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Resumo

Com o advento dos materiais naturais e biocompativeis, novas possibilidades
surgiram para as industrias farmacéutica e dos dispositivos médicos e, atualmente, muitas
dessas macromoléculas sdo utilizadas no desenvolvimento de novos produtos. A
biocompatibilidade e ndo toxicidade sao propriedades chave para que diferentes
biopolimeros possam ser utilizados em aplicagdes médicas. No caso particular de sistemas
de libertacdo de farmacos ou substancias biologicamente ativas a taxa de libertagdo do
composto ativo é, também, um parametro chave. Grande parte destes materiais usados
para a libertacdo controlada, sdo constituidos por matrizes de base biopolimérica, visto
estes se mostrarem versateis e promissores, demonstrando ser capazes e apropriados para
controlar a libertacéo e sustentar a acéo terapéutica ao longo do tempo.

Neste contexto, este trabalho foi desenvolvido de forma a cumprir dois objetivos
principais:

1) Producao de materiais hibridos biocompativeis, em filme e pecas 3D, fabricados com
resinas naturais, derivadas do 6leo de soja, e com alcool polivinilico de forma a estudar o
modelo de libertacéo de diferentes compostos terapéuticos, disponibilizados comercialmente,
nomeadamente o 4cido acetilsalicilico, o paracetamol, o diclofenaco e a tetraciclina;

2) Producéao de filmes de resina, derivada do 6leo de soja, dopados com compostos da
familia das naftoquinonas, com potenciais propriedades antimicrobianas.

No cumprimento do primeiro objetivo verificou-se que, para todas as matrizes
estudadas, a taxa de libertacdo dos compostos ativos mostrou-se dependente da massa
molecular do composto incorporado, tendo-se obtido valores mais elevados de libertacdo, em
menor tempo, para 0S compostos com menor massa molecular.

No cumprimento do segundo objetivo verificou-se que, apesar dos compostos
estudados terem revelado agdo antimicrobiana, os respetivos materiais hibridos produzidos

ndo apresentaram a libertacdo esperada.

Palavras-chave: Libertac@o controlada; Resinas de soja; Materiais hibridos; Impressao 3D.







Abstract

With the advent of natural and biocompatible materials, new possibilities have emerged
for the pharmaceutical and medical device industries and, nowadays, many biodegradable
and biocompatible macromolecules and natural biopolymers, are used in the development
of new products. Biocompatibility and non-toxicity are key properties that allow their use for
medical applications. In the specific case of drug delivery systems, the active compound
release rate is the key parameter. Owing to their versatility and their ability to form adequate
matrices, that allow an efficient release over time, biopolymers are good candidates to

produce drug delivery systems.
Within this frame this work was developed with two main objectives:

1) Production of biocompatible hybrid materials, as film and 3D pieces, manufactured with
natural soybean oil derived resins, and polyvinyl alcohol to study the release model of
different commercially available therapeutic compounds, namely acetylsalicylic acid,

paracetamol, diclofenac and tetracycline.

2) Production of soybean oil resin films doped with naphthoquinone derived compounds,

with potential antimicrobial properties.

In fulfilling the first objective, it was found that, for all matrices studied, release rates were
drug dependent, with compounds with lower molecular weight showing higher rates, in

shorter times.

In fulfilling the second objective, it was found that, although the naphthoquinone derivatives
studied compounds showed antimicrobial action, the respective produced hybrid materials

did not present the expected release.

Keywords: Drug delivery systems; Soybean oil resins; Hybrid materials; 3D print.
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Introducéo

1. Introducéo

A evolucao crescente da sociedade moderna e 0s avangos tecnoldgicos no ramo dos
materiais tém conduzido ao desenvolvimento de novos materiais, com um conjunto de
propriedades que, geralmente, ndo sdo encontradas em materiais convencionais. Estes
materiais designados de materiais compdsitos, sao obtidos através da combinacao de dois
ou mais materiais, designados de matriz e reforco, compativeis quimicamente e imisciveis,
cuja combinacgédo resulta num material com propriedades fisico-quimicas, mecéanicas e/ou
térmicas superiores aos materiais que lhe deram origem . A maioria destes materiais,
possuem uma matriz polimérica, e apresentam-se como uma opc¢ao de propriedades e
caracteristicas multifuncionais melhoradas. Atualmente, os materiais compdsitos sao
utilizados nos mais diferentes sectores, de onde se destacam aplicacBes nas embalagens
de alimentos, téxteis, 6rgdos artificiais, sistemas de libertacao controlada, na engenharia de
tecidos, entre outras aplicacdes, permitindo o desenvolvimento de aplicacbes industriais

inovadoras.

No campo das aplicacbes biomédicas, a utilizacdo de materiais compdsitos ou
hibridos destaca-se fundamentalmente na producao de sistemas de libertacédo controlada
de principios ativos, que apresentam diversas vantagens quando comparados com 0Ss
sistemas convencionais de administracdo de farmacos. Estas vantagens relacionam-se,
essencialmente, com a liberacdo controlada e gradual da substancia ativa, o que permite

manter as concentracdes libertadas sem grandes variagdes, ao longo do tempo.

Sistemas de libertacdo controlada podem ser usados, em membranas de libertacdo
transdérmicas, revestimento de comprimidos, em géis, dispersées e para micro e nano
particulas. Os sistemas transdérmicos sao fabricados para atuarem sobre a pele, e podem
ser divididos em sistemas reservatorios, onde a libertacdo do farmaco é controlada por uma
membrana microporosa ou semipermeavel e em sistemas matriciais, em que o farmaco é

disperso num gel ou numa matriz polimérica, que controla a libertacdo do mesmo 2.

Dentro de muitas descobertas introduzidas no mercado farmacéutico e biomédico,
acredita-se que a impressao tridimensional (3D) seja a mais revolucionaria e poderosa. Esta
técnica é reconhecida como uma ferramenta versatil na fabricacdo precisa de diversos
dispositivos. Serve como uma tecnologia para o desenvolvimento de novas formas de

dosagem, engenharia de tecidos e 6rgéos, bem como modelagem de doencas 3.

A escolha da impressdo 3D adequada para a construcdo desejada é influenciada
pelas substancias ativas e polimeros com propriedades diversas, bem como a geometria

desejada de peca e o padréo de libertacdo do composto e por isso, as mais usadas incluem
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a estereolitografia 4. Atualmente o uso destas técnicas incluem sistemas multifuncionais de
libertagdo de medicamentos com caracteristicas de libertacdo acelerada, formas de
dosagem ajustaveis e personalizadas, implantes e phantoms correspondentes a anatomia
especifica do paciente, bem como materiais baseados em células para medicina

regenerativa 3.

1.1. Sistemas de libertacdo controlada

Os sistemas de libertacdo controlada sdo um método de tratamento sofisticado que
possibilita a entrega de uma dosagem terapéutica de substancia ativa por um longo periodo
de tempo, com uma Unica dose (Figura 1). Demonstra uma infinidade de vantagens, tais
como o aprimoramento do desempenho terapéutico, diminuicéo significativa da toxicidade,
facil controle do periodo de administracdo, prevencédo de efeitos colaterais, uma maior
eficiéncia de estabilidade do medicamento, reducdo da necessidade de varias doses

levando a uma melhor ades&o pelo paciente e reducdo do custo do tratamento °.
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Figura 1- Perfis tipicos de niveis de substancias ativas no com dose Unica, dosagens multiplas e
sistema de libertag&o controlada ®

Ao longo dos anos, tém sido desenvolvidas variadas tecnologias de sistemas de
libertacéo controlada e a melhoria deste tipo de sistemas depende da selecdo de um agente
apropriado capaz de controlar a libertacdo do farmaco e sustentar a agéo terapéutica ao

longo do tempo.
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Dentre as varias opg¢Oes para producao de sistemas libertadores de farmacos, os

polimeros sdo agentes versateis e promissores para exercer tais funcoes °.

Os polimeros estédo a gerar um interesse significativo como sistemas de libertacao de
farmacos, visto melhorarem a eficacia terapéutica de muitos medicamentos de baixo peso
molecular, quando sdo combinados. Tem também um papel essencial em aplicacbes
biomédicas modernas, como para o desenvolvimento de novos e eficazes sistemas de
entrega de farmacos, scaffolds multifuncionais para engenharia de tecidos, fabrico de
revestimentos protetores e bioativos capazes de induzir ou moldar resposta biolégica a

produtos, entre outras aplicacées .

Existem pelo menos duas formas para combinar farmacos e polimeros, a mais simples
€ através da formacdo de matrizes poliméricas onde os farmacos sao misturados
fisicamente ou combinados, e é feita a sua libertacdo através de difusdo da matriz
envolvente ou por desintegracdo da mesma. A principal vantagem deste tipo de sistema é
gue o medicamento permanece inalterado na matriz polimérica e entdo as suas
propriedades farmacolégicas posteriormente a libertacdo permanecem intactas. Aplicacdes
transdérmicas tem entdo demonstrado bastante interesse na comunidade cientifica e

adquirido bastante importancia nos ultimos anos 8.

Ainda assim, a escolha do polimero a usar como matriz dos filmes deve ter em
consideracdo o tipo de libertacdo que irA ser estudada e ainda ter em conta a sua
biodegradacédo, uma vez que influencia diretamente a cinética de libertacdo da substancia
ativa. O mecanismo através do qual a libertacao acontece é ditado pela estrutura escolhida,
pois o grau de porosidade do polimero prevalece na taxa de libertacdo da substancia ativa,

em que guanto maior a porosidade, maior a taxa de libertagao °.

Podem entéo ser adicionados facilmente, substancias ativas, dissolvidas ou dispersas

no polimero e serem libertos através de mecanismos de libertacéo classificados em:

e Sistemas controlados por difusdo o farmaco é dissolvido por difusdo simples (ou
disperso se a concentracdo exceder o limite de solubilidade do polimero) numa matriz
nao intumescida ou totalmente intumescida que ndo se degrada durante a sua vida
terapéutica.

e Sistemas ativados por solvente como hidrogéis, em que uma vez expostos a um
ambiente aquoso absorvem a agua e liberam o farmaco.

e Sistemas biodegradaveis ocorre pela dissolucdo de fragmentos de cadeia em

sistemas ndo reticulados sem alterag6es quimicas na estrutura molecular, o polimero
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absorve o solvente aquoso circundante e interage com a 4gua através de interagdes

de carga ou mecanismos de ligacéo de hidrogénio °.

1.2. Materiais hibridos para libertacdo de substancias ativas

Grande parte dos materiais hibridos atualmente produzidos para libertacdo controlada

de substancias ativas, sdo constituidos por matrizes a base de polimeros biocompativeis.

Polimeros sdo macromoléculas formadas pela ligacdo quimica de um grande nimero
de moléculas menores, ou unidades de repeticdo, denominadas mondémeros, que podem

variar muito na ordem, orientagdo e nimero *°.

l. Polimeros Naturais: ocorrem amplamente na natureza ou sdo extraidos de
plantas ou animais, sendo por isso biodegradaveis, tais como o quitosano, a celulose, o

colagénio .

Il.  Polimeros Semissintéticos ou artificiais: advém de reacdes quimicas a partir de
polimeros naturais, através de adicdo de grupos polares, por enzimas ou reticulacdo, por

exemplo derivados da celulose.

1. Polimeros Sintéticos: produzidos por acdo do Homem a partir de reacdes
guimicas de polimerizacdo, como o alcool polivinilico, poliacrilamida, polietileno, entre

outros 2.

Este tipo de materiais sdo muito bem conhecidos em aplicacées avancadas ha varios
anos. Sao muitissimo versateis e apresentam variadas aplicacdes na area da biomédica,
como produtos farmacéuticos, engenharia de tecidos, em cosmética e em matrizes de

libertacdo de farmacos 2.

