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The waiting drove me mad,

You're finally here and I'm a mess

| take your entrance back,

Can’t let you roam inside my head

| don't want to take what you can give,

| would rather starve than eat your bread

| would rather run but | can't walk,

Guess I'll lie alone, just like before

I’ll take the varmint’s path and | must refuse your test,
A-push me and | will resist

This behavior’s not unique,

| don't want to hear from those who know
They can buy but can't put on my clothes,

| don't want to limp for them to walk

Never would have known of me before,

| don't want to be held in your debt

And I'll pay it off in blood, let | be wed

And I'm already cut up and half dead,

I'll end up alone like | began

Everything has chains absolutely nothing’s changed
Take my hand, not my picture, spilled my tincture
| don't want to take what you can give

| would rather starve than eat your bread

All the things that others want for me

Can't buy what | want because its free

Can't be what you want because I'm

| ain't supposed to be just fun

Oh, to live and die, let it be done

| figure I'll be dammed, all alone like | began

It's your move now, | thought you were a friend
but | guess |, | guess | hate you

(Corduroy - Pearl Jam, Vitalogy, 1994)



RESUMO

O presente trabalho visou estudar a viabilidade de incorporacdo de agentes bioativos
em curativos poliméricos utilizando diéxido de carbono supercritico (COz). Foram
utilizados dois curativos comerciais: Foam Dressing (poliuretano) e Promogran®
(colageno e celulose regenerada oxidada). Como bioativos, foram testados o 6leo de
borage e o extrato de jambu. Foram realizados ensaios de sor¢cdo de CO; supercritico
nessas matrizes poliméricas sob diferentes condicdes, de modo a potencializar a
incorporagdo de agentes bioativos. Isto pode ser util para futuros trabalhos na area
de impregnacdo/deposicdo de agentes bioativos em curativos de espuma, ja que é o
primeiro estudo com estes tipos de material (curativos e bioativos) nestas condi¢des
experimentais. Os resultados mostraram que a melhor condi¢cdo de sor¢cdo para
ambos os polimeros foi obtida na temperatura de 308,15 K e densidade do CO; igual
a 850 kg.m3 O melhor rendimento de impregnacdo para o dleo de borage em
poliuretano (11,8 % m/m) ocorreu nessa mesma densidade do CO; e na temperatura
de 328,15 K. Para o extrato de jambu, o maior rendimento de incorporagao na matriz
de colageno e celulose ocorreu nas condicdes de melhor sor¢do e com adicdo de
etanol como cossolvente (6,4% m/m). Os resultados obtidos mostraram que a etapa
controladora do processo de impregnac¢do/deposicdo (SSI/SSD) é o equilibrio de fases
e apontam para a possivel viabilidade técnica da impregnacdo de bioativos de origem
natural em curativos poliméricos.

Palavras-chave: curativos poliméricos; sorcdo; impregnac¢do/deposicdo; CO;
supercritico; 6leo de borage; extrato de jambu



ABSTRACT

The present work aimed to study the feasibility of incorporation of bioactive agents
into polymeric dressings using supercritical carbon dioxide (CO3). Two commercial
dressings were investigated: Foam Dressing (polyurethane) and Promogran®
(collagen and oxidized regenerated cellulose). The bioactives investigated were
borage oil and jambu extract. Assays of supercritical CO, sorption into these
polymeric dressings were carried out under different conditions in order to enhance
the incorporation of these bioactive agents into the polymer matrices. This can be
useful for future works on impregnation/deposition area of bioactive agents in foam
dressings, since the study is the first one using these materials (dressings and
bioactives) at these experimental conditions. The results showed that the best
sorption condition for both polymers was obtained at 308 K and CO; density equal to
850 kg.m3. The best impregnation/deposition yield for borage oil and polyurethane
(11.8 % w/w) occurred also at this same CO; density and temperature at 328,15 K. In
the case of jambu extract, the highest incorporation yield into the collagen and
cellulose matrix occurred under the conditions of highest sorption with the addition
of ethanol as a cosolvent (6,4 % w/w). The results showed that SSI/SSD is controlled
by phase equilibrium phenomenon and point towards the technical feasibility of this
process.

Keywords: Polymeric Dressings; scCO; sorption; scCO, impregnation/deposition;
supercritical fluid technology; borage oil; jambu extract
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1.1 Introdugao

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo cerca de
16% do peso corporal (BLANES, 2004). Apresenta natureza multifuncional, complexa,
estrutura resistente, flexivel e bastante impermedvel (ANDREU et al., 2015). A pele
protege o organismo contra agentes fisicos (protecdo contra agressGes mecanicas
medidas pela deformacdo reversivel de sua estrutura), quimicos e patogénicos

(BOROIJEVIC; SERRICELLA, 1999).

Ao sofrer qualquer tipo de injuria ou ferimento, a pele promove uma cascata de
eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a
reconstituicdo tecidual. Esta reconstituicdo tecidual ou cicatrizacdo consiste em um
processo dindmico, continuo, complexo e interdependente, composto por uma série de
fases sobrepostas, que depende de varios fatores como: localizagdo anatémica, idade,
mobilidade, tipo de pele, raca, técnica cirdrgica utilizada, estado nutricional e
imunoldgico, doencgas associadas (como diabetes) e uso de medicamentos (BLANES,

2004; FARSAEI et al., 2012; MANDELBAUM et al., 2003).

Muitos artificios sdo utilizados para a aceleracdo do processo de cicatrizagdo ou
regeneracdo de tecidos e a escolha adequada do método depende de aspectos
econdmicos, sociais e condicdes clinicas do paciente (idade, estado nutricional,
imobilidade e vascularizacdo). O uso de curativos poliméricos modernos é uma das
abordagens mais utilizadas e constitui um importante segmento do mercado médico-

farmacéutico mundial (BOATENG et al., 2008).

Curativos sdo usados como auxiliares na regeneracao e reparacdo de tecidos
durante o processo de cicatrizacdo e sua classificacdo baseia-se nos materiais que os
constituem. Varios polimeros sdao empregados para a producdo de curativos, entre os
guais, destacam-se acido hialuronico, alginato, gelatina, colageno, celulose, quitosana,
pectina e poliuretano. Curativos constituidos destes biomateriais auxiliam na renovacao
do tecido conjuntivo, atuam na protecdo (evitam proliferacdo microbiana e trauma) e
absorcdao de umidade da lesdo, além de facilitar a permeacgdao de vapor de agua

(BOATENG et al., 2008).
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Substancias bioativas ou APIs (Active Pharmaceutical Ingredients - Insumos
Farmacéuticos Ativos), que aceleram a cicatrizacdo, tais como antibiéticos, vitaminas,
fatores de crescimento, podem ser associados aos curativos poliméricos para melhorar
a biocompatibilidade e evitar processos inflamatdrios e/ou rejeigao (DIAS et al., 2013;

MOURA et al., 2013).

A incorporacao de bioativos aos curativos poliméricos pode ser realizada através
de diferentes processos. As técnicas tradicionais geralmente envolvem o uso de
solventes organicos, altas temperaturas, consumo de energia e mdultiplas etapas.
Embora apresentem baixo custo, ndo incorporam seletivamente os bioativos quando os
APIs estdo em mistura, extrato ou 6leo e podem deformar significativamente a estrutura
polimérica dos curativos (CHUNG et al. 2013; SHEN et al., 2016; SUBRAHMANYAM et al.,
2016). Além disso, esses tipos de processamento apresentam alguns desafios, como
heterogeneidade na incorporagdo dos APIs, dificuldade na remocao do solvente
organico da matriz polimérica e aumento de escala (DUARTE et al., 2013; IVANOVIC et
al., 2016; MEDEIROS et al., 2017).

O uso do CO; supercritico (scCO, — Supercritical CO;) no processo de
incorporagdao de substancias terapéuticas em biomateriais tem se revelado uma
alternativa vidvel aos processos tradicionais, pois utiliza condicbes brandas de
temperatura e oferece a possibilidade de esterilizacdo da matriz polimérica. Além disso,
o processo com CO; supercritico pode ser livre de solventes organicos, reprodutivel e
escalonavel (KNEZ et al., 2014; PERRUT e CLAVIER, 2003).

Tal processo permite preparar materiais com diferentes quantidades de
substancias bioativas e/ou extratos impregnados, bem como a obtencao de diferentes
taxas de liberacdo, através de manipulacdo de condicbes operacionais (BRAGA et al.,
2008; DIAS et al., 2011; YANEZ et al., 2011). No entanto, apesar de possuir inimeras
vantagens, o uso do scCO; também apresenta limitacdes, devido a sua incapacidade de
solubilizar moléculas de alta massa molar e/ou de natureza polar (BIERHALZ et al., 2014;
BUSH et al., 2007, CHAMPEAU et al., 2015a; NATU et al., 2008).

O rendimento final do processo de impregnac¢do/deposi¢cdo supercritica, no
entanto, depende das interacdes especificas existentes entre todos os materiais

envolvidos (polimero, bioativo e CO; supercritico), a exemplo da solubilidade do API e
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polimero no CO; supercritico, o coeficiente de particao do bioativo nas fases polimérica
e fluida e a resisténcia difusional no interior da matriz polimérica (AROSO et al., 2015;
BOULEDJOUIDIJA, 2016).

Nesse contexto, o agente bioativo a ser impregnado precisa apresentar
determinada solubilidade no fluido supercritico (no entanto, esta solubilidade ndo deve
ser muito elevada, pois o APl pode ser removido junto com o CO; na etapa de
despressurizacdo). Por outro lado, a matriz polimérica deve apresentar baixa ou
nenhuma solubilidade no gas denso, mas deve ter a capacidade de intumescer na
presenca do scCO; para facilitar a penetracdo da mistura (scCOz + API no polimero
(BRAGA et al., 2015; MUSTAPA et al., 2016).

Desta maneira, a mistura penetra na matriz polimérica, dilatando-a e facilitando
a dispersdo do API e sua deposicao apds a despressurizacao. Ao final do processo, a
matriz retorna as dimensd&es originais ou préximas as suas dimensdes iniciais (MUSTAPA
et al., 2016).

Este trabalho foi desenvolvido como parte de um projeto FTC/CAPES de
cooperacdo internacional entre Brasil (UFBA/UFPA) e Portugal (Universidade de
Coimbra), intitulado “Tecnologias supercriticas para o desenvolvimento de aplicacdes
farmacéuticas e cosméticas a base de polimeros naturais e de extratos vegetais
bioativos” e, propde a utilizacdo de CO; supercritico para a impregnag¢do/deposicdo de
APIs naturais em curativos poliméricos comerciais sintéticos e naturais. A escolha das
matrizes poliméricas estd relacionada com o aumento do potencial de mercado dos
curativos utilizados, bem como pelas caracteristicas dos materiais, a exemplo da
homogeneidade, quando comparadas aos materiais obtidos em laboratdrio. Os agentes
bioativos, 6leo de borage e extrato de jambu, foram escolhidos por serem utilizados na
medicina popular, apresentarem baixa toxicidade e potencialidade para aplicacbes na
industria farmacéutica.

