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RESUMO

A criptococose é uma infeccao fungica de dificil tratamento que ameaca a vida de
individuos imunocomprometidos e imunocompetentes ao redor do mundo. Com
diferentes apresentacgdes clinicas, a manifestacdo cutanea da criptococose depende
exclusivamente do esquema terapéutico ja em pratica, ou seja, sem uma abordagem
topica. Este estudo desenvolveu um hidrogel polimérico impresso tridimensionalmente
(3D) para proporcionar uma alternativa econdmica, ecoldgica e eficaz para o
tratamento tdpico da criptococose. Desde sua invencdo na década de 1980, a
impressao 3D tem sido amplamente investigada para aplicacbes em biomateriais
personalizaveis e variadas formas farmacéuticas, incluindo aplicacdes em infeccdes
microbianas. Nessa perspectiva, a compreensao de quais aplicacbes em saude
podem ser exploradas e quais materiais tém o potencial de incorporar substancias
ativas é extremamente importante, revelando quais areas precisam de mais
investigacdo. Portanto, foi realizada uma revisdo sistematica para responder as
possiveis aplicacfes, materiais e técnicas de impressao 3D, bem como quais doencgas
ainda precisam de atencdo. A revisao sistematica revelou que regeneracdo de tecidos,
ortopedia e revestimento de préteses foram as aplicacbes mais difundidas para
materiais antimicrobianos impressos 3D. Os polimeros termoplasticos e naturais sao
0S materiais mais empregados. A vancomicina foi a substancia antimicrobiana mais
incorporada. Nesse aspecto, as infec¢cdes bacterianas foram as mais investigadas,
negligenciando as infecgdes virais e fungicas. O hidrogel antifingico desenvolvido
apresentou boa capacidade de impressdo e comportamento reoldgico. As
propriedades espectroscoépicas, térmicas e de inchamento confirmaram o efeito de
reticulacéo e indicaram o potencial de aplicacdo em sistemas de liberagdo modificada.
Além disso, foi observada uma atividade antifingica in vitro notavel contra cepas de
Cryptococcus neoformans, formando uma zona de inibicdo significativa. O hidrogel
apresentou viabilidade superior a 70% para todos os sistemas poliméricos fabricados.
Nossos resultados indicam que o biomaterial impresso 3D desenvolvido tem potencial

para futuras investigagdes in vivo e aplicacdo em testes clinicos.

Palavras-chave: biomaterial; impresséo 3D; polimeros naturais; atividade antifangica






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMERIC HYDROGEL BY 3D PRINTING: a topical
alternative for the management of cutaneous cryptococcosis

Cryptococcosis is a worldwide fungal infection that threatens the lives of
immunocompromised and immunocompetent individuals. With different clinical
presentations, the cutaneous manifestation of cryptococcosis relies solely on the
therapeutic regimen already in practice, i.e., without a topical approach. This study
developed a 3D-printed polymeric hydrogel to create an affordable, eco-friendly, and
effective alternative for the topical management of cryptococcosis. Since its invention
in the 1980s, 3D printing has been widely investigated for applications in
personalizable biomaterials and various pharmaceutical forms, including microbial
infection applications. In this perspective, the understanding of which healthcare
applications can be explored for 3D-printed biomaterials and which materials have the
potential to incorporate active substances is extremely important, revealing which
areas need further investigation. Therefore, a systematic review was carried out to
answer the possible applications, materials, and techniques of 3D printing and which
diseases still need attention in this area. The systematic review revealed that
applications in tissue regeneration, orthopedics, and prosthesis coating were the most
widespread applications for antimicrobial 3D-printed materials. Thermoplastic and
natural polymers are the most widely used materials. Vancomycin was the most
incorporated antimicrobial substance. In this respect, bacterial infections have been
the most investigated, neglecting viral and fungal infections. The developed hydrogel
showed good printability and rheological performance. Spectroscopic, thermal, and
swelling properties confirmed the crosslinking effect and indicated the potential for
application in modified-release systems. In addition, remarkable in vitro antifungal
activity was observed against Cryptococcus neoformans strains, forming a significant
inhibition zone. The hydrogel showed viability surpassing 70% for all fabricated
polymeric systems. Our results indicate that the developed 3D-printed biomaterial has

the potential for future in vivo investigations and application in clinical trials.

Keyword: biomaterial; 3D printing; natural polymers; antifungal activity
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INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA







1. INTRODUCAO

A criptococose é uma infeccao fungica oportunista fatal que provoca cerca de
180 mil mortes anualmente (RAJASINGHAM et al., 2017). Acometendo principalmente
individuos imunocomprometidos, como pacientes portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), estima-se que 1 milhdo de novos casos ocorram
todos os anos. Entretanto, individuos imunocompetentes também podem ser
infectados por esta levedura (SABIITI; MAY, 2012). Cryptococcus spp. engloba mais
de 30 espécies. Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii se destacam no
cenario clinico (GUPTA; PAUL; KAUR, 2020). As manifestacbes comuns da
criptococose incluem o acometimento cerebral e pulmonar. No entanto, o agente
etiolégico desta infeccéo fungica também pode afetar outros tecidos, como a pele —
gerando extensas lesdes e cicatrizes (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

No Brasil, o regime terapéutico da criptococose inclui quatro medicamentos
antifangicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e flucitosina. Para a criptococose
cutdnea, os mesmos medicamentos sao utilizados no manejo, sem uma abordagem
topica (MINISTERIO DA SAUDE, 2021b). Em alguns casos, a administracdo oral de
solucéo de itraconazol também é realizada para obtencado de maiores concentracdes
séricas (NOGUCHI et al., 2019). Entretanto, a baixa biodisponibilidade oral do farmaco
(BAE et al., 2011) pode prejudicar o tratamento tdpico e ocasionar recidivas
(GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021), sugerindo a necessidade de alternativas
terapéuticas. Dessa forma, a investigacao de formas farmacéuticas que proporcionem
maior biodisponibilidade e tempo de retencdo do farmaco sobre a pele se faz
extremamente necessaria.

A impressao tridimensional (3D), descoberta e patenteada por Charles Hull em
1986 (HULL, 1986), vem sendo nos ultimos anos extensivamente pesquisada no
ambito farmacéutico — desde cultivos celulares 3D a formas farmacéuticas impressas
(LI, Jinhua et al., 2020). Além do carater de inovagéo, a impressdo 3D confere a
personalizacao de produtos farmacéuticos — como comprimidos e hidrogéis curativos.
A utilizacdo de hidrogéis poliméricos 3D na veiculacdo de farmacos possibilita a
personalizacdo de cada produto de acordo com as necessidades do paciente,
proporcionando ajuste de dose, direcionamento terapéutico e melhores desfechos
(JAMROZ et al., 2018; LI, Nan et al., 2023). Ademais, os hidrogéis possuem notavel

capacidade de retencdo de agua, mimetizando tecidos biolégicos e mantendo um
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ambiente fisiolégico adequado para a recuperacao do tecido afetado (AGRAWAL,;
HUSSAIN, 2023). Dessa forma, € possivel desenvolver novas terapias para infeccoes
microbianas, por exemplo, visando tratamentos mais sustentaveis e direcionados para
as demandas de cada paciente. De maneira positiva, uma extensa producao cientifica
a respeito do desenvolvimento e caracterizacdo de biomateriais e dispositivos
médicos com atividade antimicrobiana vém sendo observada. Entretanto, a escassez
de trabalhos que organizem a notavel quantidade de informacdes pode estabelecer
um desafio no desenvolvimento de novos biomateriais.

Tendo em vista a necessidade de compreender os biomateriais impressos 3D
com atividade antimicrobiana disponiveis em literatura, potenciais aplicacdes em
saude e as lacunas que ainda precisam ser preenchidas no desenvolvimento de
dispositivos 3D funcionalizados, realizou-se uma revisdo sisteméatica de literatura.
Ademais, visando o desenvolvimento de terapias mais eficientes e de custo acessivel
para o Sistema Unico de Saude (SUS), foi desenvolvido um hidrogel a partir de
polimeros naturais, imprimivel tridimensionalmente e aditivado com antifangico
comercial. Dessa forma, o presente trabalho apresenta uma reviséo sistematica de
literatura e o desenvolvimento de um biomaterial 3D para 0 manejo topico
personalizavel da criptococose cutdnea em consonancia com o regime terapéutico

atual.
1.1.OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Realizar uma reviséo sistematica acerca da impressao 3D de biomateriais com
atividade antimicrobiana para dar suporte ao preparo e a caracterizacao de hidrogéis
formados a partir de polimeros naturais e de um agente de reticulacdo inorganico para
a impresséo tridimensional (3D) de curativos personalizaveis visando o manejo tdpico

da criptococose cutanea.

