa)(HzO)(N Hs)) 0,09185 1000
(2,5%)
Hfa (2,5%) 0,31215 500
ZnCl2 (2,5%) 0,19148 1500

Tabela 2.5 — Massa de composto e volume de solvente utilizado na produgédo dos filmes de

Ag(l).
Massa de composto (g) Volume de agua (uL)
{[Agz(fa)2]- [Ag(NO3)I}n (0,25%) 0,02395 500
Hfa (0,25%) 0,01644 500
Ag(NO3) (0,25%) 0,03772 500

2.3. Técnicas de caraterizagdo dos compostos sintetizados

2.3.1. Difragdo de raios X de cristal Unico

A difracao de raios X de cristal unico (SCXRD) é uma técnica analitica fundamental na
caraterizacdo estrutural de materiais cristalinos, particularmente, no estudo de complexos e
polimeros de coordenacao. Esta técnica depende da obtencao de cristais com uma qualidade
adequada. Apds a cristalizagao, o cristal selecionado, recorrendo a um microscopio, €
introduzido num suporte apropriado (loop) e colocado no gonidmetro de um difratobmetro. A
recolha de dados ocorre com a rotagao do cristal.

Esta técnica baseia-se na interagédo dos raios X com os eletrdes presentes no cristal. O
padrao de difragcao obtido apresenta informacdes tridimensionais sobre a densidade eletronica
no interior do cristal. Através desta analise é possivel determinar a posicao dos atomos,
geometria de coordenacgéo de centros metalicos, tal como, tipos de ligagdes entre o ligando e
os idoes metalicos. No final, obtém-se um modelo detalhado da estrutura cristalina.

Os monocristais obtidos adequados para SCXRD sao montados com Fomblin num
crioloop. Os dados de difracao foram recolhidos no difratdmetro Bruker D8 Venture equipado
com um detetor Photon Il (radiagdo monocromada, Mo Ka, A = 0,7107 A, 298 K). O programa
utilizado para monitorizar a recolha de dados de raios X é o APEX4. Todos os dados foram
corrigidos para os efeitos de Lorentz, polarizagéo e absorgao utilizando os programas SAINT
e SADABS. O SHELXT ¢ usado para a solugao de estrutura, e o SHELXL-2014/737 ¢é utilizado
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para refinamento da estrutura. Estes programas estao incluidos no pacote de programas,
WINGX-Version 2023.1. Com exceg¢ao dos atomos de hidrogénio, todos os atomos foram
refinados anisotropicamente, utilizando o refinamento de minimos quadrados de matriz
completa para atomos de hidrogénio com parametros térmicos anisotrépicos. Todos os
atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono foram colocados geometricamente e
refinados nos atomos de carbono originais. No caso de grupos OH em acidos carboxilicos e
moléculas de agua, os atomos de hidrogénio foram inseridos de acordo com um mapa de

densidade eletrénica e corrigidos na maioria dos casos.

2.3.2. Difragdo de raios X de pds

A difracao de raios X de pos (PXRD) é outra das técnicas fundamentais na caraterizacao
de complexos e polimeros de coordenagado. O procedimento para a caraterizacao inicia-se
com a preparagdo da amostra, aplicando uma moagem suave sobre a mesma, garantindo
homogeneidade. De seguida, a amostra € colocada num suporte adequado e inicia-se a
difracdo. Esta técnica baseia-se no bombardeamento de um feixe de raios X sobre uma
amostra policristalina. A difragdo ocorre em diversas dire¢gdes formando-se um padréo de
difracdo caracteristico com picos de intensidade a angulos especificos, correspondentes a
distancia entre planos atémicos.

Por fim, o padrao obtido é comparado a bases de dados permitindo a identificacdo de
fases conhecidas. Neste caso, utilizamos o padrao obtido como método de confirmagao da
estrutura cristalina obtida, previamente, através de SCXRD.

Os dados relativos a caraterizagdo através do método de raios X de pds, dos CCs e
CPs sintetizados, foram obtidos num difratdmetro ADVANCE Bruker AXS D8 (8-26), equipado
com um detetor LYNXEYE-XE, fonte de radiacéo de cobre (Cu Ka, A =1,5406 A), atuando a
40 kV e 40 mA. O software utilizado para calcular os padroes de difragcao através de dados de
cristal unico foi o MERCURY 2020.2.039.

2.3.3. Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espetroscopia de infravermelho com a transformada de Fourier (FTIR) € uma técnica
analitica utilizada para identificar grupos funcionais e caracterizar ligagcdes quimicas com base
na absor¢cdo de radiagdo infravermelha pela amostra. A técnica baseia-se na absorgéo
seletiva da radiagao infravermelha por grupos funcionais presentes em cada molécula. Cada
ligacdo quimica apresenta uma frequéncia caracteristica que pode ser detetada através de
um pico, representado num espetro de transmitancia ou absorvancia.

Com a acoplacao do modo Reflexdo Total Atenuada (ATR), a técnica é adaptada para

permitir a analise direta de amostras solidas, liquidas ou pastosas. A amostra é colocada em
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contacto com um cristal de elevado indice de refragdo (i.e. diamante, ZnSe) e a radiacao
infravermelha atravessa o cristal e sofre reflexao. Parte da radiacao é absorvida pela amostra
e a restante é detetada e convertida em um espetro.

Os espetros de FTIR-ATR foram adquiridos num aparelho Shimadzu IRAffinity-1S
equipado com um acessorio ATR ZnSe Performance Crystal Plate. Os espetros de
absorvancia foram coletados na faixa de 4000-400 cm™ com uma resolugdo de 2,0 cm

usando 64 varrimentos.

2.3.4. Analise elementar

A técnica de analise elementar (CHN) é uma técnica complementar na caraterizagdo de
complexos e polimeros de coordenacédo, permitindo determinar a percentagem de carbono
(C), hidrogénio (H) e azoto (N) presentes na amostra. Este método baseia-se na combustao
completa da amostra, sob atmosfera controlada, convertendo os elementos em produtos
gasosos (CO2, H20 e N2).

No caso dos complexos e polimeros de coordenagao sintetizados, a analise elementar
€ essencial para confirmar a composi¢cao quimica da estrutura obtida ou proposta, auxiliando
na confirmagdo da presenga e proporgédo de ligando e de centros metalicos. Este método
também confirma a pureza da amostra através da presenca de possiveis contaminagdes,
como por exemplo, por parte de solvente.

Quando a estrutura cristalina é determinada por SCXRD, em CC1 e CP3, a analise
elementar atua como uma técnica complementar permitindo validar a composi¢do empirica
do composto. No entanto, na auséncia de dados cristalograficos, como no caso de CC2, a
analise elementar pode assumir um papel crucial na proposta de uma estrutura quimica
plausivel, fornecendo informagdes quantitativas sobre a composi¢cao elementar do material.

A analise elementar foi realizada num equipamento Perkin Elmer PE 2400 Series Il

2.3.5. Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espetroscépica amplamente
utilizada para obter informagdes sobre a estrutura e composi¢do de compostos. Esta técnica
baseia-se nas propriedades magnéticas de nucleos atémicos especificos como o hidrogénio
("H), cabono-13 ('*C), fésforo-31 (*'P), entre outros. Através da presenga de spin nuclear,
estes atuam como imanes. Ao aplicar uma onda de radiofrequéncia com a energia adequada,
0s nucleos absorvem esta radiagdo e transitam para um estado de energia superior.
Regressando ao estado fundamental, emitem sinais detetados pela sonda do aparelho. O

espetro de RMN é obtido através da analise dos sinais emitidos.
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Esta técnica foi utilizada como técnica complementar no caso do CC2. Como néo foi
possivel obter uma comparagao conclusiva dos FTIRs de CC2 nas diferentes proporgoes,

comparamos em RMN os espetros dos mesmos.

2.4. Técnicas de caraterizacio dos filmes

2.4.1. Ensaios de absorgdo

Os ensaios de absorcdo permitem avaliar a capacidade de absorcdo e retencao de
liquidos dos hidrogéis produzidos. Estes ensaios ajudam a perceber o comportamento do
material quando este entra em contacto com solugbes aquosas, neste caso, solugdo tampao
de fosfatos (PBS - Phosphate Buffered Saline). Esta caracteristica assume particular
relevancia, em aplicagbes biomédicas, pois permite manter niveis de humidade e pode
promover uma maior eficiéncia no processo de libertagao de compostos ativos.

Para a realizacado destes ensaios, foram preparadas amostras circulares com cerca de
1 cm, obtidas através dos filmes da matriz PEG/PEGDA e dos filmes dopados. Para cada tipo
de filme sao realizados triplicados. Inicialmente, as amostras sao pesadas (massa inicial, m;)
e colocadas em frascos contendo 5 mL de solugdo tampao PBS (pH = 7,4). A imersao é
realizada a temperatura ambiente, num periodo de 24 horas.

Apos as 24 horas, as amostras sdo cuidadosamente removidas da solugéo, secas com
papel absorvente até a eliminagéo de excesso de solugao e pesadas novamente (massa final,
ms). A taxa de absorgéo é entdo determinada com base no aumento dos valores de massa,

utilizando a expressao (2.1).