A biocompatibilidade € uma das caracteristicas mais importantes de um material
polimérico cuja superficie interaja com um sistema biol6gico e, por isso, polimeros
biocompativeis sdo uma das classes mais investigadas no processo de desenvolvimento
de materiais hibridos biolégicos *. Nesses materiais, destacam-se como exemplos a
celulose, o amido, o alginato, o quitosano, entre outros, por apresentarem caracteristicas
como auséncia de toxicidade, elevada biocompatibilidade, baixos custos, boa adesado
celular, e por isso 0 seu uso torna-se muito favoravel e vantajoso para o desenvolvimento

de materiais hibridos eficientes com propriedades especificas e desejadas *°.
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Ainda que os polimeros sejam materiais com 6timas propriedades, existem alguns
aspetos a serem considerados em casos em que um Unico polimero ndo atende a requisitos
de aplicagBes mais avancadas. Ai os compositos poliméricos atrairam uma grande atengéo

mundialmente 1.

1.3. Materiais Hibridos

Materiais hibridos, ou compdsitos, sao constituidos pela combina¢éo de dois ou mais
materiais, matriz ou base e reforcos ou materiais de enchimento, que ndo sejam misciveis,
guimicamente compativeis e que apresentem propriedades mecéanicas ou térmicas

superiores. E uma adicdo heterogénea de dois ou mais materiais com diferentes

composi¢des, morfologia, propriedades fisicas e quimicas .

Os materiais compoésitos de matriz polimérica sao usados frequentemente em varias
aplicacdes biomédicas, em casos em que a fase de matriz ou base seja de um biopolimero
natural ou polimero sintético, pelas boas caracteristicas de biocompatibilidade,
especialmente em medicina dentaria, medicina regenerativa, engenharia de tecidos e

fabricacdo de partes artificiais do corpo .

Este tipo de matrizes podem incluir a celulose, o colageno, o quitosano, o alcool

polivinilico e varios tipos de resinas *°.

1.4. Resinas

As resinas sdo substancias utilizadas como matéria-prima no fabrico de diferentes
produtos e na composic¢édo de alguns plasticos e podem ser classificadas em dois grandes

grupos:

I. Resinas naturais: sdo substancias organicas amorfas, liquidas ou sdélidas,
transparentes ou coloridas, brilhantes, que sdo secregbes externas do metabolismo de
plantas. Sdo formadas por alcoois e ésteres resinicos, acidos resinicos, hidrocarbonetos e
Oleos essenciais. Tem principais aplicagbes em setores como vernizes de 0leo, lacas,

adesivos, a industria do papel e a medicina.

Il. Resinas sintéticas ou artificiais: sdo obtidas por polimerizagdo e séo produtos
semelhantes as naturais, podem ser, por exemplo, acrilicas ou vinilicas e podem ainda ser

modificadas com produtos naturais, tais como 06leos gordos. Mantém as qualidades das
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naturais, a mais importante a habilidade de endurecer com calor ou pressao e por isso tém

aplicacdes semelhantes as suas analogas naturais 2% 2%,

Recentemente, verifica-se uma tendéncia crescente para o uso de resinas de origem
em fontes naturais e renovaveis %, de base bioldgica, destacando-se matérias primas como
o milho, a cana-de-acUcar e os 6leos vegetais, como exemplos. Estes ultimos, devido a sua
abundancia, disponibilidade e baixos custos ? s&o os mais utilizados na producéo da maior
parte das resinas naturais utilizadas. Particularmente os 6leos de soja, linhaca e de
mamona que, para além das caracteristicas referidas, apresentam ainda excelente
biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e elevada biodegradabilidade ?*?°. Na tabela 1
identifica-se algumas das principais caracteristicas de um exemplo de resina derivada de

6leos de soja.

Tabela 1 - Caracteristicas da Resina Anycubic® 2¢

Caracteristicas Resina Baseada em

Resinas Comuns

principais Plantas
Odor da Resina Cheiro intenso Cheiro leve
Ingredientes Industrial Oleo de Soja
Faixa de comprimento 405nm 355-410nm
de onda
Eco friendly N&o degrada facilmente Biodegradavel

A utilizacdo de Oleo de soja, no campo do desenvolvimento de matrizes
termoendureciveis de base bioldgica tem atraido grande interesse da comunidade cientifica
2128 Especialmente, o dleo de soja acrilado epoxidado (OSAE), que é sintetizado a partir
do Oleo de soja através de uma etapa de epoxidagédo seguida de acrilacdo, de acordo com

0 esquematizado na Figura 2.
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Oleo de soja
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Epoxidacao do Oleo de soja
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Oleo de soja acrilado epoxidado | W\—%\ﬂi

Figura 2- Epoxidagdo do dleo de soja ?°

Estas resinas termoendureciveis, sdo caracterizadas como liquidos viscoso ou sdlidos
de baixo peso molecular que necessitam da adicdo de agentes de reticulacdo, como um

endurecedor ou catalisador, para serem formulados e curados *°.

Como sdo ainda do tipo fotossensivel e sdo a base de uma combinacéo de acrilatos

liquidos e por isso utilizadas em impressdo 3D .

1.5. Alcool polivinilico

O alcool polivinilico (PVA) é um polimero termoplastico, sintetizado a partir de polivinil
acetato através da reacdo de hidrolise, quando totalmente hidrolisado e é composto por
uma estrutura linear de hidrocarbonetos e grupos hidroxilo (-OH) na cadeia principal (Figura
3).

OH

Figura 3 — Estrutura quimica do PVA
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Devido a sua estrutura apresenta excelentes propriedades, como boa resisténcia a
tracdo, auséncia de toxicidade, eficiente resisténcia quimica, alta cristalinidade, baixa
permeabilidade, resisténcia a abraséo, propriedades de barreira a gases e elevada
capacidade de absor¢cédo de agua, devido a isso, tem vindo a ter amplas perspetivas em
areas de materiais para embalagens de alimentos, téxteis, 6rgdos artificiais, géis médicos,
para fios de cirurgia, revestimento de medicamentos e também como sistema controlados

de libertacdo de substancias ativas 313,

Todas estas diferentes aplicacdes se atribuem predominantemente as propriedades
descritas e a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e excelente facilidade de formacéo
de filme. Normalmente este polimero é usado em compésitos para reduzir o custo do
produto sem qualquer comprometimento ou parcialmente com as suas caracteristicas e a
composicao hidrofilica, que consiste nos grupos hidroxilo da sua estrutura, que esta bem
ligada aos carboidratos, que criando uma concordancia significativa em compdsitos 3.
Estas funcionalidades hidroxilo no PVA, ndo sé dizem respeito a hidrofilicidade do material,
mas também aumentam a formacdo de ligacbes inter e intramoleculares entre os
componentes dos materiais de matriz, por isso € um bom candidato a ser utilizado como

matriz polimérica de sistemas de libertacdo de farmacos *°.

1.6. Impresséo 3D

A impresséo tridimensional, também conhecida como fabrico aditivo ou prototipagem
rapida, € uma técnica que permite a producdo de um objeto fisico a partir de um arquivo
digital auxiliado por um computador %. O processo é feito pela impressdo do objeto
desejado através da deposicdo de camada por camada de material (matéria-prima) sobre
uma base, sendo que uma camada € sucessivamente adicionada a outra até o produto fique
finalizado. A forma das pecas pretendidas é criada a partir de um modelo 3D, desenhado
num software de modelagem, em formato de desenho assistido por computador (CAD,
Computer-Aided Design), ou entdo desenhado num programa especifico, através de um
scanner 3D, para produtos ja concretizados. Ao ter o arquivo digital do protétipo no
computador, ou digitalizado pelo scan 3D, o objeto pode ser repetido infinitas vezes, tanto
no formato original ou num formato normalizado 378, Estas técnicas de CAD e fabrico aditivo
foram desenvolvidas para minimizar alguns erros associados ao processo de modelagem

tradicional *.
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Atualmente existem, no mercado, uma variedade de tecnologias de impressao 3D,
permitindo a producdo eficiente de objetos fisicos tridimensionais e atendendo as
necessidades crescentes de impresséo de diferentes materiais, tais como a modelagem por
deposicdo fundida, sinterizacdo seletiva a laser, estereolitografia, impressdo polyjet e
processamento digital de luz 22

A impressao tridimensional esta também a transformar paradigmas de producgdo na
area da salide e mais especificamente na area da medicina personalizada *°, permitindo a

personalizacdo de tratamentos direcionados ao individuo.

Estas revolugbes “afetado” também a industria farmacéutica no processo de
administracado e distribuicdo de farmacos para medicamentos personalizados, tal como se
pode ver na figura, onde uma substancia ativa pode ser introduzida no corpo de um individuo
através do uso de diversas técnicas para se obter um efeito biolégico sistémico e tratar

certas doencas **.

Um sistema de administracdo de substancias ativas, por producao aditiva, comeca
com um exame laboratorial, que oferece dados Uteis sobre a condicao do individuo e os
requisitos de design de forma gue se obtenha uma dosagem centrada no paciente e um
perfil de libertacdo programada. Posteriormente é realizado um plano de tratamento e criado
o CAD do modelo digital desejado. Assim, o sistema de entrega é fabricado para ser
administrado de diversas formas, tais como via oral, dispositivos intravenosos, através de
supositérios, adesivos transdérmicos, implantes biomédicos e ainda scaffodls, como

podemos verificar pela Figura 4.
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Figura 4- Sistemas de entrega de farmacos fabricados aditivamente e os seus diferentes usos
disponiveis no corpo humano #

Tecnologias de cura ultravioleta (UV) estdo a ser amplamente aplicadas em areas
tradicionais e de alta tecnologia, pois exibem vantagens econdmicas e ecoldgicas
substanciais, incluindo a rapida formacéo de rede de polimero em temperatura ambiente,
resultando numa libertacdo baixa de compostos organicos volateis. Esta tecnologia pode
ser classificada como um processo “verde” e seu uso para materiais de origem bioldgica
pode ser de interesse pratico 2. Recentemente a impressdo tridimensional tem sido
também explorada como uma tecnologia potencialmente disruptiva para a fabricacdo de
medicamentos e dispositivos médicos na area farmacéutica e medica. Como esta permite
a construcdo de formas n&o convencionais, com designs personalizados, dosagens
customizadas e caracteristicas de libertacdo de farmacos, que ndo sdo possiveis realizar
com os métodos de fabricagéo tradicionais e, por isso permite uma forma unica de fabrico

de medicamentos personalizados 3.
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1.6.1. Impresséo 3D por estereolitografia

A estereolitografia (SLA), uma das primeiras tecnologias de manufatura aditiva, utiliza
resinas de base epdxi ou acrilicas ou polimeros fotossensiveis e uma fonte de luz, com
comprimentos de onda entre 350 e 405 nm, para imprimir pecas altamente detalhadas num
processo camada por camada. Esta técnica corresponde a quase metade do mercado de
manufatura aditiva estando a tornar-se um método econémico para produzir pecas de alta

precisdo com boas propriedades quimicas, mecanicas e térmicas **.

A impressédo por processamento de luz digital (DLP) é um tipo de SLA, a principal
diferenca é que o SLA é baseado em laser e o DLP usa uma projecéo de luz ultravioleta
através de um projetor digital criando uma Unica imagem da camada em toda a resina de
uma s6 vez. Um dos principais componentes do DLP é um chip de dispositivo de
microespelho digital. Este é composto por uma matriz de microespelhos de aluminio
reflexivos que redirecionam a luz recebida da fonte UV para projetar uma imagem com um

padréo projetado ou uma camada de um modelo CAD 3D (Figura 5).

