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PRODUGAO DE ESTRUTURAS 3D BIOCOMPATIVEIS DOPADAS
COM COMPOSTOS BIOATIVOS

Resumo

A procura por novos métodos e formas de produc¢ao e aplicacdo de medicamentos tem
crescido com a necessidade de descobrir novos compostos com propriedades especificas.

Considerando este paradigma, a impressdo 3D apresenta-se como uma ferramenta
importante para o melhoramento de aplicacées de medicamentos. Esta permite uma produgao
de estruturas detalhadas e reproduziveis, ajustando a composi¢do da pasta de impressao
para cumprir a aplicacao pretendida.

A realizagao deste trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de compdsitos para
impressao 3D, para as quais foram tidas em conta diversos materiais biocompativeis, com o
proposito de elaborar estruturas criadas por multiplas camadas capazes de incorporar
propriedades antibiodticas. A sua finalidade consiste em combater ambientes adversos, como
€ 0 caso da presenca de bactérias que possam provocar infecdes.

O desenvolvimento destas estruturas, designadas de scaffolds, baseou-se na
impresséo 3D por extrusio, visando uma produgao precisa, com parametros manipulaveis e
de menor custo. O processo inicia-se com a criacado de um modelo 3D que, posteriormente, é
renderizado e sujeito a parametros de impressao que lhe conferira determinada organizagao
interna e externa.

Nos testes realizados, o compdsito para impressdo formado por 37,5% de
hidroxiapatite, 38% de sacarose, 0,5% de alginato de sédio e 24% de agua originou a estrutura
com mais garantias relativamente a impresséao 3D.

Procedeu-se a impregnagdo de sulfanilamida, tentando atribuir propriedades
antibidticas a scaffolds que se destacavam pela diferenca na composicdo da matriz. Avaliando
os resultados da microbiologia, registaram-se as melhores inibigdes no crescimento de
bactérias em estruturas formadas por hidroxiapatite, comparando-as as restantes. Foram
ainda realizadas andlises SEM e FTIR com o objetivo de caracterizar morfolégica e
estruturalmente os scaffolds. Através da técnica de espectroscopia também foi pretendido

identificar a presenca do antibiético nas amostras dopadas.

Palavras-chave:

Impressao 3D; bioimpressao; compdésitos de hidroxiapatite; impregnacao e libertagao de
farmaco; direct-ink-writing






PRODUCTION OF BIOCOMPATIBLE 3D STRUCTURES DOPED WITH
BIOACTIVE COMPOUNDS

Abstract

The search for new methods and forms of drug production and application has grown

with the need to discover new compounds with specific properties.

Considering this paradigm, 3D printing is presented as an important tool for the
improvement of drug applications. It allows for the production of detailed and reproducible

structures, adjusting the composition of the printing paste to meet the intended application.

The purpose of this work is the development of composites for 3D printing, for which
various biocompatible materials were considered, with the aim of elaborating multi-layered
structures capable of incorporating antibiotic properties. Its finality is to combat adverse

environments, such as the presence of bacteria that can cause infections.

The development of these structures, called scaffolds, was based on extrusion 3D
printing, aiming for precise, lower-cost production with manipulable parameters. The process
begins with the creation of a 3D model, which is then rendered and subjected to printing

parameters that will confer a specific internal and external organization.

In the tests carried out, the printing composite formed by 37.5% hydroxyapatite, 38%
sucrose, 0.5% sodium alginate, and 24% water resulted in the structure with the most

guarantees regarding 3D printing.

Sulfanilamide was impregnated, attempting to attribute antibiotic properties to scaffolds
distinguished by the difference in matrix composition. Evaluating the microbiology results, the
best inhibitions in bacterial growth were recorded in structures formed by hydroxyapatite, when
compared to the others. SEM and FTIR analyses were also carried out to morphologically and
structurally characterize the scaffolds. The spectroscopy technique was also intended to

identify the presence of the antibiotic in the doped samples.

Keywords:

3D printing; bioprinting; hydroxyapatite composites; drugs impregnation-release; direct-ink-
writing
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1. Introducao

1.1. Motivacao e objetivo do estudo

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar novas formas de
administracdo de medicacdo, recorrendo a técnicas emergentes como a impressdao 3D.
Através deste método & possivel criar estruturas especificas, de acordo com o tipo de
finalidade pretendida, além de permitir a manipulacédo das misturas para impressao, isto €, o
controlo de propriedades como a viscosidade e a elasticidade.

A intencio do aprofundamento e da exploragcdo de metodologias e férmulas a adotar
nasceram da curiosidade por um tema multidisciplinar, que combina a automatizacdo de
processos (caso da impressao 3D), a area dos biomateriais e a componente bioldgica. O
trabalho em laboratério, que contemplam as técnicas de analise biolégica e quimica aos
resultados, revelaram-se importantes para o interesse por este estudo. Além disto, também a
livre fabricagdo de compdsitos, possibilitando diversas combinagdes de substancias, e o
trabalho com varios processos para modificagdo de propriedades (caso da reticulagéo) foram
igualmente fatores que impulsionaram a vontade em querer participar e realizar esta

dissertacao.

1.2.0rganizagao e estrutura

Este trabalho comecga por abordar a impressao 3D e a bioimpressao, técnica que
envolve células, fatores de crescimento e/ou biomateriais, destacando marcos e progressos
importantes do seu desenvolvimento. Posteriormente, sdo descritas algumas técnicas e as
suas caracteristicas principais, sem que seja esquecida uma breve introdugdo aos
antibioticos. De seguida, os métodos, as aplicagdes e alguns materiais/processos sao
inseridos de forma a clarificar a linha de produgcdo. E finalmente, os resultados sao
demonstrados e discutidos, levando assim a uma conclusao do estudo e a perspetivas futuras

da area.

1.3.Impressao 3D e bioimpressao

A bioimpressao € uma area em constante evolugao que trabalha no aperfeicoamento

de tecidos com determinada organizacgéao estrutural. Dedica-se por isso ao desenvolvimento,



de uma forma automatizada, de produtos biologicamente funcionais com uma certa
organizacao estrutural. Isto é possivel recorrendo a moléculas bioativas, células vivas e
agregados celulares, como microtecidos, biomateriais ou constru¢des hibridas. Algumas das
técnicas convencionais para a produgao de tecidos organicos como, por exemplo, a lixiviagao
de particulas, a liofilizagdo, a eletrofiagcdo ou a microengenharia, permitem manipular e
trabalhar com uma vasta gama de biomateriais. Porém, normalmente, possuem
reprodutibilidade e versatilidade limitadas no que diz respeito a sua sintese [1].

Mais recentemente, surgiu a impressao 3D, posicionando-se, além de um método de
fabricagdo, também como um novo método de biofabricagdo. Trata-se de uma tecnologia
automatizada que permite a criacdo de estruturas tridimensionais a partir de um modelo
digital. Esta técnica traz diversos beneficios, incluindo a alta velocidade de producao, a
reprodutibilidade, a economia de matéria-prima, a elevada precisdo e controlo sobre a
porosidade ou outras especificagdes do material de impressio, quer durante ou apoés a
mesma [2].

A impressao 3D deu os seus primeiros passos no final da década de 1980, altura em
que foi apelidada de prototipagem rapida. Dokama realizou a primeira aplicagao desta técnica,
embora a descoberta ndo tenha levado ao seu reconhecimento e estabelecimento no
mercado. Ja em 1986, Charles (Chuck) Hull patenteou o seu trabalho, baseado na criagdo de
equipamentos de impressao através da técnica de estereolitografia, sendo este o marco oficial
que levou ao comego de estudos com a nova tecnologia de impressao 3D [3].

Em 1987, o primeiro sistema tornou-se comercial, enquanto Carl Deckard desenvolvia
a impressao assistida por laser e a patenteava em 1989. Empresas comegaram a surgir na
exploracao da impressao 3D, como foram os casos da 3D Systems Corporation, da Stratasys
Inc. e da EOS GmbH, empresa que ganhou destaque pela qualidade de produgéo e pelos
prototipos industriais. A década de 1990 ficou marcada pelo crescimento do numero de
empresas e trabalhos na area da impressao 3D e pela introducdo desta tecnologia nas mais
diversas areas, entre elas a producao balistica. Ja no século XXI a terminologia “manufatura
aditiva” foi aceite para designar todos os processos descobertos [3].

No ano de 2007, os modelos de impressora 3D comegaram a registar uma queda
significativa nos precos de aquisicdo, tornando-se mais acessiveis ao publico geral, isto
devido ao desenvolvimento do fendmeno RepRap com cddigo aberto. Denominada por muitos
de 42 Revolugao Industrial, a evolugéo do setor é atualmente apoiada no enorme potencial
que a impressao 3D tem vindo a demonstrar [3].

Este método de fabricacdo € destacado como uma das abordagens mais
prometedoras para o futuro nas mais diversas areas, prevendo avangos na biomédica ao nivel
da bioimpressdo de 6rgdos e regeneracdo de tecidos, do desenvolvimento de modelos

biologicos para testes mais seguros e também no aperfeicoamento da medicina
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personalizada. Atualmente, esta é ja uma realidade e uma afirmacao para alguns setores,
processos e desenvolvimentos. Evidencia-se em areas como na industria fabril, na medicina,
na farmacéutica, na industria alimentar, na moda, entre outras. Na Tabela 1.1 estdo descritos

alguns exemplos pertencentes a cada um destes dominios.

Tabela 1.1 - Setores e aplicagbes da impresséo 3D (adaptado de [4])

Setor Aplicagoes
Industria Ferramentas, equipamentos, acabamentos na industria
aeronautica, protétipos, pecgas suplentes na industria automaovel
Modelos de cirurgia para estudantes de cirurgia, equipamentos
_ dentarios (coroas e pontes), implantes e proteses
Medicina ( P ) P P

personalizadas, tecidos vivos para engenharia de tecidos e
medicina regenerativa

Implantes para libertagdo de medicamentos, capsulas e outros
meétodos de dosagem

Industria alimentar | Criacao 3D de bolos, snacks, doces, pizas e outras sobremesas

Farmacéutica

Moda Joalharia, roupas, calgado e outros acessoérios

Domeéstico Pratos, copos, colheres, suportes e outros objetos comuns
Construgao de prototipos espaciais, fabricacdo de moléculas e

Diversos compostos complexos, construcdo de modelos com arquitetura
interna

Também conhecida como fabricacdo aditiva, tendo em conta que consiste na
deposicado de material camada a camada, a impresséo 3D, inicialmente utilizada apenas nas
industrias automoével e aeronautica, viu a sua aplicacdo expandir-se mais recentemente para
a medicina e para o ramo farmacéutico. Isto aconteceu aquando do desenvolvimento de novos
e mais apropriados biomateriais biodegradaveis, com boa capacidade de impressao e,
principalmente, biocompativeis. Assim comegou a revolucionar ndo apenas o setor de
implantologia e o desenvolvimento de préteses personalizadas na saude, mas também o
transporte e a libertacao de farmacos antimicrobianos e antioxidantes [5].

A introducdo desta tecnologia na area da biomédica facilitou a producado de
equipamentos médicos, ferramentas hospitalares, implantes e até medicamentos,
consolidando-se como uma solugao essencial para a evolugéo de estudos como a engenharia
de tecidos e a medicina regenerativa. O marco inicial desta evolugdo ocorreu em 1984,
quando Charles W. Hull utilizou a estereolitografia para criar estruturas poliméricas a trés
dimensdes. Posteriormente, em 1988, Klebe introduziu o conceito de "cytoscribing", que
consistia na deposi¢cado precisa de células sobre um plano de substrato com recurso a
impressao a jato de tinta, a qual era controlada por computador. Contudo, foi apenas no século
XXI que a tecnologia passou a ser amplamente adotada para criar estruturas sélidas em 3D

a partir de modelos digitais, impulsionando melhorias na velocidade, reprodutibilidade e



diversidade de materiais utilizados, sem comprometer a precisdo e o ajuste da porosidade
para cada objeto [5].

A bioimpressao comegou a revelar-se como uma ferramenta promissora também em
testes de medicamentos, destacando-se para estes casos a técnica baseada por extrusao
devido a sua capacidade de criar microarquiteturas personalizadas, possibilitando um alto
rendimento e um ambiente propicio a cocultura celular [6]. Um fator essencial para este tipo
de aplicacédo é o controlo espacial exato da construcao, de forma a garantir a integridade
estrutural e propriedades como a resolugdo, a heterogeneidade do material a ser impresso
por extrusdo e ainda o design pretendido para o objeto. Diferente da impressdo 3D
convencional, a bioimpressao exige uma selegdo de materiais mais rigorosa, sendo altamente
sensivel quando combinada com compostos celulares e/ou bioativos.

No entanto, a obtencdo de propriedades favoraveis a esta técnica recorrendo a
biomateriais biocompativeis posiciona-se como uma limitacédo para aplicagdes médicas. Para
serem considerados ideais para o ramo da saude, os materiais precisam de ser
biocompativeis, formar um compdésito faciimente imprimivel, ter taxas de degradacgéo
ajustaveis e apresentar resisténcia mecanica adequada [5]. A bicimpressao 3D tem grande
potencial para a producdo de o6rgaos, tecidos e biossistemas in vitro, proporcionando um
estudo mais aprofundado, por exemplo, de doencas patogénicas que necessitam de um
ambiente altamente realistico, isto €, um meio capaz de mimetizar as condi¢gdes bioldgicas,
quimicas, funcionais e estruturais do organismo e dos tecidos vivos. Por outro lado, oferece
ainda alternativas mais precisas para ensaios clinicos, evitando testes em animais e
aumentando a previsibilidade dos efeitos dos farmacos in vivo [6].

Antes de abordar os tipos de bioimpressao é importante referir que o termo "bioink",
também em portugués apelidado de biotinta, refere-se a um material celular funcional e
estruturalmente refinado que é incorporado, idealmente, num hidrogel ou apenas combinado

com materiais biocompativeis e bioativos.

1.4.Técnicas de impressao 3D: caracteristicas e propriedades

Atualmente, existem ja diversas técnicas de bioimpressdo 3D (Figura 1.1). As mais
conhecidas e adotadas sdo a bioimpressdo por jato de tinta, a bioimpressado por
microextrusdo, a bioimpressdo assistida por laser e a bioimpressdo assistida por

estereolitografia.