1.1.2. Objetivos especificos

a) ldentificar as metodologias e materiais empregados na impressdo 3D de
dispositivos e biomateriais;

b) Analisar as possiveis aplicacbes em saude dos materiais impressos com

atividade antimicrobiana;
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g)

h)

)

K)

Realizar a montagem de tabelas organizando os principais pontos acerca da
impressao 3D de biomateriais com atividade antimicrobiana.

Propor uma metodologia de preparo de hidrogel a partir de polimeros naturais,
e de reticulacao utilizando um sal inorganico;

Estudar as propriedades viscoelasticas do hidrogel néo reticulado e a influéncia
da adicdo do antifungico comercial através de experimentos reoldgicos;
Determinar as configuragdes de impressao para a etapa de impressao 3D do
hidrogel;

Avaliar o efeito da presenca do antifungico e de diferentes concentracées de
reticulante na performance de inchamento do hidrogel através de ensaio de
intumescimento;

Caracterizar propriedades térmicas e espectroscopicas do hidrogel e avaliar o
efeito do antifungico e de diferentes concentracdes de reticulante;

Investigar a atividade antifangica do hidrogel em funcdo da presenca do
antifingico e de diferentes concentracdes de reticulante frente a cepas
patogénicas de Cryptococcus neoformans através de ensaio de halo de
inibicao;

Determinar a citotoxicidade do hidrogel pelo método de exclusédo do azul de
tripano e avaliar o efeito do antifungico e diferentes concentracdes de
reticulante através de analises estatisticas;

Avaliar o efeito da reticulacdo e da adi¢cdo do farmaco na estrutura interna do

hidrogel através de microscopia eletrénica de varredura.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.CRIPTOCOCOSE

A levedura Cryptococcus spp. € um microrganismo ubiquo amplamente
encontrado em matéria organica — como madeira em decomposi¢ao, excretas de aves
e solo (MONTOYA; MAGWENE; PERFECT, 2021). Entretanto, esta levedura saprofita
€ capaz de infectar o ser humano e provocar cerca de 180 mil mortes anualmente.
Ocasionando cerca de 1 milhdo de casos por ano (SABIITI; MAY, 2012) e sendo
responsavel por 15% dos Obitos anuais relacionados a AIDS (RAJASINGHAM et al.,
2017), a criptococose € uma infeccao fungica de preocupacdo mundial.

Entre as espécies deste género, destacam-se Cryptococcus neoformans
(sorotipos A e D) — levedura que acomete principalmente imunocomprometidos, e
Cryptococcus gattii (sorotipos B e C) — espécie capaz de infectar imunocompetentes.
Enquanto C. neoformans apresenta distribuicdo mundial, C. gattii demonstrou por
muitos anos ser uma levedura restrita a regiées de clima tropical e subtropical (MAY
et al., 2016; RATHORE et al., 2022). Entretanto, evidéncias mostram que este fungo
esta se disseminando, uma vez que ja foi identificado em reservatdrios ambientais no
norte dos Estados Unidos, Canadé e norte da Europa (CHEN, Sharon C.A.; MEYER;
SORRELL, 2014; MAY et al., 2016). Mais além, C. gattii & frequentemente isolado de
eucaliptos (CHEN, Sharon C.A.; MEYER; SORRELL, 2014). Porém, acredita-se que
este ndo seja um reservatério ambiental exclusivo, uma vez que existem relatos de
individuos infectados com C. gattii sem histérico de viagem e que vivem em area sem
eucaliptos (HARRIS; LOCKHART; CHILLER, 2012).

A transmissdo desta doenca ocorre através da inalacdo de esporos e/ou
leveduras dissecadas. Com o auxilio do movimento mucociliar do trato respiratério, o
fungo inicia seu processo de coloniza¢do nos alvéolos pulmonares. Uma vez iniciada
a resposta imunoldgica de um hospedeiro imunocompetente, fagocitos combatem a
infeccdo e levam a formacdo de granulomas. Porém, algumas leveduras podem
permanecer latentes por longos periodos, até a alteracdo do sistema imunolégico do
individuo. Em hospedeiros imunocomprometidos, os fagocitos atuam em um
mecanismo denominado “cavalo de Troia”, onde leveduras fagocitadas sao
transportadas na corrente sanguinea a outras partes do corpo, podendo provocar uma
infeccéo disseminada (CHARLIER et al., 2009; SABIITI; MAY, 2012).
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O estado de imunossupressdo em um individuo constitui um alto risco para o
estabelecimento bem sucedido de infeccbes, bem como o avanco destas. Em
individuos infectados por Cryptococcus spp., 0 quadro de imunossupressao é
geralmente ocasionado pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Porém, em
paises onde o HIV é menos prevalente, outros causadores se destacam. Transplante
de Orgaos, sarcoidose, terapia corticosteroide, cirrose, imunodeficiéncia de células T,
linfocitopenia CD4 idiopatica, sindrome de Hiper IgE e outros distirbios imunoldgicos
sao fatores associados ao hospedeiro que aumentam o risco de infeccdo a
Cryptococcus spp.. Terapias imunossupressoras também aumentam o0 risco a
criptococose (TEMFACK et al., 2019).

Mais além, fatores de viruléncia sdo expressos por estas leveduras e
contribuem no processo de estabelecimento da infec¢cdo, bem como seu avancgo. Os
fatores de viruléncia possibilitam a penetracédo de barreiras do hospedeiro, o escape
imunoldgico e o rompimento celular. Cryptococcus spp. € uma levedura produtora de
capsula, complexo polissacaridico composto de glucuronoxilomanana e
galactoxilomanana que protege a levedura da agao de produtos de estresse oxidativo
gerados pela resposta imunologica (SABIITI; MAY, 2012). Embora a capsula
polissacaridica seja um dos artificios utilizados no diagndéstico da criptococose, ela
estabelece um papel critico na viruléncia, sendo responsavel por 25% da viruléncia
total expressa pelo agente fungico. A cépsula também apresenta atividade
antifagocitica, exigindo opsoniza¢do por anticorpos e fragmentos do complemento
para que ocorra o processo de fagocitose. Ademais, os polissacarideos componentes
desta estrutura flngica sdo pouco imunogénicos e apresentam propriedades
imunomoduladoras capazes de prejudicar fungdes imunolégicas do hospedeiro
(CASADEVALL et al., 2019). Epitopos que se ligam a receptores de macrofagos séo,
em sua grande maioria, componentes da parede celular — protegida pela capsula
(ZARAGOZA, 2019). Dessa forma, a capsula polissacaridica de Cryptococcus spp.
€ uma importante ferramenta de escape do sistema imune e auxilia no processo de
instauracao da infeccao.

A melanina é outro importante fator na viruléncia de Cryptococcus spp. e auxilia
na diferenciagéo de outros isolados ndo patogénicos. Esta substancia negativamente
carregada possui elevado peso molecular e exibe carater hidrofobico (YANG et al.,

2022). Atraves da expressao de lacase, ocorre a conversado de compostos difenélicos
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— substancias extensamente presentes no tecido cerebral, em um pigmento marrom,
a melanina. Além da protecéo a exposicdo ambiental, como luz ultravioleta e estresse
mecanico, a melanina confere resisténcia a citocinas, atenua o processo de fagocitose
e neutraliza espécies reativas de oxigénio (RATHORE et al., 2022). Dessa maneira, a
melanina atua em conjunto com a capsula polissacaridica em busca da sobrevivéncia
da levedura no cenario hostil gerado pelo sistema imunoldgico.

A producdo de enzimas como fosfolipases, urease e proteinases também
contribui na viruléncia desta levedura patogénica. Através da producao de fosfolipases
ocorre a desestabilizacdo de membranas e rompimento celular. Ademais, esta enzima
realiza a clivagem de surfactantes pulmonares, como a dipalmitoilfosfatidilcolina,
aumentando a aderéncia da levedura ao tecido pulmonar e contribuindo na
colonizacdo do tecido. As fosfolipases também convertem acido araquidénico
proveniente de macrofagos em eicosanoides — substancias que suprimem a resposta
imunologica (SABIITI; MAY, 2012). A urease, enzima que converte ureia em acido
carbbnico e ambnia, também esta envolvida na viruléncia de Cryptococcus spp.. Além
da alcalinizacdo e a danificacdo do tecido acometido, o aumento de pH demonstrou
em modelo murino melhorar o fithess de leveduras fagocitadas por macrofagos (FU et
al., 2018). No cenario ambiental, a expressao de urease também pode estar envolvida
com a resisténcia do fungo a ambientes hostis. Acredita-se que o isolamento frequente
de cepas em excretas de pombos é justificado pela alta quantidade de ureia
encontrada no material, servindo como fonte de nitrogénio para a sobrevivéncia da
levedura (TOPLIS et al., 2020). No ambito clinico, proteinases possuem importante
papel na sobrevivéncia de Cryptococcus spp.. Estas enzimas levam a degradacao de
substancias como colageno, fibrinogénio, fatores do complemento, elastina e
imunoglobulinas, essenciais em processos inflamatérios e imunoldgicos (SABIITI;
MAY, 2012). Dessa forma, a expressdo de uma variedade de enzimas, capsula e
melanina — fatores de viruléncia notaveis, fazem de C. neoformans e C. gattii, em
conjunto de outros fatores e mecanismos, leveduras oportunistas fatais.