Em termos de produto, a espuma de poliuretano (PU) é utilizada para ferimentos
abertos, com exsudagdao moderada e ndo infectados, ja que absorve o exsudato e tem a
vantagem de requerer trocas de curativos com menor frequéncia, uma vez que o
curativo nado é biodegradavel. Associado ao 6leo de borage, o curativo pode permitir a
remocdo e limpeza mais facil do tecido morto da ferida e, devido as propriedades

terapéuticas do 6leo, acelerar a cicatrizacdo e prevenir infecgdes. Oleos ricos em acidos
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graxos essenciais, como o 6leo de borage, sdo frequentemente utilizados para o tipo de
ferimento a que o curativo de poliuretano se propde e, também sdo usados, associados
a gaze (curativos simples, de baixo custo, passiveis de contaminacdo, com alta
aderéncia, que podem causar dor e inflamacdo ao ser removido).

Curativos de celulose e colageno sdo utilizados para ferimentos com exsudato
moderado, cronicos a exemplo de escaras e pé diabético, cirlrgicos ou queimaduras até
0 22 grau (queimaduras mais graves que podem deixar cicatriz). Sdo contraindicados
para ferimentos infeccionados e muito graves. Tem como grande vantagem serem
biodegraddveis e acelerarem a cicatrizacdo e como maior desvantagem o custo. Quando
associado ao extrato de jambu (obtido em etapa anterior do projeto FTC/CAPES), além
de acelerar a cicatrizagdo e prevenir infeccGes, o curativo pode apresentar efeito
anestésico e analgésico, com possibilidade de melhorar a qualidade do processo de

cicatrizagdo e promover mais conforto para o paciente.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Estudar a viabilidade técnica de impregnacdo/deposicdo de dleo de borage e do extrato

de jambu em curativos poliméricos comerciais usando CO; supercritico.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a capacidade de sorcdo de CO; supercritico em dois tipos de
curativos poliméricos comerciais, um sintético (poliuretano) e um natural
(colageno e celulose);

® Investigar os efeitos de pressdo, temperatura e densidade do CO; na
impregnacdo/deposicdo de APIs nas matrizes poliméricas escolhidas em termos
de rendimento;

e Caracterizar as matrizes poliméricas, antes e apds a sorcio e
impregnacdo/deposicdo, quanto a morfologia, porosidade, eficiéncia e

seletividade da impregnacdo/deposicdo supercritica.
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1.3 Estrutura do Trabalho

O presente trabalho é constituido por 5 capitulos. O primeiro capitulo é composto
por esta introdugdo e os objetivos do trabalho.

O Capitulo 2 consiste de uma revisao bibliografica referente ao tema. Inicialmente,
¢ feita uma breve descricao sobre a pele e o processo de cicatrizacao, tipos de curativos
e de alguns agentes bioativos naturais com possibilidade de associacdao com curativos.
A seguir, os métodos de incorporagdo de agentes bioativos sao rapidamente explicados.
Alguns detalhes sobre fluido supercritico e principais premissas do processo de
deposicdo/impregnacdo supercritica utilizando CO; supercritico e as interagGes entre os
componentes envolvidos neste processo, sdao abordados mais profundamente ao final
do capitulo.

O Capitulo 3 trata dos materiais e métodos utilizados no desenvolvimento do
trabalho experimental.

O Capitulo 4 trata dos resultados e da discussao em formato de dois artigos
publicados no periédico Journal of Supercritical Fluids e alguns resultados que nao
constam nestes artigos. O primeiro artigo intitulado “Effect of scCO, sorption capacity
on the total amount of borage oil loaded by scCO, impregnation/deposition into a
polyurethane-based wound dressing” aborda a interacdo entre o CO; supercritico e o
poliuretano, discutindo o processo de impregnacdo/deposicdo neste tipo de curativo. O
segundo artigo denominado “Supercritical solvent impregnation/deposition of
spilanthol-enriched extracts into a commercial collagen/cellulose-based wound
dressing” apresenta os resultados obtidos no processo de sor¢cdo de CO2 no curativo,
bem como na impregnacdo/deposicdo supercritica do extrato de Jambu obtido por
extragdo supercritica em uma etapa anterior a este estudo por outros membros da
equipe.

O Capitulo 5 apresenta as consideracdes finais, conclusdes e sugestdes para

trabalhos futuros.

As referéncias bibliograficas, os apéndices e o anexo sdo apresentados ao final da

tese.
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2. Introdugao

S3do apresentados neste capitulo, conceitos basicos relacionados a tese. Em
decorréncia do carater multidisciplinar do documento, alguns assuntos foram
brevemente abordados, para melhor entendimento e desenvolvimento do trabalho, a
exemplo da estrutura da pele e o processo de reparacdo desta ao sofrer uma lesdo, além

dos materiais utilizados na parte experimental do trabalho.

A seguir, é apresentada uma revisdo de literatura sobre o processo de
impregnacdo/deposicdo supercritica e fatores e fen6menos relacionados a este, ja que
tem despertado o interesse de pesquisadores e da industria, por apresentar algumas
vantagens e solucdes para problemas encontrados com a utilizacdo de técnicas

convencionais.

2.1 A Pele
2.1.1 Composi¢ao quimica e estrutura da pele

O tecido cutaneo é composto por cerca de 70% de agua; 27,5% de substancias
de origem proteica como aminoacidos e proteinas (elastina, colageno, melanina,
queratina, querato-hialina, enzimas e hormoénios) e outros componentes nitrogenados
(acidos nucleicos, glicoproteinas e acido hialurdnico). Os outros 2,5% s3ao compostos de

lipideos, glicosideos e sais minerais (CUNHA et al., 2011).

A pele é composta principalmente de duas camadas distintas: a epiderme,
camada mais superficial e a derme, que esta intimamente ligada a uma camada mais
interna formada por tecido adiposo e tecido conjuntivo frouxo, denominada de
hipoderme ou camada subcutanea (Figura 1A) (METCALFE; FERGUSON, 2007).

A epiderme possui uma estrutura constituida de diferentes camadas, formadas
principalmente por queratinécitos (células epiteliais), que sofrem diferenciacdo a
medida que se aproximam da superficie da pele (Figura 1B) (RIBEIRO, 2010). Dentre as
camadas da epiderme, a camada basal e a camada granulosa merecem destaque. As
principais fun¢des da camada basal sdo suportar mecanicamente a epiderme,
estabelecer contato com a derme e atuar como barreira e filtro seletivo (CUNHA et al.,

2011; RIBEIRO, 2010). A camada granulosa previne a desidratacdo das camadas da pele,
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forma barreira e oferece resisténcia a absor¢do percutanea (CUNHA et al., 2011;
RIBEIRO, 2010). Calcula-se que a epiderme humana se renove integralmente a cada 20
a 30 dias.

A derme é a camada mais profunda, altamente vascularizada, formada por tecido
conjuntivo — fibras colagenas e elasticas, glicosaminoglicanos e fibroblastos capazes de
produzir enzimas reparadoras como proteases e colagenases, que possuem papel
importante no processo de cicatrizacao (BLANES, 2004; RIBEIRO, 2010).

O dano ou perda da integridade da pele causados por feridas podem prejudicar
as suas funcOes em variadas extensdes, que vdo desde incapacidade até a morte
(ZHONG et al., 2010). Os tipos de feridas e o processo de cicatrizacdo serdo vistos mais

detalhadamente nas se¢des seguintes.

2.2 Feridas e o processo de cicatrizagao

“Feridas ou ferimentos” podem ser definidos como o resultado da ruptura
anatémica e funcional da pele. Em geral, sdo consequéncias de uma agressdo causada
por qualquer trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afeccdo
clinica, que interrompe a continuidade de um tecido corpéreo e aciona o sistema
imunoldgico para a protecao contra infecgdes causadas por microrganismos (BLANES,

2004; BOATENG; CATANZANO, 2015; EHRENREICH; RUSZCZAK, 2006).

A depender da intensidade do trauma, a ferida pode ser considerada superficial
ou profunda e baseando-se na natureza do processo de reparacao tecidual ou

cicatrizacdo, pode ser classificada em cronica ou aguda (BOATENG et al., 2008).

As feridas agudas sdo geralmente lesGes que se curam completamente com
cicatrizes minimas entre 8-12 semanas e cujas causas podem ser traumas mecanicos,
procedimentos cirdrgicos e queimaduras. Feridas crénicas, por outro lado, sdo lesGes
teciduais que cicatrizam lentamente (acima de 12 semanas) ou sao recorrentes, devido
as condicdes fisioldgicas dos pacientes como idade avangada, diabetes ou injurias

repetitivas (BOATENG et al., 2008; SINGER e DAGUM, 2008, ZHONG et al., 2010).
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Figura 1 - (A) Representacdo histolédgica da pele; (B) Representagdo da estrutura da epiderme
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A reparacao cutanea ou cicatrizacdo consiste em um processo dinamico,

continuo, complexo e interdependente, composto pelos seguintes eventos sobrepostos:

1) hemostasia, 2) inflamacao, 3) diferenciacdo de células, proliferacdo e migracao celular

para o local da ferida, 4) renovacao celular e 5) remodelamento da pele para a formacgao

de cicatriz (GUO e DIPIETRO, 2010; HANNA e GIACOPELLI, 1997). Estes eventos podem
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ser agrupados em trés etapas: inflamacao, proliferacao e remodelamento, descritas a

seguir (Figura 2).

A fase de inflamag¢do tem dura¢do de aproximadamente 4 dias e possui como
objetivo ativar o sistema de coagulacdo e defesa da lesdo contra bactérias (WILD et al.,
2010). Nesta fase, ha liberacdo de um exsudato.

A fase de proliferacao tem por objetivo a criacdo da barreira de permeabilidade
(renovagado celular), estabelecimento do fornecimento adequado de sangue e reforgo
do tecido lesionado (LI et al., 2007).

A fase de remodelagao é caracterizada pela remodelagem do colageno em uma
estrutura mais organizada e forte. No entanto, o tecido reparado ndo recupera as
propriedades da pele ndo lesada e normal (GUO; DIPIETRO, 2010; GURTNER et al.; 2008,
SINGER; CLARK, 1999; WILD et al., 2010).

Algumas estratégias podem ser adotadas para auxiliar ou acelerar o processo de

reparacao cutanea, a exemplo do uso de curativos.

