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RESUMO

InfecgBes fungicas representam um problema para a saude, especialmente devido
a resisténcia medicamentosa. Neste sentido, a adequacdo de biomateriais biocompativeis
e biodegradaveis capazes de carrear farmacos sdo uma alternativa promissora. Hidrogéis
sdo reconhecidos carreadores de farmacos capazes de interagir com o ambiente biologico
promovendo adesdo e crescimento celular. A aplicacdo de hidrogéis como tinta de
impressdo 3D apresenta uma alternativa de tratamento personalizavel, além de apresentar
aumento da superficie de contato e liberacdo de farmaco através dos arcabougos
projetados. Com esta finalidade, foram desenvolvidos hidrogéis a base de quitosana e
gelatina com incorporacéo de liquidos i6nicos contendo fluconazol, para impressdo 3D,
visando uma alternativa ao tratamento de infeccdes fungicas provocadas por Candida
Albicans. Os hidrogéis foram impressos por manufatura aditiva de semissolidos
(impressdo 3D SSE) e reticulados com genipina para melhoria das propriedades
mecanicas. A caracterizagdo reoldgica realizada por ensaios de curva de fluxo e reologia
oscilatéria demonstrou que os hidrogéis possuem perfil pseudoplastico e tixotrépico. Os
espectros de FTIR-ATR n&o demonstraram bandas relacionadas a reticulagdo covalente
dos hidrogéis com genipina, porém através da deconvolucdo das bandas referentes a
aminas secundarias e amidas, foi possivel averiguar que quanto maior a razdo entre as
areas, maior a reticulacdo obtida. A reticulacdo com genipina e acarretou em aumento da
temperatura para a transicdo vitrea (Tg) dos hidrogéis, enquanto que a adi¢éo de liquidos
ibnicos promove o decréscimo da Tg. A adigdo de liquidos idnicos altera as interaces
existentes entre a matriz polimérica e o reticulante, promovendo interferéncias no grau de
reticulacdo. Os hidrogéis demonstraram menor grau de inchamento quanto maior a
adicdo de genipina, porém, maior estabilidade durante o ensaio. J& a presenga do liquido
iGnico incrementou o grau de intumescimento e reduziu a estabilidade em meio aquoso.
O ensaio mecénico de compressdao demonstrou que a adigdo de genipina promoveu
melhoria das caracteristicas mecanicas do hidrogel. Quanto aos ensaios antimicrobianos,
hidrogéis contendo genipina demostraram interessante resultado frente a Candida
albicans, impedindo seu crescimento em sua superficie, enquanto que a adi¢éo de liquidos
ibnicos demonstrou a inibicdo do crescimento fangico através da formacdo de halos. A
adicdo de genipina promoveu melhor viabilidade celular na superficie dos hidrogéis,
enquanto que, a adi¢do de liquidos i6nicos, diminui a viabilidade. Contudo, a impresséo
3D de hidrogéis a base de quitosana e gelatina com incorporacdo de liquidos iénicos e
reticulados por genipina se apresenta como uma alternativa para o tratamento de infec¢oes
fungicas ocasionadas por C. albicans.

Palavras chave: Impressdo 3D, Hidrogéis, Quitosana, Gelatina, Genipina, Liquidos
iénicos.