A formacédo de biofilme por Cryptococcus spp. cria outra problematica no
panorama de salde mundial. Biofilmes sdo comunidades microbianas embebidas em
matriz exopolissacaridica, material genético, proteinas e moléculas sinalizadoras que
conferem resisténcia ao sistema imune do hospedeiro e a terapias farmacoldgicas,
aumentando morbidade e mortalidade (KARYGIANNI et al., 2020; MARTINEZ;
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CASADEVALL, 2015). Cerca de 500 mil Obitos sdo provocados anualmente em
decorréncia da formacao de biofilmes em infec¢des. Mais além, estima-se que 80%
das infecgbes cronicas e 65% das infecgbes agudas estdo associadas a biofilmes
microbianos (LEBEAUX et al., 2013; ROUDBARY et al., 2022). De forma similar a
outros microrganismos, o processo de formacado de biofilme por Cryptococcus spp.
ocorre a partir da adesédo de células plancténicas em uma superficie, formacéo de
microcolbnias, producdo de matriz exopolissacaridica, maturacdo e disseminagao
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). A formagé&o de biofilme por esta levedura nao se
limita a tecidos — denominado criptococoma (ASLANYAN et al., 2017). Relatos em
dispositivos médicos implantaveis como catéteres de derivagdo ventriculoatrial,
vélvulas cardiacas, fistulas de hemodialise e préteses articulares também ja foram
descritos (BANERJEE; GUPTA; VENUGOPAL, 1997; BRAUN et al., 1994,
JOHANNSSON; CALLAGHAN, 2009; SHAH, Neel B.; SHOHAM; NAYAK, 2015). Uma
vez que a formacdo de biofilme exerce um papel importante na patogénese de
Cryptococcus spp. limitando as terapias disponiveis para seu tratamento (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2015), estratégias terapéuticas inovadoras se fazem necessérias.

O diagnéstico da criptococose é baseado nos sinais clinicos e nos achados
laboratoriais. No laboratério de microbiologia, a confirmacdo de Cryptococcus spp.
pode ser realizada através da tinta da China ou tinta hanquim. Através desta técnica
de exame direto é possivel visualizar as células leveduriformes, podendo ou néo estar
em brotamento, em contraste com a coloracdo escura da tinta da China. A
visualizacdo das estruturas € evidenciada em funcdo da capsula fungica, estrutura
gue impede a penetracdo da coloracdo na levedura, conforme demonstrado na Figura
1. O principal material clinico coletado € o liquido cefalorraquidiano (LCR). Porém,
outros materiais como pus, urina, sangue, biépsia e lavado broncoalveolar também
sao utilizados no diagnéstico da criptococose. Outras ferramentas, como sorologia e
histopatologia, também podem ser utilizadas na confirmacdo do diagndstico
laboratorial. O padréo-ouro de diagndstico € a cultura fungica, podendo ser realizada
com o0s materiais biologicos citados anteriormente. As amostras sdo semeadas em
agar Sabouraud e incubadas a temperaturas de 25 °C a 37 °C por até 7 dias. Porém,
em 48 horas ja € possivel visualizar o crescimento fungico, eventualmente. Técnicas
moleculares — como a técnica baseada na reacdo de cadeia da polimerase, e técnicas

sorologicas — como o teste por aglutinacdo e o ensaio imunoenzimatico, tambéem
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podem ser utilizadas para o diagnostico da criptococose e sao oferecidas pelo Sistema
Unico de Sadde (SUS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021c). Ainda, meios de cultivo
diferenciais podem ser utilizados para auxiliar no diagnéstico. Agar niger e agar
dopamina, por exemplo, sdo ricos em compostos fendlicos que sofrem acao da lacase
produzida por Cryptococcus spp., formando melanina e uma coloracdo tipica na
coldénia (CLAUDIA RACHID COSTA et al., 2014), conforme demonstrado na Figura 2.
Para diferenciacdo entre as espécies C. neoformans e C. gattii utiliza-se o agar
canavanina-glicina-azul de bromotimol (dgar CGB). C. gattii possui a capacidade de
assimilar a glicina, alcalinizando o meio e, consequentemente, alterando sua cor de
amarelo (negativo para C. gattii) para azul (positivo para C. gattii) (KWON-CHUNG et
al., 1982).

Figura 1. Exame direto de liquido cefalorraquidiano com tinta da China

demonstrando presenca de células de Cryptococcus neoformans
Fonte: Adaptado de KUSHAWAHA et al., 2009.
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Figura 2. Colbnias de Cryptococcus spp. em agar niger
Fonte: Adaptado de MOSLEM et al., 2020.

No Brasil, o tratamento para criptococose oferecido pelo SUS consiste em
qguatro medicamentos antifungicos: anfotericina B (complexo lipidico), itraconazol,
fluconazol e flucitosina. Apdés a exclusdo da flucitosina da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (Rename) em 2006, o farmaco foi reincorporado ao SUS
em 2022 devido recomendacdo da Organizacdo Mundial de Salde e evidéncias
clinicas positivas. O tratamento da infec¢do flungica € realizado em trés fases —
inducdo, consolidacdo e manutengdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2021a, b, 2022).
Durante a fase de indug&o ocorre a reducdo da carga fungica nos sitios acometidos
pela infeccdo, bem como a reducéo de eventuais falhas em comparacdo com outros
regimes terapéuticos. Nesta fase sé&o utilizadas anfotericina B (endovenosa) e
flucitosina (oral). Durante a fase de consolidagdo, realiza-se a administracdo
endovenosa ou oral de elevadas dosagens do triazélico fluconazol. Por fim, na fase
de manutencéo, o tratamento € mantido com menores dosagens de fluconazol por no
minimo 12 meses em detrimento de recidivas — que podem ocorrer em até 1 ano
desde o diagndstico inicial (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021; SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2022).
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As manifestacdes clinicas da criptococose incluem uma variedade de sinais e
sintomas. Ressalta-se que o acometimento de multiplos tecidos pode ocorrer. Entre
as formas de manifestacdo da criptococose, o envolvimento pulmonar e do sistema
nervoso central s&o os mais comuns. Entretanto, apresentacdes em outros tecidos —
como epitelial, ocular, prostatico, 6sseo e peritoneal, podem ocorrer e devem ser
cuidadosamente observadas, uma vez que podem indicar a disseminacéo da levedura.

Entre pacientes HIV positivos, a meningite criptococica é a infec¢cdo mais
comum no sistema nervoso central (RAJASINGHAM et al.,, 2017). Entretanto, as
manifestacbes podem ser pouco especificas e atrasar o diagnostico da doenca. Dor
de cabeca, febre, ndusea, vomito e alteracdo do estado mental sdo sinais e sintomas
similares a outros tipos de meningite e, portanto, prejudicam o diagnéstico da
meningite fangica (JARVIS; HARRISON, 2007). Dessa forma, devido a elevada carga
fungica, alteracdo do estado mental e a baixa resposta inflamatéria no sistema
nervoso central, um prognéstico ruim é esperado (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY,
2021).

Em infeccbes pulmonares, a espécie C. gattii estd mais frequentemente
envolvida. Ademais, a manifestacdo pulmonar é apresentada em 50% dos pacientes
com criptococose. De forma similar a infec¢éo no sistema nervoso central, os sintomas
sao inespecificos. Febre, tosse, dispneia, calor noturno, dor no peito e mal-estar sédo
reportados e, geralmente, individuos imunodeprimidos sdo mais sintomaticos que
imunocompetentes. Ferramentas de imagem podem auxiliar no diagnéstico,
revelando nddulos, lesbes em massa, infiltrados intersticiais e efusdo pleural
(GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021).

Mais adiante, manifestacbes menos frequentes de criptococose também
podem ocorrer. Sintomas oculares podem ser percebidos, estando relacionados com
0 aumento da pressédo intracraniana e atrofia do nervo éptico em decorréncia da
meningite criptocdcica. Entretanto, casos mais raros podem acometer diretamente o
tecido ocular. Casos de endoftalmite (BERNARD E. BEYT; STEPHEN R. WALTMAN,
1978), coriorretinite, uveite e conjuntivite granulomatosa causada por Cryptococcus
spp. ja foram reportados. Sinais e sintomas incluem reducéo da acuidade visual, perda
da viséo e dor (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021). Em sitios ainda mais raros,
infecgbes na prostata (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021), 0Ssos — como
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vértebras e joelhos (MEDARIS et al., 2016), trato gastrointestinal e periténio (SINGH
et al., 2015) estdo relatadas em literatura.