2.3 Curativos

Historicamente, considerava-se que os curativos possuiam apenas um papel
passivo no processo de cicatrizacdo, servindo como barreira fisica contra contaminantes
e sendo permedvel para umidade e oxigénio (BOATENG; CATANZANO, 2015;
MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014). No entanto, estudos recentes provaram que
curativos Umidos podem acelerar a cicatrizacdo, pois através de um ambiente Umido,
evita-se a desidratacdo que pode levar a necrose do tecido. A presenca do curativo pode

acelerar a formacdo da cicatriz (FRANCO; GONCALVES, 2007; MOURA et al., 2013).
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Figura 2 — Esquema do processo de cicatrizagdo
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Os curativos devem apresentar algumas caracteristicas desejadveis como
promover o debridamento (limpeza), prover ou manter a umidade do local, permitir
trocas gasosas, absorver o exsudato, prevenir infeccdo e prover isolamento térmico.
Além disso, precisa ser confortavel, atéxico, ndo-alérgeno e ter facilidade de aplicacao
e remogao, com frequéncia minima de trocas (BOATENG et al., 2008; HANNA,;
GIACOPELLI, 1997; JONES; GREY; HARDING, 2006; MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

A escolha do tipo de curativo a ser utilizado deve levar em conta a natureza, a
localizacdo e o tamanho da ferida, as condi¢des do paciente, bem como a relagdo custo-

beneficio para o paciente ou unidade de salde. Apesar de haver uma grande variedade
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de curativos, um sé ndo preenche os requisitos necessarios para ser aplicado em todos

os tipos de ferida (FRANCO; GONCALVES, 2008).

2.3.1 Classificagao dos curativos

Os curativos podem ser classificados, conforme sua fungdo - primarios (contato
direto com a ferida), secundarios (cobrem os curativos primarios) e insulares (possuem
a parte central absorvente e sdo cobertos com uma porc¢ado adesiva). Podem, ainda, ser
classificados pelo tipo de material, forma fisica e como curativos tradicionais ou
modernos (BOATENG et al., 2008).

Os curativos tradicionais foram e ainda s3o utilizados no manejo de feridas. Estes
incluem curativos secos (gaze e bandagens) e formulagdes farmacéuticas tdpicas
(solucdes, suspensdes, emulsdes, cremes e pomadas com substancias antimicrobianas
e cicatrizantes a exemplo da prata, iodo e acidos graxos essenciais). Devido a sua baixa
capacidade de cobertura dos ferimentos, os curativos secos tém sido recomendados
para feridas abertas e secas ou como curativos secundarios. As formulaces
farmacéuticas topicas tém como desvantagem o pouco tempo que permanecem no leito
da ferida, principalmente quando ha excesso de exsudato, pois absorvem o fluido,
perdem suas caracteristicas reolédgicas e tornam-se moveis (BOATENG et al., 2008;
BOATENG; CATANZANO, 2015; FRANCO; GONCALVES, 2008; KIM et al., 2011;
MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Os curativos modernos tém como principal caracteristica manter a umidade no
leito da ferida para facilitar a cicatrizacdo e podem ser classificados pela forma fisica
(filme, espuma ou gel) e pelos tipos de material a serem produzidos (BOATENG et al.,
2008). Além desta classificacdo, estes dispositivos ainda podem ser classificados como

inertes ou ativos (quando associados a um APl) (MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

Os curativos modernos sao constituidos, basicamente de polimeros naturais ou

sintéticos biocompativeis, com propriedades distintas.

A Tabela 1 apresenta os diferentes tipos de curativos a base de polimeros, bem

como a forma de apresentacado do curativo polimérico.
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Tabela 1 —Tipos e composi¢do dos principais curativos modernos
Tipo Descrigao Vantagens Limitagoes Exemplos
Geis - Proteinas - Formam gel em contato Contraindicados para Duoderm?®,
Hidrocoloides coldgeno, com exsudato, mantendo feridas com dano total, Tegasorb®
gelatina; meio Umido, favorecem a queimaduras de
Polissacarideos limpeza, semipermedveis terceiro grau e feridas
—celulose e para agua e oxigénio. flungicas ou infectadas,
derivados, Indicados para feridas podem causar odor
pectina secas, com pouco ou desagradavel
médio exsudato e com
dano parcial do tecido
Geis — Polimeros Uso em feridas superficiais N&do devem ser usados Dermagran®,
Hidrogeis formadoresde  com pouco exsudato (com em feridas cirargicas Duoderm gel®,
geis alginato — médio), ulceras fechadas, com muito Hydrosorb®,
(polimetilacrilat e queimaduras de 12 e 22 exsudato, pele integra Hydrosorb Plus®
oe graus. Favorecem e infeccionada. Hypligel®
polivinilpirrolidi  regeneragdo, meio Umido Requerem curativo Nu-Gel®,
na). Podem ser e limpeza secundario e troca Elasto-gel®
associados a frequente
alginatos.
Geis - Alginato de Uso em feridas exsudativas Requerem cobertura Acquacell®,
Alginatos Célcioe Sédio ou com sangramento, secundaria e troca Curasorb®,
feridas agudas ou cronicas, frequente, ndo devem Kaltostat®
infectadas. Absorvem o  serusados em feridas
exsudato e mantém o meio secas ou com pouco
umido, limpeza, permeavel exsudato
a agua e oxigénio
Espumas Polimeros Uso em feridas N&o devem ser usados Lyofoam®,
absorventes e  exsudativas. Absorvem em feridas secas ou Allevyn®
porosos exsudato, mantém meio  com pouco exsudato
(poliuretano) Uumido, isolamento
térmico, permedvel a dgua
e oxigénio e requerem
trocas menos frequentes
Filmes Polimeros Uso em feridas secas, com N&o deve ser usado em Tegaderm®,
transparentes dano parcial, protecio de feridas com exsudato Opsite®,
adesivos area, cobertura ouinfectadas Bioclusive®,
secundaria. Mantém Hydrofilm®

umidade, semipermeaveis
a vapor d’agua e oxigénio,
adaptaveis.

FONTE: BOATENG et al., 2008; FRANCO; GONGALVES, 2008; MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM,
2003; MOURA et al., 2013

2.3.1.1 Curativos a base de polimeros naturais

Os polimeros naturais sdo mais comumente utilizados na medicina regenerativa

devido a caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e similaridade

com a matriz extracelular (ECM - Extra Cellular Matrix) (MOGOSANU; GRUMEZESCU,

2014). S3o obtidos por fontes microbianas, animais ou vegetais e apesar de suas

vantagens, eles apresentam limitacdes, tais como heterogeneidade, variacdao de lote,
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baixa estabilidade e pobre desempenho mecanico. Os polimeros naturais mais utilizados
na producdo de curativos sdo a base de polissacarideos como derivados da celulose e
proteinas como colageno e gelatina (DUARTE et al., 2013; MOGOSANU; GRUMEZESCU,
2014; MOURA et al., 2013).

A celulose e seus derivados sdo interessantes como curativos, pois sao
biocompativeis, no entanto, naturalmente, ndo sdo biodegraddveis porque as células
humanas ndo produzem enzimas para a metabolizacdo e quebra dessas moléculas
(MOURA et al., 2013).

Alguns derivados da celulose, a exemplo de metilcelulose, hidroxipropilcelulose,
carboximetilcelulose sdo soluveis em agua quente ou fria a depender da concentragao.
Esteres de celulose podem formar fibras e filmes (MOURA et al., 2013). Fibras de
celulose podem ser regeneradas com o objetivo de organizar as fibras quando tratadas
com tetréxido de dinitrogénio, que oxida os grupos hidroxilas em acidos carboxilicos
produzindo o acido poliglicurénico, o principal componente da celulose regenerada
oxidada (ORC). Neste material, algumas hidroxilas permanecem nao oxidadas nas fibras
e o resultado disso é um curativo hemostatico e bactericida (LEWIS et al., 2013).

A biocompatibilidade da celulose pode ser melhorada com a combina¢do com
outros polimeros como o colageno, além de poder ser impregnada com agentes
antimicrobianos, antiinflamatdrios e anestésicos (MOURA et al., 2013). Alguns curativos
comerciais contendo celulose sdo: Promogran® Promogran Prisma® Dermacol/Ag™,
Aquacel Hydrofiber Wound Dressing®, Membracel® ADAPTIC® Malha Ndo Aderente e
Nexfill ®.

O coldgeno é a proteina mais abundante da ECM presente nos tecidos humanos.
E produzido pelos fibroblastos e estimula a cicatrizacdo, desenvolvimento de novos
tecidos e a limpeza da ferida. Na matriz dérmica, os principais tipos de colageno sdo o |
e o lll. Estes colagenos apresentam uma forma fibrilar ou de haste e sdo compostos por
trés cadeias de proteina de tripla hélice dispostas de uma forma linear. Esta orientacao
linear proporciona grande parte da resisténcia a tracao da pele. Suas propriedades
mecanicas, de degradacdo e absorcdo de dgua podem ser melhoradas por reticulagdo
quimica (cross-linking) usando glutaraldeido, carboimida, genipina e diisocianato de

hexametileno; ou por ligacdes com outros polimeros e proteinas (BOATENG;
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CATANZANO, 2015; FITZGERALD; STEINBERG, 2009; MANDELBAUM; DI SANTIS;
MANDELBAUM, 2003; MOURA et al., 2013).

Para a cicatrizacdo de feridas ocorrer, é necessario um equilibrio entre as
atividades de degradacdo proteica pelas proteases e a sintese e deposi¢do de proteinas
do tecido de granulagdo. Os curativos com colageno tém por objetivo reduzir os niveis
excessivos de protease e restabelecer o ambiente da ferida. Além disso, esses produtos
servem para estimular o processo de cicatrizacdo (BOATENG; CATANZANO, 2015;
FITZGERALD; STEINBERG, 2009; MOURA et al., 2013). Sdo exemplos de curativos
comerciais com coldgeno: Fibracol Plus®, Promogran® Promogran Prisma® Puracol
Plus®, Hy Cure®.

Gelatina é outro polimero natural usado na produgdo de curativos. E derivada do
colageno, que sofreu processo de desnaturacdo parcial dcida ou alcalina (MOURA et al.,
2013; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014). Sdo exemplos de curativos comerciais com

gelatina: Spongostan® DuoDERM® CGF, Gelfoam® e Casex Curactive®.

2.3.1.2 Curativos a base de polimeros sintéticos

Varios polimeros sintéticos sdao atualmente utilizados na produc¢do de curativos.
Muitos deles apresentam como caracteristica a capacidade de absorver umidade para
evitar o excesso de exsudato. Geralmente, possuem maior forca mecanica que os
polimeros naturais, o que permite uma troca de curativos com menor frequéncia.
Podem ser produzidos por vdrias técnicas e usados em combinacdo com agentes
bioativos para acelerar a cicatrizacdo (BOATENG; CATANZANO, 2015; MOGOSANU;
GRUMEZESCU, 2014; MOURA et al., 2013).

Os polimeros sintéticos comumente empregados em curativos incluem alcool
polivinilico (PVA), 6xido de polietileno (PEO), polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP), poliésteres (poliacido lactico — PLA, acido poliglicélico (PGA), poliadcido lactico-co-
glicdlico (PLGA) e policaprolactona (PCL)) e poliuretano (PU). Dentre eles, destaca-se o
poliuretano, pois apresenta propriedades mecanicas excelentes, estabilidade térmica e
guimica, boa compatibilidade e alta versatilidade (BERWIG, 2006; HEATH; COOPER,
2013; MOURA et al., 2013).