ABSTRACT

Fungal infections represent a health problem, especially due to drug resistance. In
this sense, the suitability of biocompatible and biodegradable biomaterials capable of
carrying drugs is a promising alternative. Hydrogels are recognized drug carriers capable
of interacting with the biological environment, promoting cell adhesion and growth.
Applying hydrogels as 3D printing ink presents a customizable treatment alternative, as
well as increased contact surface area and drug release through designed scaffolds. With
this purpose, hydrogels based on chitosan and gelatin with the incorporation of ionic
liquids containing fluconazole were developed for 3D printing, aiming at an alternative
to the treatment of fungal infections caused by Candida Albicans. The hydrogels were
printed by additive semisolids (3D SSE) manufacturing and crosslinked with genipin to
improve mechanical properties. Rheological characterization performed by flow curve
and oscillatory rheology tests demonstrated that the hydrogels have a pseudoplastic and
thixotropic profile. FTIR-ATR spectra did not show bands related to the covalent
crosslinking of hydrogels with genipin, however, through deconvolution of bands related
to secondary amines and amides, it was possible to ascertain that the higher the ratio
between the areas, the greater the crosslinking obtained. Crosslinking with genipin
increased the glass transition temperature (Tg) of the hydrogels, while the addition of
ionic liquids promoted a lower Tg. Adding ionic liquids alters the interactions between
the polymeric matrix and the crosslinking agent, promoting changes in the degree of
crosslinking. The hydrogels showed a lower degree of swelling with higher genipin
addition; however, they had greater durability in PBS medium. Hydrogels containing
ionic liquids showed a higher degree of swelling and lower durability in PBS medium.
The compression mechanical test demonstrated that the addition of genipin improved the
mechanical characteristics of the hydrogel, as well as the ionic interactions between the
ionic liquids and the hydrogel. Hydrogels containing genipin showed interesting results
against Candida albicans, preventing its growth on the surface, while the addition of ionic
liquids demonstrated inhibition of fungal growth through halo formation. The addition of
genipin promoted better cell viability on the surface of the hydrogels, whereas the
addition of ionic liquids decreased viability.

Keywords: 3D Printing, Hydrogels, Chitosan, Gelatin, Genipin, lonic Liquids.
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1. INTRODUCAO

Infecgbes fangicas sdo consideradas atualmente um grave problema de salde
publica, pois além de estarem aumentando no mundo, seu tratamento oferece resisténcia
as intervengds medicamentosas convencionais, devido a popularizacdo do uso de
medicamentos antineoplasicos e imunossupressores, além da utilizagdo de antibioticos
em larga escala e por longo periodo [1].

A Candida albicans se destaca como a espécie fangica de maior incidéncia em
infeccOes sistémicas no mundo, fato que ocorre devido ao seu alto fator de viruléncia,
provenientes da sua capacidade de formar biofilmes em superficies bidticas e abidticas, o
que promove resisténcia ao tratamento [2].

O desenvolvimento de um novo sistema de tratamento € necessario, visando obter
um combate eficiente a infeccdo fungica causada por Candida Albicans, através da
utilizacdo de novas tecnologias que proporcionam melhora aos tratamentos ja existentes.

Neste interim, a capacidade de imprimir estruturas tridimensionais customizaveis
colocou a impressdo 3D no cenario da engenharia de tecidos, permitindo a producédo de
suportes tridimensionais que auxiliam na proliferacéo e regeneracéo celular, reconstrucéo
tecidual, além de atuarem como carreadores de farmacos [3]. Os suportes projetados sao
chamados de andaimes ou arcaboucos e podem ser customizados em termos de forma,
dimensao e porosidade.

A impressdo de hidrogéis vem ganhando destaque devido a possibilidade de
fabricacdo de estruturas bioldgicas sintéticas em uma matriz tridimensional. Assim,
podem ser criados microambientes bioldgicos que podem facilitar as interagdes célula-
célula e célula-matriz. A grande vantagem da utilizacao de hidrogéis como material para
impressdo 3D ¢é a sua estrutura macromolecular, composta por cadeias poliméricas, que
possuem a propriedade de expandir seu volume quando imersos em agua, ndo se
dissolvendo devido a presenca de interacGes intermoleculares e/ou reticulagdes. Dessa
forma, sdo capazes de manter a estrutura do solvente em sua rede estrutural
tridimensional, o que também pode contribuir para o transporte de oxigénio e nutrientes
quando utilizados, por exemplo, na engenharia de tecidos [4].

