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Resumo

A cicatrizagdo ¢ um processo natural do organismo que ¢ auxiliado pelo tratamento mais
convencional de feridas, nomeadamente pela utilizacdo de gazes, pensos, ligaduras e adesivos,
que protegem a ferida de contaminagdes externas. No entanto, a utilizagdo deste tipo de
tratamento ndo responde as necessidades particulares de cada doente, uma vez que ndo sdo
personalizaveis. Existem diferentes tipos de feridas e, portanto, ndo existe um penso que
consiga colmatar as necessidades de todos os doentes e os diferentes tipos de pensos que
existem também ndo conseguem responder a todos os requisitos necessarios para uma boa

cicatrizagdo.

A impressdo 3D ¢ uma tecnologia recente e inovadora que vem dar resposta as lacunas
presentes nos tratamentos convencionais de feridas, pois permite a produgdo de pensos com as
caracteristicas ideais para a promocdo da cicatrizagdo de feridas. Os pensos em 3D sdo
produzidos com biomateriais que sdo biocompativeis e permitem a veicula¢do de farmacos e
outros componentes ativos que vao atuar sinergicamente na cicatrizacdo de feridas. Em
particular, a producdo de pensos antimicrobianos em 3D contribui para a diminui¢do do
desenvolvimento de resisténcia aos antibacterianos atualmente utilizados, uma vez que os
tratamentos sdo direcionados para o local de acdo, diminuindo também os efeitos adversos

associados.

Os pensos antimicrobianos em 3D atualmente em estudo e abordados neste trabalho sdo obtidos
maioritariamente por extrusdo e atuam através da veiculagdo de farmacos antimicrobianos, de
metais ou nanoparticulas metéalicas ou de outros componentes ativos. Com o desenvolvimento
de resisténcias bacterianas aos antibacterianos atualmente em uso, torna-se pertinente a
utilizagdo de outros compostos com a¢do antibacteriana como ¢ o caso dos metais ou
nanoparticulas metalicas e de outros componentes ativos com acdo antimicrobiana, que

demonstram elevada importancia para aplicagdo na pratica clinica.

Assim, 0s pensos antimicrobianos impressos em 3D apresentam caracteristicas promissoras na
cicatrizagdo de feridas, possibilitando a personalizacao do tratamento e melhorando a qualidade

de vida do doente.

Palavras-chave: impressio 3D; pensos; antimicrobiano



Abstract

Healing is a natural process of the body that conventional treatments, such as gauze, dressings,
bandages, and adhesives, help support by protecting wounds from external contamination.
However, these traditional treatments are not customizable to the unique needs of each patient.
Different types of wounds require different care, and no single dressing can meet all these

diverse needs, making it challenging to achieve optimal healing.

3D printing technology offers an innovative solution to these gaps in conventional wound
treatments. This technology enables the production of customized dressings with ideal
characteristics for promoting wound healing. 3D-printed dressings, made from biocompatible
biomaterials, can deliver drugs and other active components directly to the wound, acting

synergistically to enhance healing.

The 3D antimicrobial dressings currently being studied and described in this study are mainly
produced by extrusion and act through the delivery of antimicrobial drugs, metals, metallic
nanoparticles, or other active components. With the rise of bacterial resistance to commonly
used antibacterials, alternative compounds with antimicrobial properties, such as metals and
metallic nanoparticles, are becoming increasingly important. These alternatives can effectively
target bacteria, demonstrating significant potential for application in clinical practice by

reducing resistance and minimizing adverse effects.

Thus, 3D-printed antimicrobial dressings present promising characteristics in wound healing,

enabling the personalization of treatment and improving the patient's quality of life.

Keywords: 3D printing; wound dressing; antimicrobial
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1. Introducao

A pele constitui a primeira barreira do organismo humano, protegendo-o face a agentes
agressores externos, como ¢ o caso das radiagdes, elevadas temperaturas ou até mesmo
infegcdes[1-3]. Assim, torna-se também um 6rgdo muito suscetivel a lesdes, dando origem a

feridas[1, 4, 5].

O tratamento de feridas ¢ uma area da satide com elevada relevancia, pois afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo e, se as feridas ndo estdo sujeitas ao tratamento adequado, podem
surgir complicagdes graves associadas[1, 4]. Sabe-se que as feridas representam um grave
problema para a satde humana, correspondendo a cerca de metade das despesas anuais em

saude no mundo[1, 4].

A cicatrizagdo ¢ um processo natural do organismo, que tem como objetivo manter a
integridade da pele e envolve quatro etapas, nomeadamente a hemostase, a inflamacdo, a
proliferacdo e a reparagdo celular[1, 3, 4]. O processo de cicatrizacdo inicia-se logo apds o
ocorréncia da lesdo, no entanto, quando uma ferida ¢ infetada por bactérias hd um
prolongamento da fase inflamatdria do processo de cicatrizagdo e a ferida entra num estado
inflamatorio crénico, que ndo cicatriza se o tratamento nao for direcionado[3, 6—8]. Assim, ¢
necessario recorrer a agentes antimicrobianos eficazes para promover a cicatrizacdo de

feridas[3, 6, 9].

Atualmente existem diferentes tipos de pensos disponiveis no mercado, de modo a
proporcionar a cicatrizagdo e a regeneracao cutanea e ir de encontro as especificagdes de cada
ferida, nomeadamente pensos de gaze, filme transparente, espuma, hidrogel, hidrocoloéides e
os bioativos[ 10, 11]. Os pensos em gaze permitem a absor¢ao de exsudados e adicionar outros
compostos diretamente na pele, como antibidticos, no entanto causam maceragdo da ferida
quando sdo trocados[10, 11]. J& os pensos em filme transparente permitem verificar o estado
da ferida sem remog¢ao dos mesmos, sdo permeaveis ao oxigénio e protegem contra bactérias,
no entanto apresentam capacidade limitada na absor¢ao de exsudados[10, 11]. Os pensos em
espuma apresentam elevada capacidade de absor¢do de exsudados, permitem a passagem de
oxigénio e o amortecimento e isolamento térmico do ambiente exterior, ndo sendo indicados
em feridas secas[10, 11]. J& os hidrogéis permitem manter o ambiente da ferida humido e sao
facilmente removidos, no entanto pela elevada permeabilidade podem originar proliferagao

bacteriana[10, 11]. Os hidrocoldides sdo constituidos por materiais coloidais, como a gelatina,
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que absorvem moderadamente os exsudados da ferida e formam um gel, permitindo as trocas
de agua e oxigénio[10, 11]. Para além disso, proporcionam isolamento térmico e um ambiente
himido para as feridas, permitem a remog¢@o sem dor e previnem a contaminagao bacteriana,
no entanto ndo estdo indicados em feridas infetadas, uma vez que apresentam propriedades
oclusivas[10, 11]. Por fim, os pensos bioativos sdo constituidos por biomateriais e apresentam
como caracteristicas a biocompatibilidade e biodegradabilidade, permitindo a veiculacdo de
componentes bioativos para acelerar a cicatrizagdo, no entanto podem originar resposta
imunologica[11]. Existe uma grande variedade de pensos, mas porque também existe uma
grande diversidade de tipos de feridas e, por isso, torna-se dificil encontrar uma solucao ideal
para todas, uma vez que existem, por exemplo, feridas mais secas e outras mais exsudativas e,
até a data, também ndo existe um tratamento de feridas que possua a capacidade de atuar em

todas as fases do processo de cicatrizacao[1, 5, 12].

Assim, tornou-se imprescindivel desenvolver um tratamento inovador que respondesse as
lacunas existentes no tratamento convencional de feridas, com o objetivo de procurar novas
abordagens e melhorar a eficacia das opgdes terapéuticas atualmente utilizadas[1, 5]. A
alternativa ao tratamento convencional de feridas sdo os pensos impressos em 3D, que
permitem uma utilizacdo por periodos prolongados, fornecem agdo bioldgica intrinseca, pela
capacidade de modificar a libertagdo de componentes bioativos, e possibilitam o transporte e
libertag@o de principios ativos[1, 4, 5]. Os pensos impressos em 3D foram desenvolvidos com
o intuito de colmatar as falhas dos tratamentos convencionais de feridas, recorrendo a matérias-
primas biocompativeis e a um design flexivel e respiravel, proporcionando as condigdes
adequadas para a cicatrizagdo mais rapida e de uma forma personalizada [1, 4, 5, 12]. Assim,
para ir de encontro a estes requisitos, os pensos impressos em 3D podem adquirir formatos de

hidrogel, espuma, filme transparente e scaffold[13].
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2. Objetivos

O objetivo desta monografia ¢ demonstrar como ¢ que as inovacgdes que a impressdo 3D
proporciona podem ser utilizadas na producdo de pensos antimicrobianos e as vantagens que
apresentam associadas para aplicagdo na pratica clinica. A singularidade desta tecnologia
permite responder positivamente as lacunas atualmente existentes nos tratamentos
convencionais para o tratamento de feridas, oferecendo uma alternativa terapéutica mais eficaz
e eficiente para estes doentes. Ao longo deste trabalho serdo referidos véarios estudos ja

realizados com resultados promissores nesta area.
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3. Métodos de pesquisa

A pesquisa para esta monografia foi realizada através de fontes bibliogréaficas digitais,
nomeadamente Science Direct € Pubmed, durante o periodo de Janeiro a Junho de 2024. Foram
selecionados artigos atuais, cujas datas de publicacdo encontram-se entre 2017 e 2024, uma

vez que a impressdo 3D aplicada aos pensos antimicrobianos € uma area recente.
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4. A impressao 3D na produc¢ao de pensos

A impressdo 3D ¢ uma tecnologia aditiva que permite produzir objetos fisicos, a partir de um
prototipo digital, com recurso a uma impressora especializada[14—16]. O processo de fabrico
propriamente dito ¢ a impressao por sobreposi¢ao, onde os materiais impressos sao adicionados
camada sobre camada, de acordo com o design pretendido e o tipo de impressio 3D

escolhido[1, 4, 14].