Plataforma

‘__Q— Resina
(Polimero Fotossensivel + Composto)

r— Fonte UV

Objeto 3D

Figura 5 — Diagrama esquematica de impressdo por SLA/DLP #

Para fabricar uma estrutura de alta resolugdo, € fundamental configurar os
parametros, como o0 tempo de cura de cada camada, a espessura da camada e a
intensidade da luz UV. Esses parametros s@o altamente dependentes da concentracdo e

dos tipos de fotopolimero e fotoiniciador usados para resinas “°.

Originalmente disponivel apenas em ambientes industriais, as tecnologias de

impressao SLA e DLP tornaram-se acessiveis para pequenas empresas, manufatura leve
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e consumidores. As resinas e epoéxis de acrilato fotocuraveis que foram usadas h& duas

décadas continuam a ser o padrédo nos sistemas SLA e DLP atuais “°.

As propriedades destas resinas liquidas conferem aos objetos obtidos por SLA
caracteristicas de alta resolugéo, pecas com superficies lisas, boa resisténcia da camada e
alta velocidade de fabrico ?2. Ainda assim, disponibilidade comercial de resinas liquidas
adequadas a este tipo de técnicas € limitada e esta é considerada uma das principais
limitacbes da mesma, pois para a fabricacdo de pecas com aplicacdes medicinais é

necessario que a resina possui propriedades altamente biocompativeis 24,

A impressao tridimensional estd também a transformar paradigmas de manufaturas
na area da saltde “°. revolucionando a industria de administracdo de distribuicdo de
farmacos para medicamentos personalizados, tal como se pode ver na figura, em que uma
substancia ativa pode ser introduzida no corpo de um individuo através do uso de diversas

técnicas para se obter um efeito bioldgico sistémico e tratar certas doencas “*.

1.7. Farmacos

Os farmacos ou principios ativos de um medicamento sdo as substancias que
possuem efeito terapéutico ou farmacolégico. Podem ser classificados de acordo com: 1)
Acado terapéutica ou efeito fisiolégico (como reage o corpo); 2) Mecanismo de acéo
farmacoldgico ou molecular (mudancas especificas que causam no corpo) e 3) Natureza ou

fonte quimica (como séo produzidos).

Das diferentes acBes terapéuticas os anti-inflamatérios ndo esteroidais e o0s

antibiéticos estdo entre os medicamentos mais amplamente utilizados em todo o mundo #’.

Os anti-inflamatorios n&o esteroidais sdo usados para diminuir a resposta inflamatéria,
dor das causas inflamatérias (efeito analgésico) e febre (efeito antipirético). Neste grupo de
farmacos estdo, entre outros, o &cido acetilsalicilico (AAS), o paracetamol (PCT) e o
diclofenaco (DCF). A estrutura quimica destes compostos varia, no entanto, o seu principal
mecanismo de agdo é o mesmo: inibicdo reversivel (a excecdo do AAS) das isoformas da

enzima cicloxigenase (COX-1 e COX-2).

Os antibidticos sé@o substéncias quimicas, naturais (produzidos por fungos ou
bactérias) ou sintéticos com a capacidade de impedir a multiplicag&o ou eliminar bactérias,
combatendo infe¢cdes bacterianas. No entanto, a sua definicdo € mais abrangente e nesta
classe incluem-se os compostos utilizados para combater infecbes causadas por um

determinado microorganismo . Apresentam atividades contra amplas variedades de
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bactérias gram-positivas e gram-negativas e espécies atipicas, e aqui estd incluida a
tetraciclina (TTC) e também os derivados de naftoquinonas “°.

1.7.1. Paracetamol

O paracetamol (PCT) ou também conhecido como acetaminofeno, € um analgésico e
antipirético eficaz que € muito usado em todo o mundo e com efeitos semelhantes aos do
acido acetilsalicilico. Tem massa molar de 151,63 g/mol e a sua estrutura molecular (Figura

6) apresenta os grupos funcionais fenol e amida.

H
N

T

O
HO

Figura 6- Estrutura molecular do paracetamol

E frequentemente indicado para aliviar dores leves a moderadas, essencialmente em
caso de gripe ou resfriado, para o alivio de cabeca, dor de dentes, nas costas, osteoartrite,
dores menstruais, pos-traumaticas, reacfes hiperérgicas da vacinacdo, dores musculares
e articulares *°. Também é considerado um medicamento basico para o tratamento da dor
oncologica. Nao esta associado a quaisquer efeitos colaterais, por exemplo danos a mucosa
gastrointestinal e rins, e por esta razdo é seguro para administracdo a criancas, adultos,
gravidas e idosos. Possui ainda a vantagem de ser totalmente livre de problemas de
dependéncia, tolerancia e abstinéncia. E ainda um bom substituto para pacientes que facam
reacdo alérgica a produtos com acido acetilsalicilico, que tenham possiveis problemas

hemorragicos, por exemplo.

O paracetamol, que esté disponivel em formulagfes injetaveis, orais e supositorios, é

amplamente utilizado por pacientes com varias condicGes 5152,

1.7.2. Acido acetilsalicilico

O &cido acetilsalicilico (AAS), também conhecido como aspirina, € um farmaco da
familia dos salicilatos, com massa molar de 180,16 g/mol. A sua estrutura molecular (Figura

7) apresenta as fungfes éster e 4cido carboxilico.
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R

Figura 7 — Estrutura quimica do &cido acetilsalicilico

O AAS é conhecido pela sua vasta gama terapéutica e é usado, essencialmente,
como analgésico, antipirético e anti-inflamatério *3. Esta é recomendavel no alivio de dores
com intensidade leve a moderada, dores de cabeca, dentes, de garganta, menstruais,
musculares, nas articulacGes, artrite, etc ®. Pode ainda ser usada com inibidora da
agregacédo plaquetaria e existem também varios estudos associados a este farmaco na

prevencao de diversos cancros 3.

E rapidamente absorvido no esttmago e no intestino. A biodisponibilidade oral dos
comprimidos normais de acido acetilsalicilico é de aproximadamente entre 40 a 50 % numa
ampla gama de doses. Esta biodisponibilidade consideravelmente mais baixa € em relacéo
a outros comprimidos com revestimento entérico e preparacbes micoencapsuladas de

libertagdo sustentada °.

No entanto, os principais efeitos colaterais posteriormente a uma administracéo oral
incluem Ulceras gastrointestinais, sangramento estomacal, entre outras. Este tipo de
medicamento é geralmente ingerido frequentemente, o que muitas vezes leva ao abandono
do paciente. A administracao transdérmica oferece uma via alternativa que ignora o intestino

e pode ser mais benéfica e segura especialmente a longo prazo .

1.7.3. Diclofenac

O diclofenac (DCF) é um anti-inflamatério ndo esteroide, que apresenta propriedades
anti-inflamatérias, analgésicas e antipiréticas. Tem massa molar de 296,15 g/mol e a sua

estrutura molecular (Figura 8) apresenta os grupos funcionais amina e acido carboxilico.
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Figura 8- Estrutura molecular do diclofenaco de sodio

E indicado para o tratamento de dores agudas moderadas a leves e inflamacées.
Também utilizado no tratamento da dor associada a osteoartrite, , edemas pds-operatérios

e pos-traumaticos, célicas, dores articulares, nas costas, ombros, etc °°.

Esta molécula, na sua forma acida, é hidrofébica com baixissima solubilidade em agua
57

Como a grande maioria dos farmacos, também sofre um metabolismo de primeira
passagem, que é a quebra prematura do medicamento antes de atingir a circulacéo
sistémica, fazendo com que 50% n&o atinja a circulagéo sistémica. E por isso administrado
de duas a trés vezes ao dia para que a concentracdo minima efetiva do farmaco seja
alcancada no plasma. Em consequéncia disto os efeitos adversos indesejados, tais como o
desconforto gastrointestinal, dores no estbmago e Ulceras, podem ser agravados, o que
pode fazer com que o doente ndo queira continuar o tratamento. Estes problemas podem
ser resolvidos com o uso de transportadores de farmacos que podem fornecer uma
administracdo controlada e sustentada de medicamentos, proporcionando uma melhor

qualidade de vida aos pacientes 6.

1.7.4. Tetraciclina

A tetraciclina (TTC) faz parte de um dos grupos de antibiéticos com um amplo espetro
de atividade e pouca toxicidade. Tem massa molar de 444,43 g/mol e a sua estrutura
molecular apresenta diferentes grupos funcionais, amina, amida, alcool, enol e cetona de
acordo com o esquematizado na Figura 9. Fazem parte de uma classe de antibiéticos
formados por hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, entre os quais trés sao obtidos
naturalmente, através de fermentacdo de determinados fungos, e outros por processos

semissintéticos 8.
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Figura 9- Estrutura molecular da tetraciclina

Tem uma vasta utilizacdo no tratamento de uma grande variedade de infecdes

bacterianas, que pode ser usada tanto em terapia humana como em animais °°.

A tetraciclina é um antibiético que pode ser de origem natural ou semissintética. O seu
USO surgiu gracgas as caracteristicas favoraveis que apresenta, como por exemplo, a baixa
toxicidade, amplo espetro de acdo bastante eficiente e vasto contra diversos tipos de
bactérias, agentes patogénicos e alguns protozoarios parasitarios, o seu preco reduzido, a
sua simples administracdo, geralmente por via oral e os efeitos secundarios que resultam

de o uso serem poucos ou nulos ©°.

1.7.5. Naftoquinonas e seus derivados

Naftoquinonas sdo compostos organicos, da familia das quinonas, constituidos na sua
estrutura central pelo anel naftaleno, substituido por dois grupos carbonilo que podem

ocupar as posicdes 1,4- ou 1,2- do anel (Figura 10) .

O O

O

Figura 10 - Estrutura molecular da A) 1,4-naftoquinona e B) 1,2-naftoquinona

As naftoquinonas e seus derivados podem ser isoladas de diferentes familias de
plantas ou sintetizadas através de diferentes protocolos quimicos. No campo do
desenvolvimento de novos compostos, para aplicagbes farmacéuticas, os derivados de
naftoquinonas tém-se destacado por possuirem diversas atividades biolégicas e medicinais

relevantes. Devido as suas propriedades eletroquimicas, acido-base e capacidade quelante
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possuem diversas propriedades bioldgicas, incluindo anti-fungicas 12—14, anti-bacterianas
12,14,15, anti-oxidantel1,16, capacidade citotoxical7,18, anti-alérgical9,20 e anti-viral21

0 que as torna estruturas privilegiadas na area da quimica medicinal 2.

Das duas sub-familias apresentadas, os derivados da 1,4-naftoquinona, pela sua
maior incidéncia natural, ttm sido, consequentemente, maioritariamente explorados e
estudados, que os derivados da 1,2-naftoquinona. Estes ultimos, no entanto, apresentam
também uma ampla gama de propriedades terapéuticas como antitumoral, anti-inflamatoria
e em outras doengcas como doencas virais e diabetes. que importa explorar através do

design de novas estruturas derivatizadas do anel central .

A incorporacdo de grupos substituintes azotados, tais como aminas aromaticas,
alifaticas ou compostos heteroaromaticos, modifica a estrutura e as propriedades
eletronicas do nucleo da naftoquinona e consequentemente altera as suas propriedades,
podendo conferir efeito melhorado para algumas aplicagdes medicinais e biolégicas. Neste
trabalho optou-se pelo estudo de derivados da 1,2-naftoquinona substituidos na posicao 4

por aminas aromaticas p-substituidas ®*.

As aminas arométicas sdo compostos organicos incluem na sua estrutura pelo menos
um grupo amina ligado diretamente a um anel aromatico. A sua estrutura quimica e a
presenca de grupos substituintes estdo relacionadas com a atividade biolégica destes
compostos. Entre os derivados da anilina, destacam-se 0s que possuem grupos
substituintes -NHz, -OH, -OCHgs, -Cl, -CN e -NOg, pela porcdo de trabalhos concretizados

relativamente as suas caracteristicas ©°.