A quitosana é um copolimero catiénico obtido através da hidrolise alcalina da
quitina extraida do exoesqueleto de crustaceos e insetos, sendo uma forma desacetilada
da quitina. A cadeia polimérica da quitosana € composta por dois mondmeros D-

glucosamina e N-acetil-D-glucosamina e sua cadeia apresenta grupos amino (-NH2) e
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hidroxila (-OH), que normalmente sdo utilizados para reagir com agentes reticulantes,
melhorando assim as propriedades mecéanicas da hidrogel de quitosana [5].

Outro polimero versétil é a gelatina, que € obtida através de processos que
envolvem a desnaturacdo do colageno, que ocorre atraves da clivagem acida ou basica de
ligacGes covalentes intermoleculares e intramoleculares. Devido a sua estrutura quimica,
numerosos grupos funcionais se apresentam disponiveis ao longo da cadeia da gelatina,
0 que permite que a molécula sofra funcionalizagdo, para o transporte de medicamento,
ou mesmo algo mais simples, como uma reacdo de reticulacdo, para melhorar as
propriedades mecanicas do material. Uma interessante estratégia de reticulacdo para
hidrogéis contendo quitosana e gelatina € a aplicacdo de genipina, biomolécula extraida
do jenipapo, que pode atuar como reticulante, pois tem a capacidade de se associar
covalentemente a grupamentos amino, aumentando assim a estabilidade e melhorando a
propriedades mecanicas do material [6].

O fluconazol é um farmaco ja utilizado para o tratamento de Candida albicans,
porém apresenta uma capacidade fungistatica, e ndo fungicida, o que pode proporcionar
ao fungo o desenvolvimento de maior resisténcia ao tratamento. Porém a adicdo de
fluconazol em liquidos i6nicos imidazolicos pode apresentar efeito sinérgico, capaz de
promover maior inibi¢do ao crescimento fangico [7].

Dentro desta perspectiva, pretende-se explorar o efeito da adicdo de de liquidos
ibnicos imidazolicos contendo fluconazol aos arcaboucos 3D formados por quitosana e
gelatina. Assim como explorar o potencial deste hidrogel como biomaterial para o

tratamento de infecgBes fangicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Infeccdes fungicas

Os fungos sd@o microrganismos eucarioticos, normalmente encontrados no meio
ambiente, mas também estdo presentes na microbiota de plantas, animais e seres
humanos, normalmente de forma inofensiva, porém podem se tornar patdgenos
oportunistas em certas condi¢es do meio [8].

As infec¢des causadas por fungos invasivos apresentam aumento em todo mundo,
este aumento, esta relacionado a maior resisténcia as drogas antimicrobianas existentes
além da popularizagdo do uso de medicamentos antineoplésicos e imunossupressores e
utilizacdo de antibidticos em larga escala e por longo periodo, o que pode tornar o
tratamento inefetivo [1].

No Brasil os 6bitos por infeccGes fungicas, seguem a tendéncia mundial de
crescimento, com o passar dos anos foi observado um caréter exponencial nos nimeros
registrados, de 1996 até 2021 foi registrado um total de 10.802 OGbitos, e s6 nos anos
de 2018 a 2021 foram registrados 1744 casos [9].

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) demonstram que doencas
infecciosas séo as principais causadoras de mortalidade e incapacidade no mundo, as
estimativas demonstram a ocorréncia de 4,95 milhdes de mortes anualmente [10]. O que
levou a mesma a publicar pela primeira em 2017 a lista de agentes bacterianos
multirresistentes, ja em 2022 a OMS publicou pela primeira vez a lista de fungos
patogénicos prioritarios e emergentes, entre os fungos de prioridade critica, pode-se
encontrar Cryptococcus neoformans, Candida auris, Candida albicans e Aspergillus
fumigatus. As infec¢des fangicas podem ser classificadas em quatro grupos: superficiais,

cutaneas, subcutaneas e sistémicas [11].