Por fim, ha a forma cutanea de criptococose — que pode ser classificada em
primaria ou secundaria. Na forma priméria, as leveduras séo inoculadas através de
um trauma mecanico. Na forma secundaria, ocorre a disseminacdo hematogénica do
agente etioldgico, provindo de outro sitio infectado. Devido a ferida apresentar aspecto
semelhante a outras doencas — como sarcoma de Kaposi e molusco contagioso, o
diagnéstico diferencial € muitas vezes necessario (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY,
2021). Sendo o foco deste trabalho, a criptococose cutanea sera discutida com mais

detalhes a seguir.

2.1.1. Criptococose cutanea

Embora ja tenha sido isolada da pele de individuos saudaveis (RANDHAWA,
PALIWAL, 1977), C. neoformans é uma levedura oportunista potencialmente letal. A
criptococose cutanea € uma manifestacdo envolvida com a disseminacao
hematogénica do fungo ou com a inoculacao direta através de trauma mecanico. Em
pacientes com meningite criptococica, cerca de 6% dos infectados apresentam a
manifestacdo (NOGUCHI et al., 2019). Embora a prevaléncia seja reduzida em
relacdo as outras manifestacfes (cerebral e pulmonar), a criptococose cutanea € a
terceira forma mais comum da doenca (JOHNSON; GAJUREL, 2021). Ainda,
considerando a elevada incidéncia anual, é estabelecida uma problemética notével
em saude, principalmente para individuos imunodeprimidos. Mais adiante, a
incidéncia de sinais cutaneos aumenta em individuos recém-transplantados que estao
em terapia imunossupressora e em pacientes infectados com o sorotipo D (GOLE NE
NEUVILLE et al., 2003).

As lesdes caracteristicas desta manifestacdo apresentam aspecto variado,
conforme demonstrado na Figura 3. Placas, Ulceras, abscessos, pustulas, papulas
umbilicadas e nédulos podem ser observados no corpo inteiro, porém cabeca e
pescoco sdo sitios mais frequentes (GUSHIKEN; SAHARIA; BADDLEY, 2021;
NOGUCHI et al., 2019). Entretanto, apresentacdes atipicas ja foram reportadas (PERI
et al., 2019; SIVARAJ et al., 2018). O diagnéstico da criptococose cutanea pode ser
realizado através do exame direto com tinta da China ou coloracdo de Giemsa,

utilizando amostras coletadas de vesiculas, pustulas e Ulceras. Na visualizagdo do
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exame direto, observa-se a formacédo de um halo ao redor da célula leveduriforme —
indicando a presenca de capsula. Ndo sendo possivel identificar a estrutura, deve
proceder-se para o diagndstico histopatologico com coleta de bidpsia do tecido.
Coloracgao de hematoxilina-eosina, mucicarmim, acido periodico-Schiff e metenamina
de prata de Grocott-Gomori também podem ser utilizadas para visualizagcdo da
capsula criptococica (NOGUCHI et al., 2019).

Figura 3. Apresentacdo da criptococose cutanea
Fonte: Adaptado de HAN et al., 2017; NANOFFF et al., 2018; TABASSUM et al.,
2013.

Apesar da complexidade e severidade da forma cutanea da doenca, seu
tratamento se sustenta unicamente no regime terapéutico ja utilizado para a
criptococose. Pacientes em que fungemia e disseminacdo da levedura sé&o
descartadas, é realizada administracédo oral de fluconazol 400 mg/dia por 3 meses e
de itraconazol 100 a 400 mg/dia de 3 a 6 meses. Entretanto, nédo é realizado nenhuma

abordagem tdpica para o manejo da criptococose cutanea. De maneira alternativa,
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opta-se pela administracdo oral de solucao de itraconazol (100 a 400 mg/dia de 3 a 6
meses) para obtencdo de maiores concentracdes séricas do farmaco. Embora
apresente melhores desfechos em comparacdo a administracdo oral de capsulas
(NOGUCHI et al., 2019), o itraconazol apresenta reduzida biodisponibilidade para uma
acao topica eficiente (BAE et al., 2011). Visualizando este cenario, o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos que proporcionem maior biodisponibilidade e retencéo
adequada do principio ativo na pele criaria alternativas mais eficazes para o0 manejo

topico da criptococose cutanea.

2.2.IMPRESSAO 3D E PRODUTOS FARMACEUTICOS INOVADORES

A impressao 3D consiste na deposi¢ao sucessiva de camadas de um material,
visando a obtencdo de objetos tridimensionais. Recorrendo a programas de
modelagem 3D é possivel realizar a prototipagem de formas personalizadas — ou
desenhos assistidos por computador (CAD). Posteriormente, os objetos construidos
no software sdo fatiados e convertidos em um arquivo de extensao .stl (GAO et al.,
2015). Desde o depoésito de patente do primeiro método de impressao 3D, a
estereolitografia (HULL, 1986), é estimado um crescimento anual de 26,9% deste
mercado. Atualmente, a impressdo 3D gera uma receita de cerca de 9,8 bilhdes de
dolares e é pesquisada para aplicacées na engenharia civil e tecnologia aeroespacial
a engenharia de tecidos e produtos farmacéuticos (TURNER, Robert D. et al., 2020).

De acordo com a ASTM (American Society for Testing and Materials), a
impressao 3D pode ser classificada em deposi¢cdo por energia direcionada, jato de
aglutinante, extrusdo de material, fusdo em leito de po, jateamento de material,
fotopolimerizacdo em cuba e laminacdo de folhas (ASTM, 2012). A deposicédo por
energia direcionada € uma técnica restrita a metais que utiliza uma fonte de energia
térmica, como feixe de elétrons, para a fusdo de um pé ou fio metalico (GAO et al.,
2015). O jato de aglutinante baseia-se no jateamento de um material aglutinante sobre
um leito que contém po. A plataforma de impresséo € abaixada a cada camada que
passa pelo jateamento, emergindo o objeto impresso ao final do processo
(MOSTAFAEI et al., 2021). Para a extrusao de material, destaca-se a modelagem por
deposicao fundida. Método amplamente empregado e popularmente conhecido como
FDM (fused deposition modeling). Outras metodologias de extrusdo de material, como
a micro extrusao e a extrusao de semissolidos, também sao exploradas. A extrusédo

de semissolidos foi empregada no desenvolvimento do presente trabalho e se baseia
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na extrusdo de um material contido em uma seringa através de uma agulha, néao
exigindo elevadas temperaturas (LIGON et al., 2017; SEOANE-VIANO et al., 2021).
A fusdo em leito de pé utiliza de metodologias como a sinterizacdo seletiva a laser e
fus@o por feixe de elétrons para a fusdo seletiva de um pd (metais ou polimeros)
dispostos em um leito (LIGON et al., 2017). A técnica de jateamento de material
deposita goticulas de material, como fotopolimeros e termoplasticos, sobre a
plataforma de impressédo. Um processo de cura € utilizado para o ganho de resisténcia
do material (YAP et al., 2017). A fotopolimerizagdo em cuba foi a primeira técnica de
impressao 3D descrita e patenteada (método de estereolitografia) (HULL, 1986). Um
material liquido em uma cuba é curado seletivamente por polimerizacao ativada por
luz, imprimindo o objeto tridimensional (LIGON et al., 2017). Por fim, a laminagéo de
folhas combina a manufatura aditiva com um processo subtrativo. Isto €, um material
laminado € sobreposto em camadas e posteriormente usinado para a obtencéo do
objeto 3D. Uma limitacdo desta técnica € a impressao de pecas ocas (LIGON et al.,
2017).

Estas variadas metodologias trouxeram significativos avancos para a
engenharia de materiais e, nos ultimos anos, vém sendo amplamente investigadas
para fins bioldgicos e farmacéuticos. A impressao 3D de tecidos, culturas celulares
tridimensionais, dispositivos médicos e produtos farmacéuticos traca boas
perspectivas para o futuro na saude (LI, Jinhua et al.,, 2020). Entre as diversas
descobertas da impresséao 3D, acredita-se que a aplicacdo no ambito farmacéutico foi
uma das mais revolucionarias, sendo uma ferramenta versatil no desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas e outros dispositivos (JAMROZ et al., 2018).