Poliuretanos (PU) sdo polimeros sintéticos, amplamente usados em dispositivos

médicos como catéteres, marca-passos, valvulas cardiacas, proteses vasculares,
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recobrimento de “stents” esofagicos e curativos (BERWIG, 2006; HEATH; COOPER, 2013;
MOURA et al., 2013).

Sdo sintetizados por condensacdo de diisocianatos e poliois. Devido a grande
variedade de mono6meros utilizados em sua producdo, apresentam propriedades fisico-
guimicas e biolégicas diferentes, além de poderem ser facilmente reticulados.
Apresentam boa versatilidade, pois quando misturados com outros polimeros, podem
ser processados na forma de particulas, fibras, filmes, hidrogeis e espumas (BERWIG,
2006; MOURA et al., 2013).

Um poliuretano (PU) elastomérico utilizado para curativos apresenta um bloco de
copolimeros alternados com dois tipos segmentos: um segmento cristalino (vitreo ou
rigido) e um outro segmento flexivel e eldstico. O segmento flexivel € um poliol com um
grupo éter ou éster na cadeia principal enquanto o segmento rigido é um carbamato ou
uretano, resultado da reagao entre um diisocianato e um diol de cadeia curta, que
influencia propriedades mecanicas como elasticidade, dureza e resisténcia a tensao.
LigacOes de hidrogénio ocorrem entre os segmentos rigido e flexivel, o que leva a
separacdo de fases, ou seja, a composicao do polimero ndo serd homogénea. Através de
modificacdes nas quantidades e na estrutura destes dois segmentos, diferentes tipos de
PU podem ser obtidos para diferentes propdsitos (BRISCOE; KELLY, 1996; ITO et al.,
2007; TEO et al., 1996; ZHANG et al., 2014). Na figura 3, é apresentado um exemplo da
estrutura do uretano, segmento rigido do poliuretano.

Para o uso em curativos ou “scaffolds”, poliuretanos biodegradaveis e ndo toxicos
tém sido requeridos e por isso, poliois suscetiveis a degradacdo tém sido estudados, a
exemplo do polilactideo, poliglicolideo e a policaprolactona, enquanto para os
segmentos rigidos sao evitados diisocianatos aromaticos, por resultarem em produtos
de degradacdo carcinogénicos (HEATH; COOPER, 2013).

Espumas e filmes de poliuretano sao as principais formas utilizadas para curativos
porque permeiam oxigénio e vapor d’agua, além de prover o isolamento térmico da

ferida (MOURA et al., 2013).
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Figura 3 — Estrutura de um mondémero do poliuretano
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FONTE: A autora (2018)

2.3.1.3 Curativos medicados
Os curativos modernos sdao concebidos para terem atividade bioldgica por sua
composicao quimica ou por conterem agentes terapéuticos, com o objetivo de acelerar
o processo de cicatrizacdo. Os APls incorporados podem desempenhar papeis diretos
no processo de cicatrizacdo de feridas, como limpeza ou, indiretos como farmacos
antimicrobianos, anti-inflamatérios, cicatrizantes, analgésicos, anestésicos ou fatores de
crescimento (auxiliares na regeneracdo dos tecidos) (BOATENG; CANTAZANO, 2015).
A liberacdo de farmaco a partir de matrizes poliméricas é controlada por um ou
mais processos fisicos incluindo: (1) hidratagao do polimero por fluidos, (2) inchago para
formar um gel, (3) difusdo do APl através da matriz polimérica, e (4) eventual

degradacdo / erosdo do sistema polimérico (Figura 4) (BOATENG; CANTAZANO, 2015).

Figura 4 — Esquema de liberagdo de APIs em curativo moderno
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FONTE: A autora (2018) (Adaptado de BOATENG; CANTAZANO, 2015)

Alguns curativos comercializados apresentam APIs sintéticos como sulfadiazina
de prata (Allevyn®, Meliplex Ag®), incorporados aos curativos para acelerar a sua
cicatrizacdao. Além destes, varios agentes bioativos de origem animal e vegetal tém sido

estudados e utilizados como pomadas ou cremes cicatrizantes (como propolis, arnica,
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caléndula e camomila) ou mesmo como curativo polimérico medicado, a exemplo do
mel (Medihoney® e Surgihoney®) (BOATENG; CATAZANO, 2015; MOURA et al., 2013).

Estes agentes bioativos naturais podem ser encontrados na forma de produtos
naturais isolados ou como extratos. A tendéncia é de se utilizar um produto natural
isolado (Unico ativo), pela vantagem da reprodutibilidade do efeito terapéutico, maior
eficacia, seguranca, qualidade e maior facilidade de estabelecer o controle de qualidade
para uma Unica substancia. Entretanto, o uso de extratos (mistura complexa de
substancias) também se justifica pela dificuldade de isolamento ou determinagado de das
substancias responsaveis pelo efeito terapéutico ou porque este efeito é promovido
pela interacdo entre as substancias presentes no extrato ou ainda, pela influéncia de
algum (s) composto (s) na absor¢do ou solubilidade das substancias ativas (SCHENKEL et
al., 2007).

De acordo com a ANVISA (2001), os curativos medicados sdo considerados
produtos de classe de risco Il (alto risco) e dependem de evidéncias cientificas validas
de que o dispositivo é seguro e eficaz sob suas condi¢des de uso, obtidas através dos
testes pré-clinicos e dos testes clinicos.

S3ao apresentados algumas plantas e agentes bioativos naturais que
apresentaram resultados promissores para o tratamento de feridas e aceleragao do
processo de cicatrizacdo na Tabela 2.

Dentre os bioativos citados, merecem destaque o borage (6leo) e o jambu
(extrato de flores), devido as suas atividades bioldgicas promissoras para o tratamento
de feridas.

e Oleo de borage

Borage (Borago officinallis) é uma planta pertencente a familia Boraginaceae,
originaria da regido oeste do Mediterraneo, que cresce em quase toda a Europa e
América do Norte (figura 5). Apresenta em sua composicdo, substancias volateis (p-
cariofileno, p-cimeno-8-ol), mono, sesquiterpenos e acidos graxos poliinsaturados
como o acido y-linolénico (GLA - Gamma Linolenic Acid) (10-28%), acido linoleico
(ALA — Linoleic Acid) (35—40%), acido a-linolénico (4-5%) (AAL) e o acido oleico
(PIESZAK et al., 2012).
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Tabela 2 — Agentes bioativos de origem natural promissores para utilizagdao em feridas

Agente Bioativo

Propriedades

Referéncias

Mel Antimicrobiano, debridante, anti-inflamatario, BOATENG; CANTAZANO,
Polifenois, agucares, acidos organicos 2015; MOLAN; BETTS, 2004
Prépolis Antimicrobiano, antioxidante, imunomodulatério BOATENG; CANTAZANO,

Flavonoides, acidos fendlicos, terpenos, acidos benzoicos

2015

Aloe vera (Aloe
barbadensis)

Antimicrobiano e antisséptico
Polissacarideos, glicoproteinas, lupeol, acido salicilico, fenois

BOATENG; CANTAZANO,
2015
SILVA et al., 2013a
SILVA et al., 2013b

Camomila (Chamomila
recutita, Matricaria
chamomila)

Antimicrobiano, estimula
celular

Flavonoides, dleos essenciais

anti-inflamatadrio, renovagao

MOTEALLEH et al., 2014
SRIVASTAVA et al., 2010

Acafrdo da terra
(Curcuma longa)

Antimicrobiano, anti-inflamatério, antioxidante
Grupos fendlicos (curcuminoides)

VAUGHN et al.,, 2016

Caléndula (Calendula
officinalis)

Antimicrobiano, anti-inflamatério,
fibroplastico
Flavonoides, dleos essenciais, taninos

angiogénico e

FRONZA et al., 2009
LAVAGNA et al., 2001
PARENTE et al., 2012

Aroeira (Schinus molle)

Antimicrobiano, anti-inflamatério
Flavonoides, 6leos essenciais, triterpenos, sesquiterpenoides

SCHMIDT et al., 2009

Jambu (Spilanthes
acmella var. oleraceae)

Analgésico, anestésico, anti-inflamatdrio
Triterpenos, acidos graxos, 6leos essenciais e alcamidas

CAVALCANTI, 2008
FREITAS, 2014
YAMANE, 2016

Borage (Borago
officinallis)

Anti-inflamatoério, emoliente
Mono e sesquiterpenos, éleos essenciais, acidos graxos
insaturados

CARDOSO et al., 2004
CARDOSO et al., 2011
KAPOOR; HUNG, 2006
MANHEZI et al., 2008

FONTE: A autora (2018)

O efeito terapéutico do 6leo de borage é atribuido a presenca dos acidos graxos

(figura 7). Estes acidos graxos possuem um papel importante na estrutura e fisiologia

da pele (HATANAKA; CURI, 2007). S3o eles: o ALA, que contém 18 Carbonos, duas

ligacGes duplas, uma no Cg e outra no Ciz, na posicdo w 6 (C 18:2, delta 9,12, w 6);

GLA, que contém 18 Carbonos, trés ligacdes duplas, uma no Cy, uma no Ci, e outra

no Cis, na posicdo w 3 (C18:3,9,12,15, w 3) e 0 4cido oleico, que contém 18 Carbonos

e uma duplaligacdo em Cq (C18:1, w 9) (MANHEZI et al, 2008; CARDOSO et al., 2011).
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Figura 5 — Borage (Borago officinallis)

FONTE: Retirado de Words and herbs (http://wordsandherbs.files.wordpress.com/2012/10/boragel.jpg)

No tratamento de feridas, 6leos ricos em acidos graxos auxiliam a eliminagao do
tecido necrdtico, servem como barreira protetora contra microrganismos, evitam a
desidratacdo tecidual, provém o isolamento térmico e diminuem os traumatismos
durante a substituicdo dos curativos (HATANAKA; CURI, 2007; MANHEZI et al., 2008).

Em relacdo ao processo de cicatrizacdo, os acidos graxos que compdem o éleo
de borage apresentam papeis diferentes. O acido linoleico atua como um agente
pro-inflamatério por ser precursor de mediadores inflamatérios. Em contato com a
pele, se converte lentamente em GLA, que por sua vez, exibe propriedades anti-
inflamatdrias por inibicdo da producdo destes mediadores (FARAHPOUR;
MAVADDATI, 2012).

Kapoor e Huang (2006) revisaram o GLA quanto a sua atividade anti-inflamatéria
e afirmaram que esta substancia, apesar de se converter lentamente em um
substrato (acido araquidénico) de enzimas fundamentais para o processo
inflamatdrio, ele compete com este mesmo substrato pelos sitios ativos de enzimas
inflamatorias, inibindo-as.

Alguns estudos in vivo no periodo de 21 dias, utilizaram os acidos graxos
separadamente e apresentaram os seguintes resultados: o 4cido linoleico acelerou
o fechamento da ferida nas primeiras 48 horas, o acido oleico acelerou a cicatrizagao
apos 5 dias, enquanto o acido y-linolénico retardou o fechamento da ferida nos

primeiros dez dias apds a incisdo, mas no periodo seguinte, atuou na aceleracao do
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processo de cicatrizagdo (CARDOSO et al., 2004; CARDOSO et al., 2011; HATANAKA;
CURI, 2007).