Dada a versatilidade da impressao 3D, ¢ possivel a producio de estruturas porosas a partir de
materiais biodegradaveis, bioabsorviveis e bioativos, que quando em contacto com a pele
permitem a prolifera¢do celular e a entrada de nutrientes e oxigénio, de forma a promover a
regeneragdo cutanea[4, 5]. Este tipo de estrutura porosa permite também a veiculagdo de
matérias-primas ativas, possibilitando a personalizacdo do tratamento[4, 5, 17, 18]. Assim,
torna-se numa ferramenta promissora para aplicagdo na impressdo 3D de pensos

antimicrobianos[4, 5, 17].

4.1. Métodos de impressdo 3D utilizados na producio pensos

Existem varios métodos de impressdo 3D, no entanto a finalidade do produto final produzido
e a escolha dos materiais e/ou matérias-primas ativas que constituem o penso vao determinar a
selecdo do método de impressao[1]. Os pensos podem ser impressos pelos métodos de sintese

a laser, jato a tinta, extrusdo e estereolitografia, que sdo descritos em seguida[19].

4.1.1 Sintese a laser

Esta técnica de bioimpressao recorre a um laser para fundir as matérias-primas e adiciona-las
gota a gota ao substrato pretendido, permitindo a formagao de uma camada ap6s arrefecimento

(Figura 1a)[1, 19].

Este método de impressao foi utilizado por Sorkio et al. na impressao de tecidos que mimetizam
a cornea, a partir de células estaminais humanas[20]. Os resultados demonstraram que a
estrutura produzida apresentava propriedades mecanicas adequadas e com caracteristicas muito

semelhantes aos tecidos nativos[20].
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4.1.2. Jato de tinta

Neste método o biomaterial estd sujeito a alteragdes térmicas ou piezoeléctricas e € depositado
gota a gota sobre um substrato, onde ird fundir-se espontaneamente, levando a formacao de

camadas (Figura 1b)[1, 19].

Este método de impressdo 3D foi utilizado por Duffy et al. na elaboracdo de um hidrogel
constituido por poli-¢-lisina e goma gelana para a substituicdo do tecido da coérnea[21]. O
objetivo deste hidrogel era oferecer uma alternativa terapéutica a estes doentes, uma vez que
ha escassez mundial nos bancos doadores de tecidos oculares[21]. Assim, a utilizagdo deste
método de impressdo para producdo de tecido da cérnea a base de hidrogel podera ser

potencialmente transferido para a producao de pensos 3D a base de hidrogel[21].

4.1.3. Extrusdo

Este método de impressao 3D recorre a tecnologia de modelagem por fusdo e depdsito, que
elabora as pegas por aquecimento e extrusao de polimeros termoplasticos, e a medida que o
material vai arrefecendo solidifica, formando uma camada sélida (Figura 1c)[4, 19]. Ha
possibilidade de movimentar o dispensador de matéria-prima ou a plataforma de produgao, de
acordo com as instrugdes fornecidas, para formar as camadas seguintes e dar a forma pretendida
a peca final[l, 19, 22]. Este método de impressdo tem vindo a ser o mais utilizado para

producdo de pensos 3D pela comunidade cientifica[5, 19].

Este método de impressao foi utilizado por Cui et al. na produg¢do de um penso 3D composto
por quitosano e glicerol, cujo objetivo era melhorar a cicatrizagao de feridas[13]. Os resultados
obtidos mostraram que era um penso facil de obter e com baixos custos, com viabilidade de
producdo e biocompatibilidade[13]. Para além disso, apresentava atividade antimicrobiana e
elevada capacidade de absor¢dao de exsudados, constituindo uma alternativa promissora para

uma melhor cicatrizacao de feridas infetadas[13].
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4.1.4. Estereolitografia

Este método de impressdo 3D recorre a fotopolimerizagdo de resinas liquidas, que solidificam
e formam uma camada[1, 4, 23]. A estrutura tridimensional ¢ construida segundo a incidéncia
do laser ultravioleta, que vai solidificando de acordo com o formato final pretendido (Figura
1d)[1, 4].

Este método de impressdo 3D foi utlizado por Tikhonov et al. na elaboragao de um hidrogel
constituido por diacrilato de polietilenoglicol veiculado com fosfato de calcio, cujo objetivo
era promover a regeneragdo do tecido 6sseo[24]. Este hidrogel apresentou uma estrutura porosa

e demonstrou propriedades elasticas, permitindo a sua utilizacdo no preenchimento dsseo[24].

biomaterial

Transdutor térmico ou
piezoleectrico

< Plataforma de matéria-prima

Plataforma de producdo

e .
_——  Objecto 3D

Plataforma

Filamento

) Extrusora

e Objecto 3D
e —

Plataforma de producdo

©) d)

Figura 1 — Métodos de impressdo 3D aplicados na impressao de pensos

a) Sintese a laser, b) Jato a tinta, ¢) Extrusao, d) Estereolitografia
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4.2.Vantagens e desvantagens dos métodos de impressio 3D utilizados na producio de

pensos

Dos método de impressao 3D mais utlizados na producdo de pensos salienta-se em primeiro
lugar o de extrusdo, constituindo 57% das impressoras 3D comercializadas em todo o mundo,
seguindo-se o de jato a tinta, que constitui o segundo método de impressao 3D mais utilizado,

com 10% da cota de mercado de impressoras 3D comercializadas mundialmente[5, 19].

A escolha do método a utilizar encontra-se relacionada com as caracteristicas dos materiais que
constituem o penso € com 0 objetivo terapéutico do mesmo[1]. Para além destes fatores
também as vantagens e desvantagens dos métodos em questdo devem ser tidas em conta
aquando da escolha do método de impressao[ 1]. Assim, os métodos de impressao 3D utilizados
na produgdo de pensos apresentam vantagens e desvantagens que se encontram sumarizadas

na tabela 1.
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Tabela 1 — Vantagens e desvantagens dos métodos de impressao 3D aplicados na produgio de pensos

Método de
impressio 3D

Vantagens

Desvantagens

Sintese a laser

Permite a utilizagdo de biomateriais com elevada viscosidade[19]
Observagdo em tempo real do produto a ser elaborado[5, 19]
Elevada resolug@o dos materiais impressos[5, 19, 23]

Elevada velocidade de impressao[5]

Nao ha risco de bloqueio do bocal durante a impressao[5, 19]

Maior consumo de tempo na preparagao da impressao[5, 23]

Mais dispendioso do que o método de jato a tinta ou extrusdo[5]

Jato a tinta

Boa relagdo custo-efetividade[4, 5, 19]
Elevada velocidade de impressao4, 5, 19]
Boa resolugdo dos materiais impressos[4, 5]

Permite a impressdo direta dos materiais[5]

Podem ser necessarios passos adicionais para obtengdo do produto final[5]
Bloqueio no bocal durante a impressao[19]

Limitagdo dos materiais a utilizar[19]

Rapidez na velocidade de produgao[5, 19]

Baixo custo[5]

Extrusao Baixo custo[5] Baixa resolugao[19]
Resolugdo dos produtos impressos media-alta[5, 23] Bloqueio no bocal durante a impressao[4, 19]
Versatilidade[19] Deformacao dos hidrogéis produzidos[19]
Flexibilidade[4]
Acessibilidade[19]
Capacidade de produzir estruturas em larga escala[4, 5, 19]
Estereolitografia | Elevada resolucdo dos materiais impressos[4, 5, 23] Apesar da velocidade rapida de produgdo, o produto final ¢ elaborado linha a

linha, o que o torna o processo demorado[19, 23]

Requer estruturas de suporte para evitar deformacdo do produto em
elaboragao[19]

Limitagdo aos materiais sensiveis a radiagdo ultravioleta[19]
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5. A impressao 3D de pensos antimicrobianos por extrusiao

De forma a promover uma melhor cicatrizacdo, o penso ideal devera promover a protecao da
ferida, ser biodegradavel e biocompativel, ndo ser toxico, ser permeavel ao oxigénio, ndo aderir
a ferida, possibilitando a sua remog¢ao sem dor, manter a hidratacdo da ferida e apresentar um
custo aceitavel[1, 5, 6]. A impressdo 3D vem dar resposta a estas exigéncias, possibilitando o
fabrico de pensos com diferentes formas, tamanhos, porosidade e a veiculacdo de matérias-
primas ativas, de acordo com a necessidades de cada doente[l, 5, 18, 25]. Esta tecnologia
permite também o ajuste da dose dos materiais utilizados e a possibilidade de conjugar uma ou

mais matérias-primas ativas, diminuindo assim o efeitos adversos associados[5].