As acdes terapéuticas das diferentes familias de farmacos séo claramente distintas.
Apesar de existirem diferentes vias de administracdo, a mais utilizada é a de ingestéo oral.
Nos ultimos anos, a industria farmacéutica tem procurado novas formas de administragado
de farmacos, que possibilitem principalmente a absorgéo total do mesmo no organismo.
Quando se encontram incorporados em matrizes a estrutura, tamanho e massa molecular
dos principios ativos sé@o fatores que afetam a sua libertagdo. A escolha do é&cido
acetilsalicilico, do paracetamol, do diclofenaco e da tetraciclina, neste trabalho, deve-se ao
facto de todos serem substincias usadas como principios ativos de algumas formas
farmacéuticas comuns, e apresentarem diferencas de formula quimica, estrutura e massa
molecular que permitem um estudo mais eficiente sobre os efeitos desses parametros na
taxa de libertagdo. Os derivados de naftoquinonas foram selecionados com base em
trabalhos ja desenvolvidos no nosso grupo de investigacédo ® e no interesse em avaliar a

potencialidade destes compostos como antifingicos.
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2. Materiais e Métodos

O desenvolvimento do trabalho experimental compreendeu a realizagéo de trés fases
de acordo com a Figura 11. A primeira fase teve como objetivo a caraterizagéo e estudo de
perfis libertacdo de compostos ativos nas matrizes poliméricas de resina Anycubic® e de
PVA, onde foram incorporados os quatro farmacos comerciais designadamente, o PCT, o
AAS 0 DCF e a TTC. Para isso foram produzidos filmes de resina Anycubic® e PVA e pecas
em 3D de resina Anycubic®.

A segunda fase do trabalho teve como objetivo verificar o comportamento de
libertacdo dos farmacos referidos numa resina derivada do 6leo de soja (OSAE) de estrutura
semelhante a resina Anycubic. A utilizacdo da resina OSAE para producao de pecas 3D
nao se mostrou eficaz. Definidos os perfis de libertacdo avancou-se para a terceira fase,
gue teve como objetivo a producdo de filmes de resina Anycubic® incorporados com

compostos da familia das naftoquinonas, com potenciais propriedades antimicrobianas.

1°FASE
Producéo de filmes | [ Pecas 3D (Resina Anycubic) |
_ _ == 5 o=
Resina Anycubic PVA l PCT H AAS | | DCF |
= = 9k )
| PCT | | AAS l | DCF | TTC | Caracterizagao fisico-quimica e mecéanica |
> ]
| Caracterizagao fisico-quimica e mecanica | _ _ -
iy l Perfis de libertagdo em etanol ‘
| Perfis de libertacdo em etanol |
2°FASE 3°FASE
‘ Resina OSAE ‘ ‘ Resina Anycubic
s o b = o=
| pcT |[ AAs |@| DCF || TTC 1_20,;;10+ 1 szNHQ; Gentamicina
| Perfis de libertagdo em etanol | 4
Caracterizagao
v ]
Pecas 3D
| ¢ { Ensaios antimicrobianos
4
| Nao foi possivel produzir pecas

Figura 11 - Esquema do desenvolvimento do trabalho experimental por fases
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2.1. Reagentes

Para a preparagéo dos filmes e pecas tridimensionais foi utilizada resina Anycubic
Plant-based UV Resin Clear, adquirida a Anycubic®, que apresenta as caracteristicas
descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas da Resina Anycubic® 2%

Dureza 84D Forca de flexdo 59-70 MPa
Viscosidade 150-300 Mpa Forca de Extensao 36-52MPa
Deformacéo

Densidade solida 1,05-1,25 g/cm3 P 80°C
térmica
Comprimento de 355mn-410mn Alongamento de

onda rutura

11%-20%

Da consulta do site oficial da Anacubic®, sabe-se que a resina é de base de 6leo de
soja epoxidado e conttm mondmeros metil metacrilato (MMA) na sua composi¢cdo e um
fotoiniciador ndo identificado. A quantidade de fotoiniciador utilizado é geralmente inferior
a 1% (m/m) pelo que a sua presenca sera dificil de detetar. Assim, admite-se que
composi¢ao quimica seja essencialmente composta pela estrutura apresentada na Figura
12.

[+ ]
oWWV\u,
HO'
o, o
k[ :
3 om
O)V\/\/H/\NW\W
. o.
Jk/‘\/\./<,‘|)/\j’.>\/\/\/’\ \;4
M,
o = CH,
B H Fotoiniciador !
O\H/\/\N\/\/‘\/\/\/“' o "
+ 3 HO B _—
o /Y
o 4
0)\/\/\4\’/\/\/\/\/\&’ “.c\)\" . o
|
[ 0% o o o
Resina de soja epoxidada MMA o/\/\/\)y\(k/\/\/\cu,
HO' CH
l\/o CHy
L o
L] oM
|
QWWCH,

Figura 12 — Possivel estrutura quimica da resina Anycubic®

O PVA utilizado na producéo dos filmes foi adquirido a PanReac AppliChem, com grau

de pureza elevado e com um grau de hidrolise de 85-89%.

20



Materiais e Métodos

Os farmacos usados, nomeadamente o &cido acetilsalicilico, o paracetamol, o
diclofenaco e a tetraciclina, foram adquiridos com elevado grau de pureza a Sigma-Aldrich

e a Alfa Aesar, respetivamente.

Os derivados de naftoquinonas, foram sintetizados e disponibilizados pelo grupo de

investigacao e utilizados puros como fornecidos ©.

2.2. Preparacao dos filmes

2.2.1. Producéo dos filmes e pecas 3D de resina

Os filmes de resina Anycubic® foram produzidos, em placas de Petri, por cura com
irradiacéo UV. A quantidade de resina necessaria foi determinada para que a espessura de
cada filme fosse de 1 mm. A quantidade de farmaco a incorporar foi calculada em relacéo
a massa de resina, de forma a obter filmes com 1 e 10% (m/m). A quantidade de farmaco
determinada foi dissolvida em 2 mL de etanol e adicionada a resina. A mistura foi
homogeneizada, em agitador magnético, com agitacdo lenta e sem aquecimento, durante
aproximadamente 5 minutos. Apds homogeneizacdo verteu-se a solu¢cdo composta para
uma placa de Petri, que foi colocada durante 10 minutos, debaixo de uma lampada UV de
405 nm, Figura 13-A.

Figura 13 - Esquema da producéo de A) filmes; B) Pec¢as 3D
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Para a impresséo das pecas 3D, os desenhos escolhidos foram criados no programa
de software de CAD 3D SolidWorks, com um formato quadrangular para todos os modelos.
Fabricaram-se pecas com 0,2 e 0,5 mm de espessura com um comprimento de 1 mm lisas
e com furos de 0,1 mm que se construiram com recurso a impressora 3D Anycubic Photon

Mono, tal como se pode observar na Figura 13-B.

Na producao das pecas foi necessario adaptar o sistema de impressao da impressora
e projetar um novo tanque e um suporte de impressdo de dimensdes reduzidas. Esta
alteracdo permitiu reduzir as quantidades de farmaco a usar, otimizando o processo de
producao para pecas dopadas com compostos mais caros. Na Figura pode observar-se o
tanque e o suporte original da impressora 14-A e os que foram fabricados com recurso a

outro tipo de impressao 3D, 14-B.

Figura 14 — Impressora 3D; A) Tanque original; B) Tanque desenvolvido

2.2.2. Producéo dos filmes de PVA

Na producdo dos filmes de PVA foi usada a técnica de casting, ou técnica de
evaporacdo do solvente, em placas de Petri de 10 cm. Inicialmente preparou-se uma
solucdo de PVA, dissolvendo 1,25 g em 12,5 mL de agua destilada. A mistura foi aquecida
a 70 °C, durante 30 min, numa placa elétrica, com uma agitacdo moderada até adquirir
consisténcia. Posteriormente acrescentou-se 0,5 mL de dispersante, glicerol, e 1 ou 10 %
(m/m) dos diferentes farmacos, AAS, PCT, DCF, TTC, dissolvidos em 2 mL de etanol. De
seguida verteu-se a solucéo para uma placa de Petri e colocou-se na estufa a 60 °C até a
evaporacéao total do solvente (24h).

22



Materiais e Métodos

2.3. Ensaios de absorcéao de agua

De forma a avaliar a capacidade de hidratacdo dos materiais produzidos, foram
efetuados ensaios de absorcdo de dgua. Este estudo apresenta uma grande importancia
na compreensdo da organizagdo macromolecular dos filmes e na sua aplicagdo em
ambientes aquosos, uma vez que a capacidade de absorcao de 4gua em algumas matrizes
poliméricas em aplicacdes biomédicas tem apresentado grande interesse na comunidade
cientifica, visto que a sua eventual biocompatibilidade pode estar em parte associada a
capacidade de aumentar de volume quando imersas em meio aquoso. Em sistemas de
libertacdo de composto tem também especial importancia o comportamento de

desidratagao/hidratagéo.

Os ensaios nos filmes foram realizados em amostras de 1x2 cm, cortadas de
diferentes zonas do filme total. As amostras foram pesadas inicialmente (Mi) e colocadas
em 20 mL de agua destilada, a temperatura ambiente. Depois de 24 horas as amostras

foram retiradas, cuidadosamente secas com papel absorvente e pesadas (Mf).

Posteriormente calculou-se a percentagem de absor¢cdo de agua dos filmes (o

aumento da massa), através da expressao 1:

A Mf — Mi)
Absorcao de agua % = X 100
2.4. Espectrofotometria Ultravioleta-Visivel

Os espectros de Ultravioleta-Visivel (UV-vis) foram tragcados num espectrofotometro
da Agilent Technologies Carry 60 UV-Vis. Esta é uma técnica utilizada para medir a
absorbéancia da luz nas zonas do ultravioleta e visivel. Baseia-se na detec¢éo da transicédo
dos intra-atdbmicos ou moleculares entre orbitais, responsaveis pela absor¢éo de radiacéo
na zona do ultravioleta (200-400 nm), no visivel (400-800 nm). O espetro de absorcdo de
um material é obtido pela fracdo absorvida, em cada frequéncia, ap6s a radiacdo ter
passado pela amostra. A luz de comprimento de onda e intensidade conhecidos é
direcionada para a amostra e sua intensidade final, apés a passagem, é medida por um
detetor. E entdo segundo a Lei de Lambert-Beer, a intensidade da absorgéo é proporcional
a quantidade de amostra que absorve presente no material e aplicando esta lei é possivel

quantificar compostos aplicando esta técnica .
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2.5. Ensaios de libertacdo controlada

Para a realizac&o dos ensaios de libertacdo do composto ativo, os filmes incorporados
com os farmacos, PCT, AAS, DCF e TTC, foram cortados na forma de um quadrado com
10x10 mm, e foram colocados dentro de um balédo, adicionados entre 20 mL a 200 mL de
etanol e analisou-se por espectrofotometria UV-Vis, em intervalos de 30 em 30 min, de
forma a determinar a percentagem de libertagdo dos compostos ativos.

2.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas

de Fourier com Reflexao Total Atenuada

A espectroscopia de infravermelho, ou Fourier Transform Infrared spectroscopy
(FTIR), é utilizada para verificar qualquer intera¢@o quimica entre duas matrizes poliméricas
e entre matrizes poliméricas e nanoparticulas na zona do infravermelho médio (4000-400

cm?).