No entanto, Farahpour e Mavaddati (2012) estudaram o efeito tdpico do éleo de
borage (1,5 % m/m) em testes in vivo e demonstraram que este é capaz de promover
e acelerar o processo de cicatrizacdo, provavelmente, pelo efeito sinérgico entre os

acidos graxos que o compdem.

Figura 7 — Estrutura dos principais acidos graxos encontrados no 6leo de borage
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FONTE: A autora (2018)

e Extrato de Jambu

Spilanthes acmella var. oleracea, Acmella oleracea ou Spilanthes acmella, é uma
planta nativa de regides tropicais da Asia e da América do Sul. Na india, é
popularmente conhecida como Akkalkara e no Brasil, como Jambu (figura 7) (DIAS
et al., 2012; GUPTA et al., 2012). Na medicina popular é usada pura ou como cha
para dores de dente, afeccbes de garganta, gengivas, feridas na boca, aftas e
também, para tuberculose, anemia, falta de apetite, malaria, raiva, com acdo
antifungica, diurética, vaso-relaxante, anti-inflamatdria, antibacteriana, anti-
hipertensiva, inseticida, anestésica e analgésica (CAVALCANTI, 2008; FAVORETO e
GILBERT, 2010; FREITAS, 2014; YAMANE, 2016).
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Figura 7 — Jambu (Spilanthes acmella var. oleraceae)

FONTE: Retirado de FAVORETO; GILBERT (2010)

O estudo fitoquimico do Jambu apresentou triterpenoides como: ésteres de a e
B-amirina, estigmasterol, B-sitosterol; acidos graxos: acido l|aurico, miristico,
palmitico, linoleico e linolénico; substdncias volateis: limoneno (23,6%), B-
cariofileno (20,9%), (Z2)-B-ocimeno (14,0%), germacreno D (10,8%) e mirceno (9,5%);
alcool miristico e N-alquilamidas ou alcamidas: N-isobutilamidas (dentre elas, o
espilantol), 2-metilbutilamidas e uma 2-feniletilamida (DIAS et al., 2012; FAVORETO;
GILBERT, 2010; FREITAS, 2014; TIWARI et al., 2011).

As atividades bioldgicas do Jambu sdo atribuidas ao espilantol ou afinina ((N-2-
metilpropil) -2,6,8-decatrienamida ou N-isobutil-2E,6Z,8E-decatrienamida)), que é
uma alquilamida alifatica (Figura 8), descrita como um 6éleo viscoso ardente, de
coloracdo amarela encontrada principalmente nas flores do Jambu. Pode ser
extraido por solventes organicos ou por CO; supercritico, sendo este ultimo método
de extracdo mais seletivo para o espilantol (BARBOSA et al., 2016; CAVALCANTI,
2008; DIAS et al., 2017).

O espilantol apresenta atividade biolégica semelhante a capsaicina, uma amida
extraida da pimenta (Capsicum spp.), que possui acdo anestésica e analgésica,

utilizada para dores musculoesqueléticas e neuropaticas como adesivos ou cremes
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nas concentracGes de 0,025 a 10% (m/m) (ANAND; BLEY, 2011; FRIAS; MERIGHI,
2016).

Figura 8 — Estrutura do espilantol
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FONTE: A autora (2018)

Barbosa et al. (2016) publicaram uma revisdo aprofundada sobre o espilantol,
contendo os principais estudos sobre sua bioatividade. Em seu uso tdpico, pode-se
destacar a acdo antibacteriana, anestésica, analgésica e anti-inflamatéria nas formas
de cremes ou filmes nas concentra¢des de 1 a 10% (m/m) (BONNER et al., 2016;

FREITAS-BLANCO et al., 2016; GUPTA et al., 2012).

2.4 Incorporagao de bioativos em matrizes poliméricas

A incorporacdo de substancias bioativas em matrizes poliméricas apresenta
diversos objetivos, tais como: liberagdo rdpida de APIs pouco sollveis em meio aquoso,
liberagao prolongada de bioativos soluveis em agua, protecao de substancias bioativas,
adesdo e proliferacdo celular, producdo de materiais com propriedades antimicrobianas
e absorcdo de fluidos. Tais propriedades, quando conferidas a estes sistemas, evitam
efeitos colaterais, reduzem a frequéncia das doses aplicadas, aumentando a qualidade
de vida do paciente, através da administracdo tépica do APl (LOPEZ-PERIAGO et al.,
2009; REVERCHON et al., 2009).

Os APIs podem estar dispersos na matriz polimérica ou adsorvidos em sua
superficie e a sua liberacdo pode acontecer por penetracdo de fluidos na matriz e
difusdo do API através dos poros do polimero, bem como pela degradagdo do

polimero, ou pela combinagdo dos dois mecanismos (LYRA et al., 2007).
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2.4.1 Incorporagao de bioativos em matrizes poliméricas por técnicas tradicionais

Existem diferentes maneiras de incorporar substancias bioativas em matrizes
poliméricas. A escolha da técnica dependera da aplicagdo (ex. topico) e caracteristicas
desejadas do produto (ex. biodegradabilidade), do polimero (natural ou sintético) e do
agente bioativo a ser incorporado (MARIZZA et al., 2016). Assim, um conhecimento
prévio sobre a solubilidade do APl no solvente a ser utilizado, bem como seu

comportamento na presenca da matriz estruturante, torna-se necessario.

Os métodos convencionais utilizados para incorporar os APls em matrizes
poliméricas sdo (BELHADJ-AHMED et al., 2009; BRAGA et al. 2008; BRAGA et al., 2015;
KAZARIAN, 2000; KIKIC; VECCHIONE, 2003; VARONA et al., 2011):

- Mistura fisica — os polimeros e os bioativos sdo obtidos por meio de técnicas
farmacéuticas para a producdo de formas sélidas (pulverizagdo, mistura, granulagdo por

via Umida ou seca, secagem e compressao);

- Mistura simples por fusdo do polimero - as substancias a serem impregnadas sdo
misturadas na matriz e aquecidas até a fusao (Figura 9). A mistura é resfriada, resultando
na incorporacao dos compostos em vdrias formas tridimensionais. Este método é
indicado para polimeros com baixo ponto de fusdo, a exemplo da policaprolactona (um
poli-alfa-éster), cuja temperatura de fusdo estd entre 55-60°C (ULERY et al., 2012).
Apesar das matrizes poliméricas normalmente ndo se degradarem em altas
temperaturas, as substancias bioativas sdo mais termicamente labeis e podem se
decompor. Geralmente, os APIs sdo introduzidos apenas quando as matrizes ja estdo
fundidas. Além disso, o uso de altas temperaturas pode permitir a ocorréncia de reacdes

guimicas indesejaveis entre os aditivos acrescidos na mistura reacional;
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Figura 9 — Incorporacao de API por fusdo do polimero
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FONTE: Retirado de COSTA (2015)

- Mistura em meio reacional para polimerizagdo ou modificago da matriz — Neste
método, o APl é adicionado durante a polimerizacdo, co-polimerizacdo, enxerto
(grafting) ou reticulacdo (cross-linking) misturado com solventes, catalisadores,
reagentes, agentes iniciadores, dentre outros. No decorrer da reac¢do, os APIs ficam
fisicamente retidos por oclusdo no interior da matriz (figura 10). Este método utiliza
temperaturas elevadas, solventes e outras espécies quimicas e existe a possibilidade de
ocorréncia de reagdes indesejaveis que podem promover a degradacao de substancias

e / ou formagdo de compostos perigosos;

Figura 10 - Incorporagao de APl por modificagdo da matriz polimérica
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FONTE: Retirado de COSTA (2015)

- Dispersdo ou dissolu¢do em solventes ou agentes dispersantes - Matrizes e bioativos
sdo dissolvidos ou dispersos em solventes organicos ou meios dispersantes, que

posteriormente serdo removidos por secagem por liofilizacdo, por aquecimento,
secagem supercritica, entre outros (Figura 11). Este processo requer quase sempre a

utilizagdo de calor e/ou de vacuo para a remogdo de residuos liquidos. Os solventes
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utilizados também podem apresentar problemas de segurancga e toxicidade ou podem

ser dificeis de remover;

Figura 11 - Incorporagdo de API por dissolugdo em solventes
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FONTE: Retirado de COSTA (2015)

- Impregnagdo por via umida ou por imersdo (soaking) — O polimero ja sintetizado é
colocado em contato com um liquido contendo a substancia bioativa através de sua
imersdo ou por meio da adicdo de determinadas quantidades de liquido (figura 12). A
matriz polimérica é insoluvel no liquido, mas deve absorver grandes quantidades de
liquidos e inchar, facilitando o processo de difusdo dos APls nesta. Nesse caso, os
bioativos sdo incorporados através de intera¢des especificas (afinidade) com o polimero.
Este processo é demorado, heterogéneo e pode ser ineficaz em termos das quantidades
incorporadas, devido a baixa difusividade do liquido, baixa capacidade de inchar da
matriz e/ou a interacBes fracas que se estabelecem entre as substancias e matrizes. O
aumento da temperatura pode ser utilizado para melhorar a eficiéncia da impregnacao,
mas pode levar a degradacdo, como também os procedimentos de remocao de liquido

e a secagem de materiais.

Em resumo, as principais limitacdes dos processos acima descritos sdo: o uso de
solventes organicos (que podem deixar residuos e afetar na toxicidade e seguranca do
produto), a utilizacdo de multiplas etapas para a remoc¢do dos solventes, bem como,
altas temperaturas, o que pode degradar APIs termossensiveis e/ou promover reagoes
quimicas indesejaveis (BRAGA et al., 2015; CHAMPEAU et al., 2015a; LOPEZ-PERIAGO et
al., 2009).
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Figura 12 — Impregnacdo de APl por via Umida
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FONTE: Retirado de COSTA (2015)

Bioativos também podem ser impregnados ou dispersos em matrizes poliméricas
por meio de sua mistura em fluidos comprimidos, a exemplo do CO; em temperatura
critica ou préxima ao ponto critico. Este tipo de processo apresenta inUmeras vantagens
guando comparado aos métodos tradicionais citados anteriormente. Os processos
usando tecnologia com fluido supercritico oferecem a possibilidade de operagdo em
temperaturas amenas (308,15 K), sem solventes organicos ou com baixas concentracdes

dos mesmos. Este tipo de impregnacao sera melhor explorado na segao seguinte.