Bioimpressao B. Bioimpresséo baseada C. Bioimpressao
baseada em extrusao em jato de tinta (IBB) [EECELER]
laser (LBB)
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Figura 1.1 — Diferentes tipos de bioimpresséo (adaptado de [6])

Entre os tipos de bioimpressao referidos, um dos mais utilizados para a bioimpressao
recorre a um jato de tinta. Este diverge o modo de deposicao, variando a sua frequéncia que
acontece com formato gota a gota, eletrodinamico ou continuo. O modo de mais facil aplicagcao
€ o0 “gota a gota”, caracterizado pela extrusao da biotinta por um bocal que faz do fluxo simples
goticulas devido a instabilidade de Rayleigh-Plateau. Estas goticulas sdo geradas através de
actuadores piezoeléctricos ou térmicos, ou por forgas electroestaticas, e permitem uma
resolucéo até 20 micrometros. Tem ainda um baixo custo e a possivel multipla deposicéo de
varios materiais. Este funcionamento que tem por base o aquecimento para formar uma bolha
de vapor que rebenta e faz ultrapassar a tensao superficial do bocal, embora possibilite
trabalhar até com células estaminais sem as danificar, s funciona a baixa viscosidade,
demora mais tempo e origina fracas caracteristicas mecéanicas [6].

Ja a bioimpressao por microextrusdo € uma abordagem igualmente adotada e
econdmica que consiste na deposigao continua de um hidrogel através de um micro bocal e
que é depositado camada a camada por um sistema mecéanico ou pneumatico, registando um
endurecimento quimico ou fisico das mesmas. Tem a possibilidade de extrudir varios tipos e
quantidades de material celular, bem como de polimeros. Tem uma menor resolug¢ao (< 100
pm). A partir desta ideia, Ozbolat desenvolveu uma bioimpressora multi-bragos com deposigéo
mais complexa e simultdnea de células em menos tempo. Por outro lado, Liu desenvolveu um
sistema multimaterial continuo, envolvendo o uso de sete tipos de biotintas sem troca de bocal
[6].

Outro método inovador que surgiu foi a bioimpresséo assistida por laser, a qual foi
utilizada a primeira vez para depositar materiais inorganicos. O seu funcionamento é
caracterizado pela existéncia de duas camadas, uma dadora de material e outra de absorgao
da energia proveniente do laser. Consegue suportar biotintas de elevada viscosidade. No
entanto, trata-se de uma técnica cara e mais perigosa para a integridade celular. Num estudo
realizado por Koch, onde este incorporou algumas células, 98% das células da pele
sobreviveram e 90% das células estaminais mesenquimais sobreviveram, sendo que

nenhuma perdeu capacidade de proliferagao, nem fragmentagao do DNA ou apoptose [6].



A bioimpressdo por estereolitografia usa a luz para realizar reticulagdo fotolitica
seletiva das biotintas no processo camada a camada, ndo sendo necessario aquecer a
camada dadora. Tem a particularidade de a cabeca de impressdo sé se deslocar numa
direcdo. Acarreta as vantagens de ter uma viabilidade celular elevada, de ser uma técnica de
rapida impressao e ainda com boa resolucao (< 100 um) [6].

E de referir que cada tipo de bioimpressao adotada tera os seus prds e contras que a
caracterizam e a diferenciam das restantes consoante o tipo de aplicagdo. Os principais
aspetos e propriedades que definem os varios tipos de bioimpresséo 3D estdo apresentadas
na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Tipos de bioimpresséo 3D e as suas caracteristicas (adaptado de [2])

. . ~ Viscosidade da Densidade ~ Velocidade de
Bioimpressao 3D Resolugao . = Custo
pasta (mPa/s) celular (cel/mL) impressao
Jato 3,56-12 Baixa (<10°%) Alta Rapida Baixo
Microextrusao 1-6 x 107 Sem limite Moderada Lenta Médio
Assistida a laser 1-300 Média (<108) Alta Média Alto
Estereolitografia Sem limite Sem limite Alta Alta Baixo

O equilibrio entre a fidelidade da forma, tendo em conta a rigidez adquirida, e
viabilidade da impressdo, pensando na viscosidade, é um grande desafio, dependendo
sempre da finalidade da biotinta desenvolvida [6].

Para além destes aspetos, a mistura desenvolvida deve possuir propriedades
especificas, como resisténcia mecanica e robustez adequadas, gelificagéo e estabilizagéo
ajustaveis para facilitar o momento de bioimpressao de estruturas com elevada fidelidade de
forma, biocompatibilidade, biodegradabilidade que mimetize o microambiente natural dos
tecidos, bem como um potencial de produgédo em larga escala sem que se confira grande
diferenca entre amostras. A selegao da biotinta depende da aplicagao especifica (por exemplo,
tecido-alvo) e do tipo de células, bem como da impressora a ser usada ou do tipo de

bioimpressao [1].

1.5.Biomateriais e produgao de misturas para impressao

Atualmente, os diversos processos de fabricagdo aditiva continuam a ser
desenvolvidos e aprimorados para criar biotintas formadas pelos mais variados biomateriais,
compostos bioativos e células. Essas biotintas podem ser naturais, podendo ser baseadas em
compostos como o colagénio, a gelatina, o alginato ou o quitosano, ou sintéticas, como o

polietilenoglicol (PEG) e o polihidroxietiimetacrilato (PHEMA), ambos capazes de conferir



biocompatibilidade, estruturas com capacidade de extrusao e fotopolimerizagao, tornando as
mesmas propicias a incorporagao de componentes celulares.

Na area da biomédica, mais concretamente no setor do estudo de farmacos, da sua
aplicagéo e modo de libertag&do, um dos tipos de material mais escolhido para o seu transporte
sdo os hidrogéis. Os hidrogéis sado formas altamente solicitadas devido as suas caracteristicas
de biocompatibilidade, biodegradabilidade controlavel, com elevado teor de agua e ligagbes
que podem reter ou facilitar a libertacdo do farmaco consoante o ambiente envolvente. Como
biomateriais caracteristicos adotados para formar a sua composi¢cao destacam-se o alginato,
a gelatina, o colagénio (sendo este a principal proteina estrutural da matriz extracelular), a
fibrina, a goma, o acido hialorénico, a agarose, o quitosano, a seda, a matriz celular
descelularizada, o poli(etilenoglicol) e o plurénico [1].

O alginato é um polissacarideo aniénico natural. E conhecido por ser biocompativel,
pouco citotéxico e por ter um gradual e rapido processo de gelificagédo (recorrendo a reagoes
com ides calcio ou bario) que permite uma boa capacidade de impressdo. Tem ainda a
vantagem de ter um baixo custo e tudo isto o torna num material mais vantajoso para estudos
e para aplicagdes in vivo. No entanto, o alginato € um material biologicamente algo inerte,
levando-o a ter uma fixagao celular limitada [1].

Relativamente a fibrina e ao fibrinogénio, estes sao materiais biocompativeis,
biodegradaveis, ndo imunogénicos e que sao ja capazes de induzir uma ligacao/proliferacao
celular. Sao bastante benéficos em ambientes de cicatrizagao [1].

A goma gelana é outro polissacarideo anionico, hidrofilico, com um elevado peso
molecular que tem a capacidade de formar um hidrogel (estrutura de suporte) quando sujeito
a baixas temperatura e exposto a catibes monovalentes ou divalentes. Foi autorizado como
possivel aditivo alimentar direto e é habitualmente utilizado na area farmacéutica. Para o
processo de bioimpressdo a goma gelana é misturada com outros polimeros para uma matriz
composta [1].

Outro biomaterial utilizado para hidrogéis € a agarose. Com baixo ponto de fusao, este
pode ser combinado com alginato, de forma a controlar eficientemente a viscosidade. Além
disso, quando revestido de colagénio pode atribuir um fortalecimento estrutural ao objeto
impresso [1].

O quitosano € outro polissacarideo biocompativel e biodegradavel com propriedades
antibacterianas e cicatrizantes. E bastante recorrente para auxiliar a construgdo e a
manutencao da matriz de um hidrogel devido as boas propriedades mecanicas, estruturais e
de vascularizagao [1].

Temos ainda a seda, um polimero natural, que se destaca pela sua elevada
elasticidade, por uma lenta taxa de degradagdo, baixa imunogenicidade e boa

biocompatibilidade [1].



Um exemplo de um polimero sintético favoravel para a impressao e manutengao de
estruturas 3D é o PEG. Nao é citotéxico, ndo tem imunogenicidade e pode ser reticulado por
luz. No entanto, € um biomaterial inerte, tal como o alginato. Para combater este fator, o PEG
pode ser combinado com hidroxiapatite e gelatina, o que leva a construgbes mais rigidas. Se
combinado ao alginato, a mistura precisa de sofrer reticulagdo quimica e idnica [1].

O plurénico, por sua vez, trata-se de um biomaterial sobretudo para uso sacrificial na
bioimpressao, visto possuir boas propriedades mecéanicas e de gelificagdo em resposta a
temperatura. A adicdo de acido hialurénico metacrilato (HAMA) aumenta a resisténcia
mecanica da construcao e a policaprolactona (PCL) a rigidez das construgdes [1].

As proéprias misturas para impressdo podem ser classificadas conforme o seu
propésito de utilizagdo. Temos as seguintes categorias:

e biotinta de suporte — auxiliam na preservagao e permitem a proliferagao e
multiplicacao celular;

o Dbiotinta fugitiva — s&o primeiramente integradas na estrutura e quando
removidas posteriormente permitem a formacao de canais;

e biotinta estrutural — desenvolvidas para oferecer estabilidade mecénica ao
restante da composicdo sem que tenham mais qualquer outro proposito;

e biotinta funcional (influenciando o comportamento celular).

Todas elas precisam de respeitar requisitos como a citocompatibilidade, a bioatividade
e a manutencio estrutural apds a impressdo. O uso de hidrogéis termorresponsivos ou
fotocuraveis pode ser uma solugao para melhorar a estrutura dos scaffolds, permitindo uma
solidificagao rapida através de estimulos térmicos ou luz UV [6].

Os biomateriais sdo avaliados segundo propriedades tais como a sua capacidade de
impressao, biodegradabilidade e 0 seu comportamento mecanico. Entre 0s mais promissores,
a hidroxiapatite tem-se destacado na engenharia de tecidos, visto que demonstra possuir um
bom nivel de bioatividade, além de ser biocompativel, osteocondutivel, inécua, de lenta
degradacgdo e de baixo custo [2,7]. A utilizagdo da hidroxiapatite em pd confere um melhor
reforco mecanico e uma menor bioatividade, caracteristicas favoraveis para o transporte e
libertacdo de substancias. Por outro lado, as nanoparticulas de hidroxiapatite ttm uma maior
bioatividade e capacidade de agregacéo, indicadas para processos de regeneracéo.

A hidroxiapatite tem a vantagem de poder ser obtida através fontes naturais, como
cascas de ovos, espinhas de peixe e conchas [8]. Os scaffolds de hidroxiapatite possuem
aplicagdes em reparagdes e substituicbes 6sseas, devido a sua composicdo quimica
semelhante a do mineral 6sseo, bem como na administragcdo de medicamentos [7]. Para a
libertagdo controlada de farmacos, a hidroxiapatite pode ser combinada a biopolimeros, como
o alginato, garantindo uma distribuicdo sustentada dos principios ativos [2].No entanto, a sua

fragilidade e as fracas propriedades mecénicas limitam a sua aplicagao em larga escala,
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direcionando-a principalmente para o uso em pés e revestimentos sobre substratos metalicos
[7]. Numa alternativa, a hidroxiapatite tem a necessidade de ser incorporada num compésito
com polimeros aglutinantes (ex: maltodextrina, acido polivinilico) para tornar viavel a sua
impressao. Estes compdsitos, produziveis por métodos como a biomimética, a liofilizacdo ou
a automontagem, sao usados para melhorar as propriedades mecéanicas do objeto a adquirir
[2].

Para superar estas limitagdes, a combinacao da hidroxiapatite com o quitosano (CS)
revelou-se uma solugéo promissora ao criar um composito que alia as vantagens de ambos
os materiais. Esta matriz composta apresenta uma maior resisténcia mecanica, mantendo
simultaneamente uma elevada bioatividade e capacidade biomimética. O quitosano, derivado
da desacetilagdo da quitina, torna-se soluvel em meio acido quando atinge cerca de 50% de
desacetilacdo. Este biopolimero apresenta propriedades biolégicas notaveis, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, bioatividade e atividade
antimicrobiana. Além disso, a presencga de grupos hidroxilo e amina na sua estrutura quimica
confere-lhe alta reatividade, influenciando a sua solubilidade e funcionalidade. Estes scaffolds
biocompésitos podem assim atuar como sistemas de libertagdo de farmacos, permitindo a
incorporacdo controlada de antibidticos, anticancerigenos, anti-inflamatérios e fatores de
crescimento. No entanto, a sua fraca resisténcia mecanica e baixa solubilidade em solugdes
neutras ou alcalinas limitam a sua utilizacdo de forma isolada [7].

Portanto, assumir uma libertacdo de farmacos a partir de estruturas baseadas em
hidroxiapatite mostra um perfil inicial de libertagao rapida nas primeiras 24 horas. No entanto,
a adicao de quitosano permite um controlo mais eficaz da libertacao, retardando a difusdo do
farmaco devido a sua elevada viscosidade e capacidade de degradagao gradual. Assim, os
scaffolds HA-CS representam uma solucdo altamente eficiente para a administracao
localizada de medicamentos, evitando efeitos secundarios sistémicos e melhorando a eficacia
terapéutica [7].

Estudos ja realizados indicam que, apesar de tudo, a incorporagédo de nanoparticulas
de substancias metalicas nestes compdsitos, seria capaz de levar a aquisicao de algumas
vantagens, entre as quais, o crescimento de propriedades antimicrobianas (para casos com
nanoparticulas de liga cobre/zinco), antibacterianas (para situagdes de trabalho com ides
prata), anti-infeciosas/tumorais (ao recorrer a ides bismuto) e até de inchago (nanoparticulas
de liga cobre/zinco), facilitando a infiltragdo [7]. Outrora, possivelmente provocaria um

problema ao nivel da biocompatibilidade e contaminagao a longo prazo.



1.6.Futuro da bioimpressao 3D

Embora a bioimpress&o 3D ainda esteja a dar pequenos passos de desenvolvimento
na area da saude, a sua versatilidade continua a dar mais bases e suportes para tornar as
aplicagdes na engenharia de tecidos mais promissoras. Existem inumeros esforgos para o
avancgo da tecnologia de bioimpressao e para o desenvolvimento de biotintas apropriadas que
atendam a maioria dos requisitos de bioimpressdo no que diz respeito as propriedades
mecanicas, reologicas e bioldgicas. Juntando estes trés tipos, ha claramente limitagbes e
questdes a evoluir [1].