A impressao 3D ¢ uma ferramenta promissora no fabrico de pensos personalizados e verificou-
se um elevado crescimento de interesse nesta area durante a ultima década[1, 15]. A escolha
do(s) polimero(s) ¢ muito importante para a impressdo 3D do penso, uma vez que vai
influenciar o método utilizado, o design e a atividade pretendida[1, 4]. Estes polimeros devem
ser biocompativeis e biodegradaveis, por isso sdo frequentemente utilizados os polimeros
naturais e sintéticos[ 1, 4, 26]. Os polimeros naturais sdo obtidos através de fontes naturais como
plantas, animais ou microrganismos € apresentam como caracteristicas principais a
biocompatibilidade, biodegradabilidade, sustentabilidade no abastecimento e apresentam
capacidade de mimetizar a matriz extracelular[27-29]. Os polimeros sintéticos sao sintetizados
quimicamente e apresentam a particularidade de mimetizar as propriedades mecénicas e fisicas

da pele, oferecendo versatilidade ao produto final produzido[27, 30].

A impressdao 3D permite a construcdo de estruturas biocompativeis que sdo essenciais para a
regeneragdo cutanea, como € o caso dos hidrogéis, que sdo constituido por uma estrutura
tridimensional de polimeros hidrofilicos[8, 19, 31, 32]. A estrutura do hidrogel permite
mimetizar a matriz extracelular dos tecidos, oferecendo um suporte para as células aderirem e
proliferarem e, assim, regenerar o tecido danificado[8, 31, 33]. Para além disso, o hidrogel
constitui uma barreira que protege a ferida dos contaminantes externos e de bactérias,
proporcionando um ambiente mais limpo de forma a facilitar a cicatrizagao[8, 31, 34]. Os
hidrogéis apresentam um papel muito importante na regeneragdo cutdnea uma vez que siao
biodegradaveis, biocompativeis, apresentam propriedades antibacterianas, absorvem os
exsudados das feridas, mantendo a humidade 6tima para a cicatrizagdo, ndo aderem a ferida e
apresentam uma estrutura mecanicamente flexivel[4, 8, 31, 32]. Com estas caracteristicas, 0s

hidrogéis apresentam um grande potencial na aplica¢do em feridas infetadas, uma vez que sao
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bem tolerados pelo organismo humano, diminuindo o risco de reagdes adversas ou

inflamatorias quando aplicados na pele[31, 32].

O processo de cicatrizagdo de uma ferida fica comprometido quando hé presenga de infecao
bacteriana[6, 9, 35]. Assim, se ndo for aplicado um tratamento antimicrobiano especifico pode
evoluir para uma infecdo grave, afetando inclusive 6rgdos internos, o que representa uma
ameaga para a saude publica[6, 9]. No entanto, a ampla utilizagdo de antibacterianos no
tratamento de infe¢des levou ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana a estes farmacos,

colocando em causa a efic4cia dos tratamentos antibacterianos implementados[6, 9, 35].

A impressdo 3D de pensos antimicrobianos permite a veiculagdo de fArmacos, mas também de
outras matérias-primas ativas, com a¢ao antimicrobiana, que vao atuar de forma direcionada e
eficaz na cicatrizagdo das feridas infetadas[4, 9, 18]. Assim, esta tecnologia responde
positivamente ao aumento da prevaléncia das feridas infetadas devido a resisténcia aos
antibioticos atualmente utilizados[4, 9, 36]. Hoje em dia ja existem estudos acerca de pensos
antimicrobianos impressos em 3D, verificando-se que a técnica mais descrita para impressao €
a de extrusao[5, 19]. Isto dever-se-a provavelmente ao facto desta técnica permitir a produgao
de pensos com flexibilidade, adaptando-se ao local de aplicagdo na pele, ¢ também possivel o
fabrico de produtos versateis, com formatos adequados as dimensdes da ferida e permite a
elaboracdo de produtos de resolucdo média-alta com um baixo custo[5, 19, 23]. Neste sentido
os estudos aqui apresentados recorrem ao método de impressdo 3D por extrusdo para a
elaboracdo de pensos, que se encontram sumarizados na Tabela 2 e serdo detalhados em

seguida.
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Tabela 2 — Pensos antimicrobianos impressos em 3D por extrusio

Polimeros Principios Activos Condicodes de preparacio Aplicacio Resultados Formato | Ref
Quitosano 2% | Lidocaina 10% Hidrogel 4:1 com 0,25 mm de altura Alivio de dor | Elevada absor¢do de exsudados Scaffold | [37]
m/v m/m e cicatrizagao

Velocidade de 6 mm/s, a 25 °C e 10,7- 15,1 psi Flexibilidade do penso e facil remogao
Pectina 2%
m/v A lidocaina foi adicionada a pectina, a Libertacdo rapida da lidocaina
temperatura ambiente com agitacdo magnética
durante 10 minutos
Alginato 5% Bacitracina 1,25 Velocidade de 20 mm/s Acdo Biocompatibilidade Hidrogel | [38]
m/v aditivado | mg/ml antimicrobiana
com Didmetro do bocal 0,410 mm Espectro de acdo para Staphylococcus
nanoparticulas aureus
de calcio
(1mg/ml) Liberta¢do mais rapida do principio ativo
quando o pH da pele ¢ mais alcalino
GeM 5% Ampicilina 0,1 Velocidade de impressdo 10 mm/s, 345 kPa Acao Biocompatibilidade Hidrogel | [39]
mg/ml antimicrobiana
Gelatina 11% Didmetro do bocal 0,164 mm, formando uma in vitro Espectro de acdo para Staphylococcus
camada com 0,2 mm de altura aureus e Escherichia coli quando o
PCL 5 mg/ml hidrogel ¢ veiculado com ampicilina
ouPES 5 Temperatura do polimero 28 °C
mg/ml
Foi adicionado um fotoiniciador ultra-violeta
durante 10 minutos a 0,25%
PCL I8es de zinco (10 e | Velocidade de impressdao 50 mm/s a 170 °C Inibigdo do Espectro de acgdo para Staphylococcus Scaffold | [40]
25% m/m), cobre crescimento aureus apenas para os pensos de PCL
(10 € 25% m/m) e bacteriano veiculado com prata (10%) ou cobre (10
prata (10% m/m) e 25%)
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seda (5%)

Queratina de

13 (5%)

Diametro do bocal de 18 G

e antioxidante

Espectro de acdo para Staphylococcus
aureus e Escherichia coli

Ensaios in vivo mostram um melhor
processo de cicatrizagdo

PDMS Nanoparticulas de Na impressdo 3D foi utilizada uma agulha com 20 | Inibicdo da Espectro de agdo para Staphylococcus Penso [41]
prata (0,5 e 2,5%) G de ponta plana e obtidos diferentes formatos de | adesdo e da aureus e Escherichia coli
penso. atividade
bacterianas
Por fim as amostras foram mergulhadas num Estudo in vivo demonstraram que as NP
recipiente com o 6leo de PMDS, com uma Ag a2,5% apresentam uma cicatrizagdo
viscosidade de 5 cSt, durante 18 horas mais rapida da ferida e uma maior
atividade antibacteriana
PCL 80% Lignina 10% Velocidade de impressao 10 mm/s a 60 °C Acgido Espectro de acdo para Staphylococcus Penso [42]
Curcuma 5% antioxidante e | aureus
D-pantenol 5% Diametro do bocal 0,5 mm antibacteriana
Biocompatibilidade, elevada proliferagdo
de fibroblastos e cicatrizagdo mais rapida
(in vivo)
Gelatina 30% | Mel de Manuka Velocidade de impressao 30 mm/s a 43 °C e 25 Acgido Espectro de acdo para Staphylococcus Hidrogel | [43]
Glicerina 8% 40% Psi antibacteriana | aureus, Staphylococcu epidermidis e
e antioxidante | Escherichia coli
Diametro do bocal de 0,28 mm
Hidrogel ¢ constituido por 3 camadas, 1 ¢ 3 com
gelatina e mel de manuka e a 2 s6 com gelatina,
obtendo uma concentragao final de mel de
manuka de 27%
Fibroina de Acido tanico 30% Velocidade de impressao 10 mm/s a 37 °C e 160 Acdo Biocompatibilidade Hidrogel | [44]
kPa antibacteriana

Legenda: GeM - Metacrilato de Gelatina, NP Ag — Nanoparticulas de Prata, PCL — policaprolactona, PES — polietersulfona, PDMS - polidimetilsiloxano
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5.1. Pensos 3D para a veiculacdo de fAarmacos antimicrobianos

Os farmacos antimicrobianos sdo amplamente utilizados na pratica clinica no tratamento de
infegcdes bacterianas, porém a prescricdo excessiva, a utilizagdo indevida e a propria evolugdo
genética das bactérias tem originado mecanismos de resisténcia, limitando a eficicia dos
tratamentos antimicrobianos atualmente utilizados[3, 6, 45]. Assim, a impressdo 3D de pensos
antimicrobianos com veiculacdo de firmacos permite a utilizacdo de sistemas de libertagao
direcionados para o local pretendido, o que possibilita uma maior concentra¢ao do farmaco por
um maior periodo de tempo, evitando assim toxicidade a nivel sistémico e proporcionando um

tratamento antimicrobiano eficaz[3, 6, 36].