A analise de FTIR-ATR, permitiu caracterizar molecularmente as amostras dos
compostos, filmes e pecas produzidas analisando possiveis alteragcbes na estrutura
molecular. Os espetros de FTIR-ATR foram obtidos num equipamento Shimadzu IRA
Affinity-1S, em modo de refletancia total atenuada (ATR). Foram adquiridos dois espetros
de FTIR-ATR por cada amostra de filme e peca produzidos, obtidos entre 4000 e 650 cm*

com as seguintes condicGes de aquisicdo: resolugdo de 4 cm™ e 64 varrimentos.

2.7. Microscopia Otica

As amostras foram analisadas num microscépio 6tico Zeiss com lente ocular de 10x
e objetivas de ampliagdo de 50x e 100x, para andlise da dispersdo dos farmacos nas
amostras de resina e nas pegas impressas em 3D. As imagens apresentadas foram

adquiridas com o auxilio de um telemével.

2.8. Termogravimetria

A caracterizagdo da estabilidade térmica dos filmes e dos compostos foi analisada
através de termogravimetria (TGA). Esta € uma técnica que acompanha a perda e ou ganho

de massa em fungdo do tempo ou da temperatura, devido a oxidacdo ou perda de volateis.
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Para a realizacdo deste ensaio foi usado o equipamento de termogravimetria Perkin Elmer
STA 6000. O ensaio realizou-se num intervalo de temperatura entre 30 °C e 800 °C e com
uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera inerte. Com este ensaio foi
possivel determinar a temperatura de degradacdo e a massa residual a alta temperatura
dos filmes ensaiados, tanto de resina como de PVA .

2.9. Ensaios de tragéo

Os ensaios de tracdo permitem calcular varios parametros importantes para

determinar a resisténcia e qualidade do material em estudo.

Para a realizacdo dos ensaios de tracdo no equipamento Instron 68TM-10 foi
necessdaria uma preparagdo prévia dos provetes respetivos, deixando-os de uma forma
geomeétrica que estivesse de acordo com as normas. Uma vez que as amostras usadas sao
de materiais poliméricos foi usada a norma ASTM D882, de maneira a ter os resultados
mais corretos possivel, visto que esta estabelece o método padrédo de ensaio para a
determinacdo das propriedades de tracdo. Assim, os filmes foram cortados num formato
retangular com 50 mm por 10 mm e ensaiados como se verifica na Figura 15-A. Uma vez
gue a maquina usada apresenta umas garras grandes para os filmes produzidos, foi
necessario adaptar e desenhar pecas em 3D para realizar o ensaio em melhores condi¢des

e para as amostras nao “escorregarem”. A adaptacao é possivel ver na Figura 15-B

Figura 15 — A) Ensaio de tracdo com um filme de PVA; B) Adaptacéo das garras;
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2.10. Ensaios microbioldgicos

Foi usada a técnica de sobreposicdo soft-agar que tem sido amplamente utilizada em
diversas areas da microbiologia, com uma bactéria gram negativa, Escherichia coli

ATCC25922 (E.coli) e uma gram positiva, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (S.aureus).

As culturas bacterianas foram cultivadas em meio liquido de Mueller-Hinton broth
(MHB) a 37 °C em condi¢cdes aerGbicas e sob agitacdo (180 rpm) durante a noite.
Posteriormente fez-se um novo meio Mueller-Hinton broth misturado com 0,5% de agar
técnico (solucédo de soft-agar) mantido a 60 °C, onde se diluiram as colénias de bactérias
crescidas durante a noite, para uma concentracdo final de 1x10° unidades formadoras de
coldnias (cfu/mL™). Desta solugdo um volume de 6 mL com inoculo foi colocado numa placa
de Petri de 9 cm por cima de 10 mL de Mueller-Hinton agar solidificado. Apds os meios
ficarem sélidos, as amostras dos filmes, previamente cortados em disco com um diametro
de 0,9 cm, ou os compostos sélidos pesados com 2 mg, foram colocados no meio e

deixaram-se a incubar durante 24 h a uma temperatura de 37 °C.

Analisou-se o0 aparecimento de zona de inibicdo do crescimento bacteriano, mediu-se

o raio de inibicdo e fotografaram-se as placas "%
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3. Resultados e Discussao

3.1. Producéao e caracterizacdo de filmes e pecas 3D

Este trabalho iniciou-se com a producao de filmes de resina Anycubic® e PVA, onde
foram incorporados os quatro farmacos comerciais em estudo, designadamente o PCT, o
AAS, o DCF e a TTC. Conforme referido, a excecao do filme de resina com TTC em todos
os filmes produzidos foi utilizada uma quantidade de 10% de farmaco (m/m) relativamente

a quantidade de polimero, referenciados de acordo com os codigos definidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Filmes de resina Anycubic® e de PVA produzidos

Filmes
Composto Referéncia Compostos Referéncia
ativo ativo
- R-C - PVA-C
0, [0)
_ 10% de R-PCT 10% de PVA-PCT
Resina paracetamol PVA paracetamol
Anycubic® 0 i i
y 0% de acido | p \ag 10%de acido | - py/p aps
acetilsalicilico acetilsalicilico
0,
10% de R-DCF 10% de PVA-DCF
diclofenaco diclofenaco
0,
1% de R-TTC 10% de PVA-TTC
tetraciclina tetraciclina

3.1.1. Filmes de resina Anycubic®

Os filmes de resina anybubic®, controlo e dopados com os diferentes compostos,
foram produzidos como descrito no capitulo 2 Materiais e Métodos. O filme R-C, constituido
por resina, apés o processo de cura, resultou numa pelicula de aproximadamente 1 mm de
espessura, praticamente transparente, denso e com pouca maleabilidade/flexibilidade,
como pode ser observado na Figura 16A. A incorporagéo de AAS, PCT e DCF néo alteraram
0 aspeto visual, resultando também em filmes dopados transparentes, de aspeto
semelhante ao filme controlo. A diferenga de cor verificou-se no filme R-TTC, que apés o
processo de cura, resultou numa pelicula amarela, Figura 16B, consequéncia da cor

amarela da tetraciclina sélida.
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Figura 16 - Filmes de resina Anycubic®; A) R-C; B) R-TTC.

3.1.2. Filmes de PVA

Os filmes de PVA cujas imagens se apresentam na Figura 17, foram produzidos de
acordo com o processo detalhado no capitulo 2 Materiais e Métodos. O filme controlo,
apresentou-se transparente e com maior maleabilidade/flexibilidade que o filme controlo de
resina. Também neste caso, os filmes incorporados com AAS, PCT, e DCF formaram
peliculas transparentes e o filme R-TTC resultou numa pelicula amarelada. Visualmente os
filmes revelaram-se totalmente transparentes, como € possivel observar na Figura 17A, e
apenas o filme R-TTC se denotou totalmente amarelado, Figura 17B, consequéncia da cor
amarelada TTC.

Figura 17- Filmes de PVA; A) PVA-C; B) PVA-TTC.
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3.1.3. Pecas em 3D

As pecas em 3D foram impressas através da técnica DLP, na impressora Anycubic®
Mono apresentada na Figura 18A. Estas apresentaram uma cor semelhante aos filmes, um
amarelado claro quase transparente, com excecdo das incorporadas com tetraciclina que
apresentam uma cor totalmente amarelada, como se verifica na Figura 18C. As pegas foram
produzidas com 4 modelos quadrados diferentes, com as dimensdes de espessuras de 0,5
mm para as mais espessas e 0,2 mm para as mais finas e com um comprimento de 1mm
para todos os casos, foram ainda criados furos com 0,1 mm, como é possivel observar na
Figura 18D.

.41?

[b] ANTGA
|

Figura 18 — A) Impressora Anycubic®; B) Pec¢as impressas no dispositivo de microespelho digital; C)
Resultado da impresséo; D) Modelos impressos.

3.2. Analise morfolégica por microscopia oOtica

Conforme referido, neste trabalho foram produzidos filmes de resina Anycubic® e
PVA, simples e incorporados com os diferentes farmacos em estudo, designadamente o
AAS, 0 PCT, o DCF e a TTC. De acordo com o esperado, consequéncia das diferengas do
material de base, resina Anycubic® e PVA, observaram-se diferengas morfologicas, que se

atribuem essencialmente as diferencas de densidade dos filmes.
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3.2.1. Filmes de resina Anycubic®

Os filmes de resina controlo e dopados analisados por microscopia 6tica, nao
apresentam alteracdes significativas entre eles, conforme pode ser observado na Figura 19,
todos sdo homogéneos a escala macroscopica 6tica.

Figura 19- Imagens microscopicos da resina com uma ampliagédo de 100x; A) R-C; B) R-PCT com
uma ampliacdo de 50x; C) R-AAS; D) R-DCF; E) R-TTC.

Todos os filmes se apresentam homogéneos a escala macroscépica e observam-se
alguns defeitos e rugosidade (Figura 19), que nado sao visiveis a vista desarmada. Verificou-
se também que a incorporagcdo dos compostos ativos ndo modificou as caracteristicas
visuais, indicando boa compatibilidade entre a resina e os farmacos incorporados. Para uma
melhor e eficaz avaliagdo morfolégica da estrutura superficial e aspetos topograficos dos
diferentes filmes pretende-se que as amostras possam ser investigadas futuramente a

escala nanométrica num microscopio eletrénico de varrimento.

3.2.1. Filmes de PVA

No caso dos filmes de PVA, cujas imagens se apresentam na Figura 20, o filme
controlo, sem qualquer incorporacdo, apresenta-se com “bolhas” que ndo séo visiveis a
vista desarmada (Figura 20A). Com a incorporagdo dos farmacos existe alteracédo
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morfolégica do aspeto dos filmes, relativamente ao filme controlo onde os vazios
identificados deixam de ser observados.

Figura 20 — Imagens microscopicos de PVA com uma ampliagdo de 50x; A) PVA-C; B) PVA-PCT; C)
PVA-AAS; D) PVA-DCF; E) PVA-TTC.

Verifica-se ainda que existe uma segmentacdo nos filmes PVA-AAS e PVA-TTC
(Figura 20B e 20D) que néao se verifica nos filmes PVA-PCT e PVA-DCF (Figura 20C e 20E),
totalmente uniformes. Este facto sugere que as interagfes entre os diferentes compostos
com o PVA séao diferentes. Assim, admite-se que poderd existir uma maior compatibilidade
entre o PVA e 0 AAS e a TTC, relativamente ao PCT e DCF. Para uma melhor e eficaz
avaliacdo morfolégica da estrutura superficial e aspetos topogréaficos dos diferentes filmes
pretende-se gque as amostras possam ser investigadas futuramente a escala nanométrica

num microscopio eletrénico de varrimento

3.2.1. Pecgas 3D

As pecas impressas em 3D, cujas imagens da morfologia se apresentam na Figura
21, sdo bastante semelhantes, para a peca controlo e pecas dopadas com os farmacos, de
acordo com o observado para os filmes. A esta escala, observa-se um padréo uniforme,
riscado, permitindo verificar que a incorporacao dos farmacos ndo modifica o aspeto visual
das pecas de resina.
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Figura 21 - Imagens microscépicos das pecas impressas em 3D com ampliacao de 50x; A) Resina
menos espessa; B) Resina mais espessa.

Para uma melhor avaliacdo morfolégica todas as pecas serdo investigadas

futuramente por microscopia eletronica de varredura.

3.3. Analise de FTIR-ATR

A técnica analitica FTIR-ATR, foi utilizada para investigar eventuais alteracdes
macromoleculares e possiveis interacdes estabelecidas entre os polimeros base e os
diferentes compostos ativos estudados. A sua caracterizacdo centrou-se na analise dos
compostos isolados, filmes controlo e observacdo de alteragbes significativas na

estrutura quimica dos filmes dopados.