Candida albicans
O fungo Candida albicans, representado na Figura 1, é considerado atualmente a
causa mais comum de infec¢do flngica grave e a mais comum em hospitais, cerca de 70%
[12]. A maioria dessas infeccGes é causada por formagéo de um biofilme na superficie do
hospedeiro ou em implantes, o que acarreta em alta morbidade e mortalidade [13]. A
capacidade de formar biofilmes, junto a outros fatores de viruléncia, como a capacidade

de produzir enzimas que degradam tecidos e alterar sua forma de levedura para a forma
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de fungo filamentoso, se tornando mais invasiva, contribuem para este alto nimero de
casos [14].

A Candida albicans é uma levedura unicelular de reprodugdo assexuada
comumente presente na flora intestinal humana, podendo ser detectada na flora
gastrointestinal e na boca em cerca de 60% dos seres humanos saudaveis [15]. Podendo
apresentar varias morfologias, como, blastosporos, pseudo-hifas e hifas.

A parede celular da C. albicans é constituida de glucana, quitina e proteina. O que
diferencia uma levedura de sua hifa é a quantidade de quitina presente na parede celular,
ligeiramente maior na hifa do que na levedura [13]. Além de proteger a célula de
condigdes ambientais estressantes como desidratagdo e mudancas de temperatura a
membrana celular possui o papel de promover a comunica¢do da célula com o meio

externo.

Figura 1- Microscopia eletronica de varredura de biofilme formado por hifas maduras de C. albicans (Ramage et al.
2005)[16].

Apesar de ser encontrada de forma inofensiva no organismo se seres humanos
saudaveis a Candida albicans € uma levedura oportunista que pode causar infeccdes em
individuos imunocomprometidos, como no caso de pacientes em tratamento de cancer,
AIDS e pacientes transplantados [17]. Normalmente presente na forma de levedura no
organismo humano, a transicéo para forma de hifa, é o que est associada com sua forma
patogénica [13].

A candidiase invasiva é uma infecgcdo altamente mortal, apresentando taxas de
mortalidade entre 40 e 60% [18]. Podendo se manifestar de diversas formas, desde a

colonizagdo de mucosas, apresentando baixa gravidade, até a até a ocorréncia de
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infeccdes graves, sistémicas e mais profundas, instaladas normalmente na boca, vagina e
trato intestinal, afetando varios 6rgdos do corpo e causando uma gama de infeccdes
clinicas [19] [20].

Fluconazol

Drogas azolicas, como o fluconazol, que possui alta biodisponibilidade e baixo
efeito tdxico, sdo comumente utilizadas para o tratamento de infeccdes sistémicas
causadas por Candida albicans [21]. Essa categoria de antifungico surgiu no mercado na
década de 80, como uma alternativa para o tratamento de micoses invasivas [22].
A estrutura molecular dos antifungicos azdlicos é caracterizada pela presenca de um anel
pentagonal com trés atomos de carbono e dois &tomos de nitrogénio (imidazolicos), ou
dois carbonos e trés de nitrogénio (triazélico) [20]. A figura 2 demonstra a estrutura

molecular do fluconazol contendo dois anéis imidazoélicos.

Figura 2- Estrutura molecular do Fluconazol.
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O Fluconazol é obtido a partir da derivacdo de um alcool imidaz6lico, sendo
considerada uma uma molécula bitriazélica sintética, que possui acdo contra espécies de
Candida, Cryptococcus, Histoplasma e Paracoccidioides [23], [24]. Considerado um
antifingico de amplo espectro, o fluconazol atua interagindo com a 14-desmetilase,
enzima catalizadora da conversdo de lanosterol em ergosterol, inibindo assim, a
biossintese de ergosterol. Como o ergosterol € um importante componente da membrana
celular fungica sendo responsavel pela estabilidade, rigidez e resisténcia a estressores
fisicos [25], sua inibicdo permite uma maior permeabilidade na membrana, além de
prevenir a formagéo de leveduras [26].