Um exemplo de pensos 3D para a veiculagdo de farmacos foram produzidos por Long et al., os
autores desenvolveram um hidrogel a base de quitosano e pectina, veiculado com lidocaina de
libertagdo imediata[37]. O objetivo deste estudo era compreender a viabilidade e adequacao do
hidrogel a impressdo 3D, avaliar a libertagdo do farmaco in vitro e as interagdes moleculares
entre o hidrogel, o farmaco e o hospedeiro[37]. Este hidrogel foi obtido através do método de
extrusdo, que permite a incorporacdo de matérias-primas ativas sem recurso de calor, o que ¢
especialmente importante na utilizacdo de matérias-primas termosensiveis[37]. Os autores
escolheram dois polimeros pelas suas conhecidas propriedades, nomeadamente o quitosano
que ¢ um polimero natural com origem em crustaceos, como camarao, lagosta e caranguejo, ¢
biodegradavel, ndo toxico e biocompativel[6, 28, 37, 46]. Este polimero tem sido amplamente
estudado na prevencao do desenvolvimento de infecdo de feridas pelas suas propriedades
antibacterianas e antifungicas[28, 37, 46, 47]. O quitosano forma uma pelicula protetora que
previne infecdes, apresenta também a capacidade de estimular a producdo de fatores de
crescimento e a formag¢ao de novos vasos sanguineos, que sdo importantes na regeneragao dos
tecidos, auxiliando assim a cicatrizacdo[28, 37]. O segundo polimero escolhido foi a pectina
que ¢ também um polimero natural obtido através das paredes celulares de plantas, que
apresenta biocompatibilidade, mucoadesividade e uma boa capacidade de libertagdo de
matérias-primas ativas[26, 28, 37]. A pectina forma uma pelicula protetora na ferida, que a
protege de contaminantes externos, mas permitindo a entrada de oxigénio e nutrientes que
auxiliam na cicatrizacdao da ferida[28]. Tendo em conta as propriedades deste polimeros, os
resultados obtidos demonstraram que o hidrogel de quitosano e pectina produzido apresentava
uma boa capacidade de impressdo em 3D, mantendo a sua geometria e integridade mecéanica

apos o processo de extrusdo e liofilizagdo, verifica-se também uma elevada flexibilidade,
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permitindo atividade fisica e conforto durante o processo de recuperacao e um melhor contacto
com a ferida[37]. Os dados obtidos acerca do peso e dimensdo das amostras produzidas
confirmam a repetibilidade do processo de impressio 3D do hidrogel de quitosano e
pectina[37]. Foram produzidas amostras sem principio ativo e outras com a lidocaina a 10%,
permitindo comparar a estrutura obtida, ou seja, o hidrogel de quitosano e pectina com
lidocaina originou uma estrutura mais compacta com poros mais reduzidos e com menor
capacidade absor¢do de dgua, mas ainda assim com uma boa capacidade de reten¢do de dgua,
demonstrando a sua capacidade de absor¢do de exsudados nas feridas[37]. Relativamente a
adesdo do penso a pele, verificou-se que a for¢a de adesdo do hidrogel de quitosano e pectina
com lidocaina encontrava-se entre 86,5-126,9 g, indicando que o hidrogel apresenta uma boa
capacidade de fixacdo na pele, mas que pode ser facilmente removido sem causar danos nos
tecidos[37]. Durante os processos de encapsulamento, formac¢do do gel e liofilizagdo, o
processo de recristaliza¢do da lidocaina ¢ afetado, no entanto sem perder os grupos funcionais,
ou seja, mantém a atividade terapéutica anestésica quando veiculada no hidrogel de quitosano
e pectina[37]. A avaliagdo in vitro da libertagdo da lidocaina concluiu que a estrutura porosa do
hidrogel permite uma libertacdo rapida na primeira hora, proporcionando um alivio eficaz na
dor em feridas mais recentes, e uma libertacdo gradual nas 4 horas seguintes[37]. Devido a sua
termosensibilidade, o hidrogel quando entra em contacto com a pele (37 °C) ha uma quebra
parcial das ligagdes de hidrogénio entre o quitosano e a pectina, o que leva a dissolug¢do da
matriz do hidrogel, facilitando a sua remog¢do da pele, sem trauma ou dano[37]. Assim, o
hidrogel de quitosano e pectina veiculado com lidocaina impresso em 3D constitui uma
alternativa viavel e biocompativel com vantagens terapéuticas relativamente aos tratamentos
convencionais atualmente utlizados na cicatrizagdo de feridas[37]. Neste estudo, apesar de
serem referidas as propriedades antimicrobianas do quitosano, nao foram avaliadas nos

resultados obtidos[37].

Um outro exemplo recente de penso antimicrobiano impresso por 3D foi produzido por Huang
et al., os autores desenvolveram um penso de hidrogel a base de alginato com nanoparticulas
de calcio (NP Ca) para veicular bacitracina, cujo objetivo era verificar se o penso em condigdes
basicas (pH 7,4) se degradava mais rapidamente e, consequentemente, aumentava a libertacao
de farmaco[38]. O alginato ¢ um polimero natural que ¢ amplamente utilizado em impressao
3D e ¢ obtido essencialmente a partir de algas castanhas [30-32, 48]. Os hidrogéis de alginato
apresentam uma vasta aplicagdo na area biomédica uma vez que sdo hidrofilicos,

biodegradaveis e biocompativeis[2, 30-32, 48]. Estas caracteristicas permitem que o alginato
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seja utilizado de forma segura na pratica clinica, uma vez que minimiza os riscos de reacdes
adversas ou respostas imunologicas associadas[30-32]. Para além disso, os hidrogéis de
alginato permitem o ajuste das propriedades mecanicas, oferecendo versatilidade na estrutura
a ser produzida[30-32]. As NP Ca foram também testadas como potenciais constituintes de
hidrogéis de alginato impressos em 3D, destinados a veicula¢do de farmacos antimicrobianos
para o tratamento de feridas, de forma a modular a libertacdo de farmaco de acordo com o pH
da pele[38]. Para além disso, as NP Ca tém sido alvo de alguns estudos por serem
biodegradaveis e biocompativeis, existindo inclusive alguns dispositivos constituidos por NP
Ca ja aprovados para utilizacdo na pratica clinica na reparagdo e regeneracdo 0ssea[38, 49]. As
NP Ca mantém-se estaveis em condic¢oes alcalinas, sem libertar os ides calcio[38]. No entanto,
0s 1des presentes no organismo como o potassio e o sddio vao substituir alguns dos ides célcio
presentes nos pensos de alginato, originando uma diminui¢do do nimero de ligagdes do
hidrogel, rapida degradagdo do penso e aumento da libertacao de farmaco[38]. Por outro lado,
em condi¢des acidicas as NP Ca libertam os ides célcio, que vao manter a estrutura do hidrogel,
reduzindo a sua degradagdo e, consequentemente, reduzindo a libertagdo de farmaco[38].
Verifica-se que a pele quando esta saudavel o pH encontra-se entre 5,4 € 5,6, no entanto, quando
a pele apresenta uma ferida infetada o pH aumenta para valores entre 7,15 e 8,9[38, 50]. As
bactérias elegem como pH 6timo valores superiores a 6, portanto quando o pH da pele aumenta
¢ um indicador de presenca de infecao[38, 50, 51]. Os ensaios para a avalia¢ao da libertagao
de farmaco realizados por Huang et al. utilizaram os pensos s6 com alginato e sem NP Ca como
grupo controlo[38]. Os resultados obtidos demonstraram que em todos os pensos os farmacos
apresentavam perfis de libertacao semelhantes, onde a taxa de libertagdo ¢ mais elevada durante
os primeiros dois dias e vai diminuindo ao longo do tempo[38]. Como esperado, ndo se
verificaram diferengas na libertacdo de farmacos nos diferentes valores de pH (5,4 ¢ 7,4)
quando o penso ¢ constituido apenas por alginato[38]. Por outro lado, quando os pensos sdao
constituidos por alginato ¢ NP Ca os valores de pH influenciam o perfil de libertagdo de
farmacos[38]. Em pH mais acidico verifica-se uma reducgdo da libertacdo de farmaco, que no
caso da rodamina € notavel visualmente pela menor intensidade da cor, quando comparada com
a libertagdo de fArmaco nos pensos constituidos por alginato ¢ NP Ca em pH alcalino[38].
Assim, ¢ possivel utilizar as NP Ca nos pensos de alginato quando queremos controlar a
libertagdo de matérias-primas ativas, como € o caso dos antimicrobianos[38]. De acordo com
a literatura, a concentragdo minima inibitéria (CMI) da bacitracina para Staphylococcus aureus
encontra-se entre 0,9-25 pg/mL e, de acordo com os dados obtidos, as concentracdes de