A bioimpresséao 4D, expressao atribuida a impressao 3D de biomateriais carregados
com células que confere a estrutura impressa uma “bio-sensibilidade” a estimulos externos,
surge como um avango ao ser capaz de promover a cura, a cicatrizagdo e a regeneragao
celular. Apesar dos avangos, a obtencdo de uma estrutura com melhores propriedades

estruturais ainda representa desafios para a expansao da bioimpresséo [5].

1.7.Antibiéticos e a sua incorporagao nas estruturas impressas

A impregnacao de antibidticos € uma area em constante desenvolvimento, quer ao
nivel do préprio método de incorporacéo e forma de transporte da substancia, como também
relativamente ao processo da sua libertagcdo no meio. A sua evolugao tem acompanhado a
descoberta e/ou sintese desses mesmos antibiéticos ao longo dos anos.

O primeiro antibiotico foi desenvolvido e testado em 1910. A evolucido destas
substancias, capazes de matar ou inibir o crescimento de bactérias, aumentaram a esperancga
média de vida em cerca de 23 anos durante o ultimo século. A penicilina destacou-se como
sendo o primeiro grande sucesso, seguindo-se um pico no desenvolvimento de antibidticos
até a década de 1950. Desde entdo que a resisténcia antimicrobiana tem marcado um declinio
gradual na descoberta de novos compostos para combate a infegoes [9].

Existem varias classes para caracterizar a origem de cada tipo de antibidtico, algumas
delas apresentadas na Figura 1.2: os compostos provenientes de actinomicetos, os
compostos provenientes de outras bactérias, os compostos provenientes de fungos e os
compostos sintéticos. Destacando os antibidticos sintéticos, aos quais se recorreu para
realizar este estudo, pode-se referir que existem diversos tipos, como as sulfonamidas, os

salicilatos, as piridinamidas, entre outros [9].
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Figura 1.2 - Tipos de antibioticos e as suas origens (adaptado de [8])

No caso das sulfonamidas, estas foram descobertas em 1932, introduzidas
clinicamente em 1936 e tém como principal alvo a inibicao da diidropteroato sintetase. Trata-
se dos primeiros antimicrobianos de amplo espectro verdadeiramente eficazes,
posteriormente alternados com a penicilina, a partir da qual alguns derivados semissintéticos
foram criados para combater a resisténcia aos antibiéticos [9].

A antibiose foi o0 nome atribuido a secrecdo de material por parte dos micrébios para
matar outras bactérias. Selman Waksman definiu um antibiético como sendo um composto
feito por um microbio capaz de destruir outros micrébios. O trabalho por ela desenvolvido
permitiu a era dourada na descoberta de antibidticos (1940 a 1960), cuja eficacia entrou em
declinio devido ao aumento da resisténcia ao medicamento [9].

A atuacao destes farmacos pode ser feita de diversas formas, sendo as mais comuns
realizada por via oral ou por contacto, se a infegao for localizada.

Relativamente aos processos de libertagdo conhecidos, a desintegracdo tem a
capacidade de entregar toda a quantidade de farmaco transportado, enquanto a difusdo e a
dissolucao apenas vao contribuindo com as quantidades que se encontram mais a superficie
e relativo contacto com o meio envolvente [10].

De referir que o primeiro relato de um teste de desintegragdo foi publicado na
farmacopeia suica, em 1934. Este termo refere-se a quebra mecanica de um comprimido em
pequenos granulos. Caso o farmaco esteja presente em forma de p6, a deformacéao elastica
e as ligacdes entre as particulas sdao mais influentes. Apds a desintegracdo da-se a
fragmentagéao, processo que refere a divisdo dos granulos em particulas ainda menores. A
porosidade da estrutura € um fator que interfere na facilidade com que ocorrem estes
fendmenos, levando ao ambiente favoravel para a sua desintegragao total. O fluido envolvente
pode também possuir a capacidade de ir dissolvendo as particulas de medicamento que

estejam alojadas nas paredes dos poros. Isto acontece através da absorcéo, isto é, da
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penetracao do fluido fisiolégico que compromete a integridade estrutural. O grau de facilidade
com que esta situacao acontece, define a propensao de cada matriz para cada tipo de
aplicagao e finalidade pretendida [10].

Os comprimidos ou capsulas ndo sao apenas constituidos pelo farmaco, mas também
por excipientes e matrizes que desempenham o papel transportador, de adequacédo da dose,
de processador e/ou de influenciador da libertagdo. No momento da interagdo com os fluidos
fisioldgicos, mecanismos como a desintegracdo ou a dissolugdo desempenham fatores
determinantes para a eficiéncia terapéutica, por exemplo, ao nivel da velocidade da entrega
do medicamento. Métodos in situ e o estudo através de modelos matematicos sdo cada vez
mais capazes de simular e prever o comportamento e o impacto das libertagées. Enquanto
para analgésicos ha o desejo por rapido inicio de agéo, o uso de matrizes poliméricas confere
a libertagao um periodo no tempo de efeito mais alargado, vantajoso para antibiéticos e casos
de infe¢ao, por exemplo [10].

Nos casos em que materiais poliméricos sao utilizados para a constituicdo da matriz,
consegue-se uma taxa de libertacdo mais lenta devido ao inchago e ao revestimento que
atuam como barreira [10].

O papel da microestrutura da matriz porosa no mecanismo de desintegragao é claro, tal como
a variagdo de parametros de organizacdo e de materiais utilizados podem resultar em

mudancas significativas [10].
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2. A evolucgao da impressao 3D na area da saude, da bioimpressao
e da dopagem das estruturas

A impressdo 3D tem-se revelado uma tecnologia promissora na area biomédica,
permitindo a fabricagcdo de scaffolds personalizados para regeneracdo de tecidos e
administracdo controlada de farmacos, ajustando a taxa de dissolugdo e otimizando a
dosagem dos medicamentos. Estes avangos devem-se ao desenvolvimento de novos
biomateriais e métodos de fabricagdo, que possibilitam a criagdo de estruturas porosas,
bioativas e com propriedades mecéanicas ajustaveis [2].

Em 2015, Goyanes et al. exploraram a impressao 3D no ambito da producio de
comprimidos personalizados, variando a geometria e as camadas do medicamento para
ajustar a sua taxa de dissolu¢do. Esta abordagem demonstra a capacidade da impresséo 3D
para desenvolver sistemas precisos e adaptaveis a necessidade do paciente [7].

Na area da bioimpresséao de tecidos moles, em 2016, Rimann et al trabalharam numa
bioink a base de PEG e fibroblastos humanos primarios. Conseguiram demonstrar a
viabilidade e proliferacdo celular até sete semanas. As estruturas impressas evidenciaram
estabilidade celular e biologicamente funcional. O PEG destacou-se pela sua elevada
reprodutibilidade e manipulagao quimica, contrastando com os materiais naturais que, apesar
da maior bioatividade, sédo estruturalmente e biologicamente mais exigentes. Esta descoberta
abriu o caminho para mais solucdes para os tecidos moles funcionais [11].

Passados dois anos, Fina et al. publicaram o desenvolvimento de scaffolds poliméricos
impressos em 3D para a libertagdo controlada de ibuprofeno, utilizando acido polilatico (PLA).
A variagao da porosidade permitiu modular a taxa de libertagdo do farmaco, demonstrando o
potencial da impressao 3D para personalizar tratamentos farmacoldgicos [7].

Wang et al., em 2018, criaram um sistema de libertagdo sustentada de antibidticos,
incorporando gentamicina em scaffolds de hidrogel e biovidro. Os resultados demonstraram
que a libertagao controlada do antibidtico ajudou a prevenir infegbes poés-cirurgicas em
defeitos ésseos, representando um avanco significativo na medicina regenerativa. Ja Ardelean
desenvolveu scaffolds 3D compostos por hidroxiapatite e colagénio, demonstrando boa
resposta celular. A incorporagao do colagénio confere uma melhor adeséao e proliferagao das
células, uma vez que se trata de um componente da matriz 6ssea [7].

Ja Huang et al. prepararam nanocompostos de HA e fibroina de seda através de
precipitagao in situ, obtendo scaffolds com porosidade de 70%, poros interconectados (~400
Mm) e resisténcia a compressao superior a 6 MPa. Estes fatores sdo fundamentais para a

vascularizagdo e integragao celular. Além disso, os scaffolds apresentaram atividade de
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biomineralizagao in vitro e estabilidade de pH, favorecendo a fixagdo e penetragao de células
[12].

Ainda nesse ano, Koski et al. utilizaram fabricacao livre de solidos baseada em pasta
de amido gelatinizado de origem natural e combinada com hidroxiapatite de forma a obter alta
resisténcia mecanica e boas propriedades bioldgicas sem recorrer a processos possivelmente
toxicos e/ou pouco sustentaveis face a viabilidade biolégica, como a reticulagdo ou outras
técnicas de pbs-processamento. O amido contribuiu para propriedades mecanicas
semelhantes as do 0sso esponjoso, além de melhorar a fixagéo e proliferagao celular devido
a sua interagdo com o PCL, outro constituinte da pasta produzida [13].

Trés anos depois, em 2021, Melocchi et al. imprimiram formas personalizadas de
comprimidos ao controlar digitalmente os materiais, a geometria e a arquitetura interna das
estruturas impressas. Demonstrou-se que a tecnologia tem potencial na producao de sistemas
com libertacao imediata ou prolongada, utilizando polimeros sensiveis ao pH, como o Eudragit
L100 e S100, que permitem alcancar perfis de libertagcao retardada ou pulsatil [14].

No ambito do desenvolvimento de scaffolds bioativos, Lei Nie e Yaling Deng
desenvolveram, na ultima década, scaffolds baseados em fosfato de calcio bifasico e alginato
dopado com prata, utilizando um método de emulsdes duplas. Os resultados indicaram que
as estruturas produzidas apresentavam distribuicio homogénea das nanoparticulas dos
compostos em causa, conferindo excelente biocompatibilidade e atividade antibacteriana
contra as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-
negativa). Além disto, os scaffolds foram capazes de incorporar e libertar doxorrubicina de
forma controlada, alcangando uma libertacdo cumulativa de 73,3% apés 72 horas em PBS,
evidenciando o potencial desta abordagem na administragdo de farmacos [15].

Os estudos analisados demonstram que a impressao 3D tem um impacto significativo
no desenvolvimento de scaffolds para regeneragao de tecidos e administragdo de farmacos.
No entanto, ainda existem desafios a serem superados, tais como:

o melhoria da vascularizagao dos scaffolds para garantir a sobrevivéncia celular;

e otimizacdo das propriedades mecanicas para aplicagdes clinicas mais
exigentes;

e integracao celular e funcionalidade a longo prazo;

e escalabilidade e regulamentacéo para a transicdo dessas tecnologias para o
uso clinico.

A continua evolugdo das técnicas de impressdo 3D, combinada com o
desenvolvimento de novos biomateriais, podera permitir avangos significativos na medicina
regenerativa e na terapéutica personalizada.

Além disso, varios recursos de scaffolds baseados em hidroxiapatite, incluindo a

capacidade de impressdo 3D, biodegradacdo, resisténcia mecéanica apropriada e
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biocompatibilidade, facilitardo o uso da bioimpressdo 3D para desenvolver futuros projetos
exigentes sob demanda e que terdo a vantagem de serem alcancados a precos mais

reduzidos [2].
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3. Metodologia

No seguimento dos capitulos anteriores, este abordara as técnicas e o material
utilizado para o desenvolvimento do estudo em causa. Primeiramente, sera apresentada uma
breve descrigdo dos passos para desenhar as estruturas de forma computacional, algumas
particularidades da impressora e do tipo de impressao adotada. Seguir-se-a uma lista dos
materiais estudados experimentalmente para formar os diferentes compésitos. Havera ainda
uma abordagem as técnicas de tratamento pds-impressao, bem como aos procedimentos
executados para a impregnacdo de medicamentos na estrutura. Por fim, os métodos de

caracterizagao e avaliagao de resultados serdo igualmente enumerados e explicitados.

3.1.Primeira abordagem a impressao 3D

Atécnica de impressao 3D é composta por varias fases. A primeira destina-se a criacao
de modelos Computer-Aided Design (CAD), obtendo estruturas sdlidas e visiveis em 3D.
Nesse mesmo processo, o foco esta nos pardmetros da construcio do objeto, momento onde
o desenho da peca é posto em pratica ao analisar um arquivo de script, “renderizando” o
respetivo modelo e tornando-o digitalmente visivel em 3D. Para a realizagdo destes tdpicos
recorreu-se ao software OpenSCAD.

Apos a criacdo do modelo CAD, este deve ser exportado para um software, onde sao
abordados parametros de impressdo, quer relativamente ao extrusor, quer ao nivel do
material, antes de proceder a mesma. O software utilizado para estas finalidades foi o
UltiMaker Cura. A velocidade e qualidade podem ainda ser reguladas consoante a estrutura

pretendida e o tipo de material em causa.

3.2.Tipo de impressao 3D implementado

Para desenvolver os scaffolds, neste estudo foi adotada a técnica de impressao por
extrusdo. O modo de atuagdo em causa acontece por compressao por parte de um pistao,
mais especificamente, exercendo uma forga sobre o material que se encontra dentro da
seringa (Figura 9.1 em Anexo) dedicada ao armazenamento do material.

A impressao por extrusao € um sistema relativamente facil de configurar e baseada na
deposigao continua de camada a camada do material, o qual é extrudido do compartimento
por via de uma forca mecanica. Tem por base o uso de polimeros para conferir uma boa
integridade estrutural apds a impressao. Esta técnica permite deposi¢cdes altamente precisas

de material e uma velocidade considerada nesse processo, além de ser capaz de lidar com
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diferentes viscosidades. Usam-se para este tipo de impressao e aplicagdo uma vasta gama
de substancias, desde polimeros naturais (colagénio, gelatina, alginato, acido hialurénico) a
polimeros sintéticos (PVA, PEG). Geralmente a biotinta passa por uma fase de reticulagao
quimica ou de UV para melhorar as propriedades fisicas da constru¢cao apds a impressao
[4,16].

Trata-se de um tipo de impressdo de baixo custo, com simples necessidade de
supervisado e com facil realizagao de manutencéo. No entanto, sofre entupimento do bico com
maior regularidade devido ao facto de estar em constante contacto com o ar e de ndo haver
um mecanismo que proporcione a desobstrucao.

De acordo com dados apresentados na Tabela 1.2, o trabalho por ela realizado estara
na faixa de viscosidade de 1 a 6x10” mPa e com resolugdo entre 100 e 200 um. Tem menor
resolucao que outras técnicas, ja abordadas no topico da introdugéo, e a biotinta nem sempre

tem os requisitos mecanicos mais benéficos para a aplicagéo pretendida [17].