Mle — 15
T %100 2.1)

taxa de absorcio(%) = -
L

2.4.2. Ensaios de dureza

O ensaio de dureza, com durémetro manual € um método utilizado para avaliar a
resisténcia a deformacgao superficial de materiais poliméricos, desde filmes a pecgas 3D. Esta
técnica baseia-se na aplicagdo controlada de uma forga vertical sobre um indentador (parte
que aplica forca), que gera uma forca mecanica na superficie da amostra, como
representados na Figura 2.6. A profundidade resultante é convertida numa escala de dureza

especifica. Esta medicao foi realizada num equipamento manual Zwick.
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Figura 2.6 — Medicao de dureza de A) Pe¢a 3D dopada com CP3; B) Filme matriz.

Nos durémetros manuais, a forca é aplicada manualmente e a leitura é realizada apds
um tempo de contacto de aproximadamente 1 a 3 segundos. Na analise de filmes e pegas 3D
devemos garantir que estes apresentam uma base rigida e estavel evitando a rotura quando
aplicada forga sobre estes, assim como uma superficie plana sem rugosidades, garantindo
assim uma leitura mais precisa.

Neste ensaio foram analisadas quatro categorias de amostras: filmes dopados com
CC1, CC2 e CP3, filmes dopados com sais, filmes dopados com ligando e pegas 3D obtidas
por dopagem com o CP3. Para cada tipo de amostra, foram realizadas cinco medig¢des
independentes, com o objetivo de assegurar a reprodutibilidade e viabilidade dos resultados
obtidos.

2.4.3. Ensaios microbioldgicos

Atividade antibacteriana e de inibicdo de biofilmes

Os filmes de PEG/PEGDA produzidos foram testados em diferentes espécies
bacterianas em concentragbes de dopagens de 25% e 0,25% (m/m).
As propriedades antibacterianas dos filmes dopados com os Cu(NO3),-3H20, ZnCl, e Ag(NO3),
com os complexos e polimero de coordenacao sintetizados CC1, CC2 e CP3 e com o ligando
foram avaliadas através de um ensaio de sobreposicdo em agar mole (soft agar overlay
assay). Duas estirpes de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Staphylococcus epidermidis RP62A) e duas estirpes Gram-negativas (Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa PA14) foram cultivadas durante a noite em caldo Mueller-

Hinton (MHB) ajustado com catides e depois transferidas para agar Mueller-Hinton mole
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(MHA) (0,5% de agar), numa concentragao final de 1 x 10® UFC mL". De seguida, 3 mL do
MHA mole inoculado foram colocados sobre 10 mL de MHA sdlido ja solidificado (1,7% de
agar) numa placa de Petri de 9 cm de didmetro. As amostras de filmes dopados foram
colocadas sobre o MHA mole e incubadas a 37 °C, em condigdes aerébias durante 20 horas.
A atividade antibacteriana foi analisada medindo o raio minimo de inibigao de crescimento dos
halos formados.

Para os ensaios de inibicdo da formacgao de biofilme, as mesmas estirpes bacterianas
foram cultivadas na presenca dos filmes, com o objetivo de testar a adesao bacteriana e a
formagdo de biofilmes, conforme previamente descrito. Resumidamente, as bactérias
cultivadas durante a noite, como descrito anteriormente, foram transferidas para meio MHB
fresco, numa concentragao final de 1 x 10° UFC mL™". As amostras e 1 mL da suspens&o
bacteriana foram colocadas em placas de microtitulagao de 24 pogos e incubadas durante 24
horas. Apds este periodo, a suspensao bacteriana contendo as bactérias nao aderidas foi
removida, e as amostras foram transferidas para pogos limpos e lavadas duas vezes com uma
solugcdo de NaCl a 0,9% para remover as células que ndo aderiram. Para quantificar as
bactérias aderidas, estas foram destacadas submergindo-se as amostras em 1 mL de solugéo
de NaCl a 0,9% e submetendo-as a um banho de ultra-sons (220 V, 50/60 Hz) durante 15
minutos, seguido de 30 segundos de agitacdo em vortex. Por fim, as bactérias destacadas
foram diluidas em série em solucao de NaCl a 0,9%, semeadas em placas de MHA sdélido,
incubadas durante 20 horas, quantificadas por contagem de UFC e apresentadas como a
redugéo logaritmica do nimero de bactérias por cm? de biopolimero, em comparagdo com o
filme de controlo (apenas [AGR], ou [PS],). O limite de detecao deste método foi de 2log(UFC

cm™).

24.4. Ensaios citotodxicos

Os ensaios de citotoxicidade constituem uma etapa fundamental na avaliagdo da
biocompatibilidade, permitindo aferir o potencial téxico dos filmes relativamente as culturas
celulares. Esta avaliagdo é particularmente relevante quando os filmes se destinam a
aplicagdes biomédicas ou a futuro contacto direto com tecidos vivos. Desta forma, foi realizada
uma analise citotoxica dos filmes obtidos previamente, com o objetivo de validar a seguranga
em aplicagdes futuras dos mesmos.

O protocolo foi executado ao longo de quatro dias e necessitou da preparagdo e
esterilizacdo prévia de todo o material laboratorial necessario, nomeadamente, pontas de
micropipeta de 1 mL, microtubos (eppendorfs) e pingas metalicas. Posteriormente, os
materiais foram colocados numa cémara de fluxo laminar, de modo a garantir um ambiente

de trabalho estéril, assegurado por um fluxo de ar unidirecional, que atua como uma barreira
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fisica contra potenciais contaminantes do exterior. No primeiro dia procedeu-se a lavagem
das dez amostras de filmes previamente obtidas, utilizando agua destilada, seguida de
secagem a temperatura ambiente. A esterilizacao das amostras foi realizada por exposicao a
radiagdo UV, sobre papel aluminio. Para garantir a esterilizagdo de ambas as faces dos filmes,
as amostras foram viradas cuidadosamente e transferidas para um segundo papel de aluminio
previamente esterilizado por UV.

De seguida, os filmes esterilizados foram introduzidos em eppendorfs contendo 1 mL de
meio de cultura completo, composto por DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco),
10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e 1% de antibidtico. Foram também preparados controlos
negativos, consistindo em eppendorfs contendo apenas o meio de cultura completo (DMEM
+ SFB), denominados de branco 2, sem contacto com os filmes.

Todas as amostras foram posteriormente incubadas durante sete dias numa estufa de
CO; a 37 °C, de forma a permitir a libertagcao de eventuais compostos dos filmes para o meio
de cultura.

No dia seguinte, procedeu-se a sementeira de fibroblastos da linha celular L929
passagem 7 em duas placas de 96 poc¢os. As células foram distribuidas de modo a obter uma
densidade de 5000 células por po¢o, utilizando meio de cultura adequado. Apds a sementeira,
as placas foram incubadas durante aproximadamente 24 horas numa estufa de CO, a 37 °C,
com 5% de COg, até se atingir uma confluéncia celular estimada em cerca de 80%.

No terceiro dia, iniciou-se o ensaio de citotoxicidade, foi removido o meio de cultura dos
pocos das duas placas de 96 pocgos, contendo fibroblastos L929. Em seguida, foram
adicionados a cada um dos oito pogos correspondentes a cada amostra de filme, 50 uL do
extrato (meio recolhido dos eppendorfs onde os filmes estiveram incubados) e 50 yL de meio
novo completo (DMEM + 10% SFB + 1% antibi6tico). Nos pocos de controlo (controlo
negativo) foi adicionado unicamente 100 yL de meio novo completo. Para os pogos
correspondentes ao branco 2 (extrato de eppendorfs com meio incubado, mas sem contacto
com os materiais), foram adicionados 50 UL desse extrato e 50 yL de meio novo completo.

Apos a distribuicao dos extratos e meios nas placas, estas foram incubadas durante 24
horas na estufa de CO, a 37 °C. Paralelamente, foi preparada a solugdo de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo), para ser utilizada no dia seguinte na avaliagao
da viabilidade celular.

Foi preparada a solugdo de MTT (A+B), dissolvendo 0,01 g do reagente A (MTT — 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio brometo) em 2 mL da solugéo B (PBS, pH 7,4), com
base na proporgdo indicada para 1000 ensaios (0,05 g em 10 mL). A solucdo foi
homogeneizada, protegida da luz e armazenada a 4 °C. Caso se verifique a formacao de
cristais ou dificuldade na dissolugdo, é recomendada a adicdo de 1-2 gotas de HCI para

auxiliar a solubilizagdo. A solugado MTT A+B é estavel entre 2-8 °C por até duas semanas.
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Apods 24 horas de incubagao com os extratos dos filmes, procedeu-se a avaliagdo da
viabilidade celular utilizando o ensaio colorimétrico de MTT, de acordo com o protocolo da
Millipore. Adicionou-se 10 Ul da solugdo MTT(A+B) a cada pogo das placas de 96 pocos. A
mistura foi homogeneizada suavemente, batendo lateralmente na placa, e as placas foram
colocadas na estufa de CO durante um periodo de incubagao de 4 horas. Apds este periodo,
foi adicionado a cada poc¢o 100 uL de isopropanol acidificado (isopropanol 0,4 N HCI) para
dissolver os cristais de formazan formados pelas células viaveis. A mistura foi
cuidadosamente homogeneizada em cada pogo com recurso a micropipeta.