3.3.1. Filmes de resina Anycubic®

De uma maneira geral, os espectros dos quatro filmes de resina Anycubic dopados
com os diferentes farmacos selecionados, ndo mostraram diferencas significativas
relativamente ao espetro da resina controlo. A titulo de exemplo apresenta-se na Figura 22

a comparacao feita para os espectros de filme R-C, filme R-PCT e o composto paracetamol.
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Figura 22 — Espetros de FTIR-ATR do paracetamol, filme R-PCT e filme R-C.

No espectro de FTIR-ATR do filme R-C (Figura 22) é possivel confirmar a presenca
dos grupos éster C=0 e C-O-C pela presenca das bandas de alongamento a 1720 cm™te
1265 cm?, respetivamente. A banda a 831 cm™ confirma a presenca de grupos epoxi,
confirmado a estrutura sugerida na Figura 12 e mostrando que nem todos os anéis epoéxi
foram quebrados no processo de cura. A banda a 1628 cm™* confirma a presenca dos grupos
acrilato. A presenca do PCT no filme de resina anycubic® (R-PCT) é detetada pela presenca

da banda a 1514 cm™ causada pela vibracéo de flexdo da ligacdo N-H presente na estrutura
do paracetamol.

Para os filmes de resina incorporados com AAS, DCF e TTC é possivel detetar a

presenca dos farmacos de forma semelhante, pela presenca das bandas caracteristicas de
cada uma das substancias ativas.

Todos os restantes espectros encontram-se apresentados em Anexo 1.

3.3.1. Filmes de PVA

Da andlise comparativa dos espectros obtidos para os filmes de PVA, verifica-se que
a incorporagdo dos farmacos ndo influéncia significativamente o espectro dos filmes
dopados, relativamente ao espectro de FTIR-ATR do filme de PVA-C. Na Figura 23,

apresenta-se como exemplo a comparagéo dos espectros obtidos para o paracetamol, filme
de PVA-PCT e filme de PVA-C.
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Figura 23 — Espetros de FTIR-ATR do paracetamol, filme PVA-PCT e filme PVA-C.

O espectro de FTIR-ATR do alcool polivinilico apresenta o perfil caracteristico com a
sua estrutura. E possivel identificar as bandas a 3282 cm™ (estiramento axial dos grupos
OH), a 2933 cm™ (estiramento assimétrico de grupos CH>), 2871 cm™ (alongamento
simétrico dos grupos CH>). e 1030 cm™ (estiramento do grupo C-O). A presenca do farmaco,
apesar de dificil de perceber devido a sua baixa concentracao relativamente ao polimero, é
detetada pela presenca da banda a 1514 cm™ causada pela vibracéo de flexdo da ligagdo

N-H presente na estrutura do paracetamol (Figura 7), que ndo surge no espectro do filme
de PVA controlo.

Para os filmes de PVA incorporados com AAS, DCF e TTC é possivel detetar a
presenca dos farmacos de forma semelhante, pela presenca das bandas caracteristicas de
cada uma das substancias ativas.

Todos os restantes espectros encontram-se apresentados em Anexo 1.

3.4. Analise Termogravimética

As propriedades térmicas dos filmes produzidos foram investigadas por analise
termogravimétrica.

Para os filmes de resina as curvas de TGA (Figura 24) apresentam um perfil muito
semelhante para o filme controlo e os filmes dopados.
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A andlise dos resultados permite verificar que existe uma ligeira perda massica (5%)
até aos 250 °C, que se atribui @ decomposi¢éo de substancias volateis e expansao térmica.
No intervalo entre 250 - 500 °C observa-se a perda de 85 % da massa total, e os restantes
10 % residuais séo perdidos acima dos 500 °C. A estabilidade térmica tem relacdo com a
densidade de reticulacdo e estrutura quimica da rede, ndo se tendo observado diferencas

significativas nos filmes dopados relativamente ao filme de resina controlo.
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Figura 24 — Termogramas dos filmes de resina Anycubic® controlo e incorporados com os farmacos
PCT, AAS, DCF e TTC.

As curvas da andlise termogravimétrica dos fiimes de PVA-C e dopados com os

diferentes farmacos em estudo apresentam-se na Figura 25.
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Figura 25 — Termogramas dos filmes de PVA controlo e dopados com os farmacos PCT, AAS, DCF e
TTC.

A andlise das curvas apresentadas na Figura 25 mostra que, para o caso dos filmes
de PVA existem ligeiras diferencas para os filmes dopados com os farmacos relativamente
ao filme de PVA controlo. Ainda assim, as principais perdas de massa ocorrem em intervalos
semelhantes. Observa-se uma ligeira perda de massa, mais evidente no filme de PVA
controlo, até aos 150 °C, atribuida a desidratacdo do material. No intervalo entre 150 — 500
°C, observa-se a maior perda massica e a decomposicao térmica ocorre em diferentes
intervalos de tempo para os diferentes filmes, com uma primeira etapa até aos 330 °C e
uma segunda etapa dos 330 — 500 °C. Na primeira admite-se que a perda esteja associada
a decomposicao do poliéster e a segunda etapa devido a degradacdo de macro radicais de
polieno da estrutura dorsal do PVA. Por fim observa-se a perda final que ocorre até aos 800
°C, consequéncia das reacbes de pirdlise. As diferengcas observadas sugerem que a

estrutura quimica de rede é modificada para os diferentes farmacos em estudo.

3.5. Ensaios de Libertacao Controlada

Para iniciar os estudos de libertacdo dos farmacos comecgou-se por tragar 0S
espectros de UV-vis de cada um dos compostos PCT, AAS, DCF e TTC, de forma a a que
0s ensaios de libertacdo fossem realizados ao Amax para cada um. Conforme se pode
observar na Figura 26 o PCT, o AAS e o DCF apresentam um perfil semelhante, com um

Gnico méximo a 250 nm, 276 nm, 284 nm, respetivamente. O espetro de UV-vis da TTC,
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apresentou dois maximos a 269 nm e 364 nm, tendo-se selecionado o 364 nm para 0s

estudos realizados.
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Figura 26 — Espetros de UV-vis (em etanol) dos farmacos usados no estudo; A) Paracetamol
(1,32x10*M); B) Acido acetilsalicilico (2,22x103M); C) Diclofenaco (9,00x10° M); D) Tetraciclina
(2,25x10° M).

3.5.1. Filmes de resina Anycubic®

Os perfis de libertacdo obtidos, no decorrer de 24 horas, para os filmes de resina

Anycubic® incorporados com os diferentes farmacos estéo representados na Figura 27.
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Figura 27- Perfis de libertacdo, em etanol, dos farmacos incorporados nos filmes de resina
Anycubic®, em funcéo do tempo.

A analise dos resultados permite verificar que a libertacdo dos quatro farmacos em
estudo, incorporados nos filmes de resina Anycubic®, segue dois perfis gerais. O
comportamento de libertacdo, em etanol, para o AAS e 0 PCT é semelhante e mais eficiente
do que o observado para o DCF e paraa TTC.

Para o filme de resina incorporado com PCT, verificou-se uma libertacéo total de 84% ao
fim de 24 h de ensaio, mantendo-se constante nas 48 h seguintes. No entanto, 70% do
farmaco é libertado nas primeiras 5 h, o que demonstra que € nesse periodo que decorre a
libertacdo da maioria deste composto.

A semelhanca do anterior, também o filme de resina incorporado com AAS, liberta um
total de 83% ao fim de 24 h de ensaio, mantendo-se constante nas 48 h seguintes. Verifica-
se que 63% do farmaco é libertado nas primeiras 5 h, 0 que demonstra que é neste periodo
gue decorre a libertagdo da maior parte deste composto.

Para o filme de resina incorporado com DCF observa-se que nas primeiras 5 h apenas
20% do farmaco ¢é libertado. Neste caso o perfil de libertacéo € mais gradual atingindo 40%
ao final de 24 h e subindo progressivamente para 53% no decorrer das 48 h seguintes. Este
resultado confirma uma cinética de libertacdo diferente da observada para os filmes R-PCT
e R-AAS.

No filme de resina incorporado com TTC verifica-se que o perfil de libertacdo é
praticamente constante, uma vez que os 10% observados na primeira hora se mantém

inalterados no decorrer de 24 h. A monotorizagéo do ensaio até as 72 h demonstrou que se

38



Resultados e Discussao

libertou 35% do farmaco, revelando que também a semelhanca do DCF, também neste
caso, a libertacéo é bastante gradual.
De acordo com o esperado, os resultados demonstraram que quanto maior a massa

molar do farmaco, menor seré sua libertagao.

3.5.1. Filmes de PVA

Os perfis de libertacdo obtidos, no decorrer de 24 horas, para os filmes de PVA

incorporados com os diferentes farmacos estéo representados na Figura 28.
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Figura 28 - Perfis de libertacdo, em etanol, dos farmacos incorporados nos filmes de PVA em fungéo
do tempo.

Observando os resultados obtidos para os filmes de PVA, é possivel verificar que a
libertacdo dos quatro farmacos em estudo, incorporados em filmes de PVA, apresenta
diferencas relativamente ao observado para os filmes de resina. Neste caso, o
comportamento de libertacdo, em etanol, para a libertacdo de PCT, AAS e DCF é
semelhante e mais eficiente do que o observado para a libertacdo da TTC.

No filme de PVA incorporado com PCT, verificou-se uma libertacdo maxima de 55% ao
fim de 24 h de ensaio, mantendo-se constante nas 48 h seguintes. Todavia, 50% do farmaco
é libertado na primeira hora, o que demonstra que € nesse periodo que decorre a libertacdo
da maior parte do composto libertado.

No filme de PVA incorporado com AAS, verifica-se pelo perfil de libertacdo que 52% do

farmaco é libertado na primeira meia hora, mantendo-se praticamente constante no decorrer
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do ensaio, aumentando apenas para 54% no final de 24 h e assim se mantendo durante as
48 h seguintes.

O filme de PVA incorporado com DCF, ao contrario do que acontece no filme de resina,
revelou um perfil de libertacdo com um maximo de 63% ao final de 24 h, mantendo-se
constante nas 48 h seguintes. Curiosamente este composto revelou uma libertagéo superior
aos dois compostos anteriores. Verifica-se que na primeira hora 47% do farmaco € libertado,
0 que demonstra que € nesse periodo que decorre a libertacdo da maioria do composto
libertado em 48 h.

No filme de PVA incorporado com TTC nota-se um perfil de libertacdo mais lento, em
gue nas primeiras 2 h se liberta 20% do farmaco, subindo gradualmente no decorrer do
ensaio para 26% ao final de 24 h e assim se mantendo nas seguintes 48 h. Este composto
demonstra uma cinética de libertacdo diferente da observada nos restantes, ainda que
semelhante a encontrada quando incorporado em resina Anycubic®.

Neste caso também se verifica que o composto com maior massa molar é o que
apresenta menor percentagem de libertacdo. No entanto, os resultados obtidos para a
libertacdo do PCT, AAS e DCF néo seguem a tendéncia observada com os filmes de resina.
Neste caso o DCF € o composto com maior percentagem de libertacdo, sugerindo que

poderd apresentar uma menor interacdo com o PVA, permitindo a sua maior libertacao.

3.5.2. Pecas 3D

No caso das pecas imprimidas em 3D, incorporadas com os quatro farmacos, de uma
maneira geral os perfis de libertacdo ndo apresentam diferencas significativas entre os
diferentes desenhos produzidos. A titulo de exemplo apresenta-se na Figura 29 os perfis de
libertac@o obtidos, no decorrer de 24 horas, para as pec¢as 3D, de resina Anycubic® lisas

(Sem furos), produzidas com maior espessura e incorporados com os diferentes farmacos.
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Figura 29- Perfis de libertacdo, em etanol, dos farmacos incorporados nas pecas 3D de resina
Anycubic® lisas de maior espessura produzidas, em funcéo do tempo.