bacitracina libertadas ao longo do estudo encontram-se entre 3-20 ug/mL, ou seja, encontram-
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se dentro dos valores desejaveis para apresentar efeito antibacteriano[38]. Foram também
realizados testes antibacterianos utilizando as solugdes libertadas pelos pensos a pH 7,4 e
verificou-se que em todas, do dia 1 ao dia 6, ha uma reducao significativa da viabilidade da S.
aureus[38]. No entanto, as solu¢des analisadas do dia 7 ja ndo mostraram uma reducdo tao
significativa de S. aureus, mas pelo ajuste da frequéncia de troca de penso ¢ possivel manter a
eficacia terapéutica[38]. Assim, se a troca do penso for efetuada a cada trés dias ou entdo ajustar
a quantidade de bacitracina a ser veiculada no penso ¢ possivel garantir a eficdcia antibacteriana
para ir de encontro as necessidades do doente[38]. Por outro lado, a menor velocidade de
libertagdo de bacitracina do penso veiculado com NP Ca a pH 5,5 permite diminuir os efeitos
secundarios ¢ o risco de toxicidade associados a utilizagdo da bacitracina[38]. Este estudo
demonstrou o potencial de utilizacdo dos pensos impressos em 3D com alginato e NP Ca no
controlo da libertagao de fArmacos antimicrobianos, de acordo com o pH existente na pele[38].
Assim, numa ferida infetada, onde o pH ¢ mais alcalino, a libertacdo de farmaco ¢ mais rapida
comparativamente a velocidade de libertacdo de farmaco na pele saudavel, cujo pH ¢ mais
acidico, permitindo uma melhor eficicia e um tratamento de feridas infetadas mais

direcionado[38, 52].

O ultimo exemplo de pensos 3D com veiculagdo de farmacos antimicrobianos ¢ o de Mirek et
al., os autores desenvolveram um penso de hidrogel impresso em 3D a base de metacrilato de
gelatina (GeM) destinado a veiculacdo de ampicilina em microesferas de polimeros,
nomeadamente em PCL ou em PES[39]. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade de
impressdao desta tecnologia, a velocidade de libertacdo da ampicilina e as propriedades
antimicrobianas do hidrogel[39]. A gelatina é um polimero natural obtido pela hidrolise parcial
de colagénio, que se encontra em abundancia nos ossos, pele e musculos dos mamiferos[27,
39, 53, 54]. A gelatina constitui um polimero biocompativel, biodegradavel e apresenta uma
estrutura quimica que se assemelha a matriz extracelular, permitindo mimetizar a estrutura
natural dos tecidos do organismo humano[39, 53, 54]. No entanto, apresenta propriedades
mecanicas e térmicas débeis, o que dificulta a aplicagdo na pratica clinica[39, 53, 55, 56]. Desta
forma, foi produzida uma gelatina modificada com anidrido metacrilico, dando origem ao
GeM, de forma a colmatar as falhas presentes neste polimero[39, 55, 56]. Dos polimeros
selecionados para a veiculagdo de fairmacos em microesferas salienta-se a policaprolactona
(PCL), que ¢ um polimero sintético, semi-cristalino, biocompativel e biodegradavel,
apresentando também uma degradacgdo lenta in vivo, o que se traduz em vantagem quando ¢

necessario uma libertacdo modificada na formulacdo, e baixa adesdo as células, permitindo
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uma remoc¢ao do penso sem dor[10, 30, 40, 57]. O segundo polimero utilizados neste estudo na
veiculagdo de farmacos em microesferas foi a polietersulfona (PES), que constitui também um
polimero sintético biocompativel com caracteristicas hidrofobicas e estabilidade térmica,
apresentando elevada resisténcia e flexibilidade[58—60]. Os ensaios de biocompatibilidade
realizados por Mirek et al. demonstraram que os hidrogéis ndo apresentavam toxicidade para
as células, no entanto os hidrogéis com microsferas de PCL ou PES apresentavam maior
citocompatibilidade do que os hidrogéis sem microsferas[39]. Os ensaios para avaliar a
libertagdo do farmaco da matriz do hidrogel foram realizados com a rodamina como marcador
de substancia ativa, verificando-se que em todas as amostras a libertagdo do farmaco ¢ gradual,
o que vai de encontro as caracteristicas desejaveis para este tipo de sistema de libertagdao de
farmacos[39]. Os resultados demonstraram que o hidrogel com microesferas de PES apresenta
uma taxa de libertagdo mais rapida de rodamina, seguindo-se o hidrogel com microesferas de
PCL, com uma taxa duas vezes inferior, e por fim o hidrogel sem microesferas, com a taxa de
libertagdo mais lenta[39]. O hidrogel com microesferas de PES permite aumentar a quantidade
de rodamina libertada apds 24 horas, cuja concentragdo de equilibrio ¢ alcancada apods 5 horas,
comparativamente as restantes amostras em estudo, cuja concentragdo de equilibrio nio ¢
alcangada mesmo apds as 24 horas[39]. A atividade antimicrobiana foi avaliada com ampicilina
para S. aureus e Escherichia coli e os resultados obtidos demonstraram que todos os hidrogéis
veiculados com ampicilina, com e sem microsferas de polimeros, apresentavam maior
atividade antimicrobiana para S. aureus do que para E. coli [39]. Os resultados mostraram
também que o hidrogel com microesferas de PES apresentava uma maior atividade
antimicrobiana para E. coli, comparativamente as restantes amostras[39]. Estes resultados
estdo em concordancia com os dados obtidos na libertacdo de farmaco analisado anteriormente
com a rodamina, onde o hidrogel com microesferas de PES permite uma maior libertagdo de
substancia ativa e por isso hd uma maior agdo antimicrobiana[39]. Assim, este estudo traz uma
nova abordagem no fabrico de hidrogéis impressos em 3D com veiculagdo de farmacos
antimicrobianos, utilizando microesferas de PES[39]. Esta formulagdo apresenta um perfil de
libertagdo de farmaco adequado e com espectro de agdo para S. aureus e E. coli, o que ¢

vantajoso para aplicagdo na pratica clinica em feridas infetadas[39, 61].
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5.2. Pensos 3D para veiculacio de metais ou nanoparticulas metalicas

Com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos utilizados na
pratica clinica, torna-se pertinente a utilizagdo de outros principios-ativos com acao
antibacteriana como ¢ o caso dos ides metalicos[4, 35, 40]. Os ides metalicos podem ser
adicionados diretamente ao penso impresso em 3D ou entdo podem ser veiculados através de
nanoparticulas, constituindo uma ferramenta muito importante na prevengao e tratamento de
infecdes[8, 35, 62]. As nanoparticulas como apresentam um tamanho reduzido, constituem uma
boa relagdo entre a area de superficie e o respetivo volume, tornando-as mais eficazes mesmo
em baixas concentragdes[35, 62]. A atividade antibacteriana das nanoparticulas metalicas
ocorre através da formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e da quebra da parede
celular bacteriana[3, 31, 62]. Assim, as nanoparticulas metalicas conseguem ligar-se as enzimas
responsaveis pelo metabolismo bacteriano, inibindo a atividade respiratoria, e interceptam o
DNA bacteriano, impedindo a sua atividade metabolica[31, 35, 62]. As ERO conseguem
interromper a formacao do biofilme bacteriano, que constitui um dos principais mecanismos
que levam ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana [31, 63]. Os biofilmes sdo
comunidades de bactérias complexas e densamente compactadas, envolvidas por um composto
secretado pelas proprias bactérias constituido por proteinas e polissacaridos[10, 64]. Desta
forma, as ERO permitem a diminui¢@o da capacidade de desenvolvimento de mecanismos de

resisténcia bacteriana[31, 63].

Os principais ides metalicos com acdo antibacteriana utilizados na impressdo 3D de pensos
antimicrobianos sdo a prata, o cobre e o zinco[45, 65]. As nanoparticulas de prata (NP Ag)
apresentam elevada relevancia clinica pelo seu amplo espectro de acdo contra bactérias
patogénicas e reduzida toxicidade para as células humanas[5, 8, 49, 66]. As nanoparticulas de
cobre, a semelhanca das nanoparticulas de prata, apresentam atividade antibacteriana e
antifungica[45, 66, 67]. O zinco ¢ um composto metalico que sido alvo de alguns estudos pelas
suas propriedades demonstradas, nomeadamente, estabilidade quimica, biocompatibilidade,
atividade antimicrobiana para S. aureus e E. coli, baixo custo e ndo apresenta toxicidade para
o organismo humano[45, 68]. Para além disso, o zinco regula a migragdo dos queratindcitos e

da autofagocitose, que sdo cruciais para a cicatrizagdo de feridas[8, 45].