No espaco de uma hora, mega a absorbancia num leitor de placas ELISA com um
comprimento de onda de teste de 570 nm e um comprimento de onda de referéncia de 630
nm. Apds algumas horas a temperatura ambiente, as proteinas séricas podem comecgar a
precipitar devido ao acido/alcool. O arrefecimento das placas acelera a precipitacdo. Se as
placas necessitarem de ser armazenadas antes da medicdo, mantenha-as a 4 °C antes de
adicionar o acido/alcool, depois aqueca a temperatura ambiente e adicione o acido/alcool

antes da leitura.

2.4.5. Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) é uma técnica térmica, amplamente utilizada na
caracterizacdo de materiais poliméricos, que permite avaliar a estabilidade térmica,
comportamento de decomposicao e conteudo volatil ou residual dos materiais.

Os ensaios foram realizados num equipamento térmico NETZSCH STA 409 PC, que
permite medigbes simultdneas de TGA e DSC (calorimetria diferencial de varrimento)
oferecendo elevada sensibilidade e resolugao térmica. Sendo que, para este tipo de analise
apenas foi considerada a analise TGA.

A preparacdo da amostra consiste no corte de pequenas secgdes de flme, com massa
compreendida entre 5 e 10 mg. As amostras foram pesadas diretamente num cadinho de
alumina (Al203), previamente limpo e seco. Os ensaios decorreram sob atmosfera inerte
(azoto) com um fluxo de 45 mL/min, de modo a minimizar processos de oxidagdo. O
aquecimento foi realizado até 600 °C, a partir da temperatura ambiente, com um incremento
de 40 °C/min.

2.4.6. Microscopia Eletrénica de Varrimento

O Microscopio Eletronico de Varrimento (SEM) utiliza um feixe de eletrbes que varre a
superficie da amostra, produzindo imagens altamente ampliadas e detalhadas da sua

morfologia.
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Os espetros de SEM foram obtidos pelo equipamento Hitachi S24000 com voltagem
acelerado de 20.0 kV e equipado com um detetor SDD EDS para elementos leves da Bruker.
A analise de tamanho de particulas dos complexos e polimeros de coordenagao obtidos foi

realizada em Matersizer.
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3.Resultados e discussao

Apos a sintese dos compostos [Cu2(fa)s(H20).]-2H20,
[(ZnO)2(fa)HONHS.)]-1/5((fa)(H20)(NH3)) e [Ags(fa)2NO3]-1/3MeCN), designados por CC1, CC2
e CP3, respetivamente, de acordo com o procedimento descrito, estes foram caraterizados e
as suas estruturas propostas com base nos resultados obtidos pelas diferentes técnicas
utilizadas, designadamente analise elementar, espetroscopia de FTIR, RMN e métodos de

cristalografia de difragao de raios X de cristal unico e de po.

3.2. Caracterizagdo dos compostos sintetizados

3.2.1. Descricao estrutural para o complexo de coordenagdao CC1

De acordo com os dados de difracdo de raios X de cristal Unico, o complexo CC1
cristaliza no grupo espacial monoclinico P2,/c e a sua estrutura cristalina é constituida por
unidades dinucleares de cobre(ll), {Cu2O04}, com a férmula molecular [Cu,(u2-
fa)s(H,0),]-:2H,0. Neste complexo, quatro grupos carboxilato ligam dois centros de Cu(ll)
através de um modo de coordenacado sin,sin-n*:n":u.. Cada centro de Cu(ll) adota uma
geometria piramidal quadrada distorcida (75 = 0,02), com o plano basal formado por atomos
de oxigénio dos ligandos carboxilato em ponte, e a posi¢ao apical ocupada por uma molécula
de agua [Cu1—Osgua = 2,152 (2) A; Cu2—Osqua = 2,127 (2) A]. Além disso, estéo presentes
moléculas de agua de rede cristalina na sua estrutura, de acordo com as observagdes de
analises térmicas e de infravermelhos. Os comprimentos das ligacdes Cu-O basais variam
entre 1,960 (4) e 2,002 (3) A, enquanto as ligagdes Cu-O apicais sdo maiores: 2,152 (4) A
para o Cul e 2,127 (4) A para o Cu2. A distancia Cu---Cu na estrutura da roda de pas é de
2,642(3) A. A estrutura cristalina CC1 exibe o mesmo motivo estrutural que compostos
relacionados, anteriormente reportados na literatura.®>®” As unidades dinucleares da roda de
pas estdo ligadas através de ligagdes de hidrogénio envolvendo moléculas de agua
coordenadas e os anides 2-furanocarboxilato ao longo do eixo cristalografico b (Figura 3.1b),
e através de interacdes de empilhamento TT—1T entre anéis furanicos ao longo do eixo ¢ (Figura
3.1d), resultando numa arquitetura supramolecular bidimensional (Figura 3.1). Formam-se
ligacdes de hidrogénio entre moléculas de agua coordenadas e atomos de oxigénio do ligando
2-furanocarboxilato, com distancias O---O que variam entre 2,791(6) e 2,956(3) A. Além disso,
uma molécula de agua de rede cristalina contribui para a estabilidade do empacotamento
cristalino ao formar ligagdes de hidrogénio classicas com os atomos de oxigénio dos grupos
carboxilato [O--O = 2,976(14) A] e com o atomo de oxigénio de uma molécula de agua

coordenada [O---O = 2,990(19) A]. Também ocorrem interagdes por pontes de hidrogénio ndo
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classicas com o grupo C—H do ligando 2-furanocarboxilato [O---C = 3,261(15) A]. Além disso,
as interagdes de empilhamento 17— entre anéis furanicos adjacentes estabilizam ainda mais

a estrutura, com distancias de centréide a centroide de aproximadamente 3,724 A.
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Figura 3.1 — (a) Estrutura cristalina do CC1, mostrando as unidades dinucleares em forma de
roda de pas (paddlewheel). (b) e (c) Rede supramolecular bidimensional (2D) formada por
ligagoes de hidrogénio e interagdes de empilhamento -, visualizada ao longo do plano bc e
do eixo a, respetivamente. (d) Interagbes de empilhamento -1 entre anéis de furano,
destacadas como esferas azuis. Os atomos de hidrogénio e alguns atomos nao essenciais foram

omitidos para maior clareza.

Os padrdes experimentais de difragao de raios X por policristais foram comparados com
o difratograma tedrico simulado a partir de dados do monocristal para o CC1. A analise
comparativa dos picos de difracdo (Figura 3.2) confirma a estrutura cristalina sendo possivel

notar uma boa cristalinidade, e maioritariamente na mesma fase cristalina.
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Figura 3.2 — Espetros de difragdo raios X pos de CC1 e teérico (CC1T).
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3.2.2. Descri¢do estrutural para o polimero de coordenagao CP3

Em contraste com o complexo de coordenacédo CC1, o polimero de coordenagao CP3
cristaliza no grupo espacial monoclinico P2+/m.

A sua estrutura cristalina apresenta polimeros de coordenagao bidimensionais (2D) com
formula molecular {[Agz(fa)2]:[Ag(NO3)]} (Figura 3.3). Nesta disposi¢ao, o grupo carboxilato
do ligando acido 2-furdico liga os centros de prata(l) de um modo de coordenacéo bidentado
em ponte (n%nZ;), conectando os centros metalicos em camadas bidimensionais estendidas.
Estas camadas 2D estao empilhadas ao longo do eixo cristalografico b. A analise topoldgica
revela que estas camadas bidimensionais adotam uma rede do tipo favo de mel (honeycomb),
na qual cada centro de prata(l) atua como um né ligado por ligandos em ponte, formando
motivos regulares de anéis de seis membros (Figura 3.3b). Os centros de prata exibem uma
geometria de coordenacéo tetraédrica distorcida, coordenados por atomos de oxigénio
provenientes de grupos carboxilato e nitrato. As distancias de ligagdes Ag-O sao relativamente
longas e fracas, variando entre 2,201(2) e 2,674(2) A, refletindo o ambiente de ligacéo flexivel
tipico dos complexos de prata(l).

Adicionalmente, observam-se contactos curtos Ag---Ag de 2,896 A entre centros de
prata vizinhos. Estes contactos sao indicativos de interagdes argentofilicas, conhecidas como
atragbes metalofilicas fracas caracteristicas de sistemas de prata(l) com configuragao d'°.
Tais interagdes argentofilicas podem contribuir significativamente para a estabilidade do
polimero de coordenagdo, ajudando a manter a integridade estrutural da rede. Esta
estabilidade aumentada, proporcionada pelos contactos argentofilicos, pode também
influenciar o comportamento térmico do composto, tornando a estrutura mais resistente ao
colapso sob exposicao a luz. Além disso, as unidades Ag(NOs) participam em interacbes Ag—
T com o0s anéis de furano, contribuindo ainda mais para a estabilizagédo e organizac¢ao espacial

da estrutura estendida (Figura 3.3c).
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Figura 3.3 - a) Estrutura cristalina do CP3, destacando as interagbes Ag-1r entre os centros de
prata e os anéis de furano. b) As camadas bidimensionais apresentam uma topologia de rede
em favo de mel, formando motivos regulares de anéis de seis membros. ¢c) Empilhamento das
camadas 2D ao longo do eixo cristalografico b. Inser¢ao: vista detalhada das interagées Ag-mr
entre as unidades Ag(NO3) e os anéis de furano. Alguns atomos foram omitidos para maior
clareza.