2.4.2 Incorporagao de bioativos utilizando CO, supercritico

O uso de diéxido de carbono supercritico para incorporac¢do de bioativos é uma
alternativa ao uso de solventes organicos, pois favorece o aumento da escala de
producdo e o atendimento aos requisitos de tecnologia limpa e sustentavel (PERRUT;
CLAVIER, 2003; KNEZ et al.,, 2014). A implementacdo industrial do processo de
impregnacao foi validada para o tratamento antifungico em madeiras, tingimento téxtil
e na extracdo de dleo essenciais na industria cosmética e de perfumaria. Espera-se que
em breve ocorra na drea biomédica, uma vez que muitos estudos em sistemas de
liberagdo controlada e engenharia de tecidos sugerem vantagens no uso de tecnologia
supercritica (AREERAT et al., 2004; AROSO et al., 2015; BARROS et al., 2017; CHAMPEAU
et al., 2015a; KAZARIAN et al., 1996; KIKIC, 2009; WEDNER, 2017).

Antes de abordar este processo, contudo, algumas definicdes sobre os fluidos

supercriticos sdo necessarias.
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Uma substancia pura encontra-se em estado supercritico quando suas condi¢des
de temperatura e pressdo estdo acima do ponto critico no diagrama de fases PT —
pressdo e temperatura (Figura 13.A). O ponto critico é o ultimo ponto da linha de
transicdo entre liquido e gas, ou seja, o limite superior da curva de pressao de vapor,
onde os estados liquido e gasoso de uma substancia pura podem coexistir em equilibrio
(BRUNNER, 1994). Acima deste ponto, ndo ha mais distingdo entre as fases ou tensao
superficial, formando uma fase com aspecto macroscdpico homogéneo e opalescente.
Em resumo, o gas nao pode ser liquefeito por aumento da pressdo a temperatura
constante, nem o liquido pode ser vaporizado por reducdo da pressao a temperatura
constante (BRUNNER, 1994; CAVALCANTI, 2008; JIMENEZ et al., 2007; KOPCAK, 2003;
PASQUALI; BETINNI, 2008).

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas do fluido apresentam
valores intermediarios entre liquido e gas e, por isso, desejdveis para o desenvolvimento
eficiente e versatil de indmeros processos. Por exemplo, assemelham-se as
propriedades dos gases em compressibilidade, baixa viscosidade (3-7 x 10 N.s.m™2) e
alta difusividade (1077-1078 m2.s71). Estas Ultimas proporcionam aos fluidos supercriticos,
uma alta capacidade de transferéncia de massas (CAVALCANTI, 2008; JIMENEZ et al.,
2007; KOPCAK, 2003; REVERCHON; ADAMI, 2008).

Os fluidos supercriticos comportam-se como liquidos quanto aos valores de
densidade (0,6 — 1,0 x 1073 kg.m3), que os tornam capazes de solvatar outras moléculas.
A solubilidade de uma substancia em um solvente esta relacionada com as forgas
intermoleculares. Esta interacdo entre soluto e solvente ocorre pela aproximacgao entre
as moléculas, dependendo desta maneira da densidade. Por isso, os fluidos
supercriticos, quando densos, solubilizam melhor os solutos (CARRILHO et al., 2001;
CAVALCANTI, 2008; DUARTE et al., 2009a; MARTINS et al., 2013; REVERCHON; ADAMI,
2008).

Na Figura 13, pode-se verificar as relagdes entre pressdo e temperatura (13.A) e
pressdo, densidade e temperatura (13.B). E possivel observar que alteragdes
significativas na densidade do diéxido de carbono ocorrem com pequenas variacées de
temperatura e/ou pressdo nas proximidades do ponto critico. Estas mudancas estdo

relacionadas a organizacdo e distribuicdo dinamica do fluido e pode explicar também a
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A)

Pressdo (MPa)

=

[
I

compressibilidade dos fluidos (CANSELL et al., 2003; DUARTE et al., 2009a; PASQUALI;
BETINNI, 2008).

Figura 13 — Diagramas de fase do COz: A) Pressdo x Temperatura e B) Densidade x Pressdo
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FONTE: A autora (2018)

A tabela 3 apresenta algumas substancias e suas respectivas propriedades
criticas (Pc e T¢). Os valores de P. e T. podem aumentar com a massa molar, ligacGes
intermoleculares de hidrogénio ou polaridade (PASQUALI; BETINNI, 2008). Embora
todas as substancias possam alcancar o estado supercritico, nem todas sdo apropriadas
para aplicagcdes industriais e sua escolha depende de suas propriedades, custo e
aplicacdo (DUARTE et al., 2009a). Pode-se citar o exemplo da agua, cuja transicdo para
a estado supercritico ocorre a temperatura elevada, podendo alterar estruturas de
moléculas termossensiveis ou mesmo elevar significativamente o gasto energético do
processo nas industrias.

Entre os potenciais fluidos supercriticos, o diéxido de carbono (CO;) é
considerado a melhor opgao, pois apresenta vantagens como: temperatura critica baixa
e pressao critica moderada (304,15 K e 7,4 MPa), o que permite sua utilizacdo com
materiais termossensiveis, ndo é inflamavel, apresenta baixa toxicidade, é um solvente
GRAS (Generally Recognized as Safe - Geralmente Considerado como Seguro) e
relativamente inerte. Além disso, é ambientalmente benigno ja que pode ser descartado
para o ambiente em pequenas quantidades ou reutilizado ao final do processo (VYAS et

al., 2009).
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Tabela 3 - Propriedades fisicas de alguns fluidos

Substancia Tc (K) Pc (MPa)
Metano (CHa) 190,4 4,6
Etano (CzHs) 305,3 4,5
Propano (CsHs) 369,8 4,2
Etileno (C2Ha) 282,4 5,0
Dimetil Eter (C2HeO) 400,0 5,2
Dioxido de Carbono (CO3) 304,1 7,4
n-Hexano (CeH14) 507,5 3,0
Aménia (NHs) 132,5 11,3
Metanol (CH40) 512,6 8,1
Etanol (C2H60) 514,0 6,3
Acetona (CH3COCHSs) 508,1 4,7
Agua (H20) 374,0 21,9

FONTE: NIST (2016)

O CO; é constituido por moléculas de geometria linear, de carater apolar e baixa
polarizabilidade, no entanto, apresenta um forte quadrupolo. Comporta-se como um
acido fraco de Lewis (receptor de par de elétrons), embora tenha algumas caracteristicas
de base fraca, devido ao seu quadrupolo. O quadrupolo do CO; ocorre por causa da
deslocalizagao de elétrons para os atomos de oxigénio, havendo uma separagao parcial
de cargas entre o carbono, que se comporta como um acido fraco de Lewis com carga
parcial positiva e os dois atomos externos de oxigénio, que se comportam como bases
fracas de Lewis com cargas parciais negativas (BRAGA et al., 2015; JACOBS, 2004;
KOPKAK; MOHAMED, 2005; LANG; WAI, 2001).

Em geral, a solubilidade de um soluto no CO, depende da presenca de grupos
funcionais, peso molecular e polaridade: compostos apolares ou de baixo peso
molecular sdo bem soluveis, compostos levemente polares ou de médio peso molecular
sao moderadamente sollUveis e substancias polares ou de alto peso molecular sdo
dificilmente soltuveis (BRAGA et al., 2015; JACOBS, 2004; KOPKAK; MOHAMED, 2005;
LANG; WAI, 2001).
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O CO; pode estabelecer interacdes com base fracas de Lewis e com grupos fenil,
etil, metil, carbonil, éster e fldor, bem como com Aacidos carboxilicos e aminas, no
entanto, com estes ultimos podem ocorrer reacées quimicas (BRAGA et al., 2015).

Para melhorar sua atuacdao como solvente, principalmente de fracdes mais
polares, é comum a adicdo de pequenas quantidades de solventes polares (1-5%)
denominados de cossolventes para manter ou melhorar a seletividade, enquanto
aumentam a solubilidade. Os cossolventes mais utilizados sao o metanol e o etanol.
Surfactantes como poloxameros, polisorbatos ou fosfatidilcolinas também podem ser
adicionados para a formacdo de emulsdes ou melhoria da solubilidade (BRAGA et al.,

2015; JACOBS, 2004; KOPKAK; MOHAMED, 2005; LANG; WAI, 2001).

2.4.3 Impregnac¢do/Deposi¢do por solvente supercritico (SSI/SSD)

O processo de Impregnacao por Solvente Supercritico (SSI - Supercritical Solvent
Impregnation — SSl) / Deposi¢do por Solvente Supercritico (SSD — Supercritical Solvent
Deposition) envolve dois mecanismos distintos, mas que em geral ocorrem
simultaneamente, descritos a seguir (BARROS et al., 2017; BRAGA et al., 2015; MUSTAPA
et al., 2016).

a) Deposicdo fisica (SSD)

O CO; solubiliza o APl e a mistura saturada (APl + scCO3) entra em contato com
o polimero, no entanto, o polimero ndo consegue absorver a mistura em

guantidades aprecidveis. A matriz e os poros podem:

- Deformar ligeiramente, devido a alta pressao e a presenca do fluido nos poros.
Neste tipo de material pode ocorrer uma ruptura de partes e formacao de novos

poros. A quitosana é um exemplo de polimero com este comportamento;

- Permanecer em sua forma original, sem qualquer alteracdo estrutural do

polimero. Exemplos deste tipo de material sdo silicas mesoporosas.

Apds a despressurizagdo da célula, caso a matriz e os poros tenham
aumentado de volume, estas retornam ao volume inicial (ou quase) e ha uma

drastica redugdo da solubilidade do API no fluido. Em consequéncia, o API se
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b)

deposita por precipitacdo na superficie da matriz polimérica e dos poros. O
requisito principal para este mecanismo ocorrer é o APl ser solivel em scCO5;.
Outros fatores que influenciam a deposicao sdo a area superficial, a porosidade
e 0s grupamentos quimicos na matriz (KAZARIAN; MARTIROSYAN, 2002;
MASMOUDI et al., 2011; MUSTAPA et al., 2016; TKALEC et al., 2015).

Impregnacdo ou dispersdo molecular com deposicao (SSI/SSD)

O scCO; solubiliza o bioativo e a mistura (APl + scCO;) se difunde através das
cadeias poliméricas, reduzindo as interacbes intermoleculares nas cadeias
poliméricas, aumentando a flexibilidade e o volume livre da matriz. Isto permite
gue a mistura penetre em maior quantidade no interior da matriz, promovendo
o intumescimento e o aumento de volume do material (BRISCOE et al., 1994; YU
etal., 2013). Apds a despressurizacdo, com a redugao da solubilidade do bioativo
no CO; gasoso, uma parte do soluto se deposita na superficie da matriz e dos
poros (deposicdo - SSD) e a outra parte se dispersa, ou seja, impregna o polimero
(SSI), devido as interacdes fisico-quimicas especificas entre o APl e o polimero. A
afinidade entre o APl e o polimero controla a dispersdao e o coeficiente de
particdo. As interacdes entre o scCO; e o polimero também influenciam na
impregnacao, pois controlam a dilatacdo da matriz e o efeito plastificante do CO
(AROSO et al., 2015; KAZARIAN; MARTIROSYAN, 2002; MASMOUDI et al., 2011;
MUSTAPA et al., 2016; TKALEC et al., 2015).