Uma variedade de formas farmacéuticas 3D vem sido investigadas (AWAD et
al., 2019; AYYOUBI et al., 2021; KIM et al., 2021; SHI et al., 2021; TAN et al., 2021;
ZHANG, Jiaxiang et al., 2020; ZHAO, Xinyu et al., 2022). Entretanto, até o presente
momento, apenas uma forma farmacéutica é impressa tridimensionalmente e
comercializada. Aprovado em 2015 pelo 6rgao de saude dos Estados Unidos (Food
and Drug Administration) e comercializado em 2016, o comprimido SPRITAM® busca
a liberacdo imediata do principio ativo levetiracetam. No entanto, formas
farmacéuticas de liberacdo modificada também podem ser pensadas para a
impressao 3D visando ajuste de dose, dosagens mais espacgadas, maior adesao
terapéutica e reducéo de efeitos adversos (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2014).
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Ademais, a impressdo 3D oferece a possibilidade de personalizacdo de
produtos farmacéuticos. O desenvolvimento de medicamentos individuais pensados
de acordo com a necessidade de cada paciente proporciona ajuste de dose,
direcionamento da terapia farmacoldgica e melhores desfechos clinicos (JAMROZ et
al., 2018; LI, Nan et al., 2023). Nas ultimas décadas, formas farmacéuticas soélidas de
administracédo oral (CROITORU-SADGER et al., 2019), pilulas (SHARMA et al., 2022;
ZHANG, Bin et al., 2022) e hidrogéis curativos (LIU, Jin; TAGAMI; OZEKI, 2020;
LOUREIRO et al., 2023; RAJESH et al., 2022; TALEBIAN et al., 2021; TSEGAY et al.,
2022) feitos através de diferentes metodologias de impressdo 3D vém sendo
extensivamente estudados. Aplicacbes em tecidos infectados também tém sido
investigadas, projetando um cenario préspero para o tratamento de infeccbes
microbianas. Porém, a auséncia de estudos que sintetizem e organizem a variedade
de dados pode impor desafios a laboratérios de pesquisa e setores de Pesquisa e
Desenvolvimento de indastrias farmacéuticas na investigacdo e criacdo de
biomateriais 3D com atividade antimicrobiana. Assim, sugere-se que esta lacuna deve
ser preenchida a fim de auxiliar pesquisadores no desenvolvimento de biomateriais
impressos tridimensionalmente.

O apelo pelo desenvolvimento de formas farmacéuticas e biomateriais 3D €&
notavel. O pedido de patente destas necessarias tecnologias, no cenario atual, pode
ser uma ferramenta eficiente para o progresso cientifico e adequado reconhecimento
de invencdes. A geracdo de uma patente de um produto brasileiro confere protecao
ao titular e o objeto inventado. Assim, o inventor pode impedir a producédo, uso e venda
do item patenteado por terceiros e garante o adequado reconhecimento de sua
criacdo. Contudo, extensa investigacdo deve ser feita e especial atencdo deve ser
dada ao que diz respeito a propriedade intelectual, respeitando novidade, atividade

inventiva e aplicacao industrial (BRASIL, 1996).

2.3.HIDROGEIS — UMA ABORDAGEM FARMACEUTICA

Hidrogéis séo estruturas tridimensionais organizadas em forma de rede com
capacidade de reter significativas quantidades de agua e/ou fluidos biologicos —
conferindo a este material notdvel semelhanca com tecidos humanos.
Consequentemente, hidrogéis vém sendo extensivamente investigados para
aplicagbes na engenharia de tecidos, como pele, sistema circulatorio, musculos e
tecido adiposo (AGRAWAL; HUSSAIN, 2023; TAVAKOLI; KLAR, 2020).
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Nos ultimos 20 anos, a utilizacdo de hidrogéis na impressdo 3D também vem
sendo estudada. Hidrogéis podem ser carreados com diferentes componentes, como
células, fArmacos, fatores de crescimento, nutrientes e adjuvantes (TAVAKOLI; KLAR,
2020). Assim, protétipos tridimensionais variados podem ser construidos para
diferentes fins. Contudo, os aditivos de um hidrogel devem ser cautelosamente
pensados de acordo com a aplicacdo daquele biomaterial. A escolha dos
componentes do hidrogel, bem como dos materiais que o constituem, impactam na
printabilidade, biocompatibilidade e comportamento mecénico - importantes
propriedades de um biomaterial 3D (AGRAWAL; HUSSAIN, 2023). Portanto, é
importante compreender as caracteristicas dos componentes de um hidrogel, bem
como classifica-los.

A classificacdo dos hidrogéis varia e pode ser determinada de acordo com sua
composicdo, método de reticulacdo empregado, carga elétrica e interacdes
intermoleculares (AGRAWAL; HUSSAIN, 2023; KAITH et al., 2021). A composi¢cao
desses materiais pode ser natural, sintética ou hibrida. Hidrogéis naturais séo
constituidos de polimeros encontrados na natureza, com biocompatibilidade inerente
— como quitosana, alginato, gelatina e colageno. No entanto, desafios no
desenvolvimento de um biomaterial podem ser encontrados devido as baixas
propriedades mecéanicas e o complexo comportamento reolégico dos biopolimeros.
Em contraste aos hidrogéis naturais, os sintéticos sdo compostos de polimeros
produzidos através de sintese. Polietilenoglicol (PEG), poliacrilamida, 4&lcool
polivinilico (PVA), acido polilatico (PLA) sdo exemplos de alguns polimeros sintéticos.
Dado os diversos processos que envolvem a sintese de um polimero, as propriedades
mecanicas podem ser controladas. Assim, a printabilidade de um hidrogel pode ser
previsivel e ajustada de acordo com a viscosidade e escoamento desejados. Um
hidrogel hibrido une polimeros naturais e sintéticos e, por combinar caracteristicas de
ambos materiais, geralmente apresenta propriedades adequadas e equilibradas.
Dessa forma, os hidrogeéis hibridos podem apresentar biocompatibilidade e bom perfil
mecanico (AGRAWAL; HUSSAIN, 2023).

A reticulacdo, ou crosslinking, € uma etapa onde ligacdes, reversiveis ou nao,
séo estabelecidas entre moléculas poliméricas e agentes de reticulacdo. A reticulagcado
pode ser classificada em quimica — na qual ligacdes permanentes sdo construidas e

dificilmente desfeitas, e fisica — na qual interacfes mais fracas mantém o emaranhado
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polimérico estruturado. De forma similar a composi¢cao do hidrogel que impacta no
comportamento mecanico, o grau de reticulacdo influencia na rigidez do material.
Quando maior o grau de reticulagdo, maior a firmeza do hidrogel e menor seu
intumescimento — uma vez que as cadeias poliméricas estdo menos disponiveis para
interacdo com a agua. O contrario € verdadeiro. Hidrogéis menos reticulados estéao
mais livres para interagir com a agua e, consequentemente, apresentam maior
capacidade de intumescimento. (KAITH et al., 2021).

Quanto a carga elétrica, os hidrogéis séo classificados em iénicos — podendo
ser catiénicos ou anibénicos, anfoliticos — quando capazes de se ionizar em cations e
anions e, por fim, ndo-iénicos (KAITH et al., 2021). Hidrogéis catiénicos sao sensiveis
a pH e podem interagir com moléculas carregadas negativamente. A quitosana, por
exemplo, € um polimero natural feito a partir da desacetilacdo alcalina da quitina
extraida de crustaceos e é amplamente investigada por ser um hidrogel catidénico
(ZHAO, Jun et al., 2023). Dada esta interessante caracteristica, o polimero interage
com as cargas negativas oriundas da parede celular e membrana celular de bactérias,
provocando a morte celular. Ndo obstante o potencial antibacteriano da quitosana,
sabe-se que seu espectro e mecanismo de agdo contra fungos € distinto (KAITH et
al., 2021). Estudos in vitro demonstraram que o0 espectro de atividade antifangica da
quitosana frente a diferentes espécies de Candida spp. é cepa-dependente (GARCIA
et al., 2018). Hidrogéis de alginato, contudo, sdo anibnicos e interagem fortemente
com cations divalentes, como Ca*?, formando um reticulagdo fisica por interacdes
eletrostaticas. O alginato de sodio € um polimero extraido de algas marrons (ZHANG,
Miao; ZHAO, 2020) que quando reticulado forma uma estrutura denominada “modelo
de caixa de ovo”, ou egg-box model (REES, 1981), aprisionando o ion célcio e
tornando a rede polimérica mais estavel. Ademais, o alginato também é capaz de
formar complexos polieletrélito com a quitosana (LUO; WANG, 2014), como sera
descrito a seqguir.

Os hidrogéis podem ser classificados quanto a suas interacfes
intermoleculares — blendas, copolimeros em bloco e complexos polieletrolito. Blendas
sdo misturas de dois ou mais polimeros que, em conjunto, criam um material com
novas propriedades fisicas. Em comparacdo aos hidrogéis classicos, as blendas
proporcionam melhores propriedades térmicas e mecanicas, assim como podem

aumentar a taxa de encapsulacdo de determinadas substancias. Hidrogéis feitos de
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copolimeros em bloco sdo formados através de ligacdes covalentes entre uma
sequéncia de mondémeros A (estireno, por exemplo) e uma sequéncia de monémeros
B (metil metacrilato, por exemplo), gerando uma estrutura capaz de reter significativas
quantidades de 4gua. Estes hidrogéis possibilitam diversas combinagdes poliméricas.
Os polieletrolitos séo interacdes entre polimeros catiénicos e anibnicos que geram um
complexo resistente, sem exigir agentes de reticulacdo (KAITH et al.,, 2021).
Complexos polieletrélitos de alginato e quitosana vém sendo estudados para liberacao
modificada de farmacos (IBRAHIM; SOROUR; SALAH AD-DIN, 2022; JIN et al., 2020;
LI, Liang et al., 2013; LIU, Min et al., 2022; SCHOELLER et al., 2021; UNAGOLLA;
JAYASURIYA, 2018; ZHOU et al., 2013), demonstrando ser um sistema interessante
e biocompativel para o combate de infeccdes de dificil tratamento — como a
criptococose cutanea.