A analise comparativa dos dados obtidos por PXRD para o CP3 (Figura 3.4) permite
verificar que existem bastantes picos derivados de impurezas ou uma diferente fase,
indicando que ainda é necessaria uma otimizagcado do processo de sintese, para garantir

qualidade e pureza na mesma fase cristalina do cristal Unico obtido.

—CP3
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Figura 3.4 - Espetros de difragcéo raios X p6s de CP3 e tedrico (CP3T).
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3.2.3. Descri¢do estrutural para o complexo de coordenagdo CC2

Relativamente, ao composto de coordenacdo CC2, apesar das diferentes tentativas
para obter cristais adequados para analise, tal ndo foi possivel inviabilizando a aplicagao da
técnica de SCXR. No entanto, foi realizada um espetro de difracdo de raios X de poés

experimental, os resultados obtidos encontram-se representados na figura 3.5.
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Figura 3.5 - Espetros de difragado raios X pés de CC2.

3.2.4. Andlise FTIR-ATR

A andlise de FTIR-ATR foi utilizada para garantir que os compostos obtidos nas
diferentes condi¢gdes reacionais testadas, apresentavam a mesma estrutura, com
coordenacéao do ligando ao respetivo centro metalico.

Conforme pode ser observado na Figura 3.6, onde se apresentam os espetros de FTIR-
ATR do acido 2-furdico e do complexo CC1, obtido na reagao 1 (R1) e na reagao 2 (R2),
realizadas com proporg¢des diferentes, € possivel observar que o espetro do ligando apresenta
0s sinais correspondentes a sua estrutura, que contém um anel furano e um grupo carboxilico
ligado na posicado 2 do anel. Assim, é possivel identificar as bandas caracteristicas do anel
furano no intervalo entre 1600-1400 cm™' e a banda caracteristica do grupo carbonilo (C=0) a
1682 cm™.
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Figura 3.6 - Espetros de FTIR-ATR obtidos na R1 e R2.

A analise dos espetros de FTIR-ATR do complexo CC1, obtidos nas reagdes R1 e R2,
permitiu verificar que o composto obtido, em ambas as reacgOes, apresentava a mesma
estrutura pois as bandas sobrepdem-se. A analise comparativa dos espetros do ligando com
os do complexo, permitiu perceber que existiu coordenagao do ligando ao centro metalico pela
ligeira alteracao da frequéncia da banda atribuida ao sinal do grupo carbonilo (C=0), que se
desvia ligeiramente, nos complexos, para valores de 1686 cm™, afetado pela coordenagdo ao
centro metalico, através do oxigénio do grupo carboxilico. Outra evidéncia é a presenca, nos
espetros do CC1, das bandas afiadas a 781 cm™ e 809 cm™', que traduzem as alteragdes no
plano do anel aromatico por se apresentar em posi¢do geométrica diferente do ligando livre.

Para o complexo CC2, composto com Zn(ll) como centro metalico, cujos espetros se
apresentam na Figura 3.7, a analise é semelhante a anterior. O desvio observado na banda
do grupo carbonilo (C=0) é também muito ligeiro para valores a 1685 cm™, no espetro do
composto. Neste caso, nao foi possivel obter um espetro com resolugdo para a reagao R4
pois 0 excesso de agua tornou os sinais pouco nitidos.
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Figura 3.7 - Espetros de FTIR-ATR obtidos na R3 e R4.

Para o polimero de coordenacao CP3, cujos espetros se apresentam na Figura 3.8, a
coordenacéo ao centro metalico é corroborada pelo desvio do grupo carbonilo do ligando livre,
a 1682 cm™, para um valor mais baixo de nimero de onda, neste caso a 1568 cm™ no
composto de coordenagdo. Este desvio indica que o grupo carbonilo esta a doar densidade
eletronica ao metal, enfraquecendo a ligagédo dupla C=0. E também possivel observar as
bandas afiadas a 781 cm™ e 816 cm™', que traduzem as alteragdes no plano do anel aromatico

por se apresentar em posicao geomeétrica diferente do ligando livre.
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Figura 3.8 - Espetros de FTIR-ATR obtidos na R5.
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A andlise de FTIR permitiu verificar que o centro metalico tem influéncia na “for¢ca” da
ligacdo de coordenacgao estabelecida, verificando que os compostos CC1 e CC2, de Cu(ll) e
Zn(ll), respetivamente, apresentam uma ligagdo de coordenacido semelhante, nio retirando
densidade eletrénica ao grupo carbonilo do ligando, tornando estes complexos mais labeis.
Para o composto CP3, de Ag(l), estabelece-se uma ligacdo de coordenacgdo que retira
densidade eletronica ao grupo carbonilo do ligando, tornando a ligagao de coordenagao mais
forte.

3.2.5. Ressonancia Magnética Nuclear

Para os produtos obtidos nas reagdes R3 e R4, de sintese do CC2 foi ainda realizada
uma analise por RMN, por forma a garantir a semelhanc¢a do produto obtido. Desta forma, a
evidéncia de coordenagao do ligando ao centro metélico foi assegurada através da analise

dos espetros de "H-RMN do ligando e dos compostos obtidos na reagdo 3 e 4 (Figura 3.9).
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Figura 3.9 — Espetros de "H-RMN do Hfa e compostos de zinco obtidos nas reagées 3 e 4.

A analise dos espetros de '"H-RMN permitiu verificar que o sinal caracteristico do protéo
do grupo carboxilico a & = 13,0 ppm, no espetro do ligando (Hfa) , ndo surge nos espetros dos
compostos obtidos nas reac¢des 3 e 4, sugerindo a sua desprotonagao promovida em meio
basico e a coordenacao do ligando ao centro metalico de zinco através do atomo de oxigénio.

Verificou-se, também, um descolamento, dos trés sinais de protdo do anel furano do
ligando de 6 = 7,85, 7,19 e 6,63 ppm, para valores mais elevados (6 = 8,18, 7,69 e 7,10 ppm,
respetivamente) nos espetros dos compostos obtidos nas reacbes 3 e 4, indicando que esses
protdes passaram a estar mais desblindados por coordenacéo do ligando ao centro metalico
de zinco e formagao do novo composto.

Uma vez que os sinais nos compostos obtidos nas reacdes 3 e 4 se sobrepdem,

considerou-se que eram estruturalmente semelhantes.
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3.2.6. Analise Elementar

Os valores tedricos e experimentais obtidos do teor de carbono (C), hidrogénio (H),
azoto (N) e enxofre (S) presentes nos complexos e polimero de coordenacgao sintetizados

(CC1, CC2 e CP3) encontram-se representados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Valores experimentais (E) e teéricos (T) do teor de C, H, N, S presentes em CC1,

CC2e CP3.

Amostra %N %C %H %S

CC1 (E) 1,56 36,3 2,96 <0,30
CC1 (T) 1,08 36,96 3,02 <0,30
CC2 (E) 5,03 21,87 3,1 <0,30
CC2(T) 4,97 21,3 2,92 <0,30
CP3 (E) 3,1 20,95 1,22 <0,30
CP3 (T) 3,01 20,62 1,14 <0,30

A técnica de analise elementar permitiu propor uma composigdo quimica para o
composto CC2, através dos teores principais de C, N, H presentes na sua composicao.
Inicialmente, foi considerada uma estrutura base teérica com uma composicdo quimica
especifica, de seguida, em comparagdo com os resultados experimentais obtidos estes
valores foram ajustados, tendo em consideracdo a possivel presenca de moléculas de
solvente ou de agua, no decorrer da sintese. Estes ajustes permitiram uma correspondéncia
mais precisa entre os dados experimentais e tedricos obtidos, conferindo uma formula
molecular mais viavel para os compostos sintetizados.

Em resumo, a caraterizacao dos complexos e polimero de coordenagao sintetizados
revelou resultados consistentes com as estruturas esperadas, apresentando, no entanto,
algumas limitagdes experimentais, tal como a auséncia de cristais adequados para difragao
de raios X de cristal unico em CC2, impedindo a confirmagao de uma estrutura definida.

Relativamente ao rendimento das reacdes de sintese, obtiveram-se valores de 46%
para o CC1, 45% para o CC2 e 24% para o CP3, o que indica uma eficiéncia razoavel para o
CC1 e CC2, comparativamente ao valor obtido em CP3. Este valor inferior pode estar
associado a diversos fatores como menor estabilidade do composto, perda durante o

processo, formagéo de subprodutos ou possiveis contaminacgdes.
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3.3. Caracterizacao dos filmes produzidos

Com o objetivo de desenvolver materiais funcionais com potencial atividade
antibacteriana, foram preparados filmes poliméricos, de acordo com o descrito no ponto 2—
Materiais e Métodos. Estes foram dopados com diferentes agentes ativos, nomeadamente,
sais de metais (Cu(NOs)2-3H20, ZnCl, e Ag(NO3)), ligando, complexos e polimero de
coordenagédo CC1, CC2 e CP3. Foi ainda preparado um filme polimérico da matriz
PEG/PEGDA (10:90)(%m/m). A dopagem foi realizada de forma a incorporar uniformemente
os aditivos na matriz polimérica, mantendo a integridade estrutural dos filmes. Todos os filmes
incluiram na sua composi¢cao 1% de fotoiniciador (2,4,6-trimetilbenzolfosfato).