3.3.Caracteristicas da impressora 3D

A impressora utilizada para realizar os estudos (Figura 3.1a) foi, quase na sua
totalidade, obtida através da combinacdo de componentes baseados num polimero
biodegradavel e renovavel, o PLA, também eles impressos antes deste estudo, recorrendo a
uma impressora do mesmo estilo. Todo o processo foi garantido por pessoal competente. Isto
permite adquirir um método de baixo custo de produ¢cao e manutencio. O software de apoio
na impressora € gratuito e denominado de Marlin 2.1.2.1 (Figura 3.1b). Dispée de um menu
onde é possivel mover os eixos e o extrusor, controlar a velocidade de impressao, entre outras

funcionalidades que permite uma interagao intuitiva.

Figura 3.1 - a) Impressora RepRap, Hephestos Prusa i3 modificada; b) monitor e indicagéo do software utilizado
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3.4.Reticulagao

O processo de reticulagao (crosslinking) pode ser realizado de forma fisica ou quimica,
criando uma rede tridimensional.

A reticulagéo fisica consiste na formacdo de ligacbes fracas e reversiveis entre
materiais flexiveis, isto é, através de ligagdes ndo covalentes entre polimeros ou redes
moleculares com cadeias moveis, baixa rigidez e baixo mddulo de Young. Muitos séo
considerados macromoléculas devido as ligagdes em cadeia [16].

Em reticulacbes quimicas, as propriedades da estrutura podem ser modificadas, ao
nivel das ligagbes, quando expostas a alguns tipos de solugdes. Assim, € de igual forma
possivel reduzir a solubilidade e tornar as estruturas insollveis em agua. Sao criadas liga¢des
covalentes e os materiais tornam-se mais rigidos.

Neste estudo, para qualquer situagao de reticulacao, esta foi realizada somente apos
o términus da impressdo. Em casos onde esta ocorreu dentro de uma placa de Petri, optou-
se por enché-la por completo, submergindo a pega em solugéo de cloreto de calcio. Se esta
tiver sido feita numa placa de vidro plana, o mesmo processo foi garantido libertando

pequenos gotas sobre a estrutura impressa.

3.5.Materiais

Para fabricar o compdsito ideal para impressao foi necessario realizar uma primeira
selecdo de materiais. Uma das principais exigéncias é que estes fossem biocompativeis e
citocompativeis. Assim, selecionaram-se matérias como a hidroxiapatite, o alginato de sédio,
0 quitosano, o kaolin, a metilcelulose e a sacarose.

A hidroxiapatite utilizada em muitos dos exemplos € uma das formas que esta presente
no tecido 6sseo, concretamente designada por fosfato de calcio tribasico Ca1g(OH)2(PO4)s,
com um peso molecular de 1000,67gmol'. Este material tem na sua composigdo 34-40% de
calcio e foi adquirido a thermo scientific.

Relativamente a outro dos compostos principais, o alginato de sédio € um
polissacarideo natural proveniente de algas castanhas e é caracterizado por ser um 6timo
gelificante e uma substancia estabilizadora. Adquirido a Fisher Scientific.

O quitosano, polimero organico, utilizado para algumas matrizes foi, a par da
hidroxiapatite, adquirida a thermo scientific.

Por um lado, a metilcelulose testada para averiguar as propriedades, principalmente
mecanicas, que esta pode conferir as estruturas foi obtido através da Metylan. Por outro lado,

o vulgar agucar branco (sacarose), de baixo custo, é proveniente do DI/A Portugal.
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3.6.Impregnacao de medicamentos

A introdugdo de um composto numa estrutura pode ser feita de vastas formas. A mais
eficaz seria mistura-lo com a pasta antes da impressédo. No entanto, esta técnica poderia
provocar um espessamento da pasta comprometendo a capacidade de impressdo. Outra
forma, e a realizada neste estudo, é executada por submersdo numa solucédo concentrada e
por consequente absorgao.

O antibidtico que foi designado para o estudo da absorgéo por parte das estruturas
impressas foi a sulfanilamida (Figura 3.2), um antibiético que pertence a familia das
sulfonamidas. Foi o primeiro antibacteriano de origem sintética, surgiu no ano de 1908 e foi
reconhecida nos anos 30. Trata-se de uma substancia antibacteriana e que tem na sua
composi¢cao um grupo anilina e um grupo sulfonamida. Destaca-se pela capacidade de inibir
reacdes enzimaticas onde esteja presente o acido para-aminobenzdico, necessario para a
producao de acido folico e dihidrofdlico, ambos ligados a construgdo do DNA bacteriano. Esta
acao da-se numa situagao de competicao devido a semelhanga da estrutura [18].

=
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Figura 3.2 - Estrutura quimica da sulfanilamida

2

Neste estudo, o procedimento para a impregnagao envolveu a realizagdo de uma
diluicdo da sulfanilamida em etanol, obtendo uma concentragcdo de 2,5% (m/v). Diversas
estruturas de diferentes compdsitos foram submersas na solugdo com o objetivo de
incorporar, pelo método de absor¢cao, o antibidtico nela presente. O solvente ¢,

posteriormente, removido por evaporagao.
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4. Desenvolvimento das estruturas e impressao 3D

4.1.CAD e tipo de ficheiro

Para desenvolver os projetos de CAD foi tido como base o programa OpenSCAD, um
software livre e disponivel para varios sistemas operativos como o Linux/UNIX, MS Windows
e MAC OS X.

O OpenSCAD destina-se a criagado de modelos 3D sélidos desenhados
computacionalmente, focando-se essencialmente nos aspetos CAD apds efetuar uma leitura
de um arquivo de script e de seguida uma renderizagdo do respetivo modelo. O software
apresenta ao utilizador uma janela onde apresenta, num espaco tridimensional, a estrutura
criada a medida que as fungdes sdo chamadas e relacionadas entre elas.

O OpenSCAD permite adotar dois tipos de modelagem: por geometria sdlida
construtiva (CSG) ou por extrusdo de contornos 2D. E utilizado o Qt para a interface do
usuario, o CGAL para avaliar o CSG, o OpenCSG e o Open GL para o visualizar, e ainda o
boost, o eigen e o glew.

Para proceder a criacao de estruturas virtuais, esta é possivel implementando e combinando

diversas funcgdes, todas elas indicadas na Figura 4.1.

Syntax Modifier Characters Lists Functions
var = vslue; * disable list = [...._1; create a list concat
var = cond 2 value_if_true : value if false; || | i var = 1ist[z], index a list (from 0) Lookup
var = function (x) x + x; # highlight / debug var = list.z; dot notation indexing (x/y/z) stc
module name(.) { - } ¥ transparent / background chr
name(); =
:;;:% name(-) = Boolean operations search
include <...scad= 2D union() version
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projection(cut) Conditions [ for (i = ) if (condition(i)) x else v 1 || tan
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n*n Multiplication 3D
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n<=n Less or Equsl cylinderch, ri|d1,r2|d2, center) for (1=, 3=, 3{-} it
b=c Equal polyhedron(points, faces, convexity) intersection for(i = [ n{-1 40
b != ¢ Mot Equal import(” ", convexity) intersection for(i = [ g cend]) { - } =0
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translate([x,y,z]} is undef =n
Special variables W A el max
rotate(a, [x,y.z)) is num e
Sfa  minimum angle scale(Ix,y.21) is string cross
SIS R L= cae resize([x,y,2],auto, convexity) fi T
Sfn number of fragments mirror([x.y.21) is function
st animation step nultmatrix(m)
Swpr  viewport rotation angles in degrees | | 1o crcqlorname” slpha) e
Svpt  viewport translation
color("#hexvalue’ )] echo(.)
Svpd  viewport camera distance
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Figura 4.1 - Fungdes do OpenSCAD para desenho de estruturas
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Apods a criagdo do modelo no OpenSCAD e executada a respetiva renderizagao,
procede-se a exportacido e conversao do respetivo ficheiro para o formato “.stl”, de forma a
que este possa ser executado pelo programa dedicado a futura impressao dos objetos pelo

método slice (Figura 4.2), o UltiMaker Cura.

=

Figura 4.2 - Figuras criadas no OpenSCAD e carregadas no Ultimaker Cura

4.2.Modelo, software e funcionalidades da impressora 3D

Como ja referido anteriormente, a impressora utilizada para a realizagéo deste trabalho
foi em grande parte desenvolvida a partir da impressao 3D. Esta particularidade atribui um
menor custo de adesdo e de manutencdo a esta técnica que esta em constante
desenvolvimento. O tipo de material adotado para criar a impressora, o PLA, faz desta um
equipamento relativamente resistente e, ao mesmo tempo, suficientemente leve para permitir
o seu facil transporte.

O software instalado é o Marlin, uma ferramenta gratuita e intuitiva. A navegagéao ¢é
auxiliada por um botao rotativo, através da qual podemos proceder a uma calibracdo da
posicao da base de impressao, a movimentagédo controlada dos eixos para o extrusor, bem
como a variagao da velocidade, entre outros parémetros, de impressdo. Todas estas
funcionalidades quando combinadas com o Ultimaker Cura oferecem uma experiéncia

detalhada e personalizada.
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Figura 4.3 - a) Monitor com indicacédo do software utilizado; b) menu principal com indicagdo da T ambiente; c)
menu de comandos; d) menu de movimentagao de eixos e extrusor

Na Figura 4.3a temos a iniciagdo do software assim que é ligada a impressora. Na
Figura 4.3b esta representado o status atual, nomeadamente, a temperatura ambiente, a
posicao do extrusor e a velocidade da movimentagc&do do bico de impressdo. A Figura 4.3c
mostra o menu que é disponibilizado ao utilizador de forma a que haja uma navegagao
facilitada pelas ferramentas e funcionalidades oferecidas. Por fim na Figura 4.3d esta
amostrado o parametro mais abordado, o controlo do movimento e da posi¢do, dada a

importancia da preciséo na impressao 3D.

4.3.Ultimaker Cura e primeiro contacto com a impressao 3D

Posteriormente, através do UltiMaker Cura é possivel proceder a fase de impressao,
submetendo antecipadamente as configuragdes referentes a impressora utilizada, bem como
os parametros sobre o extrusor e o material de impressao. O Cura permite ainda controlar
parametros de velocidade e qualidade.

Numa primeira abordagem, foi desenhada uma estrutura para demonstrar o alto nivel
de complexidade com que é possivel trabalhar a partir de um software como o OpenSCAD e
finalizada com recurso ao Ultimaker Cura. O objeto demonstrado na Figura 4.4a foi obtido
através de comandos como a definicdo do tamanho dos hexagonos, o posicionamento e a

variagdo angular para cada brago radial, bem como o numero de bragos € o numero de
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hexagonos para cada um deles. Foi ainda definida a espessura das paredes. Na Figura 4.4b
esta um registo fotografico apds a impressao. Este primeiro exemplar, somente para testar e
visualizar o mecanismo de impressao, foi criado com um fio de PLA que é exposto a altas
temperaturas ao passar no extrusor e depois sujeito ao arrefecimento ja na placa que serve

de base a impresséo.

at
‘847 _____ : -

Figura 4.4 - a) Desenho de estrutura exemplo; b) estrutura impressa em PLA

4.4.Menus, controlos e definigao de variados parametros no Ultimaker Cura

Numa segunda perspetiva, aquela ja dedicada ao futuro do estudo, foi necessario
adaptar alguns parametros devido a alteragdo do foco da impressdo. Em dois pequenos
menus acessiveis na parte superior esquerda da janela temos os locais para informar o
softwre sobre as caracteristicas da impressora e sobre o tipo de material destinado para a

impressao. Na Figura 4.5, as posicdes destes estdo indicadas pelas setas amarelas.

oRoBo

Figura 4.5 - Indicagdo dos menus dedicados as caracteristicas da impressora e extrusor
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Relativamente ao menu que reune as indicagbes sobre os dados do equipamento
(Figura 4.5), sdo necessarios dados como as dimensdes do espaco tridimensional para a
impressao, o numero de extrusores utilizados, as posi¢gdes extremas na movimentacido do
bico, bem como o delinear do percurso pretendido para a ponta de impresséo, quer antes
quer apos a mesma. Além disto, informagdes a cerca do extrusor também sao igualmente
pertinentes (Figura 4.6). Aqui, detalhes como o tamanho do nozzle, isto é, o didmetro da ponta,
e o didmetro da seringa utilizada como depdsito para a pasta sdo os minimos para que a

impressora esteja calibrada para uma deposicao calibrada de material.

Machine Settings X
PasteHephestos
Printer Extruder 1

Nozzle Settings

Nozzle size 125
Compatible material diameter 150
Nozzle offset X 0o
Nozzle offset ¥ 00
Cooling Fan Number 0

Extruder Start G-code duration 00

Extruder End G-code duration 00

Extruder Start G-code Extruder End G-code

Figura 4.6 - Menu dedicado as caracteristicas do extrusor e do bico de impresséo

Para proceder a impressdo dos primeiros exemplares foi ainda criado um tipo de
material, exigido pelo software, onde foram fornecidas indicacbes sobre a distédncia e a
velocidade de retrac&o, a densidade e o didmetro da seringa de depdsito. Trata-se de uma
simples costumizagédo, sem grande impacto para primeiras analises. Estes dados foram
inicialmente preparados para a primeira pasta que tinha na sua composi¢do carbonato de
calcio (70%), acucar (15%) e agua (15%). Foram entao definidos os seguintes valores:

- densidade: 1.24 g/cm?®

- didmetro: 15 mm

- distancia de retragdo: 1 mm

- velocidade de retragao: 10 mm/s

Estes valores ajudam a controlar os momentos em que a ponta tem de se deslocar
sem que haja deposicao de material.

Na aba “monitor” temos a possibilidade de interromper e controlar o deslocamento do
extrusor de forma computacional (ver centro de comandos na Figura 4.7. Esta funcionalidade

revela-se Util para casos de acerto da altura da base de impressdo. Além disto, assim é
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possivel evitar, por exemplo, situagcdes que possam comprometer a integridade de material
de suporte (ex: placas de petri), ou até mesmo o proprio trabalho, em casos de necessidade

de aborto de impressao.

M UltiMaker Cura PREPARE PREVIEW

PasteHephestos

Figura 4.7 - Aba "monitor" que cotrola a movimentagéo do extrusor

A movimentagcdo passo a passo da ponta permite entdo realizar qualquer
deslocamento apropriado a cada momento.

Outro aspeto importante que é executado neste ponto é a visualizacdo da
percentagem ja realizada, bem como a percentagem por realizar, do trabalho total da

impressao em curso.