Um exemplo de penso 3D com veiculagdo de ides metalicos foi produzido por Muwaffak et
al., os autores desenvolveram por extrusdo um penso constituido por PCL e veiculado

separadamente com ides de zinco, cobre e prata[40]. Os resultados demonstraram que a
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libertacdo dos ides de prata foi mais rapida nas primeiras 24 horas (40,69 pg/mL), diminuindo
a velocidade nas horas seguintes, mas mantendo-se estavel até as 72 horas (44,53 pg/mL)[40].
Esta concentracao corresponde ao dobro da CMI e da concentragdo minima bactericida (CMB)
para os ides prata para S. aureus (22,083 pg/mL) descrita na literatura, evidenciando as
propriedades antimicrobianas para esta estirpe do penso em estudo[40]. J4 os ides de zinco e
cobre seguiram o mesmo perfil, no entanto a velocidade de libertagdo inicial foi mais reduzida
que a dos ides de prata[40]. A velocidade de libertacdo do cobre a 10% foi de 17,756 pg/mL
enquanto que a 25% foi de 26,634 pug/mL e, de acordo com a literatura, a CMI e a CMB para
o cobre contra S. aureus encontra-se entre 3 e 40 pg/mL, portanto o cobre também contribuiu
com atividade antibacteriana contra esta estirpe[40]. Relativamente ao zinco as concentragdes
detetadas ndo atingiram as CMI descritas na literatura contra S. aureu[40]. E a matriz de PCL
que permite este tipo de libertacdo dos ides e constitui uma estratégia para a inibi¢do do
crescimento bacteriano e eliminacdo das bactérias existentes na ferida, uma vez que a libertagao
dos ides ¢ gradual durante o tratamento[40]. Assim, verifica-se que os pensos de PCL veiculado
com prata (10%) ou cobre (10 e 25%) apresentam propriedades bactericidas contra S. aureus
que ¢ a principal bactéria causadora de infe¢cGes na pele. Este penso mostrou também
versatilidade nas formas e tamanhos que pode adquirir, permitindo a personalizacdo do
tratamento[40]. Assim, este estudo oferece duas estratégias de pensos impressos em 3D
constituidos por PCL no combate a infecdes bacterianas, tanto pela veiculagdo de ides de cobre
como pelos ides de prata[40]. Como a concentragdo de zinco detetada no estudo era inferior a
CMI descrita na literatura, significa que ¢ necessario ajustar a quantidade de zinco na
formulagdo, para garantir que a quantidade libertada atinge esse valor e seja possivel propor
uma nova alternativa de pensos antimicrobianos impressos em 3D para o tratamento de

feridas[40, 69].

Um outro exemplo recente de penso antimicrobiano impresso por 3D foi produzido por Shi et
al. os autores desenvolveram um penso em 3D de polidimetilsiloxano (PDMS) para veicular
NP Ag e 6leo de infusdo de PDMS, que demonstrou biocompatibilidade e permitiu a inibi¢ao
da adesdo e da atividade bacteriana, nomeadamente para E. coli e S. aureus, melhorando o
processo de cicatrizagdo de feridas[41]. O PDMS ¢ um polimero sintético, nomeadamente um
silicone, que apresenta elevada flexibilidade, baixo custo, propriedades hidrofobicas, nao-
toxicas e biodegradaveis, constituindo uma alternativa vidvel para a impressdo 3D de pensos
antimicrobianos[41, 70]. A introdug¢do do 6leo de infusdo de PDMS na impressao 3D do penso

tem como objetivo impedir a adesdo do penso a ferida, evitando assim a dor na troca do
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mesmo[41]. Os resultados obtidos por Shi et al. demonstraram que o penso apresentava boa
flexibilidade e uma distribui¢ao uniforme das NP Ag em toda a superficie do penso[41]. O ides
de prata foram rapidamente libertados da formulagdo com uma velocidade de libertacdo de
0,42 pg/mL no primeiro dia, mantendo a sua libertacdo mas de uma forma mais lenta pelo
menos até ao sétimo dia, demonstrando que a libertagdo dos ides de prata ¢ prolongada e
portanto, mantém a atividade antimicrobiana[41]. Os estudos de citotoxicidade efetuados numa
cultura de fibroblastos verificaram que o penso produzido, mesmo em concentragcdes mais
elevadas de NP Ag, ndo demonstrava citotoxicidade para as células[41]. Os ensaios efetuados
para avaliar a adesdo bacteriana revelaram que os pensos que apresentavam na sua composi¢ao
o Oleo de infusdo de PDMS tinham uma melhor capacidade de evitar a adesdo bacteriana,
nomeadamente E. coli e S. aureus, que sdo duas estirpes conhecidas pela sua resisténcia a
antibioticos[41]. Os pensos com uma maior concentragdo de NP Ag (2,5%) demonstraram uma
maior atividade antibacteriana contra E. coli ou S. aureus em ensaios in vitro[41]. Os estudos
in vivo em feridas infetadas de ratinhos comprovaram os resultados anteriores, apresentando
uma maior atividade antibacteriana no penso com uma maior concentragdo de NP Ag
(2,5%)[41]. Para além disso, promove também uma cicatriza¢do mais rapida da ferida e um
maior aumento de tecido epitelial e de granulagdo, comparativamente aos grupos controlo, o
que comprova o potencial desta formulacdo[41]. Assim, o penso em 3D com NP Ag
apresentado constitui uma alternativa a resisténcia bacteriana que existe atualmente aos
antibidticos, pois apresenta biocompatibilidade, espectro de agdo para E. coli e S. aureus e

melhora o processo de cicatrizagdo da ferida[41, 71].

5.3. Pensos 3D para veiculacio de outros componentes ativos

A resposta inicial do processo de cicatrizagdo ¢ a hemostase, cujo objetivo ¢ o desenvolvimento
de uma rede de fibrina, de forma a parar e/ou prevenir o sangramento da ferida[3, 8, 10]. Este
processo ¢ mediado pelas citocinas pré-inflamatorias que vao controlar o fluxo sanguineo
existente na zona da ferida e o processo de cicatrizacdo entra na fase inflamatdria, onde,
simultaneamente, sdo libertados linfocitos e macrofagos para prevenir e/ou combater a
infecdo[3, 6, 8]. Quando uma ferida apresenta uma fase inflamatéria prolongada ¢ considerada
uma ferida com inflamacdo cronica, o que dificulta o processo de cicatrizagdo[6, 8, 72]. A
inflamacao cronica das feridas € potenciada pela forma¢do de ERO por parte dos leucdcitos e

outras células pré-inflamatorias presentes no organismo humano(3, 6, 8, 72]. A produgdo em
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excesso de ERO bloqueia o balango celular de oxidacdo e redugdo, dando origem a danos na
matriz extracelular, infecdo e diminui¢do da velocidade da regeneracdo dos tecidos[3, 6, §].
Assim, a utilizagdo de agentes antioxidantes permite o controlo do stress oxidativo das feridas,

acelerando o processo de cicatrizacao[8, 42, 73].

Existem compostos antioxidantes presentes na natureza, como € o caso da curcuma e da lignina,
que apresentam simultaneamente atividade antimicrobiana[42, 74]. Neste sentido, Dominguez-
Robles et al. desenvolveram um penso impresso em 3D por extrusdo a base de lignina, curcuma
e D-pantenol combinado com PCL, com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade e as
propriedades antioxidantes e antimicrobianas da formulacdo[42]. A curcuma demonstra em
particular propriedades anti-inflamatorias, auxiliando também no processo de cicatrizagao[42,
51, 74, 75]. J& a lignina pode ser encontrada em plantas superiores € constitui o segundo
polimero mais abundante no planeta, depois da celulose, tornando-se um recurso interessante
para utilizacao por exemplo na area da biotecnologia, inclusive ja existem alguns estudos com
recurso a este polimero[42, 76, 77]. O D-pantenol promove a hidratagdo da pele, a proliferagao
dos fibroblastos € o aumento da regeneracdo e da diferenciagdo da epiderme, através do
aumento da sintese de lipidos[42, 73]. Os ensaios desenvolvidos por Dominguez-Robles et al
para avaliacdo das propriedades antioxidantes utilizaram o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
como agente oxidante e verificou-se que a formulacdo s6 com PCL reduzia em 27% a
concentragdo do DPPH apds 30 minutos, comparativamente a formulagdo com PCL e lignina
ou PCL, lignina e curcuma que reduzia em 71% e 74%, respetivamente apds 15 minutos[42].
Assim, confirmam-se as propriedades antioxidantes destes polimeros, tal como descrito na
literatura, apesar da presenga adicional da curcuma ndo apresentar diferengas
significativas[42]. Os ensaios de avaliacdo das propriedades antibacterianas dos pensos com
PCL, lignina, curcuma e D-pantenol foram realizados com inoculos S. aureus e verificou-se
uma reducdo da adesdo bacteriana apos 4 horas de 86,9% e apos 24 horas de 93,6%,
comparativamente ao grupo controlo composto apenas por PCL[42]. Estes resultados
encontram-se em conformidade com os dados descrito na literatura, o que demonstra o
potencial desta formulagdo em diminuir o aparecimento de complicagdes relacionados com
infe¢des persistentes no tratamento de feridas[42]. De acordo com a literatura um material ndo
apresenta citotoxicidade quando a viabilidade celular ¢ superior a 75%][42]. Os ensaios de
biocompatibilidade realizados demonstraram citocompatibilidade, baixa toxicidade e elevada
proliferacdo de fibroblastos, inclusive o penso com PCL, lignina, curcuma e D-pantenol