Os filmes poliméricos foram dopados com diferentes concentracbes, assim como

diferentes agentes ativos, de acordo com as referéncias representadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Composic¢ao dos filmes poliméricos dopados.

Base polimérica Agente ativo Percentagem (%)
PEG/PEGDA -
PEG/PEGDA Cu(NO3)2:3H20 (5%,2%,2,5% e 1%)
PEG/PEGDA ZnCl2 (5%,2%,2,5% e 1%)
PEG/PEGDA Ag(NO3) (5%,2%,1% e 0,25%)
PEG/PEGDA acido 2-furdico (2,5% e 0,25%)
PEG/PEGDA CC1 (2,5%)
PEG/PEGDA Cc2 (2,5%)
PEG/PEGDA CP3 (0,25%)

Os filmes serao referenciados pela designacgéao genérica

F@concentracdocompostoativo, como por exemplo, F@5Cu(NOs3),-3H.O, sendo o filme
controlo designado de F@PEG/PEGDA.

Apos o processo de cura, de aproximadamente 5 minutos, os filmes obtidos (d = 9,5 cm
e e =2 mm) os filmes foram limpos com etanol.

O filme controlo de base polimérica estavel e robusta, composta por (10:90) %(m/m) de
PEG/PEGDA (F@PEG/PEGDA) apresenta uma coloragdo um pouco esbranqui¢ada, alguma

transparéncia e ligeira robustez como podemos verificar na Figura 3.10.
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Figura 3.10 — Amostras do filme F@PEG/PEGDA (10/90) %(m/m)

De seguida, foram preparados filmes com trés concentracdes (5%, 2% e 1%) dos sais
de metais Cu(NO3z)2-3H20, ZnCl, e Ag(NOs) com o objetivo de verificar a viabilidade da
utilizacdo dos complexos e polimero de coordenacio sintetizados a partir destes centros
metalicos, na formacéao de filmes.

Os filmes F@Cu(NO3),:3H20 exibiram uma coloragéo azul caracteristica do sal de
cobre em todas as amostras, sendo esta mais intensa na formulagdo com 5% e diminuindo
progressivamente com a redugdo da concentragdo (Figura 3.11). Todos os filmes
demonstraram algum grau de transparéncia. Observou-se ainda que o filme correspondente
a menor percentagem apresentou uma maior robustez mecanica em comparagdo com o0s

demais.

Figura 3.11 — Amostras dos filmes A) F@1Cu(NO3)2:3H.0; F@2Cu(NO3)2:3H20 e
F@5Cu(NO3)2-3H.0.

Os filmes F@ZnCl, apresentaram uma coloragdo predominantemente esbranquicada,
com ligeiras tonalidades amareladas, independentemente da concentragdo aplicada. Todos
os filmes evidenciaram elevada transparéncia (Figura 3.12). Em comparagdo com o0s
F@Cu(NOs)2:3H,0, observou-se uma menor robustez mecanica, manifestando-se uma
textura gelatinosa e até viscosa, fendbmeno que podera ser atribuido a elevada

higroscopicidade do ZnCl..
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Figura 3.12 — Amostras dos filmes A) F@1ZnCl; B) F@2ZnCl,; C) F@5ZnCl..

Os filmes de F@AQ(NO3) apresentaram uma coloragao ambar, atribuida a oxidagao da
prata, com maior intensidade na formulagdo de 5% decrescendo gradualmente com a
diminuicdo da concentragdo (Figura 3.13). Verificou-se uma boa robustez mecénica,
consistente entre todas as concentragdes testadas, e superior em comparagéo com filmes

obtidos com outros sais de metais.

Figura 3.13 — Amostras dos filmes A) F@1Ag(NO3); B) F@2Ag(NO3); C) F@5Ag(NO3).

A produgcdo de filmes dopados com os sais precursores permitiu admitir que o
comportamento dos filmes dopados com complexos e polimero de coordenacao seria, a
partida, viavel, devido a sua estabilidade e robustez. Assim, procedeu-se a dopagem em
concentragdes especificas.

Considerando que o filme contendo 5% de Cu(NOs),-3H.O apresentou alguma
instabilidade, optou-se por uma concentracdo intermédia entre 2% e 5%, definindo-se a
concentracao de 2,5% para o complexo CC1 (F@2,5CC1). Relativamente ao complexo CC2,
seguiu-se 0 mesmo raciocinio, dado que o aumento da concentragdo do sal precursor
comprometia a estabilidade do filme, fixou-se igualmente uma concentragdo de 2,5%
(F@2,5CC2). Por fim, para os filmes dopados com o polimero de coordenagéao, CP3, foi
selecionada uma concentragao significativamente inferior, de 0,25%, considerando que a
prata apresenta uma elevada atividade antibacteriana, sendo, teoricamente, eficaz em
concentragdes reduzidas (F@0,25CP3).
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Neste conjunto de ensaios prepararam-se novamente filmes contendo os mesmos sais
de metais, ajustados as concentrac¢des definidas para a dopagem dos complexos e polimero
de coordenacao. Paralelamente, foram também preparados filmes dopados exclusivamente
com o ligando utilizado na sintese dos complexos e polimero de coordenagdo, nas mesmas
concentracdes. O objetivo destes filmes é possibilitar, em estudos futuros, a avaliagédo isolada
da atividade antibacteriana de cada componente individual envolvido na sintese dos
compostos obtidos.

A analise dos filmes dopados permitiu observar que F@2,5CC1 apresenta uma
tonalidade azul mais intensa em comparacéo com o filme dopado apenas com o sal do metal
correspondente. Por outro lado, o filme dopado com o ligando exibe uma aparéncia
translicida, com regides esbranquicadas. Verificou-se ainda que o que F@2,5CC1 néo
apresenta uma homogeneizagao completa do CC1 na matriz polimérica, o que era expectavel,
dado que este tipo de compostos ndo se dissolve integralmente no meio. Em contraste,
F@2,5Cu(NO3)2-3H20 evidenciou uma boa homogeneizagéo. Relativamente ao F@2,5Hfa,
observou-se também uma falta de homogeneidade, caracterizada pela formag¢do de uma
pelicula esbranquicada na superficie da matriz, sugerindo que o ligando nao foi totalmente

incorporado. Todos os filmes apresentaram boa robustez mecanica e uma ligeira

transparéncia, conforme ilustrado na Figura 3.14.

Figura 3.14 — Amostras dos filmes A) F@2,5CC1; B) F@2,5Cu(NOs)2:3H,0, C) F@2,5Hfa.

Relativamente a F@CC2, F@2,5ZnCl, e F@2,5Hfa estes evidenciaram uma fraca
homogeneizacao, manifestada pela formagao de finas peliculas esbranquigadas, em volta da
matriz. Apesar desta limitagcao, todos os filmes apresentaram boa estabilidade e um grau

moderado de transparéncia, como representado na Figura 3.15.
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Figura 3.15 — Amostras dos filmes A) F@2,5CC2; B) F@2,5ZnCl;; C) F@2,5Hfa.

F@0,25CP3, F@0,25Ag(NOs) e F@0,25Hfa, observou-se uma dissolugdo homogénea
tanto no fiime A como no filme B. Contudo, o fiime C, tal como nos ensaios anteriores,
apresentou a formagcdo de uma pelicula esbranquicada, sugerindo uma possivel ma
dissolugéo do ligando na matriz polimérica. Em relagéo a coloragao, os filmes A e B exibiram
uma tonalidade dmbar, conforme esperado nos ensaios preliminares, com uma tonalidade
mais escura no filme dopado com o composto metéalico. Todos os filmes demonstraram uma
certa robustez mecénica, sendo o filme A o0 mais resistente. Quanto a transparéncia, todos os

filmes apresentaram um nivel normal de transparéncia, como ¢é possivel ver na Figura 3.16.

Figura 3.16 — Amostras dos filmes A) F@0,25CP3, B) F@0,25Ag(NOs) e C) F@0,25Hfa.

3.3.1. Analise FTIR-ATR

De forma a caracterizar os filmes produzidos foram realizados os espetros de FTIR-ATR
a todos os materiais utilizados e produzidos.

As Figuras 3.17, 3.18, 3.19, mostram os espetros obtidos para F@PEG/PEGDA
comparativamente aos espetros obtidos para F@2,5CC1, F@2,5CC2 e F@0,25CP3

respetivamente.
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Figura 3.17 - Espetros de analise FTIR-ATR obtidos de F@2,5CC1 vs F@QPEG/PEGDA.
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Figura 3.18 - Espetros de analise FTIR-ATR obtidos de F@2,5CC2 vs F@QPEG/PEGDA.
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Figura 3.19- Espetros de analise FTIR-ATR obtidos de F@0,25CP3 vs F@QPEG/PEGDA.