4.5.Criacao e desenvolvimento da estrutura adotada para o estudo

Prosseguindo para o estudo concreto de pastas que possam demonstrar algum futuro
para a dopagem de estruturas com compostos bioativos, vale a pena referir que optou-se por
realizar os testes num modelo simples, mas simultaneamente com um grau tridimensional
suficiente para que seja possivel avaliar a fidelidade de forma e a capacidade estrutural que
os compostos possam oferecer. Assim, foi desenvolvido um simples paralelepipedo no
OpenSCAD, posteriormente ajustado com meros parametros no Ultimaker Cura.

No primeiro software apenas foi necessario referir trés valores destinados ao
comprimento, a largura e a altura do paralelepipedo, relacionando-os de seguida através da
chamada da func¢ao “cube”. Os valores atribuidos nesse instante ndo sao inalteraveis visto

que no Ultimake Cura é possivel altera-los faciimente.
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No segundo software, existe uma janela com diversos menus (Figura 4.8) onde ha a
possibilidade de definir diversos parametros, ndo s6 de estruturagdo como também da
impressao que sera efetuada. Os aspetos a que foi dedicada maior atencao dizem respeito a
espessura da linha, ao tipo de preenchimento, a densidade do interior do objeto, a velocidade

de impressao e ao modo de reprodutibilidade.

Figura 4.8 - Menus dedicados a estruturagéo do objeto e a modos de impressao

Para a primeira estrutura definida € de enumerar algumas caracteristicas. O diametro
da linha media 1.25 mm, o tipo de infill adotado foi o de linhas, a densidade interna rondou os
40% (podendo fazer-se variar esse valor para acertos de medidas), enquanto a velocidade de
impressao foi definida a 10 mm/s. Os valores destes parametros foram entao os atribuidos
para as primeiras pastas, nomeadamente para aquelas que eram compostas por materiais
mais liquidos como a de bicarbonato de calcio, alginato de sédio ou metilcelulose.

Antes de proceder a cada impressao, o Ultimaker Cura permite obter uma visualizagcéo
prévia do objeto que sera impresso, mostrando cada detalhe, camada a camada, tanto do
exterior como do interior da estrutura em causa (Figura 4.9). O design escolhido consistiu no
formato simples de um paralelepipedo com linhas perpendiculares entre camadas, obtendo

um scaffold estavel e estruturalmente intuitivo de analisar.

Figura 4.9 - Visualizagao prévia da impresséo de estrutura com infill de linhas
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4.6.Impressao do compésito formado por agua, agucar e carbonato de calcio

Mais que uma pasta com possivel futuro neste estudo, a primeira op¢gédo comegou por
ter o principal objetivo de adquirir experiéncia sobre o enchimento da seringa com o material
de impressao, descobrir qual o bico de impressdo mais vantajoso de acordo com a
viscosidade da pasta e saber como se procederia 0s passos seguintes a impressao, sobretudo
o0 momento da desidratacao para atribuir a rigidez aos scaffolds obtidos.

A composicao desta pasta € entao de 70% de carbonato de calcio, 15% de sacarose
e 15% de agua. A proporgao de 1:1 entre a agua e a sacarose cria uma pasta estavel para a
extrusao e para a atuagdo como um aglutinante perfeito ao carbonato de calcio. A preferéncia
por este comeco deve-se ao sucesso ao nivel da facilidade de impresséao e de boa fidelidade
estrutural posteriormente adquirida que um estudo anterior demonstrou [8]. Além disto, o
carbonato de calcio € um material que pode ser obtido na natureza, como por exemplo em
conchas, sem que haja desta forma grandes fatores prejudiciais para o ambiente.

Na Figura 4.10 é possivel observar trés diferentes momentos do trabalho efetuado
sobre esta primeira pasta. Na Figura 4.10a estd captado um momento do processo de
impressao, onde se consegue ver o detalhe e precisdo da deposi¢gdo do material. Ja na Figura
4.10b temos o registo fotografico de uma estrutura, a qual ndo demonstra os melhores
resultados no que diz respeito a forma apoés a impressao. De seguida, na Figura 4.10c estédo
presentes varios exemplares, entre os quais alguns ja com o sucesso pretendido nesta
primeira fase do estudo.

Estas pequenas alteragdes, capazes de ter um impacto significativo visivel no
resultado, estao relacionadas com a distancia da ponta a base de impressao, com o didmetro
da propria ponta de impressao, com a espessura pretendida para cada linha desenhada, como
também relativamente a velocidade de deslocacdo da seringa ao longo, quer ao longo da
deposicao da pasta na base, quer imediatamente apds a mesma.

Os parametros que permitiram os bons resultados da Figura 4.10c séo, principalmente,
a maior homogeneizagao possivel adquirida pela mistura, o preciso controlo da posicdo inicial
do processo, a impressao imediata a uma temperatura ambiente e a velocidade de deposicéo

do compdsito a 10 mm/s, sem esquecer a espessura da linha a rondar os 1,25 mm.

28



Figura 4.10 — a) Impresséo da pasta de carbonato de calcio; b) primeira impressao; c) evolugdo dos resultados

Desta primeira abordagem podemos admitir que a pasta formada por carbonato de
calcio, agucar e agua resulta num compdsito com caracteristicas ideias para impressao 3D
devido a boa viscosidade quando sujeita a compresséo dentro da seringa, além da 6tima
capacidade estrutural, permitindo manter a forma do objeto impresso, quer durante a
impressao (importante para uma deposicao camada a camada), quer apds a mesma. A baixa
percentagem de agua nesta composicao possibilita que, durante o processo de desidratacao
(Figura 4.11), ndo haja a fragmentagcado das estruturas visto que estas ja se encontram
fortalecidas ao nivel da sua densidade. Posto isto, o balango adequado das quantidades dos
materiais € um fator muito importante.

De referir ainda que o processo de desidratagao resulta da colocagao das estruturas

impressas numa estufa, onde a temperatura esta mantida por volta dos 65°C.

Figura 4.11 - Demonstracao do processo de desitragéo das estruturas impressas

Posteriormente, algumas destas estruturas foram sujeitas a temperaturas
relativamente elevadas (umas a 900°C, outras 1100°C) para testar possiveis variagdes fisicas

e quimicas, nomeadamente a rigidez, a dureza e a resisténcia a agua. Esta mudanga do
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ambiente leva a carbonizagao do agucar, provocando um aumento da dureza pelo processo
de sinterizacao, uma diminuicido da rigidez pela formagao de carvao e a continuagao da falta
de resisténcia a agua pela presenga de 6xido de calcio, material ceramico basico e reativo
com agua. O resultado deste compésito e do pds-processamento resulta num material com

algumas semelhancas a ceramica [8].

4.7.Impressao do compésito formado por agua e alginato de soédio

Com o objetivo de verificar a diferenca de propriedades adquiridas por cada mistura
consoante o material utilizado, efetuou-se a substituicdo do constituinte carbonato de calcio
(inorganico) pelo alginato de sodio (orgénico). Ao mesmo tempo, foi retirado o agucar como
agente aglutinante tendo em conta que o proprio alginato é capaz de cumprir essa fungao.

As tintas a base de alginato tém sido amplamente exploradas devido a sua elevada
capacidade de atribuir uma textura de gel em casos de condi¢des amenas, obtendo assim
hidrogéis mecanicamente estaveis através da reticulagdo fisica, originando forcas
intermoleculares ido-dipolo entre cadeias ou complexos de calcio. Isto acontece apds a adigao
de ides de calcio bivalentes, por exemplo, através de solugdes para imersao [19].

Além disso, as tintas a base de alginato sdo biodegradaveis, ndo imunogénicas e ndo
citotoxicas. Apresentam ainda propriedades viaveis para a integracdo de ambientes celulares,
tendo em conta as suas propriedades elasticas [19], além de uma integridade pos-impresséo
e reticulacédo promissora.

Destacam-se na biomédica devido a boa capacidade de impressao, fidelidade de
forma em estruturas 3D, biocompatibilidade, ativacdo de macréfagos e mondcitos, atuando
por isso de forma positiva, por exemplo, em casos de feridas e necessidade de protecao e
reconstrucao de tecidos de grande area como a pele [20]. O uso de alginato, um biopolimero
natural extraido de algas marinhas, esta aprovado pela FDA para casos de aplicagcédo
biomédica.

No entanto, face a pasta de carbonato de calcio, a percentagem de peso do composto
principal teve de ser alterada, tendo em conta a menor fluidez do alginato de sodio. Assim, a
medi¢ao ideal para impressao ficou nos 5% de alginato de sédio, 5% de agucar e 90% agua.
Apesar da capacidade de impressao atingida ter sido a ideal, o grande aumento da presenca
de agua trouxe problemas ao nivel da capacidade de manutencdo estrutural apés a
impressao. Registou-se um colapso do objeto, resultando numa simples folha do compdésito.
(Figura 4.12)
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Figura 4.12 - Registo do trabalho e resultado com a pasta de alginato de sédio

Como é visivel na Figura 4.12a, a introdugéo da mistura revelou-se exigente devido a
necessidade da menor acumulagao possivel de bolhas de ar dentro da seringa de forma a
evitar uma deposicao intermitente. O registo do resultado apds algumas horas, apresentado
na Figura 4.12b, mostra a retengéo desse ar apds a solidificacdo da estrutura.

Apesar de todos os beneficios, o alginato tem rigidez mecénica limitada e requer
suporte de ides calcio para reticulagdo [20] e, portanto, € dificil usar o alginato de forma
isolada para procedimentos construtivos de grandes scaffolds. Esta reticulagcdo nao foi
implementada para esta pasta devido ao défice estrutural imediatamente evidenciado na
deposigédo das camadas.

Estudos recentes tém proposto a incorporacéo de gellan gum, tendo em conta que
esta confere uma gelificagdo praticamente irreversivel por adigcdo de catides multivalentes
[19]. Esta pode ser uma alternativa, mantendo a reticulagdo por ides calcio adotada neste

estudo.

4.8.Impressao do compdsito formado metilcelulose e alginato de soédio

Perante os materiais disponiveis inicialmente, e com vista a aperfeigoar a técnica e a
sensibilidade a impressao e a combinagao de materiais/parametros, foi ainda testado outro
protocolo. Neste caso, foi incorporada a metilcelulose, sobre a qual ja era conhecida a forte
componente estrutural. No entanto, a capacidade de impressao ficou altamente comprometida
devido a rigidez imediata adquirida pela metilcelulose quando combinada com agua. Mesmo
num processo rapidamente executado com 8% de metilcelulose, 2% de alginato de sédio e
90% de agua, conseguindo evitar problemas durante a extrusao do material, o compdsito ndo
¢é suficientemente resistente para evitar o colapso estrutural a curto/médio prazo, isto é, apds

30 min.
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A metilcelulose tem a caracteristica de ser soluvel em agua, ao contrario da celulose
(isto devido a rede altamente ordenada de liga¢des de hidrogénio formada por grupos hidroxilo

e interagdes hidrofdbicas), além de exibir propriedades de gelificagao térmica [21].

Figura 4.13 - Exemplares de tentativas de impressao da pasta com metilcelulose e alginato de sédio

No exemplar mais a direita na Figura 4.13, apesar da notavel falta de forma anotada
pela ndo aquisicdo de altura do modelo, tem como caracteristica principal a resisténcia a
forcas de tragdo. Este comportamento deve-se a formag¢ao de uma rede polimérica continua
e flexivel, fazendo com que as cadeias deslizem umas sobre as outras, reorganizando-se sob
esforgo e distribuindo a carga ao longo de toda a estrutura.

A estrutura que pode ser observada mais a esquerda caracteriza-se por ter uma maior
dificuldade de impresséo, por ter origem numa pasta mais espessa, mas também por possuir
melhor capacidade estrutural apds a impressao. Outra caracteristica que ganhou relevancia
foi o facto desta estrutura adquirir uma alta elasticidade apds ser sujeita a uma solugao de
ides calcio. O sucesso da reticulagdo devido a presencga do alginato de sédio é constatado na
Figura 4.14.

Figura 4.14 - Comportamento elastico da estrutura de metilcelulose e alginato de sdédio

4.9.Impressao do composito formado alginato de sédio, quitosano e kaolin

Numa outra abordagem foram incluidos o quitosano e o kaolin, uma argila formada por

minerais e aluminio. Esta férmula teve por base um estudo ja realizado onde se destacava a
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boa capacidade de impressdo desta pasta. Numa primeira fase de preparagédo existe a
necessidade de diluir o alginato de sddio e o quitosano, este ultimo com o auxilio de uma
solucao diluida de acido acético dada a sua baixa solubilidade. Posteriormente, procede-se a
adicao do kaolin e a gelificacdo da mistura com o uso de cloreto de calcio.

O uso de uma pasta que contenha alginato e quitosano proporciona a formagao de um
gel estruturalmente mais estavel devido a criagdo de complexos polieletroliticos. Estes
complexos devem-se a atracdo electroestatica entre polieletrélitos de cargas opostas O
quitosano é caracterizado por ter baixa toxicidade e boa bicompatibilidade. Sabe-se ainda que
um gel composto por quitosano e alginato pode comportar-se melhor ao nivel das suas
propriedades mecanicas, de impressao e biolégicas com a incorporagéo de hidroxiapatite [20].

Embora varios relatérios estejam disponiveis para o desempenho hemostatico do

kaolin, as suas referéncias para scaffolds em engenharia de tecidos ou preparacgao de biotinta

bioimprimivel 3D sao bastante limitadas [20].
C—

Figura 4.15 - Registo do trabalho e resultado com a pasta de alginato de soédio, kaolin e quitosano

Na Figura 4.15 é percetivel a boa relagdo desta pasta com a impressao 3D. Apesar de
0 kaolin ser um material inorganico, a sua adicdo melhora as propriedades mecanicas,
mantendo a forma da estrutura impressa. No entanto, nem o uso do processo pds-impressao
utilizado, a reticulacéo por cloreto de calcio, impede a perda de tamanho do objeto, dada a
grande quantidade de agua que evapora. Além disto, dada a incorporagéo de dois polimeros
com cargas diferentes, o processo de reticulagéo tera de ser eventualmente alterado. De
referir que, mesmo perante esta situagao, o desenho interno mantém-se, demonstrando boas
propriedades de suporte e de fidelidade de forma.