Em resumo, o processo de impregnacado/deposi¢do é considerado tecnicamente

vidvel quando a substancia ativa é soltvel no fluido supercritico, a matriz incha pela a¢ao

do solvente supercritico e as afinidades/interacdes intermoleculares sdo favoraveis para

permitir a transferéncia do API para o polimero (AROSO et al., 2015). A Figura 14 ilustra

0s mecanismos de impregnacdo/deposicdo supercritica.
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Figura 14— Mecanismos de impregnagdo/deposi¢do usando scCO2: A) deposicdo fisica (SSD) e
B) dispersdo ou impregnacdo com deposi¢io (SSI/SSD)
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FONTE: Adaptado de BRAGA et al. (2015)

Experimentalmente, a impregnacdo/deposicdo supercritica consiste de trés
etapas:

1) Solubilizacdo do APl em CO, — por meio de uma bomba, o CO; é inserido em
uma célula de impregnacdo de alta pressao selada, previamente carregada com a
amostra do polimero, o bioativo e o cossolvente (quando utilizado) a temperatura e
pressdo pré-estabelecidas (préximas ou acima da temperatura e pressao criticas). A
agitacdo magnética é utilizada para solubilizar e homogeneizar o API no scCO; (e/ou no
cossolvente), além de aumentar a velocidade da difusdo do fluido no polimero;

2) Contato entre a solugcdo (CO2+ API) e o polimero — a solucdo se difunde na
matriz polimérica, o que resulta na impregnacao do soluto. A difusdo é facilitada pelo
inchamento do polimero com o CO; e, a quantidade do bioativo impregnada depende
da sua solubilidade em CO; nas condicOes de temperatura e pressdo empregadas;

3) Despressurizagdo - Apds um tempo fixo, realiza-se a despressurizacdo e o CO;
torna-se gasoso, ocorrendo uma expansao controlada do sistema, com velocidade a ser
determinada pelo tipo de material utilizado para ndo promover bolhas ou deformar o

polimero. No final, recupera-se a matriz polimérica impregnada e/ou depositada com o
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bioativo e livre de solventes (BRAGA et al., 2008; BRAGA et al., 2015; CHAMPEAU et al.,
2015a).

A figura 15 apresenta dois esquemas de SSI/SSD: A) consiste em um esquema
genérico de um sistema descontinuo de SSI/SSD, que opera normalmente em
temperaturas entre 35-55°C (308,15 - 328,15 K) e pressao de 90 - 200 bar (9 MPa e 20
MPa) para aplicagdes médicas, no qual, o bioativo e o polimero encontram-se em 8 €;
B) um esquema continuo de impregnacao, que consiste basicamente em misturar o API
com esferas de vidro em E1 enquanto o polimero se encontra em E2, a bomba P1
pressuriza o sistema e a bomba P2 recircula o CO; entre E1 e E2 (CHAMPEAU et al.,
2015a; MANNA et al., 2007; VARONA et al., 2011).

Alguns estudos modificam o processo de impregnac¢do/deposicdo para
aproveitar outras propriedades do scCO; ou para aumentar a quantidade impregnada
de API no polimero como: etapas de impregnacao e extracao sequenciais e em 3 ciclos
para aumentar a eficiéncia do processo de SSI/SSD (YANEZ et al., 2011); extracdo
supercritica de produtos naturais, seguido de um sistema de SSD/SSI para impregnacdo
de polimeros (FANOVICH et al., 2013).

Na figura 16, pode-se observar a demonstracdo das etapas do processo de
impregnacao: a) Na pressurizagao (antes do CO; chegar nas condi¢cdes de pressao e
temperaturas criticas), b) Solubilizacdo e mistura (bioativo + scCO3), c) Tempo de
contato, d) Despressurizacdo. Os diagramas abaixo da demonstracdo das etapas de
impregnacdo/deposicdo representam o CO; em relacdo ao polimero e o bioativo. No
diagrama |, o APl pode formar duas fases com o CO,, mas acima do ponto critico, pode
se tornar completamente miscivel no CO,. O diagrama Il junto com a figura ¢ permitem
observar que as propriedades do polimero como temperatura de transicao vitrea, ponto
de fusdo e o intumescimento podem mudar com alteracdes de pressdo e temperatura.
O diagrama lll apresenta a diferenca de pressao e temperatura do CO; antes e ap6s a
despressurizacdo do sistema, o ponto 1 da curva da temperatura no periodo de contato
entre a mistura e o polimero (T contato) representa a fase fluida e o ponto 2, a
coexisténcia entre liquido e gas. No ponto 3 da curva da temperatura de CO; na
despressurizacdo (T despressurizacdo), pode-se verificar a reducdo da temperatura do
CO,, devido ao efeito Joule Thomson, que ocorre quando um gas, para se expandir, é

obrigado a passar por uma valvula e, caso haja cossolvente, pela evaporacao deste. No
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ponto 4, ha ainda uma pequena quantidade de CO; no sistema, apesar do gas ter saido

quase completamente (WEIDNER, 2017).

Figural5— Esquemas de sistemas descontinuo e continuo de SSI/SSD: A) Esquema genérico
de um sistema de SSI/SSD descontinuo: 1) reservatério de CO,, 2) bomba de CO,
de alta presséao, 3) valvula anti-retorno, (4,5,6,11 e 12) valvulas, 7) banho de dgua
termostatizado, 8) célula de impregnacdo, 9) termometro, 10) transdutor de
pressdo e 13) trap; B) Esquema genérico de um sistema de SSI/SSD continuo: 1 e
3) Indicador de fluxo de CO,, 2 e 4) Indicador de temperatura, 5) indicador de
pressao, P1 e P2 sdo bombas, E1: vaso de saturagao, E2: vaso de impregnacgao, T:

trap

FONTE: Retirado de A) NATU et al. (2008) e B) MANNA et al. (2007)
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Figura 16 — Esquema das etapas de impregnagdo/deposi¢do: a) inicio da pressurizagdo, b) solubilizacdo
do APl em scCO3, c) tempo de contato, d) despressurizagdo. Os diagramas P x T representam: |) etapa em
que CO: torna-se um fluido supercritico; Il) etapa de sor¢do do CO; no polimero e lll) etapa de
impregnacdo e despressurizagao.
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FONTE: Adaptado de WEIDNER (2017)

Um entendimento mais aprofundado do processo de impregnacdo/deposicdo
supercritica depende do conhecimento dos fen6menos de transporte das moléculas
através da matriz polimérica. Para tanto, as definicdes de difusdo e sorcdao sdo

necessdrias para o entendimento desse processo.

2.4.3.1 Fundamentos de transporte de massas associados a polimeros

Quando uma substdncia se move através de uma matriz polimérica, a forca
motriz para a transferéncia de massa é a diferenca de concentragdo.
Consequentemente, a difusividade e sua solubilidade no entorno da matriz sao as duas
principais interacdes que governam a taxa de transporte (HAN, 2000; HE et al., 2014).

Para processo com difusdo de fluidos e gases, a Lei de Fick é a relacao
matematica mais conhecida e utilizada para correlacionar fluxo de difusdo e gradiente
de concentracgdo, devido a sua simplicidade (HE et al., 2014). Fick (1855) formulou duas
leis fundamentais de difusdo, que sdo véalidas para materiais isotropicos e sao baseadas
na observacao de que o fluxo da espécie que se difunde é proporcional ao gradiente de
concentrac¢do, estabelecendo uma relagdo linear (FELISBERTI, 1985; JESPERSEN, 2002;
PEREIRA, 2015):
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oC
=—-D— (1)
F=-D—

Onde:

F = velocidade de transferéncia de material por unidade de area

C =concentracdo da substancia em difusdo

x = coordenada normal a seccdao

D = coeficiente de difusdo. O sinal negativo significa que a difusdao ocorre na direcao

oposta ao aumento de concentragdo.

Para um sistema em regime transiente com fluxo unidirecional e espessura muito
menor que outras dimensodes, é utilizada a 22 lei de Fick. No caso, adota-se o modelo de
difusdo em placa, ou seja, considera-se uma geometria retangular e o coeficiente de
difusdo constante (equacdo 2) (CRANK, 1975; PEREIRA, 2015; JESPERSEN, 2002):

ac a%¢c
ot ox? (2)
Onde:

C = concentragdo da substancia que se difunde
t = tempo de difusdo, x é a coordenada espacial perpendicular a seccdo de fluxo
D =coeficiente de difusao.

A equacdo 2 pode ser resolvida pelo método de separacdo de varidveis:

C(x,t) = X(x).T(¢t) (3)

As derivadas parciais sdo:

aC _ XOT
ot = ot (4)
ac X
— =T 5
ox T ox (5)

Ao substituir na 22 Lei de Fick, tem-se:

01 9%X
— 6
X Py D.1T o2 (6)
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U

2
10T _10°X (7)
D.T 0t Xo0Jx?

Ao separar as diferenciais, tem-se a equacdo do lado esquerdo da igualdade em
funcdo do tempo e a equacdo do lado direito da igualdade em fungdo da distancia. Por
x e t poderem variar independentemente, cada lado da equagdo pode ser igualado a

uma constante arbitraria —A?, resolvendo as duas equacdes a seguir:

10T _ 42 (8)
DT ot A

192X

102 _ 42 9
52 A (9)

Ao resolver estas equacgdes, deve-se considerar como condigGes iniciais e de
contorno:
C=C0<x<,t=0
C=0x=0,x=1,t>0
Onde:

Co = concentracdo inicial de CO; na amostra
| = espessura do polimero, tem-se:

8¢, 1 2n + D)’
CH = = Z 2P —(%) D.t] (10)
n=0

ComoC(t)/CO = M(t)/V(t)/My/V, onde M é a massa de CO, e V é o volume

total da amostra intumescida, considerando que o volume ndo altera com o tempo (V
(t) = Vo) e a espessura da amostra é uma constante igual a / que é a espessura da amostra

em t=0, pode-se obter a seguinte equacao:

M, 1 (2n + Dm\’
MO =3 ;(2n+1)zeXp [_ (f) b.t

(11)

Onde:
D = coeficiente de difusao
| = espessura do polimero

M(t) = massa de difusdo de substancia no tempo t
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Mp = massa da difusdo de substanciaem t=0

O coeficiente de difusdo pode também ser entendido como a resisténcia na
transferéncia de massa através do material polimérico (FELISBERTI, 1985).

Os valores de D e Mo de CO; presentes no polimero podem ser determinados
pela solucdo analitica da equacgdo 11, truncando-a no segundo termo (se a curva de
dessorcdo apresentar comportamento aproximadamente linear em curto periodo de
tempo), utilizando os dados experimentais da sor¢do de CO, na matriz polimérica e uma
rotina computacional, a partir do algoritmo simplex de Nelder-Mead (PEREIRA, 2015).