demonstrou uma percentagem de viabilidade celular de 147,09% apos trés dias de incubagao,
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comparativamente ao grupo controlo[42]. A avaliacdo da eficacia do penso no processo de
cicatrizagdo da ferida foi realizada in vivo em ratos albinos adultos e verificou-se que em todos
os grupos a ferida fechou completamente apds 13 dias de tratamento[42]. A avaliacdo do
processo de cicatrizagdo foi realizada em dois momentos, nomeadamente, apds 7 e 13 dias de
tratamento e os resultados demonstraram que o penso constituido por PCL, lignina, curcuma e
D-pantenol apresentou uma cicatrizagdo mais rapida comparativamente aos restantes pensos,
em ambos os momentos de avaliagdo[42]. Os resultados demonstraram também que os pensos
com curcuma na sua composi¢ao apresentavam uma cicatrizagdo mais rapida que os restantes
grupos, evidenciando o papel desta matéria-prima ativa na formulag¢ao[42]. Assim, verifica-se
que os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura e demonstram a vantagem do penso
na cicatriza¢do mais rapida da ferida[42]. Foram também realizadas andlises histologicas aos
tecidos que revelaram que o penso constituido por PCL, lignina, curcuma e D-pantenol
apresentou os melhores resultados no processo de cicatrizagdo, nomeadamente na formagao de
tecido epitelial, presenga reduzida de células inflamatorias infiltradas no tecido de granulagao,
presenga de fibroblastos no tecido de granulacdo e nos adjacentes e formagdo de novos
vasos[42]. Assim, verifica-se que esta formulagdo apresenta propriedades promissoras para
aplicacdo na pratica clinica em feridas infetadas, uma vez que demonstrou biocompatibilidade,
propriedades antioxidantes e antimicrobianas e uma cicatrizagdo mais rapida da ferida[42].
Para além disso, este estudo utilizou amostras in vivo para mostrar a evolucao do processo de
cicatrizagdo, 0 que constitui uma etapa adicional no processo de investigagdo

comparativamente a outros estudos apresentados[42].

Um outro exemplo de penso em 3D com propriedades antimicrobianas foi produzido por Brites
et al., os autores desenvolveram um hidrogel impresso em 3D a base de gelatina e mel de
manuka, cujo objetivo era avaliar a atividade antimicrobiana e as propriedades regeneradoras
desta formulag@o[43]. O mel de manuka ¢ produzido pelas abelhas, a partir do néctar da planta
Leptospermum scoparium, originaria da Nova Zelandia[43, 78—80]. O particular interesse neste
composto deve-se a atividade antimicrobiana e antioxidante demonstrada[79, 81, 82]. O
principal agente antimicrobiano presente no mel de manuka ¢ o metilglioxal, que vai interferir
com a morfologia e divisdo celular das bactérias, uma vez que consegue ligar-se a proteinas,
DNA e RNA, alterando a sua fun¢do[78, 83]. Para além disso, o mel de manuka contém
polifenois e flavondides o que confere as propriedades antioxidantes[78, 79, 81]. Os resultados
obtidos por Brites et al. demonstraram que a avaliacdo da CMI e da CMB do mel de manuka

apresentou efeitos bactericidas e bacteriostaticos face a S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
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E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Os valores obtidos para as CMI e para as CMB foram de
35,5%, a excecdo da CMI para S. aureus que apresentou um valor mais baixo, de 17,8%[43].
Para a avaliacdao da acc¢do antimicrobiana do hidrogel foram utilizadas concentragdes de 40%
e 27% de mel de manuka, apresentando, em ambos os casos, eficacia contra S. aureus, S.
epidermidis e E. coli, mostrando-se sem eficdcia contra P. aeruginosa[43]. Os ensaios de
citocompatibilidade in vitro demonstraram que o hidrogel com mel de manuka a 40% era toxico
para as células, reduzindo a viabilidade celular para 50-60%, cujo limite ¢ de 70%[43]. Ja o
hidrogel com mel de manuka a 27% nao demonstrou citotoxidade para as células, inclusive
aumentou em 20% a atividade metabolica celular dos fibroblastos, tornando-se uma alternativa
segura e eficaz[43]. Foram também realizados ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante
contra DPPH, utilizando o 4cido ascorbico como controlo positivo, demonstrando atividade
antioxidante semelhante[43]. Assim, este hidrogel de gelatina e mel de manuka apresenta
resultados promissores relativamente a atividade antimicrobiana e regeneracdo cutinea, no
entanto serdo necessarios mais estudos para justificar a ineficécia para P. aeruginosa, uma vez
que o mel de manuka quando utilizado isoladamente apresenta agdo contra esta bactéria[43,

84].

O ultimo exemplo a mencionar ¢ o penso 3D produzido por Jafari et al., os autores
desenvolveram um penso em 3D a base de fibroina de seda (FS) e queratina de 1a (QL)
interligadas com &cido tanico (AT), cujo proposito era avaliar o impacto na cicatrizacdo de
feridas[44]. A FS constitui uma proteina natural extraida do bicho-da-seda, que apresenta
elevada resisténcia mecanica, biocompatibilidade e elasticidade[85, 86]. Este composto atua
como base estrutural que facilita a adesdo e proliferagdo celular e permite o controlo dos
processos moleculares, como a regulacao de fatores de transcri¢do e a libertacao de fatores de
crescimento[86—88]. A QL ¢ uma proteina de origem animal que apresenta elevada capacidade
de ligacdo e proliferagdo celular[44, 89]. J& o AT é um composto natural obtido a partir de
plantas que apresenta propriedades antimicrobianas e antioxidantes[90-92]. Para além disso,
este composto ¢ biocompativel e atua como regenerador cutdneo e como agente ligante para
polimeros naturais[44, 90, 92]. Os resultados obtidos por Jafari et al. demonstraram capacidade
de reten¢do de 4gua do hidrogel com FS, QL e AT, comparativamente ao grupo controlo
constituido um hidrogel de FS e AT, tendo-se verificado que o primeiro apresentava uma taxa
de absor¢ao de agua 90% superior ao segundo[44]. Verificou-se assim que a QL que conferiu
a capacidade de absorcao de exsudados existentes nas feridas, permitindo um melhor processo

de cicatrizagdao[44]. No ensaio para a avaliagao das propriedades antioxidantes deste penso foi
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utilizado o DPPH e obteve-se uma taxa de sequestro de 84,4%, confirmando-se a acdo
antioxidante desta formulag¢ao[44]. Como a FS e a QL ndo apresentam acdo antioxidante
descrita na literatura, confirmou-se que foi o AT que concedeu esta propriedade[44]. A
atividade antibacteriana foi determinada face a S. aureus e para E. coli, demonstrando que
ambos os hidrogéis apresentavam ac¢ao antimicrobiana e de forma idéntica[44]. Como a FS ndo
apresenta acdo antimicrobiana descrita, as propriedades antimicrobianas foram conferidas
também pelo AT, que estd presente em ambos os hidrogéis[44]. J& os ensaios de
citocompatibilidade revelaram que o penso de FS e QL e AT ndo demonstrava citotoxicidade
para as células, promovendo a proliferacdo celular e elevada viabilidade celular (93,5%)[44].
Para avaliar o processo de cicatrizacdo in vivo foram utilizados ratos, cujos resultados
demonstraram que todos sobreviveram sem infe¢ao nas feridas[44]. No entanto, nos casos onde
foram aplicados o hidrogel de FS, QL e AT ou o hidrogel com FS e AT verificou-se uma melhor
cicatrizacdo, comparativamente ao grupo controlo apés 14 dias[44]. Assim, este hidrogel
demonstrou elevada capacidade na promocdo da cicatrizacdo de feridas in vivo, com
propriedades antibacterianas e antioxidantes e citocompatibilidade, o que sustenta a aplicagdo
na préatica clinica[44]. Este penso apresenta uma formulacdo que atua de forma sinérgica, no
entanto ¢ o TA que lhe confere as propriedades antioxidantes e antibacterianas que sdo cruciais

para a agdo terapéutica deste penso[44, 90].
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6. Diferentes tipologias de pensos 3D antimicrobianos obtidos por impressao

A impressdo 3D permite a obten¢do de pensos com estruturas variadas, permitindo ir de
encontro as necessidades da ferida e promover a cicatrizagao[ 1, 4, 5, 12]. A fase inicial da
produc¢do 3D do penso ¢ constituida pelo protétipo digital, que serd o molde para o fabrico do
penso, como podemos verificar na Figura 2 a) [37]. O exemplo da Figura 2 a) demonstra a
matriz utilizada para a elaboracdo de um hidrogel em scaffold e as Figuras 2 b) e ¢)
correspondem a estrutura 3D impressa do hidrogel[37]. Os pensos em formato scaffold
apresentam uma estrutura porosa, sendo possivel personalizar o tamanho dos respetivos poros,
sdo compativeis com a veiculagdo de diversos materiais, a estrutura em malha proporciona
entrada de oxigénio e o formato esponjoso possibilita a absor¢do de exsudados da ferida, ao

mesmo tempo que mantém um ambiente hiimido para a cicatrizagdo de feridas[8, 37].

a) b) c)

Figura 2 — a) Protdtipo digital de um penso 3D em scaffold, b) e ¢) Hidrogel em scaffold, adaptado de Long
et al.[37]