O kaolin tem ainda a grande vantagem de ter sido ja aprovado pela FDA como um
agente hemostatico. A sua aplicagdo em hidrogéis ou scaffolds pode-lhes atribuir uma

propriedade importante na regeneragao de tecidos.
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4.10.Impressao do composito formado por agua e hidroxiapatite

Para ter uma nova visdo do potencial da impressao 3D, procedeu-se a producao de
uma pasta apenas composta por hidroxiapatite e por um solvente, a agua. A hidroxiapatite
utilizada destaca-se por ser um material em pd, mas nao ter a capacidade de se dissolver
neste solvente e por se dissociar facilmente da dgua, embora acabe por conferir capacidade
estrutural ao scaffold. Como tal, quando esta pasta é sujeita & compressao, ha alguma
dificuldade em garantir uma extrusdo continua, constante e consistente ao longo do tempo. A
impressdo de estruturas desta composicdo demonstrou ainda uma fragilidade apds a
desidratacao, registando-se evidéncias de fragmentacdo mesmo em pecas mais densas,
como a da Figura 4.16. A sua aplicacao fica comprometida sem o uso de um aglutinante.

Esta desagregacéao facilitada da agua significa a existéncia de alguns problemas
quando estamos perante uma mistura feita de um Unico material sélido, em pé, como é o caso
da hidroxiapatite. A combinagdo com substancias mais aglutinantes pode ser o segredo para
o aperfeicoamento das propriedades fisicas e viscoelasticas na impressao e para 0 momento
de pos-impressao destas estruturas, aproveitando assim a fidelidade de forma que se destaca

quando utilizado este fosfatado de calcio para a formagao dos compadsitos.

. %

Figura 4.16 - Scaffold de compdsito com 44% de hidroxiapatite e 56% de agua

4.11.Impressao do compdsito formado por agua, hidroxiapatite e

acgucar/alginato

Tendo em consideragdo as propriedades fisicas que a hidroxiapatite consegue
oferecer, foram testadas novas pastas com este promissor biomaterial. As opgdes escolhidas
para a combinagao foram o alginato de sédio e o agucar.

No caso onde a hidroxiapatite foi misturada com agua e alginato de sddio verificou-se

uma mediana facilidade de impressao, bem como a aquisicao de uma rigidez consideravel
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ap6s a impressao, boa fidelidade de forma, mas também ligeira propensido para a
fragmentacgao.

Ja para a pasta onde a hidroxiapatite foi combinada com agua e agucar destaca-se a
capacidade de extrusao, uma aparente capa protetora adquirida apds a desidratacédo e a
minima fidelidade pela estrutura desenhada para a impresséo.

Estas caracteristicas sdo em parte provenientes do agucar ou do alginato de sédio,

mostrando-se um bom aglutinante para o pé de hidroxiapatite.

Figura 4.17 - a) Scaffold com 48% de hidroxiapatite, 23% de agucar e 29% agua; b) scaffold de compdsito com
43% de hidroxiapatite, 1% de alginato de sodio e 56% agua

Realizando uma comparagédo com a Figura 4.16, na Figura 4.17a esta testemunhada
uma mudanga superficial, com a adi¢ao de agucar a atribuir uma “plastificagdo” ao scaffold.
Ja na Figura 4.17b, a juncao de alginato de sddio a hidroxiapatite demonstra um resultado

relativamente fiel a estrutura predefinida e praticamente sem défices de agregacao.

4.12.Impressadao do compodsito formado por agua e alcool polivinilico

Outro material com boas propriedades fisicas estudado foi o alcool polivinilico. Este
destaca-se principalmente pela alta viscosidade que confere as misturas onde é constituinte.
No entanto, logo no momento da mistura do PVA com o solvente, neste caso a agua,
verifica-se a formacao de bolhas de ar, fator que dificulta a tarefa que se segue, a impressao
por extrusdo. Este cenario constatou-se, ndo registando qualquer semelhanca entre a
estrutura obtida e a forma que se pretendia para o scaffold delineado (Figura 4.18). Este

polimero caracteriza-se por ser sollvel em meio aquoso e nao formar por si s6 uma rede 3D.

Figura 4.18 - Tentativa de impressao de uma estrutura a base de pasta de PVA
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O comportamento observado surge, nomeadamente, devido ao comportamento
reologico inadequado, isto €, pela fluidez excessiva e pela inconsisténcia da extrusdo da pasta
ao longo do tempo de impressao devido a acumulagao de ar na seringa. Desta dificuldade
optou-se por nao insistir neste material, sem esquecer que se destaca na area farmacéutica
por ser um bom revestimento para comprimidos, por nao transmitir odor, por nao ser téxico,
por ser resistente a gorduras e 6leos, além de conter propriedades mecanicas como ser ductil,
forte e flexivel [22]. Tratando-se de um polimero sintético hidrossoluvel, necessita de sofrer
reticulacdo das suas cadeias para adquirir propriedades de pasta ou gel, ndo sendo a

reticulagao por cloreto de calcio a mais indicada.

4.13.Definicao dos parametros da nova estrutura

Apods o trabalho com as pastas onde havia maior preponderancia de hidroxiapatite,
decidiu-se adaptar um dos parametros de forma a corrigir aspetos relacionados com a falta
de adesdo e com a fragmentagcao do composto. Esta alteragcdo € executada no Ultimaker

Cura, mais concretamente na aba dedicada ao infill do objeto a imprimir.

Figura 4.19 - Nova estrutura criada com infill de grelha e reprodutibilidade automatica

Este novo esquema tridimensional (apresentado na Figura 4.19) permite que a cada
nova camada impressa haja uma outra de sustentagdo totalmente plana, isto é, sem picos de
quantidade de material nos vértices e sem valas que eram caracteristicas das arestas. Esta
transformacgéao notdria, como mostra a Figura 4.20, foi alcangada alterando o parametro infill

pattern, deixando o padrao de linhas (lines) para adotar o padrao de grelha (grid).

Figura 4.20 - Tipos de infill pattern: a) linhas; b) grelha
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4.14.Compdsito com melhor resultado na impressao 3D

Apods o estudo dos varios efeitos, propriedades e consequéncias que cada material
produzia no fim da impresséao e dos processos pds-impressao, concluiu-se que a formula mais
promissora para um composito firme e viavel para a incorporagido de antibidticos teria de
combinar a hidroxiapatite (responsavel pela capacidade estrutural), o alginato de sodio
(agente capaz de atribuir propriedades gelificantes a mistura) e o agucar (favoravel a
impressao pela plasticidade e viscoelasticidade).

Assim, foram desenvolvidos varios compdésitos, variando as quantidades de cada
componente, até alcancar o “ideal”’, isto é, aquele que demonstrasse a melhor capacidade de
impressao e a maior fidelidade a estrutura programada. O exemplar que melhor demonstra o

sucesso deste compromisso é o que esta apresentado na Figura 4.21.

Figura 4.21 - Scaffold com as melhores propriedades estruturais obtidas

A matriz obtida para este promissor compésito é entdo formada por 37,5% de
hidroxiapatite, 38% de agucar, 0,5% de alginato de sédio e 24% de agua. No entanto, o modo
implementado para a evaporagao do solvente ainda € uma situagao a melhorar, com vista a
permitir a reprodutibilidade destes scaffolds.

Algumas das estruturas foram colocadas em mufla e expostas a 1100°C durante 15
min, o que levou a adesado das mesmas a base onde estavam apoiadas, fazendo com que a
diminuicdo do tamanho dessas estruturas, provocada pela perda da agua, resultasse na

fragmentagéao pela falta de elasticidade sem esse solvente.

4.15.Balanco dos resultados da impressao

De forma a organizar todo o trabalho desenvolvido sobre a impressao 3D, foi criado
um género de catalogo que identifica e diferencia cada scaffold de acordo com os materiais

envolvidos na criagao do respetivo compdésito. As estruturas numeradas na Figura 4.22 foram
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as selecionadas para os proximos ensaios de impregnagdo e libertacdo e as suas
composicdes sao apresentadas na Tabela 4.1, com as respetivas quantidades a referirem-se

apos a evaporacgao do solvente depois da impressao.

Tabela 4.1 — Estruturas selecionadas e os seus materiais

Numer’o _do Composicao da amostra (% da massa) Identificagdo da amostra
composito
—— 5
, Carbonato de ca(l;:;)o ASSZ %) e sacarose Carbonato de calcio
. o . =
4 Metilcelulose (67(?% 0(;; )alglnato de sddio Metilcelulose
Alginato de sédio (568%), kaolin (36%), ) .
12 quitosano (4%) e cloreto de calcio (2%) Alg-kaolin
16 HA (95%) e alginato de sédio (5%) HA-Alg
20 HA (53%), sacarose (46,3%) e alginato de HA-sacarose
sédio (0,3%)

Figura 4.22 - Catalogo de todas as pastas utilizadas com pequenas amostras
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Para analisar as estruturas impressas no que diz respeito a sua composicdo e
propriedades procederam-se a algumas técnicas em particular e que sao abordadas de
seguida. A adocao desta medida teve como principal propdsito realizar comparagdes entre
exemplares desenvolvidos de forma a identificar vantagens, desvantagens e estudos
futuramente mais promissores.

De referir que o scaffold com o melhor resultado vindo da impressao nao prosseguiu
para os estudos e analises seguintes. Primeiramente, a falta de exemplares com o design
intacto é insuficiente para todas as analises comparativas. Além disso, outros compdésitos tém

0s mesmos componentes, sendo suficiente para retirar as primeiras elagdes por analogia.

4.16.Impregnacao de antibiético nas estruturas impressas

Apods a impressao de diferentes matrizes, procedeu-se a tentativa de atribuir uma
propriedade antimicrobiana a alguns dos tipos de scaffolds. De todos os compdsitos
desenvolvidos e avaliados ao nivel da impressao, foram selecionados para os novos testes
aqueles que demonstraram maior potencial estrutural para futuros estudos, e aqueles que se
diferenciassem entre eles ao nivel da composicéo.

O antibiodtico que foi testado para impregnacéao nas estruturas foi a sulfanilamida. Para
isto, houve a necessidade de dissolver o composto numa solugao de etanol, visto ser este o
solvente onde o antibiético se mostra ser mais soltvel. O objetivo passou por criar a solugéao
mais concentrada possivel, resultando daqui uma solugao diluida de 2,5% (m/v).

Colocando cerca de 10mL de solugdo num copo, cada estrutura foi mergulhada até
ficar submersa, onde permaneceu durante 45min. Quando finalizada esta etapa, todas as
estruturas foram deixadas a secar com o propodsito de evaporar o etanol e tentar deixar
impregnado o antibiético na matriz impressa.

Com o intuito de analisar se o antibidtico ficou contido/armazenado nos poros
existentes, as pecas foram enviadas para um laboratoério, no qual células foram presentes a

essas estruturas possivelmente portadoras da sulfanilamida.
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5. Resultados e Discussao

5.1.Testes de citotoxicidade e de dispersao

De forma a avaliar os parametros e os niveis de citotoxicidade e de dispersdo do
material num meio ambiente a que é sujeito, realizaram-se testes a estruturas de diferentes
composigdes.

Apods a impressao 3D e a reunido dos varios exemplares desenvolvidos, fez-se a
selecao de um grupo diversificado para que fosse avaliada a absor¢cdo de um antibiético por
parte de cada scaffold. Estas estruturas foram posteriormente expostas a um ambiente
bacteriano com o objetivo de averiguar se havia libertagao desse antibiético incorporado.

De acordo com a numeragao atribuida e que esta representada na Figura 4.22, as
amostras que foram escolhidas foram as referenciadas pelos niumeros 1, 4, 12, 16 e 20. Os
cinco exemplares tiveram o seu comportamento biolégico avaliado face a presenca de
bactérias gram-positivas e gram-negativas.

No ramo da microbiologia, as bactérias podem ser divididas em duas grandes classes,
as gram-negativas e as gram-positivas. Mais concretamente, as duas espécies de bactérias
utilizadas para o estudo foram a E.coli e a S.aureus, respetivamente gram-negativa e gram-
positiva.

Por um lado, as bactérias gram-negativas caracterizam-se por ter uma parede celular
menos espessa, isto €, uma camada mais fina de peptidoglicanos, além de conterem
lipopolissacarideos, responsaveis por processos de inflamacdo e por provocarem uma
resposta por parte do sistema imunoldégico [25,26].

Por outro lado, as bactérias gram-positivas possuem uma parede celular mais densa,
com mais densidade de peptidoglicanos (coloragao violeta/roxo), sédo a causa da maioria das
infecdes na corrente sanguinea e sdo mais caracteristicas em formas de cocos ou bacilos
[25,26].
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Nas seguintes figuras estao os resultados da analise para a inibicao de crescimento

bacteriano de bactérias gram-negativas, as E.Coli.

Figura 5.1 - Resultados das culturas de bactérias E. coli sujeitas ao antibiético sulfanilamida impregnado em
estruturas de diferentes composic¢des: a) composito 1; b) compésito 4; ¢) compésito 12; d) compdsito 16; e)
compésito 20

Na Figura 5.1 esta representada a visualizagdo daquilo que é cultura de bactérias
E.coli e a sua manifestagao face a presenca do antibiético. Para os casos com as estruturas
1 (Figura 5.1a) e 4 (Figura 5.1b) é possivel aferir que ndo houve inibicdo da proliferagao
bacteriana, visto que nao se visualiza qualquer diferenga visual entre as proximidades e os
locais mais afastados dos scaffolds. O ensaio a exposi¢do da estrutura 12 (Figura 5.1c) é
marcado pela mancha circular esbranquicada em seu redor, o que indica a decomposi¢cao da
estrutura. Por fim, relativamente aos casos das estruturas 16 (Figura 5.1d) e 20 (Figura 5.1e)
existe uma inibicdo do crescimento dos indices bacterianos demonstrada pelas areas mais

escuras presentes no ambiente sujeito aos scaffolds que incorporam a sulfanilamida.
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Nas seguintes figuras estdo os resultados da analise para a presenca das bactérias

gram-positivas, as S.aureus.

Figura 5.2 - Resultados das culturas de bactérias S. aureus. sujeitas ao antibiético sulfanilamida impregnado em
estruturas de diferentes composigdes: a) composito 1; b) compdsito 4; ¢) compdsito 12; d) compdsito 16; e)
composito 20

Para esta espécie de organismos, as bactérias S.aureus, constata-se que ha uma
diferenga clara do comportamento relativamente a propagac¢ao da cultura entre os ensaios
com e sem antibidtico. Apenas para a estrutura referenciada com o numero 12 (Figura 5.2c)
registou um resultado insignificante, ndo permitindo admitir que houve incorporagao e/ou
libertagao da sulfanilamida.

Analisando a globalidade dos resultados provenientes do laboratério, conclui-se que
para os casos de gram-negativas registaram-se perspetivas de inibicdo em ambientes
expostos as estruturas 16 (Figura 5.1d) e 20 (Figura 5.1e). Por outro lado, para os casos de
gram-positivas, além das inibicdes nos ambientes sujeitos as mesmo estruturas 16 e 20,
também o ambiente exposto a estrutura 4 registou inibicdo do crescimento bacteriano.