Para o tratamento de tecidos infectados (CERECERES et al., 2020; NIZIOL et
al., 2021), cancer (KRAKOS et al., 2023; LIU, Chunyang et al., 2021), regeneracao
tecidual (JIANG et al., 2021; LI, Pinxue et al., 2021) e reparo de tecidos queimados
(FAYYAZBAKHSH; KHAYAT; LEU, 2022; MA et al., 2022), hidrogéis impressos
também vém sendo investigados. Diversos estudos propdem hidrogéis 3D para o
tratamento de infec¢des bacterianas (BRITES et al., 2023; FOURMANN et al., 2021,
NARCISO et al., 2023; RASTIN et al., 2021; ZHANG, Qiangian et al., 2023). Entre
estes trabalhos, os hidrogéis séo testados principalmente contra agentes etiol6gicos
de infec¢Oes bacterianas relacionadas a pele, como Staphylococcus aureus, sendo
propostos como materiais para aplicacdo na regeneracao de tecidos (CHEN, Birui et
al., 2023; NIE et al., 2022; WANG, Xiaoxue et al., 2021). No entanto, até o presente
momento, a literatura é escassa quanto a impressao 3D de hidrogéis para o
tratamento de infec¢bes fungicas (KUMARI; BARGEL; SCHEIBEL, 2020).

Ademais, a toxicidade da terapia medicamentosa da criptococose € notéria
(IYER et al., 2021). Considerando a toxicidade relacionada ao uso prolongado dos
antifingicos e o limitado arsenal de medicamentos (VAN DAELE et al., 2019) , a busca
por produtos farmacéuticos inovadores com reduzida toxicidade se faz necessaria. A
auséncia de um manejo topico adequado para a criptococose cutanea, em conjunto a
baixa biodisponibilidade topica dos medicamentos utilizados no seu regime
terapéutico (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2021; MOHAPATRA et al., 2023) exige um
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tratamento direcionado para a manifestacao topica da doenca que, em muitos casos,
gera cicatrizes permanentes.

Os imidazdlicos, como o cetoconazol, sdo amplamente utilizados no tratamento
de micoses de pele, sendo considerados antifungicos de amplo espectro, baixo custo,
seguros e efetivos (CHOI; JUHASZ; ATANASKOVA MESINKOVSKA, 2019). No
tratamento da criptococose cutanea, a utilizacdo do cetoconazol ndo é usual. No
entanto, sua administracéo ja foi registrada e apresentou bons resultados. Nesse
sentido, seu espectro de atividade contra agentes dermatoéfitos também é notdrio
(BAES; CUTSEMB, 1985; GRANIER et al., 1987; GRAYBILL et al., 1980; YAO; LIAO;
CHEN, 2005), sugerindo sua aplicacdo em variadas infec¢cdes de etiologia fungica
plausivel. Ademais, o cetoconazol é um farmaco com custo inferior aos medicamentos
empregados no esquema terapéutico da criptococose. Visando uma terapia com custo
acessivel ao sistema publico de saude, desenvolveu-se um hidrogel de quitosana e
alginato de sddio contendo 2% de cetoconazol para o manejo topico da criptococose

cutanea.
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5. DISCUSSAO

Diversos estudos acerca de biomateriais fabricados por impressédo 3D foram
caracterizados quanto a sua atividade antimicrobiana e foram incluidos no presente
trabalho. A gama variada de técnicas de impressdo 3D possibilita a criacdo de
produtos para diferentes aplicacfes na area da saude. Fatores como preco, tempo,
praticidade e funcionalidade impactam no desempenho da impressora 3D e séo
importantes caracteristicas a serem consideradas na escolha da metodologia de
impressdo. Ademais, a intencdo pretendida com a manufatura aditiva deve guiar o
processo de escolha, o que inclui a possibilidade de atender a demanda de pacientes
de forma individualizada. Hidrogéis, protétipos em termoplastico e protétipos em
resina sdo exemplos de produtos obtidos por diferentes métodos de impressao. A
FDM, por exemplo, apesar de seu custo-beneficio, apresenta a limitacdo de baixa
resolucdo no acabamento das camadas e, por consequéncia, da superficie do produto
final. Além disso, altas temperaturas de impressao podem afetar a bioatividade de
compostos termossensiveis. Entretanto, a modelagem por deposicdo fundida
possibilita a criacdo de prototipos com custo acessivel devido a disseminacdo da
técnica e dos polimeros usualmente empregados. Em consonancia com sua
popularidade, a extrusdo de material foi a técnica mais avaliada, com 149 estudos
apresentados. Sendo necessaria a fabricacao de biomateriais com maior acabamento
através de polimeros termoplasticos e resinas, é possivel utilizar a fotopolimerizacédo
em cuba (TULLY; MELONI, 2020), cuja técnica € a terceira mais investigada para a
impressao de biomateriais com atividade antimicrobiana.

Mais além, a técnica de fusdo em leito de p6 foi extensivamente investigada
para a fabricacdo de ligas metédlicas com aplicacdes ortopédicas, como proteses
0sseas — que demandam alta resisténcia mecéanica. Sinterizagdo seletiva a laser,
fusdo seletiva a laser e fusdo por feixe de elétrons sdo métodos de obtencédo de
objetos 3D inclusos na categoria de fusdo em leito de pé. Foram identificados 36
estudos que exploraram esta técnica no desenvolvimento de proteses e implantes
com atividade antimicrobiana, como proposto por Cox e Maher (COX et al., 2016;
MAHER et al., 2022). Com menor expressividade em relacao as outras metodologias
de impressao 3D, o jateamento de material, jato de aglutinante, laminacao de folhas
e deposicao por energia direcionada foram abordados em 8 estudos (BAI et al., 2020;
CHEN, Fangping et al., 2016; HE et al., 2022; IDRISS et al., 2021; INZANA et al., [s.
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d.]; MAHARUBIN et al., 2019; MENDOZA et al., 2018; WELCH et al., 2021). Isto esta
provavelmente relacionado a disseminacéao limitada dessas técnicas, equipamentos e
acesso a estes. Além disso, alguns estudos ndo especificaram a metodologia de
impressao 3D utilizada, levantando questionamentos sobre a reprodutibilidade do
trabalho.

De maneira semelhante a escolha da técnica de impressao, deve-se ponderar
guanto ao material a ser utilizado, considerando a aplicagéo desejada do produto final.
Polimeros naturais, como alginato, celulose, quitosana, gelatina e amido, foram
extensivamente investigados na forma de hidrogéis para aplicacdes em engenharia
de tecidos, medicina regenerativa, revestimento de proteses e sistemas de liberagcéo
de farmacos (BERGONZI et al., 2021; GUTIERREZ et al., 2019; RASTIN et al., 2021).
Isto esta associado a capacidade de intumescimento e as propriedades mecanicas
desses materiais, conferindo similaridade ao tecido epitelial e conjuntivo. Ademais, a
rede polimérica de um hidrogel proporciona o encapsulamento de substancias, as
quais sao liberadas mediante alteracbes de pH e inchamento, por exemplo. Dessa
forma, hidrogéis poliméricos também podem ser empregados como sistemas de
liberacdo modificada de farmacos (AGRAWAL; HUSSAIN, 2023). Entre a variada
gama de polimeros naturais explorados para a fabricacdo de biomateriais
antimicrobianos 3D, quitosana, alginato e gelatina foram os mais investigados,
incluindo 35, 25 e 22 estudos, respectivamente. Destaca-se entre eles a quitosana,
um biopolimero produzido a partir da desacetilacdo da quitina de crustaceos, com
inerente atividade antimicrobiana, demonstrando potencial no desenvolvimento de
biomateriais antimicrobianos (ZHAO, Jun et al., 2023). No entanto, outros materiais,
como polimeros termoplasticos, também foram amplamente pesquisados para essa
aplicacdo. A policaprolactona, o acido polilatico e o alcool polivinilico reuniram 49, 47
e 10 estudos, respectivamente. Esses materiais foram empregados em dispositivos
médicos funcionalizados e no tratamento de infecgBes associadas a implantes e
préteses, possivelmente devido a maior resisténcia mecanica desses polimeros
sintéticos.