Os hidrogéis impressos em 3D sdo pensos com elevada importancia na pratica clinica porque
ao serem constituidos por cadeias hidrofilicas conseguem manter a humidade da ferida,
permitem a veiculagdo de substancias ativas e apresentam elevada elasticidade e capacidade

para absor¢do de exsudados[3, 52]. Os hidrogéis impressos em 3D podem ser constituidos por
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uma diversidade de polimeros, naturais ou sintéticos, na Figura 3 a) encontra-se um hidrogel
em 3D constituido por alginato, na Figura 3 b) encontra-se esquematizado o protétipo em 3D

do hidrogel de GeM e na Figura 3 c¢) encontra-se o hidrogel de GeM ja impresso em 3D[38,
39].
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Figura 3 — a) Hidrogel de alginato, b) Prototipo digital do hidrogel de GeM c) Hidrogel de GeM impresso em 3D,
adaptado de Huang et al. ¢ Mirek et al.[38], [39]

O ultimo exemplo de tipologia de pensos impressos em 3D referidos nos estudos anteriores foi
o penso propriamente dito, que podemos encontrar na Figura 4 e representa o penso em 3D de
PDMS para veicular NP Ag e dleo de infusdo de PDMS[41]. Este penso ¢ constituido por um

polimero hidrofobico, mas flexivel, por isso quando impresso em 3D origina este tipo de

penso[41].

a)

Figura 4 — a), b) e c) Penso em 3D constituido por polidimetilsiloxano, nanoparticulas de prata e 6leo de infusdo

de polidimetilsiloxano, adaptado de Shi et al.[41]
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7. Perspetivas futuras

Um dos grandes desafios na impressao 3D ¢ a avaliag@o dos riscos para a saude humana e para
o meio ambiente associados as propriedades ativas dos materiais utilizados na sua produgao|1,
5, 12]. Assim, a introdu¢@o desta nova tecnologia no mercado apresenta algumas dificuldades,
uma vez que as entidades reguladoras requerem dados adicionais acerca das matérias-primas
aplicadas[1, 12]. Para além disso, a entidade reguladora visa padronizar todo o processo de
impressao 3D, desde o prototipo digital ao produto final produzido, definindo as diretrizes
regulatorias e os respetivos sistemas de controlo de qualidade, de forma a garantir que o produto
final apresenta a qualidade e seguranca necessarias para o fim a que se destina[l, 12, 15].
Assim, apesar de todo este processo garantir a seguranga do doente, constitui também um

obstaculo ao desenvolvimento tecnologico na impressao 3D[1, 12].

A utiliza¢do de polimeros sintéticos na impressdo 3D de pensos antimicrobianos permite
mimetizar as propriedades mecanicas e fisicas da pele, possibilita a libertacdo controlada de
farmacos e oferece versatilidade ao produto final produzido[27]. Porém, os polimeros sintéticos
sd0 muitas vezes manuseados com solventes toxicos, cujas temperaturas de fusdo sdo
superiores a temperatura corporal, mantendo-os em contacto com o organismo durante o
tratamento[27]. Os polimeros sintéticos apresentam também algumas lacunas na integragao de
moléculas e/ou estruturas que mimetizem a atividade bioldgica das células, diminuindo a sua
biocompatibilidade[27, 28]. Para além disso, os polimeros sintéticos sdo constituidos por
plasticos termofixos e apresentam uma degradacao dificultada, mesmo apos a utilizagdo do
penso, dando origem a polui¢do ambiental[93, 94]. Assim, ¢ importante a escolha de materiais

sustentaveis que sejam seguros tanto para o doente como para o meio ambiente[93].

Ainda que a impressdo 3D constitua um grande avango tecnologico, ja ¢ possivel encontrar
novas atualizacdes a este método, designadas como impressdo 4D[1, 93-95]. Portanto, a
inovacao ¢ o facto de permitir que o produto final produzido em 3D seja dindmico, ou seja, que
consiga modificar a sua forma de acordo com um estimulo ambiental, como ¢ o caso da
temperatura, pH e/ou da luz[1, 3, 93, 94]. Assim, a particularidade da impressao 4D face a 3D
¢ a utilizacdo de biomateriais que possuem a capacidade de responder a estimulos celulares,
permitindo a adaptag@o do produto final produzido ao ambiente onde se encontra, devolvendo-

lhe as condi¢des necessarias para uma melhor cicatrizacao[ 1, 93, 94].
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8. Conclusao

O tratamento convencional utilizado para a cicatrizagdo de feridas pode ndo responder as
necessidades especificas do doente, uma vez que as feridas apresentam varios tamanhos,
formatos e diferentes estadios de gravidade. Assim, esta abordagem padronizada traduz-se
muitas das vezes num tratamento ineficaz. A impressao 3D de pensos vem dar uma resposta as
lacunas existentes no tratamento convencional utilizado para a cicatrizagdo de feridas. A
impressao 3D ¢ uma tecnologia singular, pois permite a adaptagdo das propriedades mecanicas
e fisicas do penso, proporcionando as condi¢des adequadas para as diferentes fases de
cicatrizagdo de feridas. Assim, € possivel produzir um penso personalizado que vai de encontro
as necessidades do doente, uma vez que € impresso com a estrutura, o tamanho e a composi¢ao

ideal para promover a cicatriza¢ao da ferida.

A impressdao 3D tem demonstrado ser uma ferramenta promissora e versatil, pois permite a
elaboracdo de um produto final, através de diferentes métodos e utilizando uma grande
variedade de materiais e principios ativos na sua construg¢do. Esta nova tecnologia permite a
producdo de pensos com sistemas de libertacio de matérias-primas ativas complexos e
personalizados, proporcionando melhores opgdes terapéuticas e de acordo com as necessidades

de cada doente.

O aumento da prevaléncia de feridas infetadas por bactérias multirresistentes tem sido alvo de
elevada preocupagdo por parte dos sistemas de satde, uma vez que a eficacia dos tratamentos
antimicrobianos usualmente prescritos se encontra diminuida. Assim, a impressdo 3D de
pensos com a possibilidade de veicular firmacos e outras matérias-primas ativas, controlando
a libertacdo dos mesmos, permite direcionar o tratamento e reduzir o desenvolvimento de
resisténcia aos antibioticos. Para além disso, os pensos impressos em 3D podem permitir uma
cicatriza¢do mais rapida, ao oferecer as condigdes ideais de cicatrizac¢do, e diminuir o risco de

novas infegoes.

Quando o tratamento de uma ferida infetada é personalizado, ¢ possivel obter uma melhor
eficdcia clinica, melhorando assim a qualidade de vida do doente e de uma forma mais
eficiente. Uma das grandes vantagens da impressdo 3D ¢ a nivel econémico, porque para além
de constituir um método de produgdo relativamente barato, com um tratamento personalizado
¢ possivel diminuir os custos associados, pela diminuicdo do desperdicio de tempo e de

recursos utilizados durante todo o processo.
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Foram referidos alguns estudos no ambito da impressdo 3D de pensos antimicrobianos para
veicular farmacos que apresentam um elevado potencial para aplicagdo na pratica clinica. Um
dos exemplos referidos foi o hidrogel desenvolvido por Long et al. composto por quitosano,
pectina e lidocaina que constitui uma alternativa vidvel e biocompativel com vantagens
terapéuticas relativamente aos tratamentos convencionais atualmente utlizados na cicatrizagao
de feridas. J& o hidrogel produzido por Huang et al. constituido por alginato, NP Ca e
bacitracina demonstrou um elevado potencial de utilizagdo no controlo da libertacdo de
farmacos antimicrobianos, de acordo com o pH existente na pele. Por fim, o hidrogel produzido
por Mirek et al. constituido por GeM e ampicilina veiculada em microesferas de PES permite

a libertagdo adequada da ampicilina, de forma a promover a eliminagdo de bactérias.

Foram também referidos alguns exemplos de impressdo 3D de pensos antimicrobianos para
veicular metais e nanoparticulas metalicas, nomeadamente Muwaffak et al. desenvolveu um
penso constituido por Huang e veiculado separadamente com ides de zinco, cobre e prata. Os
resultados demonstraram agdo antibacteriana nos pensos com veiculacdo de ides de cobre e de
prata. Um outro exemplo foi produzido por Shi et al. que desenvolveu um penso em 3D de
PDMS veiculado com NP Ag e 6leo de infusdo de PDMS, que demonstrou biocompatibilidade
e permitiu a inibi¢do da adesdo e da atividade bacteriana, melhorando o processo de

cicatrizagdo de feridas.

Os pensos em 3D com acdo antimicrobiana podem também veicular outros componentes
ativos, para além dos referidos anteriormente, salientando-se o penso 3D produzido por
Dominguez-Robles et al. constituido por lignina, curcuma, D-pantenol e PCL, que demonstrou
biocompatibilidade e propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Um outro exemplo de
penso em 3D foi produzido por Brites et al., que desenvolveram um hidrogel a base de gelatina
e mel de manuka, cujos resultados foram promissores relativamente a atividade antimicrobiana
e regeneragdo cutanea. Por fim, Jafari et al. desenvolveu um penso em 3D a base de FS e QL
interligadas com AT, cujos resultados demonstraram elevada capacidade de cicatrizagdo de

feridas in vivo, citocompatibilidade e propriedades antibacterianas e antioxidantes.
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