Na tentativa de descobrir qual a razédo para nao ter havido inibicdo do crescimento de
bactérias foram repetidos os ensaios para pelo menos esses trés casos.
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Figura 5.3 - a) Ensaios duplicados para a S. aureus; b) ensaios duplicados sem antibiético para a E. coli; c)
ensaios duplicados com antibiético para a E. coli

Através da Figura 5.3 verificamos que para o caso da amostra 1 em ambiente com S.
aureus (a esquerda na Figura 5.3a) surge uma area mais clara em torno do scaffold dopado
com sulfanilamida, sinal que indicara a degradacao gradual da estrutura. Ja relativamente ao
ensaio em ambiente com E. coli, o teste que tem a incorporacao do antibiético (a esquerda na
Figura 5.3c) demonstra uma muito ténue zona de inibicdo, o que significa que a dose é
irrelevante para o efeito pretendido.

E ainda possivel constatar que continuou a haver a disparidade ao nivel da inibicdo
para a amostra 4, face ao tipo de bactéria a que foi exposta (para S. aureus, a direita e em
baixo na Figura 5.3a; para E. coli em baixo nas Figuras 5.3b e 5.3c).

A amostra 12 com a impregnagao da sulfanilamida e com a sua introdu¢ao no meio de
E. coli registou precisamente o0 mesmo resultado do primeiro ensaio, isto €, a decomposigao

da matriz que dificulta a analise sobre a presenca do medicamento.

5.2.Analise morfolégica

Existem dois tipos de microscopia: a microscopia otica e a microscopia eletrénica de
varrimento. A microscopia Otica, a técnica mais antiga, caracteriza-se por ser simples,
baseada no trabalho com fonte luminosa, utilizando uma/duas lente(s) apenas capaz de
ampliar até 1000x, possivel para observar amostras pequenas e finas, com manutencao de
menor custo e fornecendo ao utilizador uma visualizagdo com as cores reais do objeto [23].

A microscopia eletrénica de varrimento € baseada na emissao de um feixe de eletrbes
e é capaz de ampliar até 300000x. Atualmente, fornece informagdes nanométricas, sendo que
aparelhos modernos conseguem ampliar até 1000000x. Fornece ao utilizador um campo

detalhado com imagem em escala de cinza [23].
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A analise por microscopia eletronica de varrimento é uma técnica que permite obter
informacdes detalhadas sobre a superficie de uma determinada amostra, bem como sobre a
sua estrutura interna.

O equipamento utilizado para este estudo emite um feixe de eletrbes de alta resolucao,
podendo atingir a gama do nanémetro. Quando existe essa emissao varios eletrbes interagem
com a amostra, provocando a reflexao de uns e refracao de outros. Ao serem recolhidos pelos
recetores e amplificados os seus sinais torna-se possivel criar uma imagem que mostre com
precisao e detalhe a superficie da amostra. Esta imagem € obtida através da digitalizagéo de
uma varredura realizada por um tudo de raios de catodos. Todo este processo deve ser
realizado num ambiente de vacuo para que o feixe de eletrbes ndo colida com moléculas
gasosas [24].

A técnica por analise SEM comecou por ter um foco enorme na area alimentar, ao
analisar alimentos e os seus constituintes.

Realizou-se uma analise SEM com o objetivo de observar com maior detalhe a
superficie de quatro das cinco estruturas escolhidas.

Nas figuras que se seguem estéo representadas as visualizagdes das topografias para
ampliagdes na ordem das 200x e das 3000x, sendo a sequéncia de amostragem respeitada

pela numeragao atribuida no momento de catalogagao.

5.2.1.Andlise SEM realizada a estrutura impressa com o compésito 1

Figura 5.4 - Analise SEM ao compésito 1: a) 200x; b)3000x

Analisando as imagens da Figura 5.4 é possivel detetar na imagem “a)” diversos
pontos brancos espalhados de forma aleatério na superficie da matriz principal. Sendo o
constituinte principal o carbonato de calcio, as presencas fogazes desses pontos podem
representar algumas das particulas de sacarose que ndo tenham ficado totalmente
dissolvidas. Por outro lado, na imagem “b)”, observa-se a falta de uniformidade no tamanho

dos granulos, sugerindo que a trituragdo manual do pé de giz e/ou o processo de desidratagao
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nao permite a aquisi¢cao desta propriedade. Apesar disto, a imagem da estrutura nao transmite

a ideia de uma superficie topograficamente irregular.

5.2.2.Andlise SEM realizada a estrutura impressa com o compoésito 4

Pot) Hv Det. I — Mag, (Fol)

Figura 5.5 - Analise SEM ao compésito 4: a) 200x; b)3000x

Ao visualizar ambas as imagens da Figura 5.5 (“a” e “b”) é possivel identificar ndo sé
as particulas brancas espagadas entre si de forma irregular (Figura 5.5a), como também uma
aparente superficie relativamente laminar ou estriada (Figura 5.5b). De referir que ndo existem

outros pormenores ou grandes irregularidades a estas escalas.

5.2.3.Andlise SEM realizada a estrutura impressa com o composito 12

A amostra composta por alginato de sddio, quitosano e kaolin foi submetida a esta

técnica de analise e seus resultados estdo na Figura 5.6.

Figura 5.6 - Analise SEM ao compésito 12: a) 200x; b)3000x

Observando as imagens SEM acima, consegue-se admitir uma superficie bastante
irregular com diversos tamanhos identificaveis para as particulas. A nao dissolucéo do kaolin

em agua, solvente utilizado para a formagao dos compdésitos, pode ser um fator que ajuda a
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explicar certa inconsisténcia na formagao da estrutura, acrescentando ao facto de ele apenas
ser incorporado apds a aplicagdo do cloreto de calcio. O quitosano, um material apenas
soluvel em diluigbes acidas, pode ter contribuido para esta caracteristica.

5.2.4.Andlise SEM realizada a estrutura impressa com o compoésito 16

Ja sobre a amostra composta por hidroxiapatite, agucar, alginato de sédio e agua

temos a sua analise SEM apresentada de seguida na Figura 5.7.

Figura 5.7 - Analise SEM ao compésito 16: a) 200x; b)3000x

Através da visualizagdo da imagem “a)” verifica-se uma superficie aparentemente
homogénea de particulas finas. Ao aumentar a resolugéo (imagem “b”) observam-se granulos
de varias dimensdes, mas o destaque vai para a existéncia de alguns muito pequenos, na

ordem dos 2 pm.

5.2.5.Andlise SEM + EDS realizada a amostra impressa com o compdsito de 12

Além desta visualizagdo de SEM, que permite uma andlise morfolégica, da
homogeneidade e da textura da superficie, quando combinada com a elaboragdo de uma
Espectroscopia de Raios-X por Dispersao de Energia (EDS), tem a particularidade de
identificar os elementos quimicos presentes na amostra, como o carbono, o oxigénio, o ferro
e o silicio. Assim, os graficos das Figuras 5.9 e 5.10 mostram quais os elementos detetados
e em que quantidade naquela dada area exposta a analise.

Este complemento nasce da constatacao da existéncia de zonas dispares no scaffold
impresso com a mistura 12 ao nivel da morfologia, como é o caso das zonas 1 (zona mais
central na Figura 5.8) e 2 (zona mais acima na Figura 5.8), ambas rodeadas a cor azul numa

imagem SEM realizada a escala de 690x.
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Figura 5.8 - Zonas "1" e "2" analisadas em EDS

Os elementos quimicos presentes nas zonas 1 e 2 estdo destacados nos picos dos

espectros de EDS, representados nas Figuras 5.9 e 5.10, respetivamente.
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Figura 5.9 - Espectro EDS referente a zona 1 da amostra 12

Na primeira zona, os altos vestigios de cloro surgem da reticulagdo realizada,
enquanto a presenga do sodio tem origem no alginato de sédio. Nesta zona houve uma menor
concentracao dos elementos caracteristicos do kaolin, nomeadamente do aluminio e do
silicio.

Ja na zona 2, os elementos que sobressaem mais sdo aqueles que fazem parte da
estrutura quimica do kaolin e do quitosano, contrastando com a menor for¢a de presenca por
parte dos elementos do cloreto de calcio.

Esta analise pode confirmar a dificuldade da obtengdo de uma mistura
microscopicamente homogénea para este compdsito de boa resolugdo em termos de

impressao 3D.
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Figura 5.10 - Espectro EDS referente a zona 2 da amostra 12
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E de referir que a presenca de ouro na amostra esta relacionada com o método
adotado para prevenir a acumulagao de carga e a danificacdo da estrutura, caracteristica em
objetos compostos por materiais ndo condutores, tal como para proporcionar maiores
resolugdes visto que este metal impulsiona a relagao sinal-ruido produzindo uma imagem com

maior clareza [27].

5.3.Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro de FTIR da sulfanilamida apresenta-se na Figura 5.11.

4000 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
CTID kA, —

Figura 5.11 - Espectro FTIR da sulfanilamida pura

No espectro da Figura 5.11 é possivel identificar as vibra¢des caracteristicas da
sulfanilamida pura. As trés bandas assinaladas acima dos 3000 cm™' representam as ligagdes

N-H do grupo sulfonamida. As bandas a 1595 e 1629 cm™' sdo evidéncias das ligagoes C=C
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aromaticas. O grupo de bandas entre os 1290 e os 1340 cm™' referem-se as ligagdes S=0. A
banda mais forte a 1148 cm™ faz-se sentir pela conjugagdo das ligagbes S=O e C-N da
sulfanilamida. As bandas a frequéncias ainda mais baixas dizem respeito as ligagdes C-H fora

do plano do anel aromatico.

5.3.1.Andlise FTIR realizada as amostras com e sem antibiético do compésito 1

A primeira amostra analisada por FTIR foi a denominada de amostra de carbonato de
célcio, composta pelo carbonato de calcio, agucar e agua. Ao espectro desta amostra,
representado a vermelho, sobrepbs-se o espectro da estrutura dopada com a sulfanilamida,

que pode ser visto a preto (Figura 5.12).
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Figura 5.12 - Espectro FTIR do scaffold de composito 1

Relativamente a identificagao das bandas vibracionais, a que esta posicionada a 1395
cm™' refere-se ao grupo CO3z* (estiramento assimétrico), presente no carbonato de célcio que
se destaca por ser, sem margem para duvidas, o maior constituinte com 70% da massa. As
bandas a 873 cm™' (vibragdo provocada para fora do plano do grupo funcional) e a 713 cm’’
reforgam esse argumento.

A banda larga, apesar de pouco pronunciada, a 3350 cm™ (muiltiplas ligagdes O-H da
forte rede de hidrogénio) e em conjunto com as sobreposi¢cdes de bandas menos intensas
entre os 1000 e 1400 cm™' (diagndstico para carboidratos por causa das ligagées C-O e C-C
e das deformagdes O-H e C-H) sao caracteristicos do agucar, material também incorporado
no composito para a impressédo das amostras 1. Na Tabela 3, em anexo, estdo discriminadas
as posicdes e intensidades exatas destes maximos.

A similaridade entre os espectros das amostras com e sem farmaco analisadas ja era
esperada, visto que a massa de antibiético na solugao onde a estrutura foi submersa é muito
menor em relagdo a massa total do scaffold, fator importante para a detegdo que o

equipamento de FTIR utilizado com acoplamento ATR é capaz de realizar.
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5.3.2.Andlise FTIR realizada as amostras com e sem antibiético do compésito 4

De seguida, foram moidas as estruturas com e sem antibiético baseadas na matriz
catalogada como numero 4, destacando a presenca de metilcelulose, alginato de sodio e a
utilizacdo de agua, certamente ja ausente por desidratagdo. Os espectros caracteristicos

estdo representados na Flgura 5.13, pela cor preta e vermelha, respetivamente.
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Figura 5.13 - Espectro FTIR do scaffold de compésito 4

A banda vibracional mais evidenciada situa-se nos 1028 cm™, indicando a presenca
de muitas ligagdes C-O da metilcelulose e do proprio alginato. As ligagdes glicosidicas (C-O-
C) sado uma prevaléncia dada a matriz utilizada. A banda menos pronunciada, mas visivel,
com o valor de 945 cm™ é sindnimo da existéncia do grupo metoxi da metilcelulose. As bandas
com os valores de 1415 e 1603 cm™ s&o referentes ao grupo carboxilato (COQO") presente no
alginato. As bandas aos 2853 e 2922 cm™' sdo caracteristicas das ligagdes C-H das cadeias
alifaticas, isto €, dos hidrocarbonetos ndo aromaticos. A larga lomba visivel a 3400 cm™ e a
pouca intensidade reflete a quantidade de agua que se mantém retida no biofilme.
No espectro desenhado a preto, teoricamente dopado com a sulfanilamida, destacam-
se bandas mais intensas a 1150 cm™ (S=0 e C-N), a 1315 e 1419 cm™ (S=0), a 1597 e 1653
(C=C aromatica). Numa primeira abordagem, isto podera significar o sucesso da

incorporacao do farmaco na estrutura pelo método de absorgao.

5.3.3.Andlise FTIR realizada as amostras com e sem antibiético do compésito 12

A amostra 12, impressa com um composito formado pelos materiais alginato de sodio,
quitosano, kaolin (3%) e agua, além da reticulagéo final em cloreto de calcio. O espectro da
Figura 5.14 caracteriza as estruturas com e sem farmaco (cor preta e vermelha,

respetivamente.
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Figura 5.14 - Espectro FTIR do scaffold de compdsito 12

Comegcando pelas bandas mais intensas, a 1027 cm™ e a 1003 cm™ estamos perante
a confirmagao das ligagdes glicosidicas C-O-C e das ligagdes Si-O do kaolin, respetivamente.
Relativamente aos picos a 1406 cm™ e 1609 cm’, estes sdo caracteristicas das ligagdes COO"
do alginato. Neste espectro a presenca do kaolin faz-se representar pelas vibragdes entre os
600 e os 700 cm™ (Si-O-Al), pelo pico a 910 cm™ (AlI-OH). As ligagbes C-H das cadeias
alifaticas traduzem-se nas bandas na ordem dos 2900 cm™. Por outro lado, as bandas
vibracionais que se fazem notar no alombamento entre os 3200 e 3500 cm™' sd0 provocadas
pela incorporagao do quitosano. Algo impercetivel devido a razao sinal/ruido, a banda com a
vibragdo de 3700 cm™ corrobora a existéncia, em pouca quantidade, do kaolin (ligagdo Al-
OH).