A analise global dos resultados permite verificar que o espetro de FTIR-ATR do filme de
PEG/PEGDA apresenta o perfil caracteristico esperado para a sua estrutura. E possivel
observar a presenga de uma banda intensa a 2874 cm™ atribuida a vibragéo de estiramento
alifatico dos grupos CH. das cadeias poliméricas, presentes nos dois polimeros. O grupo
acrilato (—-CH=CH-COO-), presente no PEGDA pode ser identificado pela presenca das
bandas a 1733 cm™ e 1636 cm™, carateristicas da vibragdo do grupo éster (C=0) e ligagdo
dupla (C=C) do grupo acrilato. Identifica-se ainda a banda forte a 1099 cm™' correspondente
ao estiramento da ligagdo C-O-C dos grupos éter presentes na estrutura do PEG.

A presenga dos compostos nos espetros dos materiais dopados, torna-se dificil de
identificar pois estes estdo presentes em pequenas quantidades, comparativamente, a matriz,

fazendo com que os seus sinais fiquem encobertos pelos sinais do controlo.

3.3.2. Ensaios de absor¢do de solugdo tampao

As amostras em cupao foram preparadas e imersas em 5 mL de solu¢do tampéo PBS
(pH =7,4), a temperatura ambiente. Apds 24 horas de imersao, algumas apresentaram sinais
de fragmentacdo. Os resultados visuais, no final de 24 horas de ensaio, apresentam-se nas
figuras 3.20, 3.21 e 3.22.
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F@PEG/PEGDA

F@2,5CC1

F@2,5CC2

F@0,25CP3

Figura 3.20 — Aspeto final dos triplicados dos ensaios de absor¢ao de amostras de filmes de
matriz e de complexos e polimero de coordenacgao incorporados, apos 24 horas.
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F@2,5Cu(NO3)2:-3H,0

F@2,5ZnCl;

F@0,25Ag(NO3)

Figura 3.21 - Ensaios de absorgcao de amostras de filmes de sais de metais incorporados, apés
24 horas.

F@2,5Hfa

F@0,25Hfa

Figura 3.22 - Ensaios de absorgiao de amostras de filmes F@2,5Hfa e F@0,25Hfa incorporados,
apos 24 horas.

Efetivamente o comportamento observado indica que a matriz de PEG/PEGDA, tal como
formulada, apresenta estabilidade ligeiramente fragil em meio aquoso, para periodos
superiores a 24 horas. A degradagao observada nao devera ser unicamente atribuida a
presenca dos agentes dopantes, uma vez que a matriz base também fragmentou sob as

mesmas condicdes.
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Esta instabilidade podera estar relacionada com a mistura de PEG/PEGDA. Estes
resultados sugerem que a reticulagao conseguida na matriz polimérica base definida, podera
nao ser adequada para aplicagbes superiores a 24 horas, em ambientes aquosos, se for
necessario manter a integridade da matriz. Nesse caso, podera ser necessario proceder a
alteracdes na sua composicéo ou condi¢cdes de polimerizagao.

A taxa de absorg¢ao de solugdo tampao foi determinada com base nos resultados

obtidos, para ensaios em triplicado, de acordo com a expressao 3.1.

_0,2257-0,1357

taxa de absorc¢io(%) = e X 100 = 66,32% (3.1)

O filme de F@PEG/PEGDA apresentou uma taxa de absorc¢ao de 66%, apds 24 horas
de imersdo. Este resultado indica uma capacidade moderada a elevada de absor¢do de
solugcao tampao, demostrando que o material consegue reter uma quantidade significativa de
fluido, sem sofrer degradagao total, embora tenha sido observada alguma fragilidade
estrutural e leve fragmentacao.

Este valor de absor¢ao pode ser relevante para aplicagdes em contextos bioldgicos ou
biomédicos, como sistemas de control delivery ou tratamento de feridas, onde o material deve

contactar com fluidos corporais sem comprometer a sua integridade fisica.

3.3.3. Ensaios de dureza

A dureza dos materiais obtidos, sob forma de filmes e pecas tridimensionais, foi avaliada
com o objetivo de caracterizar a sua resisténcia a deformacéao superficial. Os ensaios foram
realizados utilizando um durémetro manual, segundo a escala de Shore A, adequada para
materiais poliméricos com propriedades elasticas ou semi-rigidas. Para cada amostra foram
efetuadas cinco medi¢cbes independentes, permitindo obter uma média representativa e
minimizar a influéncia de eventuais variagdes locais na superficie do material. Esta analise é
fundamental para compreender o comportamento mecanico dos materiais desenvolvidos e a

influéncia da sua composicéo e morfologia na resisténcia ao impacto e compresséo.

3.3.3.1. Ensaios de dureza aos filmes produzidos

Os resultados obtidos para os valores de dureza (Shore A) para os diversos filmes

produzidos apresentam-se resumidos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Valores de dureza Shore A para os filmes produzidos.

Dureza (Shore A)
F@PEG/PEGDA 68+2
F@0,25Hfa 7712
F@2,5Hfa 71+4
F@2,5Cu(NO3)2.3H20 59+4
F@2,5ZnCl; 7842
F@0,25Ag(NO3) 57+4
F@2,5CC1 50+10
F@2,5CC2 68+3
F@0,25CP3 4813

A andlise dos resultados permite verificar que o F@PEG/PEGDA, de matriz (10/90%)
apresentou um valor médio de 68,4+1,8 Shore A, esperado para materiais poliméricos,
maioritariamente, de polietileno glicol diacrilato. A maioria das formula¢des de PEGDA puras
ou com baixo teor de PEG tendem a apresentar durezas entre 50-80 Shore A, dependendo
do peso molecular e da densidade de reticulagéo.

Quando se faz a comparacdo para a introducdo de ligando, fiimes F@0,25Hfa e
F@2,5Hfa, verifica-se que, independentemente da concentragao incorporada, os valores de
dureza aumentam relativamente ao filme de matriz. Este fato sugere que o ligando Hfa, podera
ter influéncia no processo de reticulagao, dando origem a materiais ligeiramente mais rigidos
que o material base.

Quando se analisam os resultados obtidos para os filmes dopados com os sais dos
metais percursores F@2,5(Cu(NOs3)2-3H20, F@2,5 ZnCl, e F@0,25Ag(NOs) verifica-se que a
incorporacao do sal de Cu(ll) e Ag(l) diminuiram a dureza dos filmes produzidos, para 594 e
5714 Shore A, respetivamente, relativamente ao valor obtidos para o filme de matriz, enquanto
que a incorporacgéo do sal de Zn(ll) fez aumentar o valor para 78+2 Shore A.

Este comportamento foi também observado para os filmes com os compostos CC1, CC2
e CP3 produzidos, com o filme F@2,5CC2 a apresentar valores de dureza superior aos
registados para os filmes F@2,5CC1 e F@0,25CP3, de Cu(ll) e Ag(l), respetivamente.
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Esta semelhanca sugere que o ido Zn(ll) podera ter influéncia no processo de
reticulacao, uma vez que estes filmes apresentam uma dureza maior ou semelhante a do filme
matriz.

3.3.3.2. Ensaios de dureza as pecas 3D

Os resultados obtidos para os valores de dureza (Shore A) para as pecas produzidas

apresentam-se resumidos na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Valores de dureza Shore A para as pegas 3D produzidas.

Dureza (Shore A)
P@PEG/PEGDA_10mm 85+2
P@0,25CP3_10mm 78+2
P@0,25CP3_5mm 80+4

A analise de resultados permite verificar que a semelhanga do que se observou para os
filmes incorporados com compostos de Ag(l), os valores de dureza das pecas
P@0,25CP3_10mm e P@0,25CP3_5mm diminuiram ligeiramente, relativamente ao valor
obtido para a peca matriz P@PEG/PEGDA_10mm.

No que se refere a comparagdo da espessura das pegcas P@0,25CP3_10mm e
P@0,25CP3_5mm verifica-se que a pec¢a mais baixa apresenta um valor médio ligeiramente
superior ao obtido para a pega mais alta. Este fato pode sugerir que ao aumentar a espessura
o processo de cura pode tornar-se menos eficiente, tornando as pegas mais altas menos

rigidas.

3.34. Ensaios microbiolégicos

As propriedades antibacterianas dos filmes de matriz e dopados com ligando, sais
precursores (Cu(NO3):3H.0, ZnCl; e Ag(NO3)) e CC1, CC2 e CP3 foram avaliadas através
de um ensaio de sobreposicdo em agar mole. Através dos ensaios microbiologicos realizados
foi permitido avaliar a eficacia dos filmes de produzidos contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli). Os resultados dos halos bacterianos obtidos encontram-se

apresentados nas Figuras 3.23 a 3.26.

52



F@2,52nc),

)
>
% @
e ‘e,

F@2,5 Cu(NOs)2

F@2.5Hfa  F@25¢

- B ) y
& v F@25Hfa  F@25CC2

F@0,25H¢, F@2,5zncy,

*

Figura 3.25 — Halos bacterianos observados na estirpe S.aureus ATCC 25923.
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F@2,5Hfa

Figura 3.26 — Halos bacterianos observados na estirpe S.epidermidis RP62A.