Contudo, por ser uma droga fungistatica, o fluconazol ndo mata o fungo
patogénico, apenas inibe seu crescimento. Desta forma, é proporcionada uma
oportunidade ao fungo patdgeno desenvolver maior resisténcia ao medicamento. Outro

fator importante é sua solubilidade, a qual € dificultada em meio aquoso, afetando a
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biodisponibilidade e acdo do farmaco. Assim é importante se estudar novas formas de
aplicagéo do fluconazol, maneiras de promover sinergismo, aumentando a eficiéncia da

droga frente ao tratamento de tecidos mucocutaneos infectados [7].

Liquidos 16nicos

Como alternativa para superar as limitagdes existentes no emprego de fluconazol
no tratamento de infec¢Bes fungicas causadas por C. albican, Hennemann et al., (2022)
[27], propbs a utilizacdo de liquidos idnicos imidazdlicos em emulsdes de liberacdo do
farmaco. Os liquidos i6nicos atuam melhorando a solubilidade do fluconazol no meio,
além de aumentarem a sua liberacéo topica e transdérmica [28].

Os liquidos i6nicos sdo compostos idnicos que possuem um cétion organico e um
ion, orgénico ou inorganico, como demonstrado na Figura 3, podendo ser obtidos através
de uma reacdo de quaternizacdo e posterior troca idnica (apréticos) ou preparados por
neutralizacdo (proticos) [29],[30].

Descritos como sais organicos liquidos, os LI apresentam ponto de fusdo menor que
100°C, o que faz com que sejam encontrados em sua forma liquida na temperatura ambiente
[31],[32].

Figura 3- Estrutura molecular dos liquidos idnicos [C12MIM]Br e [C16MIM]Br.
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Em seu estudo Hennemann et al. (2022) observou que os liquidos i6nicos
propostos, chamados de [C12MIM]Br ou Eg e [C1sMIM]Br ou E1s, apresentam estrutura
similar a micelas quando submetidos a presenca do farmaco fluconazol, como mostrado
na Figura 4. Este formato ocorre devido as interacGes intermoleculares (ligacbes de
hidrogénio) presentes entre o fluconazol e as cabegas catidnicas dos LI. Curiosamente,
possivelmente devido a essas interacdes, emulsdes contendo LI apresentaram atividade

inibitdria superior a do fluconazol livre frente a C. albicans.
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Figura 4- Estrutura micelar dos liquidos iénicos com fluconazol [32]. Onde a) [C12MIM]Br ou Eg e b) [C16MIM]Br
ou Eis.

Hidrogéis

Por definicédo, segundo a International Union for Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), hidrogéis sédo redes poliméricas capazes de absorver uma grande quantidade de
agua [33].

Quando empregados na engenharia de tecidos, os hidrogéis sdo utilizados na
formulacdo de matrizes tridimensionais para o crescimento e multiplicacdo celular.
Através de seu ambiente tridimensional que possui propriedades mecanicas semelhantes
a de tecidos naturais, os hidrogeéis permitem que as células, ao se multiplicarem, formem
estruturas semelhantes aos tecidos ja existentes [34].

Esta aplicacdo é possivel devido a propriedade de grande destaque dos hidroggéis,
sua biocompatibilidade, que permite sua aplicacdo no tecido biol6gico sem desencadear
respostas imunologicas indesejaveis. Essa caracteristica permite que estes biomateriais
possuam ampla aplicacdo, tais como: curativos para feridas, carreadores de farmacos,
implantes e sistemas poliméricos injetaveis [35], [36].

Outra grande de vantagem de se empregar hidrogeis esta em sua estrutura

macromolecular. Por serem constituidos de cadeias poliméricas que possuem a
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propriedade de expandir seu volume quando imersos em agua, ndo se dissolvem devido
a presenca de interacGes intermoleculares e/ou reticulagdo. Desta forma, sdo capazes de
manter a estrutura do solvente em sua rede estrutural tridimensional, o que também pode
contribuir para o transporte de oxigénio e nutrientes quando sdo utilizados, por exemplo,
na engenharia de tecidos.