Em pecas incorporadas com PCT, verificou-se uma libertacdo maxima de 26% ao fim de
24 h de ensaio que aumenta para 72%, nas 48 h seguintes. No entanto, 40% do farmaco é
libertado nas primeiras 6 h, o qgue demonstra que é nesse periodo que decorre a libertacao
da maioria do composto.

A semelhanca do anterior, também a peca incorporada com AAS, liberta um total de 26%
ao fim de 24 h de ensaio, aumentando para um maximo de 77%, nas 48 h seguintes.
Verifica-se que 16% do farmaco é libertado nas primeiras 2 h e meia, 0 que demonstra que
nesse periodo decorre a libertacdo de metade do farmaco libertado em 24 h.

Para as pecas incorporadas com DCF verifica-se que o perfil de libertacdo é
praticamente constante, uma vez que 11% do farmaco € libertado na primeira hora, subindo
gradualmente até aos 16% no decorrer de 24 h, mantendo-se constante nas seguintes 48
h.

Em pecas incorporadas com TTC verifica-se que o perfil de libertacdo é praticamente
constante, uma vez que os 10% observados na primeira hora se mantém inalterados no
decorrer de 24 h, mantendo-se constante nas seguintes 48 h. Este comportamento revela-
se semelhante ao do DCF, em que também neste caso, a libertagédo é bastante gradual.

Deste modo ao compararmos ambos os métodos usados verificamos que as
percentagens de libertacdo diminuem quando os farmacos em estudo sdo incorporados em
pecas 3D. Admite-se que este facto esteja relacionado com a espessura das pecas, que

guanto mais espessas mais dificultam a libertacdo dos compostos ativos.
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Os restantes perfis de libertacdo registados para as diferentes pecas produzidas por
impressdo 3D encontram-se apresentados no Anexo 2 e o0s resultados globais
apresentados na Tabela 4 e discutidos de seguida.

3.5.3. Filmes de Resina OSAE

Os perfis de libertacdo obtidos, no decorrer de 24 horas, para os filmes de resina OSAE

incorporados com os diferentes farmacos estéo representados na Figura 30.
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Figura 30 —Perfis de libertagdo, em etanol, dos farmacos incorporados nos filmes de resina OSAE,
em fung&o do tempo.

Para o filme de resina OSAE incorporado com PCT, verificou-se uma libertacéo total de
90% ao fim de 24 h de ensaio, mantendo-se constante nas 48 h seguintes. No entanto, 48%
do farmaco € libertado na primeira hora, o que demonstra que é nesse periodo que decorre
a libertacdo de metade do composto libertado.

O filme de resina OSAE incorporado com AAS, liberta um total de 55% ao fim de 24 h de
ensaio mantendo-se constante nas 48 h seguintes. Verifica-se que 47% do farmaco é
libertado na primeira hora, o que demonstra que é neste periodo que decorre a libertacdo
da maior parte deste composto.

Para o filme de resina OSAE incorporado com DCF observa-se uma maior dificuldade
em libertar o farmaco, verificando-se uma libertacéo de 5% apenas passadas 4 h de ensaio.
Apresenta um perfil de libertagcdo muito gradual atingindo 23% ao final de 24 h e subindo
progressivamente para 33% no decorrer das 48 h seguintes. Este resultado confirma uma

cinética de libertacédo diferente da observada para os filmes R-PCT e R-AAS.
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No filme de resina OSAE incorporado com TTC verifica-se um perfil de libertacédo lento
e progressivo, atingindo os 13% ao final de 4 h. Verifica-se que 23% do farmaco é libertado
ao final de 24 h mantendo-se constantes nas 48 h seguintes. Este composto revela um
comportamento semelhante ao DCF, também neste caso, a libertacéo € bastante gradual.
De acordo com o esperado, também no caso dos filmes de resina OSAE, os resultados

demonstraram que quanto maior a massa molar do farmaco, menor sera sua libertacao.

3.5.4. Andlise conjunta dos resultados de libertacéo

Na Tabela 4 apresentam-se os resultados obtidos, para a libertacao dos quatro farmacos

em estudos incorporados nos diferentes materiais produzidos (filmes e pegas 3D).

Tabela 4 — Resultados de libertacdo, em etanol, dos diferentes farmacos incorporados nos diferentes
materiais produzidos, no final de 24 h.

Libertagdo da Substancia ativa (%)

PCT AAS DCF TTC
Resina
Anycubic® 84 83 39 11
. Resina
Filmes OSAE 89 55 22 23
PVA 55 53 64 27
Espessa 52 50 18 13
com Furos
Pecas 3D | Espessa lisa 26 26 16 10
de resina -
Anycubic® |  Finacom 42 23 20 19
furos
Fina lisa 38 24 17 14

Em suma, a andlise conjunta dos resultados obtidos nas libertagfes de farmacos em
estudo, permitiu verificar que a tendéncia de libertacdo segue, na generalidade, 0 mesmo
perfil para os filmes e para as pecgas 3D, em que as maiores percentagens de libertagdo
estao relacionadas com as menores massas molares dos compostos.

Comparando os resultados obtidos para a libertagcéo dos filmes de resinas, Anycubic® e
OSAE, a primeira mostrou, na globalidade, melhores resultados de libertacdo, para os

compostos estudados, no final de 24h.
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Relativamente aos filmes de PVA, estes mostraram um comportamento de libertacédo
diferente, mostrando que, provavelmente, existem interacdes entre 0S compostos
estudados e a matriz de PVA. Admite-se que estas interacbes estruturais sejam
responsaveis pelos resultados observados.

No que se refere as pecas de resina Anycubic® produzidas verifica-se que, na
generalidade, os perfis de libertacdo das pecas seguem a tendéncia observada para os
filmes da mesma resina, em que as maiores taxas de libertagdo sdo registadas para os
compostos de menor massa molecular.

Comparando os resultados obtidos entre as pecas com furos e as pecas lisas (sem furos)
apesar de, na generalidade, as libertagbes serem maiores, como esperado, nas pecas com
furos, as diferencas observadas nédo s&o significativas. A excecéo dos resultados obtidos
nas pecas grossas incorporadas com PCT e AAS, que apresentam variacfes de 26% e
24% entre pecas com furos e sem furos, nas restantes pecas analisadas as diferencas
variam entre 1 a 5 %.

Também quando se comparam os resultados obtidos entre pecas com espessuras
diferentes verifica-se que nédo existem diferencas significativas.

Assim constatou-se que a incorporacdo de furos permite uma maior libertacéo,
provavelmente pelo aumento da area de contacto, no entanto, a sua espessura deveria ser

maior, para permitir uma maior permeabilidade e contacto com o solvente.

3.6. Ensaios de absorcéo de agua

Realizaram-se o0s ensaios de absor¢éo de agua de acordo com a metodologia descrita
no capitulo 2 Materiais e Métodos, com o0 objetivo de quantificar a percentagem de agua
absorvida pelas amostras de filmes de resina com e sem incorporacéo, durante um periodo
de 24 horas. Esta é uma propriedade importante no estudo de matrizes poliméricas ja que
avalia a capacidade de hidratagdo do polimero, propriedade que possui efeito na libertagéo

da substancia incorporada. Os resultados obtidos encontram-se Figura 31.
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Figura 31 — Absorcado de agua dos filmes de resina Anycubic® controlo e incorporados com os
compostos apas 24 h.

A andlise dos resultados permite verificar que, no final de 24h, os filmes de resina
Anycubic® incorporados com AAS e TTC apresentam uma percentagem de absorcdo de
agua muito semelhante a do filme de resina controlo, de aproximadamente 2%.
Relativamente aos filmes incorporados com PCT e DCF verifica-se que, ao fim de 24h, a
percentagem de absorcao de agua € ligeiramente superior aos restantes, atingindo um valor
de 3% e 4%, respectivamente. Estes resultados podem ser explicados pelas propriedades
do polimero, visto que a resina utilizada é hidrofébica e limita a penetracdo de agua ou

meios aquosos nas suas cadeias, fazendo com que o polimero tenha pouca mobilidade.

O estudo nao pode ser realizado em filmes de PVA, uma vez que este é hidrossollvel.

3.7. Ensaios de tracao

Os ensaios de tracéo foram realizados de acordo com o explicado no ponto 2.9 dos
Materiais e Métodos e os resultados obtidos para os filmes de resina Anycubic® e PVA
apresentam-se nas Figuras 32 e 33, respetivamente.

A observacao dos resultados obtidos, para os filmes de resina, permite verificar que

a incorporacéo de compostos diminui a resisténcia a tracéo dos filmes produzidos.

O filme controlo apresenta uma resisténcia a tracdo de 18 MPa, que diminui em
aproximadamente 2 a 4 % para os filmes incorporados com paracetamol, aspirina e

diclofenaco e 10 % para o filme incorporado com tetraciclina. Admite-se que estes
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resultados sejam consequéncia da fraca interacdo que se estabelece entre a TTC e a
resina. Recorde-se que no caso da TTC nédo foi possivel produzir filmes com 10 % de
composto, por ndo ser possivel formar um filme, o que sugere que a interacdo com este

composto é fragil e justifica a menor resisténcia deste filme.

Relativamente aos dados obtidos para a extensao, verifica-se que a tendéncia é
oposta a variacdo da resisténcia mecanica, com o filme controlo a apresentar um valor
inferior (1,8%) relativamente aos valores encontrados para os filmes dopados (2,6 a 4,7%),

tornando estes Ultimos menos frageis.
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Figura 32 - Gréfico representativo dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a tracdo dos
filmes de resina Anycubic® controlo e incorporados com os farmacos PCT, AAS, DCF e TTC; A)
Resisténcia a tracdo méaxima; B) Extensdo méxima.

Em termos de tendéncia os resultados obtidos para os filmes de PVA sdo o oposto
dos obtidos para os filmes de resina. Neste caso verifica-se que o filme controlo de PVA
apresenta uma resisténcia a tragédo de 5,5 MPa, inferior ao filme de resina Anycubic®, e que
a incorporagdo de compostos conduz a um aumento deste valor (Figura 33). O filme
incorporado com AAS revelou ser o que apresentou a maior subida neste parametro (16
MPa), seguindo-se dos filmes incorporados com DCF (14 MPa), PCT (13,5 MPa) e TTC (12

MPa), respetivamente.

Relativamente aos dados obtidos para a extenséo, verifica-se que a evolugéo é

~

semelhante a obtida para a variagcdo da resisténcia mecanica, com o filme controlo a
apresentar um valor inferior (194%) relativamente aos valores encontrados para os filmes
dopados (287 a 418%), tornando estes ultimos ainda mais adequados para aplicagées como

filmes.
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Figura 33 - Gréfico representativo dos resultados obtidos nos ensaios de resisténcia a tragdo dos
filmes de PVA controlo e incorporados com os farmacos PCT, AAS, DCF e TTC; A) Resisténcia a
tracdo maxima; B) Extensdo maxima.

A analise global dos resultados obtidos permite verificar que a incorporacdo dos
farmacos, quer na matriz de resina quer na matriz de PVA, confere um maior alongamento

antes da sua fratura, propriedade mecéanica relevante na producéo de filmes.

3.8. Producéo e caracterizacdo de filmes incorporados com

naftoquinonas

Confirmada a capacidade da resina Anycubic® como matriz para a libertacdo de
diferentes compostos ativos, avancou-se para a terceira fase do trabalho com o objetivo de
produzir filmes incorporados com compostos da familia das 1,2-naftoquinonas, como
materiais com potenciais propriedades antimicrobianas. Foram selecionados trés
compostos, produzidos no nosso grupo de investigacdo®’, derivados da 1,2-naftoquinoana,
designadamente o 4-(4-aminofenol)-1,2-naftoquinona (1), o 4-(4-metoxianilina)-1,2-
naftoquinona (2) e o0 4-(4-cloroanilina)-1,2-naftoquinona (3), cujas estruturas se apresentam

na Figura 34.
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Figura 34 — Estruturas quimicas dos derivados da 1,2-naftoquinona; 1) 4-(4-aminofenol)-1,2-
naftoquinona; 2) 4-(4-metoxianilina)-1,2-naftoquinona; 3) 4-(4-cloroanilina)-1,2-naftoquinona.