Relativamente aos resultados dos espetros de inibigdo antimicrobiana obtidos, estes

encontram-se apresentados nas Figuras 3.27 a 3.30.
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Figura 3.27 - Resultados inibitérios dos filmes produzidos na estirpe P.aeruginosa.
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Figura 3.28 - Resultados inibitérios dos filmes produzidos na estirpe E.coli.
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Figura 3.29 - Resultados inibitérios dos filmes produzidos na estirpe S.aureus.
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Figura 3.30 - Resultados inibitorios dos filmes produzidos na estirpe S.epidermidis.

A atividade antibacteriana do filme controlo F@PEG/PEGDA apresentou resultados
nulos de atividade antimicrobiana para todas as estirpes testadas. Desta forma, pode-se
concluir que a matriz utilizada, nas condi¢des testadas, ndo apresenta inibigdo antimicrobiana.
A auséncia desta atividade reflete a biocompatibilidade da mistura base selecionada e garante
que todos os resultados de inibicdo dos filmes dopados produzidos resultardo da incorporagao
de agentes dopantes ativos. Relativamente ao F@2,5Hfa, este revelou atividade
antibacteriana exclusiva contra as bactérias Gram-positivas, ndo apresentando qualquer
efeito inibitério sobre as bactérias Gram-negativas testadas. As estirpes S.aureus e
S.epidermidis demonstraram valores de inibigdo semelhantes, sugerindo que o Hfa atua de
forma constante sobre estas estirpes.

O F@2,5Cu(NO3)2-3H.0, apresentou uma baixa atividade para as bactérias Gram-
negativas, enquanto, o F@2,5CC1 nao apresentou qualquer atividade para essa estirpe.

Relativamente as bactérias Gram-positivas o F@2,5Cu(NOs)2-3H.O apresentou
inibicdo, no entanto este valor € muito baixo comparativamente aos restantes sais precursores
testados. O F@2,5CC1 nado apresentou inibigcdo para a estirpe S.epidermidis e apresentou
um valor bastante reduzido para a estirpe S.aureus.

Em relagdo ao F@2,5ZnCl; e F@2,5CC2, estes exibiram maior inibicdo do crescimento
bacteriano contra bactérias Gram-positivas. Ambos demonstraram atividade inibitéria contra
S.epidermidis e S.aureus, sendo que, o F@2,5ZnCl, apresentou halos de inibigdo
semelhantes em ambas as estirpes. No entanto, F@2,5CC2 evidenciou maior atividade
inibitéria contra S.epidermidis. Relativamente as bactérias Gram-negativas, nao foi observada

qualquer inibigdo do crescimento de P.aeruginosa por nenhum dos compostos. No caso da
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E.coli, apenas o F@2,5ZnCl, apresentou alguma atividade inibitéria, embora menos
pronunciada do que nas Gram-positivas.

No caso dos F@O0,25AgNO; e F@0,25CP3 ambos demonstraram atividade
antibacteriana contra todas as estirpes testadas. Este amplo espetro de acdo esta em
consonancia com o que € amplamente reportado na literatura para compostos de prata, cuja
eficacia se deve a capacidade de libertar ides Ag* que interagem com proteinas celulares,
acidos nucleicos e a membrana bacteriana.

De forma geral, o F@0,25CP3, apresentou melhores resultados, comparativamente ao
F@0,25AgNO; sugerindo que a estrutura do polimero potencia a agdo antimicrobiana da
prata.

O melhor resultado de inibigao foi observado em S.epidermidis, indicando uma particular
eficacia de F@0,25CP3 contra esta estirpe. Este comportamento pode estar associado a
estrutura da parede celular de S.epidermidis, que podera permitir uma maior interagcdo com
os ides metalicos libertados pelo polimero. Os dados obtidos reforcam o potencial do polimero
de coordenagao de prata como agente antimicrobiano de largo espetro, com resultados

promissores especialmente no combate a infegbes causadas por bactérias Gram-positivas.

3.3.5. Ensaios citotoxicos

A avaliagao citotoxica é fundamental para determinar a biocompatibilidade de novos
materiais, especialmente os que apresentam potencial aplicagdo biomédica. Neste contexto,
foram realizados ensaios in vitro com o objetivo de compreender os efeitos citotoxicos da
matriz de PEG/PEGDA e dos filmes dopados com os complexos e polimeros de coordenagao
(CC1, CC2 e CP3), além dos respetivos sais de metais e do ligando isolado. Os resultados
dos ensaios de citotoxicidade obtidos encontram-se representados na Figura 3.31.
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Figura 3.31 - Resultados obtidos nos ensaios citotoxicos.
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Através dos resultados obtidos podemos concluir que o controlo negativo (branco)
apresenta uma toxicidade relativamente alta, de 38%, o que pode indicar problemas na
preparacdo do mesmo, presenga de possivel contaminagdo durante o ensaio ou até
sensibilidade das células ao meio ou as condigdes do ensaio. O ligando, por sua vez, também
apresenta um valor ligeiramente elevado de toxicidade, de 32%, o que pode indicar que a sua
presenga pode contribuir para o0 aumento da toxicidade.

Relativamente a Ag(NO:) e ZnCl,, estes apresentaram valores elevados de
citotoxicidade, de 52% e 41%, respetivamente. Isto pode dever-se a presencga dos ibes Ag* e
Zn?* que por si s&o citotoxicos. Comparativamente, o Cu(NO;3),-3H20 apresentou um valor de
toxicidade moderada, de 20%, valor inferior aos restantes sais.

Os filmes dopados com os complexos e polimeros de coordenacgio sintetizados
anteriormente reduziram a toxicidade dos respetivos ibes metalicos. O F@2,5CC1 e
F@0,25CP3 apresentaram uma toxicidade reduzida, de 10% e 13% respetivamente. No caso
do F@2,5CC2 o valor torna-se quase nulo, com 2% de toxicidade obtida. Desta forma,
podemos concluir que a presenga do ligando pode contribuir com alguma toxicidade, no
entanto, ndo é um fator determinante. O F@2,5CC2 €& o0 mais biocompativel,
comparativamente aos restantes. A ligagdo metal-ligando formada mostra ser uma opcéao
promissora na redugao da toxicidade dos ides metalicos livres selecionados, principalmente,

na sintese do CP3.

3.3.6. Analise termogravimétrica

A anadlise termogravimétrica (TGA) foi realizada de forma a perceber a estabilidade
térmica e o comportamento de decomposi¢do da matriz polimérica de PEG/PEGDA 10/90
(%m/m) e dos filmes dopados com os complexos e polimeros de coordenacao sintetizados
(CC1, CC2 e CP3). Os termogramas obtidos permitram comparar a influéncia da
incorporacao dos complexos e polimeros de coordenagao no perfil da matriz. Os resultados

obtidos encontram-se representados na Figura 3.32.
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Figura 3.32 - Espetro termogravimétrico obtido nos filmes dopados e matriz.

Através dos resultados obtidos & possivel concluir que F@PEG/PEGDA apresenta
uma grande perda de massa a partir dos 350 °C até 450 °C, chegando a quase 0% de massa
residual (2%), o que indica a degradagao completa do polimero.

No caso dos F@2,5CC1 e F@2,5CC2 estes apresentam um comportamento
semelhante entre eles, apresentando uma perda de massa dos 350 °C aos 400 °C. No
entanto, F@2,5CC1 mostrou uma massa residual significativamente superior a matriz (8%),
enquanto, o F@2,5CC2 apresentou uma massa semelhante a matriz de 2%. Estes resultados
podem indicar que o complexo de coordenagao de cobre esta presente e deixa residuos
metalicos ou complexos mais estaveis apds a decomposi¢éo, contrariamente ao complexo de
coordenacéao de zinco.

Por outro lado, o F@0,25CP3 apresenta um comportamento anémalo em relagdo aos
restantes, sugerindo um possivel erro no eixo da massa, uma vez que, a linha de massa
cresce em vez de decrescer. No entanto, € possivel ver que o padrao de degradagao ocorre
numa faixa semelhante as amostras restantes, entre os 350 °C e os 450 °C. Desta forma, a
massa final residual obtida foi superior, com 60%, indicando uma estabilidade maior por parte
deste polimero de coordenagado, considerando ainda, que este foi dopado em menor

percentagem comparativamente com os restantes complexos de coordenagao.
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3.3.7. Anadlise SEM

A analise SEM foi realizada aos filmes dopados com CC1, CC2 e CP3, de forma a
compreender a composi¢cdo elementar das amostras, obtendo micrografias da analise
morfologica superficial. As figuras obtidas por SEM para cada uma das amostras dopadas
com CC1, CC2 e CP3, juntamente, com os respetivos espetros de dispersao de energia de

raios X (EDS), encontram-se representados nas Figuras 3.33 a 3.38.

SE MAG: 80 x HV: 20.0 kV

Figura 3.33 — Micrografia da analise morfologica superficial de F@2,5CC1.
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Figura 3.34 - Espetro EDS de F@2,5CC1.
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SE MAG: 500 x HV: 20.0 kV

Figura 3.35 — Micrografia da analise morfolégica superficial de F@2,5CC2.
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Figura 3.36 - Espetro EDS de F@2,5CC2.
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SE MAG: 200 x HV: 20.0 kV

Figura 3.37 — Micrografia da analise morfolégica superficial de F@0,25CP3.
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Figura 3.38 - Espetro EDS de F@0,25CP3.