Quanto a preparagdo, podem ser obtidos a partir de polimeros sintéticos ou
naturais, fornecendo diferentes propriedades fisicas, quimicas e mecénicas. Os hidrogéis
de polimeros sintéticos permitem serem obtidos por processos quimicos controlaveis,
possibilitando uma producéo em larga escala mantendo as mesmas caracteristicas como
degradabilidade e propriedades mecanicas entre diferentes lotes. J& os hidrogéis de
polimeros naturais apresentam a vantagem de se assemelharem a constituintes organicos,
sendo biocompativeis e possibilitando interacGes celulares. Porém apresentam
desvantagens, como baixas propriedades mecanicas e alta variabilidade de composicao,

dependendo da fonte de extracdo [37], [38].

Quitosana

Dentre os polimeros de origem natural, destaca-se a quitosana, amplamente
aplicada na engenharia de tecidos, pode ser utilizada como matriz de liberagdo de
farmacos, material para fios cirtrgicos e na producdo de curativos para cicatrizacdo de
feridas. Essas aplicacbes sdo possiveis, devidas as caracteristicas como,
biocompatibilidade, atividade antimicrobiana, adesividade e capacidade hemostatica
[39][40].

A quitosana, é um copolimero catidnico, obtido atraves da hidrélise alcalina da
quitina, extraida do exoesqueleto de crustaceos e insetos, sendo assim uma forma
desacetilada da quitina. Sua cadeia polimérica é constituida por dois monémeros D-
glucosamina e N-acetil-D-Glicosamina ligados por uma ligagdo glicosidica p (1—4), que

formam um polissacarideo semicristalino, como mostra a Figura 5 [41],[42].

Figura 5-Estrutura quimica da quitosana .[43]
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O grau de desacetilacdo da quitina influencia diretamente na massa molecular e
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nas propriedades fisicas e quimicas que a quitosana pode apresentar.[44] O grau de
desacetilacdo varia entre 60 e 100, e a massa molecular, de 300 a 1000kDa, o que pode
alterar parametros como a solubilidade, reatividade em processos quimicos e 0s
comportamentos bioldgico, mecanico e reoldgico [45].

A quitosana € insoluvel em solucdes neutras e alcalinas, mas € sollivel em
solucBes de &cidos diluidos, como &cido acético e 4cido latico, devido a presenca de
grupos amina em sua estrutura. As aminas em pH acido, se apresentam protonados, as
cargas se repelem e as cadeias poliméricas se afastam, facilitando a solubilizacdo. Porém
em pH maior que 6 as aminas perdem seus prétons e a quitosana se torna insoluvel,
precipitando em solucdo [46], [44].

A presenca dos grupos amina na quitosana, ndo auxiliam apenas em sua
solubilizacdo, mas também podem contribuir na melhoria das propriedades mecanicas da
quitosana, consideradas baixas. A adicdo de outro polimero a quitosana, em uma blenda
polimérica, faz com que, as interacfes intermoleculares, que podem ser, tanto idnicas,
como covalentes, ou de menor energia, como ligagdes de hidrogénio, favorecam o
aumento de resisténcia mecanica [47],[48].

Outra forma de aumentar as propriedades mecanicas da quitosana ¢ através de ligacbes
covalentes ou interacdes idnicas de reticulacdo, onde a adi¢cdo de uma molécula, permiter

formar ligacdes cruzadas entre as cadeias poliméricas da quitosana [49] [50].

Gelatina
A gelatina, polimero natural de origem animal, mostrado na Figura 6, pode ser
obtida através de processos que envolvem a desnaturacdo do colageno, como a clivagem
acida ou bésica das li