As diferengas para o espectro que representa a estrutura exposta a solugdo com o
farmaco sdo claras, nomeadamente a forga acrescida das bandas a 1596 e 1623 cm™,
caracteristicas da ligagdo C=C da sulfanilamida. Ao longo de todo o restante espectro, sao
visiveis mais alteragdes vibracionais, como as bandas a 1309 cm™ (S=0), ou a 1092 e 1152
cm™ (S=0 e C-N).

5.3.4.Andlise FTIR realizada as amostras com e sem antibiético do compésito 16

Os scaffolds constituidos pela mistura numero 16 (hidroxiapatite e alginato dissolvidos
em agua), quando analisados por FTIR com a técnica de ATR, mostram os espectros da
Figura 5.15, onde o preto representa a estrutura com farmaco e o vermelho a estrutura sem

farmaco.
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Figura 5.15 - Espectro FTIR do scaffold de compdsito 16
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Observando estes espectros, a banda vibracional a 1026 cm™ destaca-se de forma
evidente. Este representa sobretudo as vibragdes da ligacdo P-O, a mais forte do material
principal nestes scaffolds, a hidroxiapatite. Também o pico a 627 cm™ € um manifesto dessa
mesma ligagdo. A pequena banda a 1427 cm™ é sinal do stretching da ligagdo COs?,
igualmente referente a hidroxiapatite. Como o alginato estda em muito baixa quantidade nestas
estruturas, a banda larga acima dos 3000 cm™ e as suas bandas caracteristicas a rondar os
1450 e 1700 cm™' ndo se fazem mostrar.

Através desta analise ndo é claro que tenha existido a absor¢do da solucido de
sulfanilamida, tendo em conta a sobreposicéo praticamente perfeitas entre os dois espectros

que representam as estruturas com e sem farmaco.

5.3.5.Andlise FTIR realizada as amostras com e sem antibiético do compésito 20

Ja sobre os seguintes espectros das amostras 20 (Figura 5.16), deduz-se que seréo
identificaveis os fingerprint’s da hidroxiapatite e do agucar, em maior quantidade que o alginato

de sddio e a agua ja ausente por desidratacao das estruturas.
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Figura 5.16 - Espectro FTIR do scaffold de compdsito 20

A hidroxiapatite tem como principal banda vibracional caracteristica aquela que
representa a ligagdo P-O dentro do grupo PO4*, a 1019 cm™ neste espectro. Ja a 963 e 1087
cm’' registam-se dois picos que correspondem a vibragdes secundarias desse tipo de ligagao.
A frequéncias mais baixas, as bandas de 600 e 629 cm™' demonstram a deformagao do grupo
PO.*. As bandas O-H que seriam espectaveis devido a presenga do agucar ndo se visualizam,
enquanto as interagdes com as ligagées C-O poderéao estar sobrepostas as da hidroxiapatite.

Este caso é idéntico ao dos scaffolds formados pelo compdésito 16, o que significa um

resultado inconclusivo sobre a impregnagéao de sulfanilamida na estrutura.
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6. Conclusoes

O presente trabalho de investigacao debrucgou-se sobre a investigagcdo e sobre o
progresso da impresséao 3D. Esta tecnologia é cada vez mais uma solugao na area da saude,
como € o caso da criacdo de scaffolds biocompativeis capazes de incorporar e libertar
compostos bioativos, no caso deste estudo a sulfanilamida, um antibiético de origem sintética
ja descoberto no inicio do século XIX.

O principal objetivo consistiu no desenvolvimento de estruturas camada a camada com
que tivessem uma combinagao de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas adequadas a
finalidade pretendida. A utilizacdo de diferentes materiais, nomeadamente a hidroxiapatite, o
alginato de sédio, o agucar, o quitosano e o kaolin, em quantidades e propor¢des ajustadas
sao parte importante da otimizagao para alcangar a estabilidade estrutural e a capacidade de
impressao do compadsito.

Para o capitulo da impressao 3D, os scaffolds com melhor definicdo e compromisso
estrutural sdo aqueles formados pelo compésito cuja constituigido, relativamente as massas
percentuais, tem 37,5% de hidroxiapatite, 38% de acucar, 0,5% de alginato de sodio e 24%
de agua. A elaboracao da catalogacgao das diversas impressdes possibilitou uma organizacao
sistematica dos varios exemplares, organizando-os de acordo com o compdsito com que
foram desenhados. Este sistema levou a uma percecao mais rapida ao colocar as estruturas
em forma de exposicdo, permitindo analisar a primeira vista quais aquelas com maior
potencial para a incorporagao de farmacos.

A impregnagdo com sulfanilamida por método de absor¢do demonstrou que
determinados scaffolds foram capazes de efetuar uma libertacdo do antibiético no meio,
inibindo assim a proliferagdo de bactérias S. aureus (gram-positiva), em ensaios com 0s
compositos metilcelulose, HA-Alg e HA-sacarose dopados, e de bactérias E. coli (gram-
negativas), em ensaios com os compositos HA-Alg e HA-sacarose dopados. Este resultado
evidencia o potencial de estruturas com estas caracteristicas, nomeadamente o uso da
metilcelulose, alginato de sddio e hidroxiapatite, para aplicagdes biomédicas direcionadas a
libertagdo de farmaco e combate a infegdes.

A analise microscépica SEM revelou as diferengas na morfologia e homogeneidade
das superficies, enquanto a analise EDS revelou, num dos casos, a dispar composi¢cao
quimica em algumas das zonas. Por sua vez, a andlise FTIR confirmou a composicéo das
matrizes e dos grupos funcionais, além de verificar alteragcbes aquando da incorporagédo da
sulfanilamida, fazendo-se notar, em particular, para os scaffolds dos compdsitos metilcelulose

e Alg-kaolin.
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Este conjunto de testes/ensaios possibilitou avaliar a sucesso da dopagem tendo em
conta a bioatividade, a composicao, a técnica de impressao e a estrutura dos scaffolds
selecionados.

O estudo mostra assim a viabilidade da impressdao 3D como método para
personalizacdo de terapias, controlando os materiais de acordo com as propriedades mais
desejadas para os scaffolds e para a libertacao do farmaco. Contudo, foram identificadas
limitacbes, nomeadamente ao nivel do tratamento pds-impressdao e em termos de
reprodutibilidade associada a desidratagao das estruturas.

Em sintese, esta dissertacdo contribuiu para demonstrar a capacidade de criar
estruturas com um bom nivel de detalhe, utilizando diversos materiais biocompativeis e com
propriedades inibidoras, mostrando o poder da reticulagdo e verificando a possibilidade da

incorporacao de substancias por método de absorgao.
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7. Perspetivas futuras

Na possibilidade da continuagao deste estudo e do seu conteudo vir a ser alvo de uma
futura investigacdo, existem, pelo menos, trés vertentes a partir das quais se poderdo
prosseguir com vista a novas abordagens: o momento da dopagem, o processo poés-
impressao e o antibiético utilizado.

Num primeiro ponto, a impregnacao do antibidtico antes mesmo da impressao da pasta
€ uma solugcdo a ser analisada. Desta forma havera, com certeza, um maior éxito na
introducdo de maiores concentragcbes de farmaco, mas, eventualmente, provocara
determinadas alteragdes ao nivel da consisténcia, viscosidade e propriedades mecanicas do
composto. A capacidade de extrusdo, bem como o compromisso com a forma pretendida,
sofrerao alteracbes com esta opgao.

Outro aspeto que pode ser alvo de mudanga numa posterior abordagem é o modo de
desidratacdo e reticulacdo dos scaffolds impressos. Trata-se de um procedimento
fundamental no tratamento pds-impressao e que € responsavel por conferir importantes
propriedades de rigidez, de estrutura interna/externa e até mesmo quimicas como a
solubilidade ou a permeabilidade.

Por fim, a utilizagdo de antibiéticos de gerag¢des atuais, embora tenha a contrapartida
de serem mais dispendiosos, é capaz de proporcionar conclusées mais importantes para os
desafios que, por exemplo, a farmacologia enfrente nos dias que correm. Relativamente a
este ponto, a também realizagdo de ensaios biolégicos mais diversificados, isto €, com outras
bactérias e estirpes, permitira avaliar o impacto da matriz nesses outros casos.

Ensaios de libertagao controlada, como o de UV-VIS, trara mais esclarecimentos sobre
a impregnacdo e o impacto do design estrutural, de modo a validar plenamente a

aplicabilidade destes scaffolds em medicina personalizada.
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9. Anexos
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Figura 9.1 - Seringa utilizada como reservatorio e utensilio de impresséo

Tabela 9.1 - Espectro de FTIR da amostra do compésito 1

'?jrg‘i";‘ Intensidade Integilrc:'ade I(Baaltsa? (Eaaiig) Area Area Corr.
712,71 69,02 27,82 Div 724,28 699,21 352,959 | 273,744 Div
847,73 82,47 14,40 Div 853,52 818,80 351,532 | 242,690 Div
872,80 54,18 42,70 Div 890,16 853,52 933,402 | 818,768 Div
909,45 86,00 10,87 Div 913,31 892,09 191,404 125,164 Div
921,03 88,28 1,59 932,60 918,13 131,128 3,239
943,21 90,61 2,83 953,82 932,60 162,312 23,008
990,46 79,78 17,11 Div 998,18 958,64 472,448 | 349,583 Div
1004,93 83,82 13,08 Div 1008,79 998,18 160,043 | 127,131 Div
1013,61 84,22 12,68 Div 1023,25 1008,79 204,859 160,014 Div
1037,72 82,09 0,87 1039,65 1023,25 237,585 -3,430
1053,15 79,11 17,80 Div 1059,90 1039,65 393,044 | 330,394 Div
1067,62 77,34 19,57 Div 1095,59 1059,90 595,741 485,552 Div
1105,23 86,44 10,48 Div 1110,05 1095,59 178,655 | 134,054 Div
1115,84 85,89 11,03 Div 1121,63 1110,05 154,701 119,050 Div
1129,34 86,33 1,85 1150,56 1121,63 335,768 27,102
1208,42 89,02 7,92 Div 1215,17 1191,06 235,501 161,636 Div
1238,32 86,47 0,15 1239,29 1215,17 283,764 -0,353
1394,56 50,61 46,37 Div 1397,45 1388,77 422,583 | 396,312 Div
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Tabela 9.2 - Espectro de FTIR da amostra do compdsito 4

Intensidade

Base

Base

?Car?ﬁ? Intensidade Corr. (alta) (baixa) Area Area Corr.
818,80 98,65 0,98 841,94 811,08 15,923 14,670
893,06 97,23 0,69 898,84 877,63 47,654 9,067
945,14 93,23 0,14 946,10 913,31 155,934 3,408
1028,08 79,98 19,36 Div 1044,47 965,39 1101,219 | 1050,596 Div
1265,32 99,14 0,36 1273,04 1250,86 13,986 3,868
1314,51 97,59 0,68 1323,19 1273,04 83,503 19,218
1337,66 97,79 0,22 1345,37 1329,94 32,203 1,613
1378,16 96,86 0,41 1384,91 1350,19 92,406 8,112
1414,81 94,99 0,14 1440,85 1413,85 99,934 0,222
1452 ,42 97,53 0,08 1458,21 1450,49 18,638 0,443
1602,87 93,13 0,91 1610,59 1550,79 273,041 31,114
2852,77 97,10 1,44 Div 2866,27 2814,19 88,690 13,030 Div
2922,21 95,34 3,17 Div 2975,25 2897,13 219,546 | 102,737 Div
Tabela 9.3 - Espectro de FTIR da amostra do composito 12
E(B;Qq? Intensidade Intecr;(s)lrc:jade ?a?tz? (E;ig) Area Area Corr.
691,49 97,05 0,51 698,24 689,56 21,364 1,929
743,57 98,49 0,68 747,43 738,75 9,538 2,476
796,61 98,73 0,55 801,44 792,76 8,281 2,201
910,42 91,62 3,44 923,92 885,34 239,408 62,025
1003,00 87,19 2,97 1015,54 952,85 565,220 82,041
1027,11 88,07 1,90 1066,65 1015,54 469,010 31,195
1406,13 98,00 0,10 1407,10 1397,45 16,755 0,335
1608,66 96,88 0,09 1611,55 1607,70 11,793 0,253
Tabela 9.4 - Espectro de FTIR da amostra do composito 16
E(‘j‘rg‘i? Intensidade Intecr;cs)lrc:éde ?a?ti? (E:iiz) Area Area Corr.
626,88 82,62 0,63 627,84 624,95 49,564 1,117
873,77 93,56 0,23 875,70 870,88 30,366 0,513
962,50 85,53 4,20 971,18 936,46 364,832 47,128
1026,15 45,21 38,38 1083,05 971,18 3773,592 1927,819
1088,84 77,69 2,61 1137,06 1083,05 730,607 42,684
1416,74 96,61 0,08 1417,70 1412,88 15,797 0,119
Tabela 9.5 - Espectro de FTIR da amostra do compdsito 20
Banﬂa Intensidade | 'Mtensidade Base Base Area Area Corr.
(cm™) Corr. (alta) (baixa)
628,80 59,11 27,75 Div 660,63 614,34 1143,846 | 536,436 Div
892,09 90,54 -3,04 Div 901,74 879,56 180,687 | -96,705 Div
962,50 47,68 39,99 Div 969,25 901,74 1361,612 | 524,740 Div
1019,40 9,06 78,74 Div 1078,23 969,25 6791,675 | 5464,116 Div
1086,91 55,11 17,05 1146,70 1078,23 | 1236,136 55,180
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Tabela 9.6 - EDS referente a regido 1 da amostra do compdsito 16

Numero | Simbolo | Nome do | Concentra. | Concentra.
do elem. |do elem. | elemento | atomica[%]| massa [%)]
6 C Carbono 1.90 0.70
8 O Oxigénio 12.83 6.31
11 Na Sodio 31.44 22.22
13 Al Aluminio 6.76 5.61
14 Si Silicio 7.77 6.71
17 Cl Cloro 33.62 36.64
20 Ca Calcio 2.60 3.20
79 Au Ouro 3.07 18.62

Tabela 9.7 - EDS referente a regido 2 da amostra do composito 16

Numero | Simbolo | Nome do | Concentra. | Concentra.
do elem. |do elem. | elemento | atdmica [%] | massa [%]
6 C Carbono 7.37 3.10
8 0] Oxigénio 33.00 18.48
13 Al Aluminio 24.13 22.78
14 Si Silicio 25.40 24.98
17 Cl Cloro 1.77 2.20
19 K Potassio 2.77 3.80
20 Ca Calcio 1.85 2.60
46 Pd Paladio 1.10 4.10
79 Au Ouro 2.61 17.98
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