A analise morfoldgica das amostras de filmes dopados com CC1, CC2 e CP3, através
de microscopia eletrénica de varrimento, nao revelou a presencga visivel de particulas
metalicas na superficie das amostras. Esta auséncia de sinal metalico pode indicar que os
metais incorporados, maioritariamente, se alojaram no interior da amostra, visto que, esta
técnica é de caraterizacdo morfoldgica superficial.

De seguida, foi analisada uma sec¢ao de cada amostra, obtida através do corte das

mesmas. Os resultados obtidos mostraram, novamente, a auséncia de metais, no entanto,
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nao sendo esta amostra representativa, ndo podemos concluir que exista auséncia total do
metal na mesma. Desta forma, a auséncia de metal nas imagens obtidas por SEM nao indica
a auséncia total, mas sim a limitagdo da analise relativamente a profundidade de detecédo e a
representatividade da area observada.

A presenca de ouro (Au) nos espetros EDS deve-se ao revestimento metalico aplicado
durante a preparacdo das amostras, utilizado para melhorar a condutividade elétrica e a
qualidade de imagem no decorrer da analise.

No entanto, a presenca de silica (Si) pode ser causada pela presenga de contaminagéo,

na obtencao ou preparacao da amostra.

3.4. Pecas 3D dopadas com sais dos metais precursores e com

CP3

Assim como na producao de filmes dopados, os metais, complexos e polimeros de
coordenagao podem conferir as pecas 3D propriedades adicionais. Desta forma, foram ainda
realizados ensaios teste para pecas 3D com os sais de metais utilizados anteriormente, com
o0 objetivo de estudar se esta produgdo seria viavel e estavel. Nestes ensaios foram
incorporados, primeiramente, os sais de metais numa concentragéo de 5% na matriz base e
inseriu-se 10 mL desta mistura na impressora 3D formando pecas com diferentes dimensoes.

As pecas obtidas encontram-se representadas na Figura 3.39.

Figura 3.39 — Pecas 3D dopadas com A) P@5Cu(NO3).-3H20, B) P@5ZnCl;, C) P@5Ag(NO3).

Visto que, os resultados obtidos foram positivos, produzindo-se pecas estaveis a
temperatura ambiente para os diferentes sais decidiu-se testar a formagao de pegas 3D com
as percentagens finais determinadas anteriormente, nomeadamente, 0,25% e 2,5%. No
entanto, como os resultados de atividade antimicrobiana demonstraram que a utilizagéo
destas percentagens para o CC1 e CC2 nao seria promissora no combate as estirpes
selecionadas, decidimos avangar apenas com a produgao de pecas 3D para o CP3. As pecas

obtidas encontram-se representadas na Figura 3.40.
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Figura 3.40 - P@0,25CP3
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4.Conclusoes e trabalho futuro

4 2. Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo a sintese de compostos e polimeros de
coordenagéo, com centros de Cu(ll), Zn(ll) e Ag(l), potencialmente bioativos, aplicando-os
numa matriz de PEG/PEGDA (10:90 m/m) biocompativel, para produzir novos materiais
compoésitos, em forma de filmes e pegas 3D, com propriedades antimicrobianas.

Apos a otimizagao das condi¢des de sintese, os compostos produzidos foram isolados,
com rendimentos de 46% (CC1), 45% (CC2) e 24% (CP3), e as suas estruturas foram
propostas com base nos resultados obtidos pelas técnicas de analise elementar,
espetroscopia de FTIR e RMN, e métodos de cristalograficos, designadamente difragao de
raios X de cristal Unico e de pos.

Os dados obtidos permitiram definir a estrutura do CC1 e CP3 definidas pelas férmulas
[Cuy(p2-fa)4(H,0)2]-:2H,0 e {[Agz(fa)2]-[Ag(NO:)[}n, respetivamente. Para o composto de Zn(ll)
os dados obtidos foram insuficientes para definir a sua estrutura molecular, no entanto,
permitiram propor a formula [(ZnO)2(fa)HONH,4)]-1/5((fa)(H20)(NH3)). Os compostos foram
testados relativamente a sua capacidade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (S.
epidermidis e S. aureus) e Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli).

De forma a testar o processo de cura por UV, essencial para a producao de pecas 3D
pelo método selecionado neste trabalho, foram produzidos diversos filmes, apartir da matriz
PEG/PEGDA (10:90% m/m), incorporados com os sais dos metais precursores
F@0,25Ag(NO3), F@2,5ZnCl; e F@2,5Cu(NO3)2-:3H,0O. Foram ainda produzidos filmes
dopados com os compostos sintetizados, os quais se designaram F@2,5CC1, F@2,5CC2 e
F@0,25CP3. Para validagao dos resultados foi tambem produzido o filme incorporado com o
ligando de trabalho, F@Hfa.

Todos os materiais produzidos foram avaliados relativamente as suas propriedades
fisico-quimicas, morfoldgicas e bioldgicas. Apds a sua formagéo, num processo rapido (2a 5
minutos) de fotopolimerizag¢ao (365 nm), todos se revelaram filmes estruturados, de superficie
homogénea, com rigidez suficiente e ligeira flexibilidade. O F@QPEG/PEGDA revelou-se
transparente e todos os outros, apesar de translucidos, adquiriram a tonalidade dos metais
incorporados, com maior ou menor intensidade em fungao das concentracdes utilizadas. Os
ensaios de absor¢do de agua, revelaram que os materiais produzidos sao altamente
hidrofilicos, o que os torna adequados para a producéao de hidrogéis ao serem hidratados.

Os resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos confirmaram a biocompatibilidade da
mistura selecionada para base (F@QPEG/PEGDA) e permitiram verificar que esta matriz

permite a difusdo dos compostos ativos incorporados.
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Como esperado, foi possivel verificar que os novos materiais produzidos apresentam
potenciais antimicrobianos distintos, perante diferentes bactérias. Os materiais com os novos
compostos de Cu(ll) e Zn(ll), F@2,5CC1 e F@2,5CC2, apresentaram, unicamente, uma
ligeira inibicao face as espécies Gram positivas, com o filme F@2,5CC2 a apresentar inibigdo
face as duas estirpes estudadas, sugerindo que este ultimo material podera ser considerado,
mais eficaz que o material F@2,5CC1.

Relativamente ao material F@0,25CP3, com o novo composto de Ag(l) sintetizado, este
apresentou inibicdo relativamente a todas as estirpes de bactérias estudada, quer Gram
positivas, quer Gram negativas. Este resultado demonstra, e confirma, o poder antimicrobiano
dos ides Ag* e justifica o continuo investimento no desenvolvimento de novos materiais.

Relativamente a citotoxicidade destes novos materiais, os testes preliminares realizados
com células L929 apontam para um elevado potencial destes materiais. Os resultados
sugerem que o0s novos materiais F@2,5CC1, e F@0,25CP3 apresentam um valor muito ligeiro
de citotoxicidade e o material F@2,5CC2 um valor nulo, sugerindo uma boa
biocompatibilidade. O facto do material F@Hfa apresentar um valor elevado, sugere que a
coordenagdo metal-ligando formada pode ser uma opgado promissora na redugido da
toxicidade dos ides metalicos livres selecionados e do ligando sozinho. Este fato pode ser
particularmente interessante para os materiais de Ag(l) a serem desenvolvidos, pois é este o
ido metalico com maior citotoxicidade dos trés estudados neste trabalho.

A producao de pecas 3D, por fotopolimeracao, revelou-se eficaz para os materiais
produzidos com os sais precursores dos trés metais em estudo, tendo sido possivel propor as
condi¢cbes de impressao para a producdo de pecgas circulares, com dois tamanhos de altura
para os trés materiais. Uma vez que os resultados mais promissores, relativamente aos
ensaios biologicos, foram obtidos para o material utilizado para a produgdo do filme
F@0,25CP3, essa foi a mistura utilizada para testar a produgéo de pecgas 3D.

Os resultados foram positivos e foi possivel obter pecas 3D, através de um processo de
fotopolimerizacao, utilizando uma impressora 3D, verificando-se desta forma o potencial desta

técnica para a producédo de objetos com materiais com propriedades antimicrobianas.

4.3. Trabalho futuro

Como perspectivas futuras, sugere-se a utilizacdo de outro ligando para a sintese dos
complexos e polimeros de coordenacéo, como por exemplo o acido 2,5-difuréico onde a ponte
formada seria de acido-prata. Este ligando poderia levar a formagdo de polimeros de
geometria 3D, proporcionando, possivelmente, uma melhor libertagdo dos compostos da

matriz polimérica.
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Sugere-se ainda o estudo de outro tipo de matriz base para os filmes produzidos, ou
a alteracéo das proporgdes utilizadas, visto que, os resultados obtidos para a mesma, nao
apresentam estabilidade a nivel fisioldgico a longo prazo.

Outra sugestao para trabalho futuro sera aumentar o espetro de estirpes de bactérias
estudadas, verificando assim se os filmes produzidos apresentam atividade antimicrobiana

com outras estirpes, permitindo direcionar estes materiais para outras aplicagdes.
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