Materiais inorganicos como a hidroxiapatita e o beta fosfato tricalcico foram
investigados em 27 e 13 estudos, respectivamente. Aplicagbes em tecidos 0sseos
infectados e implantes ortopédicos foram exploradas, demonstrando rigidez,

porosidade e composicédo quimica semelhante ao tecido. A fabricacdo de protétipos
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altamente porosos possibilita a infiltracdo celular e a recuperacao adequada do tecido
0sseo (ADHIKARI et al., 2021; ALVES et al., 2023; AYDOGDU et al., 2019a, b;
ZHONGXING et al.,, 2021). Além disso, ligas metélicas foram pesquisadas para
utilizacdo em implantes e proteses 0sseas, devido sua notdria robustez mecénica.
Outros materiais, como resinas, grafeno, proteinas e alguns polimeros menos usuais,
também foram objetos de pesquisa, embora com menor expressividade. Isso pode
estar associado a menor oferta e disseminacao desses materiais.

As substancias adicionadas aos biomateriais 3D foram classificadas em
antimicrobianos comerciais, produtos naturais, compostos metalicos e outras
substancias. Entre todos os compostos testados, vancomicina, prata e suas
nanoparticulas foram os mais investigados. A pesquisa de biomateriais impressos
tridimensionalmente com vancomicina esta fortemente relacionada ao avanco da
resisténcia bacteriana, conforme evidenciado pelo preocupante aumento de infeccdes
provocadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (TURNER,
Nicholas A. et al., 2019). Ademais, a prata € um metal notoriamente reconhecido por
sua atividade antimicrobiana. Porém, devido seu potencial nocivo, nanoformulacdes
também sdo pensadas a fim de reduzir toxicidade e melhorar a entrega (DENG;
DENG; XIE, 2017; PUTRA et al.,, 2022). Outros compostos como gentamicina,
ciprofloxacino, peptideos e nanoparticulas de cobre também foram amplamente
explorados (DYDAK et al., 2018; KARAMAT-ULLAH et al., 2021; MAITY et al., 2021,
ZUNIGA, 2018). Ainda, outras substancias que nao foram classificadas entre
antimicrobianos comerciais, produtos naturais e compostos metalicos foram
agrupadas em outra categoria. Anti-inflamatérios, por exemplo, foram investigados
guanto seu potencial antimicrobiano (SHAH, Parth N et al., 2018; VIVERO-LOPEZ et
al., 2021; WANG, Hui et al., 2020). A dexametasona foi incorporada em prototipos 3D
de biovidro para aplicacdo ortopédica e demonstrou significativa atividade contra S.
aureus em testes in vivo (WANG, Hui et al., 2020).

De maneira favoravel, extensa investigacédo foi realizada quanto a variadas
substancias com potencial antimicrobiano. Entretanto, diferentes técnicas de
avaliacdo do espectro de atividade foram realizadas. Métodos como ensaio de halo
de inibicdo, concentracdo inibitéria minima, contagem de unidades formadoras de
colbnia, ensaios in vivo e ex vivo foram performados. Protocolos da CLSI (Clinical &

Laboratory Standards Institute) e EUCAST (European Committee on Antimicrobial
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Susceptibility Testing) e adaptacdes destas diretrizes laboratoriais foram utilizados
(ILHAN et al., 2020; REN et al., 2022). Porém, alguns artigos ndo especificaram o
protocolo utilizado, impondo entraves na reprodutibilidade do estudo. Dessa forma, a
falta de padronizacdo dos ensaios de investigacdo da atividade antimicrobiana
inviabilizou a comparacao de resultados, limitando o presente trabalho.

Os microrganismos testados contra biomateriais e dispositivos médicos 3D
abrangeram bactérias, fungos e virus. Notavelmente, as bactérias foram mais
exploradas, incluindo S. aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis e espécies resistentes a meticilina de S. aureus e S.
epidermidis. Entre os fungos e virus, Candida albicans e SARS-CoV-2 foram 0s mais
investigados, com 17 e 4 estudos, respectivamente (AFGHAH et al.,, 2020;
KARABULUT et al., 2023; PACHO et al., 2023; SULTAN et al., 2019; VANKOVA et
al., 2020; WELCH et al., 2021). Observa-se que investigacfes mais elaboradas foram
conduzidas para o reino protista, incluindo testes in vivo e ex vivo para avaliar o
potencial antimicrobiano de biomateriais e dispositivos 3D (CHEN, Xibao et al., 2019;
NINAN et al., 2021; VAN HENGEL, I. A.J. et al., 2020; VAN HENGEL, Ingmar A.J. et
al., 2017). No entanto, ndo foi observado o mesmo para fungos e virus, limitando-se
apenas a testes in vitro. Além disso, a reduzida variedade de espécies de fungos e
virus testados destaca uma lacuna na atencédo dada a esses patdégenos, sugerindo
que ha areas inexploradas nos estudos de biomateriais.

Através desta revisdo de literatura, foi possivel observar que biomateriais e
dispositivos médicos 3D sdo extensivamente investigados para aplicacbes em
engenharia de tecidos, medicina regenerativa, ortopedia, infeccbes associadas a
proteses e tratamento de tecidos infectados. Além disso, constatou-se que o material
influencia diretamente na aplicacdo do produto e no método de impressdo 3D
utilizado. A incorporacdo de substancias antimicrobianas também esta relacionada
com as metodologias de impresséao utilizadas e com as infec¢gdes objetos de estudo.
Por fim, tornou-se evidente a existéncia de areas carentes de investigacdo, como a
notavel escassez de biomateriais com propriedades antifingicas, indicando uma area
promissora de estudo para a prospeccdo de melhores cenarios no tratamento de
infecgbes microbianas.

Dessa forma, a revisao proporcionou suporte para o desenvolvimento de um

hidrogel imprimivel tridimensionalmente para o manejo tdpico da criptococose
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Hidrogel polimérico Impresséo 3D (extrusé@o de semissolido)

cutanea, uma das manifestacfes clinicas da infeccdo provocada por Cryptococcus
spp.. A inovadora aplicacdo da tecnologia de impressdo 3D neste estudo revela um
apelo cientifico e clinico no que diz respeito a terapéutica de uma infec¢éo fingica que
acomete tanto individuos imunossuprimidos quanto imunocompetentes. Ademais,
nota-se que, até o presente momento, ndo ha disponibilidade de uma abordagem
tdpica no esquema terapéutico vigente. Nesse sentido, a impressédo 3D demonstra ser
uma ferramenta interessante na producao de formas farmacéuticas personalizaveis e
que evitam a manipulagdo pelo paciente. Assim, o curativo é idealizado, fabricado e
entregue acabado — protegendo o produto final de manuseios inapropriados e
proporcionando a aplicacéo correta do protétipo sobre a ferida.

Apés a escolha minuciosa de polimeros naturais com adequada
biocompatibilidade e desempenho mecénico, conforme reconhecido em literatura,
realizou-se a preparacdo dos hidrogéis poliméricos. Posteriormente, procedeu-se
para a etapa de impresséao dos géis. A técnica de extrusdo de semissolidos foi utilizada
no presente estudo empregando uma impressora 3D Biotechnology Solutions
Genesis™ (Sao Paulo, Brasil). Para a obtencdo de maior dureza e resisténcia do
protétipo final, o hidrogel constituido de quitosana e alginato de sédio foi reticulado
fisicamente com solucdo aquosa de cloreto de célcio, em duas concentracdes, como
ilustrado na Figura 4. Dessa forma, trés sistemas de reticulacdo foram preparados:
sem reticulacdo e com reticulacdo (100 mM e 300 mM). Além disso, o antifingico
comercial cetoconazol foi adicionado a formulacdo, totalizando, finalmente, seis
sistemas: sem cetoconazol, trés niveis de reticulacdo e com cetoconazol, trés niveis

de reticulacéo.
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Hidrogel impresso e reticulado
em duas concentragdes

Figura 4. Representacao esquematica das etapas de obtencédo do hidrogel 3D
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A escolha do cetoconazol foi feita visando um tratamento acessivel em custo
para o sistema publico de saude, sugerindo o aprimoramento do regime terapéutico
vigente utilizando um farmaco ja comercializado e compreendido quanto ao seu perfil
de seguranca, espectro de atividade e utilizacdo. Ademais, o cetoconazol é
notoriamente empregado em dermatofitoses, infec¢des fungicas superficiais. Nesse
contexto, além da atividade anti-Cryptococcus neoformans corroborada no presente
estudo, sugere-se a potencial atividade do hidrogel desenvolvido contra outros
agentes de etiologia fangica.