Como composto, para a producao do filme de resina Anycubic® de controlo positivo,
foi utilizada a gentamicina, um antibiético usado no tratamento de diversas infecdes
bacterianas, que atua geralmente contra bacilos aerébios Gram-negativos e algumas

bactérias Gram-positivas "% cuja estrutura se apresenta na Figura 35.

OH
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Figura 35 - Estrutura quimica da gentamicina.

Antes de se proceder a preparacdo dos filmes dopados avaliou-se o potencial
antimicrobiano dos compostos 1, 2 e 3 contra as estirpes
E. coli (Gram-negativo) e S. aureus (Gram-positivo). Os resultados obtidos para os ensaios

microbioldgicos apresentam-se na Figura 36.
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E.coli

S.aureus

Figura 36 - Resultados obtidos com 2 mg de composto para A e D) composto 1; B e E) composto 2;
C e F) composto 3.contra ambas as estirpes E.coli e S.aureus;

Os resultados obtidos foram dispares, com o composto 1 a promover a formacgéo de
halo de inibigdo com um raio de 0,3 cm para a estirpe Gram-negativa e de 0,8 cm para a
estirpe Gram-positiva, 0 composto 2 a formar um halo de inibi¢do de raio 0,6 cm no ensaio
contra a estirpe S.aureus e sem halo para a estirpe E.coli e o composto 3 a revelar-se inativo
contra ambas as estirpes. Com base nestes resultados selecionaram-se 0s compostos 1 e

2 para a producao dos filmes dopados.
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Foram produzidos filmes de resina Anycubic® incorporados com os compostos 1 e 2
(0,1% e 1% m/m) e com gentamicina (5% m/m) como controlo positivo, cujas referéncias se

apresentam na Tabela 5.

Tabela 5 — Filmes de resina Anycubic® incorporados com 0s compostos 1 e 2 e a gentamicina

Filmes
Compostos ativos Referéncia
- R-C
0,1%de 1 R-OH-1
Resina 1% de 1 R-OH-2
Anycubic®
0,1% de 2 R-OCHs-1
1% de 2 R-OCH3-2
0,5% de Gentamicina R-G

Os filmes de resina Anycubic®, produzidos nesta terceira fase do trabalho,
apresentaram um aspeto semelhante aos filmes produzidos na primeira fase, com uma
espessura de 1 mm, densos e com pouca maleabilidade/flexibilidade. Os filmes
incorporados com as naftoquinonas 1 e 2 adquiriram uma tonalidade avermelhada,

consequéncia da cor dos compostos sélidos, tal como se observa na Figura 37.

Figura 37 - Filmes de resina Anycubic® incorporados com A) R-OH-1; B) R-OCHz-2.

Os filmes apresentaram-se homogéneos a escala macroscopica e observam-se
alguns defeitos e rugosidade a escala microscépica (Figura 38), que ndo séo visiveis a vista
desarmada. Verificou-se também que a incorporacdo dos compostos ativos ndo modificou
as caracteristicas visuais, indicando boa compatibilidade entre a resina e os compostos
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incorporados. Para uma melhor e eficaz avaliacdo morfoldgica da estrutura superficial e
aspetos topograficos dos diferentes filmes pretende-se que as amostras possam ser

investigadas futuramente a escala nanométrica num microscopio eletronico de varrimento.

Figura 38 - Imagens microscoépicas dos filmes de resina com uma ampliagdo de 100x; A) R-OH; B)
R-OCHa.

Os filmes produzidos foram avaliados relativamente as suas propriedades
antimicrobianas de acordo com o procedimento descrito no ponto 2.10 do capitulo Materiais
e Métodos. Nao foram utilizados filmes PVA pois o filme controlo e incorporado com

gentamicina dissolveram completamente em meio de agar.

E.coli

S. aureus

Figura 39 — Ensaios antimicrobianos; A e E) Filmes R-C; B e F) Filmes R-G; C e G) Filmes R-OH-1;
D e H) Filmes R-OCHzs-2

(
\
3 \

A analise dos resultados permite verificar que o filme de resina Anycubic® controlo
ndo promove a formacao de halo inibicdo para nenhuma das estirpes estudadas, revelando
gue o material base ndo tem efeito antimicrobiano e os potenciais resultados de inibicdo
dos materiais dopados serdo consequéncia dos compostos incorporados. Para o filme
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controlo positivo, incorporado com gentamicina, verificou-se a esperada formacéo de halo

de inibicdo, revelando que a resina Anycubic® permite a difusdo da gentamicina.

Relativamente aos filmes incorporados com o0os compostos 1 e 2, nas duas
percentagens em estudo (0,1 e 1% m/m), verificou-se que ndo houve formacgé&o de halo de
inibicdo para nenhuma das percentagens em estudo (Figura 39). A interpretacdo deste
resultado, em conjunto com o facto dos compostos isolados apresentarem atividade

antimicrobiana, sugere que a difusdo da resina é muito lenta.
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4. Conclusbes e Perspetivas Futuras

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar a potencialidade da utilizacdo de uma
bioresina fotossensivel, derivada do 6leo de soja, como suporte para sistemas de libertacéo
controlada de farmacos. Para isso foram produzidos filmes e pegas impressas em 3D,
dopados com farmacos com diferentes propriedades farmacologicas. Paralelamente
também se avaliou o uso de alcool polivinilico, um polimero biocompativel, para a producao
de filmes com o mesmo fim. O paracetamol, o acido acetilsalicilico, o diclofenaco e a
tetraciclina foram escolhidos como compostos farmacéuticos modelo e, posteriormente,

foram estudados derivados de naftoquinonas com potenciais propriedades antimicrobianas

Os materiais hibridos produzidos foram caracterizados quimica e mecanicamente, e
os perfis de libertacdo dos farmacos comerciais foram registados em etanol, por 24 h, por
espectroscopia de UV-vis. Verificou-se que, na generalidade, os perfis de libertacdo sédo
dependentes da massa molecular dos compostos estudados, em que 0os de menor massa
molecular apresentaram maiores taxas de libertacdo. Assim, o paracetamol apresentou as
maiores taxas de libertacdo e a tetraciclina as menores. Averiguou-se ainda que, em geral,
guer para os filmes quer para as pecas produzidas a tendéncia de libertacdo se manteve,
ainda que se tenha verificado uma diminuicdo nas percentagens de libertacédo para as pecas
impressas em 3D. Este facto pode ser consequéncia de as pecas serem produzidas camada
por camada, resultando em objetos mais espessos que os filmes, fazendo com que a

libertacéo dos farmacos seja mais dificil, mesmo com a construcédo de pequenos furos.

BN

Na caracterizacdo O6tica das amostras produzidas observou-se que a escala
macroscopica os filmes de resina produzidos apresentaram um perfil homogéneo e sem
diferencas significativas entre o filme controlo e os filmes dopados. Quando analisadas por
FTIR-ATR e por TGA também, de uma forma geral, os espectros e termogramas
apresentam um perfil muito semelhante entre o filme controlo e os filmes dopados. Os
ensaios de absorcdo de agua demonstraram uma baixa percentagem de absor¢éo para os
materiais produzidos com resina Anycubic®, o que era um resultado esperado uma vez que

a resina apoés cura resulta num material muito compacto.

Com os filmes de alcool polivinilico, quando observado ao microscépio, verificou-se
que o filme controlo apresentava “vazios” que ndo eram visiveis a vista desarmada. A
incorporacdo dos farmacos em estudo, resultou em filmes com estruturas microscopicas
diferentes sugerindo-se, dos resultados Oticos obtidos, que podera existir uma maior
compatibilidade entre o PVA com o AAS e com a TTC, do que entre o PVAe o PCT e o

DCF. Quando analisado os espectros de FTIR-ATR ndo € possivel verificar se existe
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formacao de novas ligacdes entre a matriz e os compostos e a analise termogravimétrica
mostra que, apesar de existirem ligeiras diferencas entre o filme controlo e os filmes
dopados, as perdas massicas sdo em intervalos semelhantes para todos os filmes de PVA
produzidos. N&o foram realizados ensaios de absorcéo de agua nem microbioldgicos, pois
o PVA é soluvel em agua.

Quanto aos ensaios de tracdo verificou-se que os resultados apresentam uma
tendéncia oposta nos filmes de resina Anycubic® quando comparados com os filmes de
PVA. A incorporagéo dos farmacos conduziu a uma diminui¢do da resisténcia a tragdo nos
filmes de resina e a um aumento nos filmes de PVA. Admite-se que este facto esteja
relacionado com diferentes interacbes que sejam estabelecidas entre as matrizes e os

farmacos.

Com os ensaios microbioldgicos, realizados com filmes dopados com os derivados de
naftoquinonas, utilizando-se a gentamicina como composto antimicrobiano controlo,
constatou-se que a resina Anycubic®, estudada neste trabalho, podera ser uma boa base
para libertacao de alguns compostos, uma vez que com o farmaco padrao (a gentamicina)
ocorreu inibicdo em ambas as bactérias usadas. No entanto, a libertacdo dos compostos,
derivados da naftoquinona, em estudo, ndo se revelou eficaz sugerindo que tera de existir

um maior esforco para encontrar a formulagéo ideal para a utilizacdo destes compostos.

Em suma a resina usada demonstra um potencial para base como sistema libertador
de farmacos. A sua versatilidade como filme e pecas 3D também sugere que podera ser
utilizado em aplicacbes biomédicas, tal como para aplicacdes transdérmicas ou mesmo

como scaffold.

Como perspetivas de trabalho futuro sugere-se proceder a um estudo de libertacéo
em meio fisiolégico, de forma a perceber a influéncia do sistema de transporte nos perfis de
libertacdo e, desta forma, melhor caracterizar as matrizes de suporte, em estudo, como

sistemas de libertagédo controlada.

Sugere-se ainda melhorar os estudos antimicrobianos iniciados e conduzir estudos
semelhantes com a resina OSAE. De forma a validar as matrizes de resinas, como sistemas
de libertacdo controlada para aplicagdes antimicronianas. Seria também interessante
estudar a incorporacao de outros compostos com atividade antimicrobiana comprovada, de

forma a produzir materiais hibridos com potencialidade para serem utilizados para esse fim.

Por fim sugere-se avaliar a viabilidade de produzir misturas de resina OSAE com
diferentes fotoiniciadores, com o objetivo de produzir pegcas impressas em 3D com esta

resina.
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Parte dos resultados obtidos no decorrer deste trabalho final de mestrado foi

apresentado como comunicacdo em poster:

Num encontro nacional — Patornilo, Mariana; Sousa, Ana Catarina; Cabral, Rafaela;

Braganca, lvo Manuel. 2021. “Biobased polymeric films for drug delivery systems.” CQE
Days, Spring meeting, 27-28 maio de 2021, evento online.

Num encontro internacional — Patornilo, Mariana; Braganca, Ilvo Manuel; Sousa, Ana

Catarina. 2021. “Plant-based UV Eco-Resin films and 3D printed pieces dopped with active
pharmaceutical compounds for controlled drug delivery systems” 15th International

conference on materials chemistry, 12 a 15 de julho de 2021, evento online.
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Anexos

Anexos

Anexo 1. Espectros de FTIR-ATR das amostras de resina e de PVA com o0s
farmacos, aspirina, diclofenaco e tetraciclina
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Anexos

Anexo 2. Perfis de libertacdo em funcdo do tempo nas pecas 3D de diferentes

modelos.
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