Apos a determinacao do complexo polimérico e seus sistemas, procedeu-se a
caracterizacao fisico-quimica do hidrogel. Os ensaios reologicos evidenciaram o
comportamento previsto do material — um gel pseudoplastico que manifesta um
comportamento sélido em repouso, com um médulo elastico superior ao viscoso. Em
uma determinada tenséo de cisalhamento, observa-se um ponto de cruzamento, ou
crossover, no qual o médulo viscoso supera o elastico (G" > G') (AMORIM et al., 2021,
OHRLUND, 2018). Através de ensaios como curva de fluxo, varredura de amplitude e
varredura de frequéncia foi possivel determinar caracteristicas reolégicas do hidrogel
desenvolvido, bem como relacionar estas informacdes com a printabilidade do
material, averiguada previamente a reologia. O ensaio de varredura de frequéncia,
conduzido sob condi¢cBes de linearidade viscoelastica, mostrou que o médulo elastico
se sobressaiu 0 viscoso ao longo de todo experimento — indicando estabilidade da
matriz polimérica. Isto provavelmente esta relacionado com a formag&o de complexos
polieletrolitos que mantém as cadeias poliméricas firmes através de interacfes
eletrostaticas. Estes complexos ja sdo objeto de estudos para aplicacdes em liberacéo
modificada de farmacos e recuperacdo de tecidos (LI, Xiaoxia et al., 2009; MAIZ-
FERNANDEZ et al., 2021).

Através da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), foi possivel observar as bandas classicas dos polimeros naturais utilizados
neste estudo, assim como o efeito da reticulagéo iGnica nas cadeias poliméricas. Além
disso, um dos espectros de FTIR indicou a auséncia da banda caracteristica de um
dos polimeros, possivelmente devido a formacdo de complexos reticulante-farmaco
em altas concentragcbes do agente de reticulagdo. Ademais, a formacdo destes
complexos pode estar potencialmente envolvida na alteragéo da liberagéo do farmaco,

0 que requere avaliacbes futuras para a compreensdo deste comportamento e
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possiveis alternativas na mudanca deste perfil. A andlise termogravimétrica (TGA)
evidenciou que a reticulagcdo proporcionou maior estabilidade térmica para os
hidrogéis sem farmaco. No entanto, observou-se um comportamento oposto em
algumas faixas de temperatura para os hidrogéis com antifangico. Isso pode estar
relacionado a formacdo de complexos reticulante-farmaco, incorporados a malha
polimérica. Como resultado, a perda de agua é mais evidente e sua evaporacao mais
rapida em comparagdo aos géis puros. Entretanto, uma vez que toda a &gua foi
eliminada, nota-se que os hidrogéis com maior nivel de reticulagdo apresentam maior
estabilidade térmica, o que é esperado devido a presenca das interacfes ibnicas.

Quanto ao intumescimento dos hidrogéis, foi possivel observar menores niveis
de intumescimento para hidrogéis mais reticulados. Este fendbmeno ocorre devido a
formacao de pontos de reticulagcdo e menor capacidade de absorcdo de agua pela
rede polimérica devido ao menor espacamento entre as cadeias dos polimeros. Este
evento € bem descrito na literatura e, como esperado, foi relatado para os hidrogéis
com e sem farmaco (DING et al., 2020; KHAN; RANJHA, 2014; NASUTION et al.,
2022). No entanto, para 0s géis sem reticulacao, observou-se que aquele que continha
cetoconazol resistiu ao intumescimento por mais tempo do que o gel puro. Esse
evento pode estar relacionado a incorporacdo do antifUngico na rede polimérica,
intercalando-se entre as cadeias e provocando maior resisténcia ao inchamento.
Neste contexto, a reticulacéo pode afetar a liberacdo do cetoconazol, o que destaca a
necessidade de futuras investigacdes acerca do perfil de liberacdo do hidrogel
desenvolvido.

Visualizando a microarquitetura interna dos hidrogéis obtida por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV), observou-se que a reticulacéo e a adi¢do do farmaco
alteraram a estrutura do material. Os géis nao reticulados apresentaram
microestruturas ricas em poros, extremamente rugosas e interconectadas. No entanto,
0s géis reticulados exibiram menos rugosidade, poros e uma superficie que pode
sugerir maior fragilidade do material, tornando-o mais quebradico. Além disso, o gel
com farmaco e maior nivel de reticulacdo apresenta uma estrutura que se destaca
entre os demais materiais. Este fendmeno pode estar relacionado com a formacao de
complexos farmaco-reticulante, uma vez que essa estrutura ndo foi visualizada nos

demais hidrogéis.
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Quanto a atividade antifingica, realizou-se algumas modificagdes no protocolo
M44-A da CLSI, ndo padronizado para Cryptococcus spp. Dessa forma, utilizou-se
uma cepa ATCC (American Type Culture Collection) de Candida parapsilosis e um
isolado clinico de Candida albicans como controles do disco de antifungico e para fins
de comparacdo — uma vez que o protocolo é padronizado para estas espécies. De
maneira positiva, os hidrogéis contendo farmaco demonstraram notavel atividade
contra as cepas Cryptococcus neoformans var. neoformans (B3501, sorotipo D) e C.
neoformans var. grubii (H99, sorotipo A). No entanto, os hidrogéis puros nao
demonstraram atividade. Ademais, observou-se que durante o tempo de incubacao
utilizado (48 h) n&o foi observada diferenca visual no halo de inibicdo considerando a
reticulacdo dos géis. Este resultado demonstra que, apesar da reticulacdo
“‘encapsular’ o farmaco entre as cadeias poliméricas, sua liberagao ocorre em um
tempo de até 2 dias. Assim, o hidrogel desenvolvido no presente trabalho apresenta
potencial para aplicacdo no manejo tépico da criptococose cutanea.

Por fim, o ensaio de citotoxicidade demonstrou que o material desenvolvido néo
apresentou toxicidade contra a linhagem celular V79, modelo saudéavel de fibroblasto
pulmonar de hamster chinés (ONOT et al., 1991). Embora tenham sido observadas
diferencas por meio da analise estatistica (p<0,05), biomateriais sdo considerados
potencialmente toxicos pela ISO 10993-5 quando ha uma reducédo superior a 30% na
viabilidade celular (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2022), que
nao foi observada. As diferencas estatisticas podem estar relacionadas ao elevado
grau de inchamento, levando a remocao de nutrientes essenciais para a manutencao
celular e, consequentemente, reducdo da viabilidade. A formacdo de complexos
reticulante-farmaco é outro fator que pode estar envolvido na reducédo da viabilidade
celular. No entanto, maiores investigacdes precisam ser realizadas para compreender
o atual perfil de toxicidade do hidrogel. A utilizacdo de linhagens celulares epiteliais,
por exemplo, prospectaria de forma mais fidedigna o potencial de aplicagédo do
material — o tecido cutéaneo.

De maneira geral, o material demonstrou propriedades notaveis para aplicacao
em tecidos infectados por Cryptococcus neoformans. Investigacbes mais
aprofundadas como ensaios de liberacao, genotoxicidade, infec¢éo in vivo, avaliacéo

da atividade anti-biofilme e sua remoc¢é&o podem contribuir na comprovacao da eficacia
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do hidrogel para que, futuramente, estudos clinicos possam utilizar o biomaterial

antifangico desenvolvido neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, a revisdo sistematica apresentada neste trabalho relevou que as
principais aplicagbes de biomateriais 3D com atividade antimicrobiana abrangem a
regeneracdo de tecidos, ortopedia e revestimento de proteses. Os materiais
predominantemente estudados, tais como policaprolactona, acido polilatico, quitosana
e hidroxiapatita, destacaram-se pela incorporacdo eficiente de substancias
antimicrobianas como vancomicina, peptideos, prata e nanoparticulas. No entanto, as
investigacOes destes dispositivos concentraram-se principalmente no combate de
bactérias. Nesse contexto, destaca-se o hidrogel 3D aqui desenvolvido, cuja inovacao
se evidencia pela proposta de alternativas para a criptococose cutanea, infeccéo
fungica de dificil tratamento. Este biomaterial demonstrou bom desempenho de
impressdo, propriedade correlacionada de maneira interessante com seu
comportamento reoldgico. Ademais, as propriedades espectroscépicas e térmicas
evidenciaram o efeito da reticulacdo sobre o material, assim como o0 ensaio de
intumescimento, sugerindo potencial aplicacdo em sistemas de liberagdo modificada.
A incorporacao do imidazoélico ao hidrogel revelou uma atividade antifungica notével
frente as cepas de Cryptococcus neoformans. Adicionalmente, a biocompatibilidade
do material — observada para a linhagem celular V79, salienta uma caracteristica
fundamental no desenvolvimento de dispositivos médicos e biomateriais. Os
resultados encontrados delineiam n&o apenas o potencial terapéutico do hidrogel
desenvolvido, mas também indicam dire¢cdes promissoras para pesquisas no ambito
dos biomateriais fabricados por impresséo 3D. Neste sentido, investigacdes quanto a
liberacé@o do cetoconazol, perfil citotdxico frente a linhagem celular epitelial, atividade
anti-biofilme e sua remocdo e adesdo do biomaterial estabelecem perspectivas do

presente trabalho.
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