Em Silva et al. (2016), a solucdo numérica da equacdo 11 foi também realizada,
utilizando o método das diferencas finitas, rotina computacional e o algoritmo de
simplex de Nelder-Mead, com vistas na otimiza¢ao dos resultados, que minimizam a
funcdo objetivo baseada no somatério do quadrado dos erros relativos das massas de
CO2 calculada e experimental da curva de dessor¢ao, como mostra a Equagao 12:

_ Z(mexp - rncall)2

Fopi = (12)
ov) X rrlexp2

Onde:
M exp = Massa de CO, medida experimentalmente
Mcal = massa de CO» calculada

Apesar de ser bastante utilizada, nem sempre a teoria de difusdo de Fick
consegue explicar a difusdo em polimeros, que dependerd da estrutura do polimero
(JESPERSEN, 2002).

Para explicar os outros casos de difusao, pode-se dividir os polimeros de acordo
com o mecanismo de difusdo em trés grupos: difusdo Fickiana (caso 1), ja apresentada
acima, é normalmente encontrada em polimeros borrachosos; o caso |l e o caso Ill ou
difusdo anémala (JESPERSEN, 2002; PEREIRA, 2015).

A verificagdo do tipo de difusdo que ocorre nos polimeros pode ser realizada por

uma relacdo conhecida como Lei das Poténcias (Equacdo 13):

Mt
M, ¢

Onde:
M(t) e M+ = quantidades de substancias liberadas no tempo

a = constante relacionada as caracteristicas do sistema



Capitulo Il — Revisdo de Literatura 55

n = indica o mecanismo de transporte. O valor do expoente de liberagao (n), calculado
por esta equacao, estd relacionado com o comportamento da matriz polimérica. No caso
de polimeros finos, para tempos curtos, quando M(t)/M-< 0,6, quando o valor de n for
igual a unidade (n=1), a taxa de difusdo do CO, é independente do tempo,
correspondendo a uma cinética de ordem zero, também conhecida como transporte
caso-ll, onde difusdo é controlada pelo intumescimento e desestruturagdao do filme.
Quando n for igual a 0,5, o mecanismo é controlado pelo coeficiente de difusdo e tem-
se um transporte fickiano do tipo |. Valores de n entre 0,5 e 1,0 caracteristicos do
transporte anémalo (PEREIRA, 2015; SIEPMANN e PEPPAS, 2001).

Um outro conceito essencial para entender o transporte de massas é a sor¢ao. O
termo sor¢do é usado para descrever o fendmeno de penetracdo e dispersdo das
moléculas do fluido em sdlidos poliméricos e um acimulo de moléculas na superficie e
os poros do material, formando uma mistura com uma ou duas fases. Na sorcdo, dois
processos ocorrem: a adsorcao e absorcdo (FELISBERTI, 1985).

A adsorcdo é a retencdo de moléculas em uma superficie e dependendo da
natureza das interacbes, entre o adsorvente (superficie) e adsorvato (moléculas
acumuladas), pode ser classificada como quimica (ligacdes covalentes) ou fisicas (forcas
de Van der Waals) (FELISBERTI, 1985).

A absorgao é um fendbmeno em que moléculas de uma ou mais substancias
penetram em uma outra fase liquida ou sélida. Pode ser fisica, quando se solubiliza ou
se dispersa na fase, sem alteragdao quimica ou, quimica quando ocorre reagao entre o
absorvente e o absorvido (FELISBERTI, 1985; SEADER; HENLEY, 2006).

O processo de sor¢do em polimeros é acompanhado do aumento da massa e do
volume do polimero. No caso de substancias de baixo peso molecular, o processo ndo é
simples, depende da estrutura polimérica e das interacbes entre o polimero e a(s)
substancia(s) penetrante(s) (FELISBERTI, 1985; PEREIRA, 2015). A sor¢cdo pode ocorrer
pelos seguintes mecanismos (FELISBERTI, 1985; JESPERSEN, 2002; PEREIRA, 2015):

e Sorcdo de Henry - as principais interagdes ocorrem entre as cadeias poliméricas

de polimeros amorfos. Este modo estabelece uma relacdo linear entre a

concentracdo da espécie no meio e sua pressao parcial, conforme mostra a

Equacao 14.
(14)
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Onde:
Cp = concentracdo da espécie penetrante
ko = coeficiente de solubilidade
P = pressado parcial da espécie penetrante
e Sorcdo de Langmuir - ocorre quando ha predominancia de interagdes entre o
polimero e a espécie penetrante (Equacdo 15). A difusdo ocorre em locais

especificos no polimero, a exemplo das microcavidades.

C'ybP (15)
H=Top

Onde:

C’n = constante de saturacdo do orificio

b = constante de afinidade.

e Modo dual de sorcdo - é composto pelos modos de Henry e Langmuir, comum
em polimeros vitreos ou cristalinos, onde o coeficiente de difusdo é baixo. A
difusdo das moléculas é descrita pela dissolugdo normal (difusdo nos dominios
da lei de Henry) e pela difusdo em microcavidades (difusdo nos dominios de

Langmuir).

2.4.3.2 Interagbes no processo de impregnac¢do/deposicdo supercritica entre
polimero-bioativo e scCO;

O estudo das interacdes entre os componentes do processo SSI/SSD é necessario
para obter o maior rendimento possivel de impregnacdo ou deposicao da substancia
bioativa na matriz polimérica. A seguir, as interacdes binarias scCO;-polimero, API-
scCO,, e APl-polimero sdo discutidas. Na figura 17, encontram-se as interagdes que

ocorrem neste processo.

Figura 17 — Interagdes entre bioativo, scCO2 e matriz polimérica em SSI/SSD
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scCO,

BIOATIVO [ __4—Impregnacdo/ | POLIMERO

Deposicao

FONTE: Adaptado de KIKIC; VECCHIONE (2003)

A natureza quimica das intera¢des entre polimero-bioativo e scCO; envolvidas no
processo de impregnacdo/deposicdo podem ser forgas de van der Waals - (dipolo-
dipolo), interacGes com ions (ion-dipolo) e liga¢cdes de hidrogénio. O estabelecimento
destas interacdes determina a solubilidade, o coeficiente de particdo e outras
propriedades. Além destas interagdes, outros fatores como propriedades morfoldgicas
e de superficie (porosidade, didametro de poro e area superficial), adicionadas as
propriedades termofisicas e de transporte dos fluidos (densidade, polaridade, tensdo
superficial, difusividade e viscosidade), podem ser também cruciais para a incorporagao
de APls em matrizes poliméricas. Existem ainda outras condi¢cdes do processo, como o
tempo de operacao e a velocidade de despressurizacdo, que podem ser também muito
relevantes para a eficiéncia global do processo SSI/SSD (BRAGA et al., 2015; MASMOUDI
et al.,, 2011).

2.4.3.2.1 Interagdo polimero - scCO;

Alguns fatores podem afetar a interagdo entre o CO, e a matriz polimérica, a
exemplo da temperatura, pressao, natureza do polimero, presenca de plastificantes,

cristalinidade e reticulagdo do polimero (FELISBERTI, 1985).

Efeitos da temperatura e pressdo

O processo de difusdo depende do movimento das cadeias poliméricas. Com o
aumento de temperatura, ha uma maior mobilidade das cadeias e um aumento dos
espacos livres com consequente aumento na velocidade de difusdo. No entanto, devido
ao aumento da entropia do sistema (o aumento da agitacdo das moléculas de CO; e os

choques entre as moléculas e entre elas e os poros do polimero), a sor¢do diminui com
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0 aumento de temperatura (BRANTLEY et al., 2000; CHAMPEAU et al., 2015a; DUARTE
et al., 2005; DUARTE et al., 2009b; FELISBERTI, 1985; KAZARIAN et al., 1998).

Com relacdo ao aumento de pressdo, em sistemas com forte interacao entre o
CO: e o polimero, hd um aumento de sor¢do e consequente intumescimento da matriz.
No entanto, devido a dificuldade de mobilidade das cadeias poliméricas em decorréncia
do efeito compressivo e de repulsdo entre as moléculas, uma vez que hd uma maior

quantidade de CO3, ha uma diminuicdo no coeficiente de difusdo (FELISBERTI, 1985).
Natureza do polimero

A composicdo e a estrutura dos polimeros afetam a difusdo do CO; na matriz
polimérica. O aumento da densidade de polimeros amorfos diminui a difusdo devido a
diminuicdo do volume livre, bem como o0 aumento das satura¢des que tornam as cadeias

menos flexiveis (FELISBERTI, 1985).
Plastificantes

Plastificantes sdao, normalmente, substancias organicas de peso molecular entre
300-600 e de cadeia linear ou ciclica (14 a 40 carbonos). Sdo usados como aditivos na
industria de polimeros, com o objetivo de modificar propriedades mecanicas
(aumentam a flexibilidade e maleabilidade). Além de reduzirem a tensdo de
deformacdo, dureza, densidade, viscosidade e cargas eletrostaticas do polimero,
aumentam a resisténcia a fraturas. O pequeno tamanho relativo da molécula do
plastificante (em comparagdo as cadeias poliméricas) permite que esta ocupe os
espacos intermoleculares, reduzindo as for¢as secunddrias entre as cadeias do polimero.
Alteram também a organizacdo tridimensional das moléculas, reduzindo a energia
requerida para o movimento da molécula e a formacao de liga¢des de hidrogénio entre
as cadeias, o que aumenta o espaco livre e a mobilidade da molécula, facilitando a
difus3o do bioativo na matriz polimérica (KIKIC, 2009; NALAWADE et al., 2006; UZER et
al., 2006; VIEIRA et al., 2011).

Cristalinidade e ReticulagGo

A sorcdo e a difusdo dependem do grau de cristalinidade do polimero, pois

quanto maior a cristalinidade, menor sera a flexibilidade de cadeias poliméricas e
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consequentemente menos difusdo ocorrerd. As regides cristalinas, por serem dificeis de
permear, impedem a sorcao do fluido. A reticulacdo também pode dificultar o processo
de difusdo e absorc¢ao do fluido devido a menor flexibilidade de cadeias, no entanto, ndo

afeta a adsor¢do (FELISBERTI, 1985).

A fim de obter mais informacdes sobre os mecanismos de sorcdo envolvidos e as
influéncias das propriedades do polimero, como a mobilidade da cadeia e o volume livre
ou efeitos plastificantes, varios métodos foram testados para investigar as mudancas
volumétricas da matriz de polimero durante a sor¢do de moléculas. Com relacdo ao grau
de intumescimento (ou swelling), este pode ser medido por meio das mudancas de
espessura em uma ou mais dimensdes com o uso de uma video-camera ou um
catetébmetro ou por mudancas gravimétricas (FLICHY et al., 2002; TOMASKO et al., 2003;
WISSINGER; PAULAITIS, 1987).

J4 para medir a sor¢do de scCO3 no polimero, alguns métodos utilizados sao:

- Método barométrico ou por decaimento de pressdo — E uma técnica simples e
barata, na qual a amostra do polimero é colocada em contato com CO; e isolada em
uma célula de alta pressdo. A massa de CO; absorvida pelo polimero é obtida pela
diferenga entre a quantidade inicial do fluido na célula e a quantidade remanescente
do CO; apds o equilibrio (DAVIS, 2004; LIU; TOMASKO, 2007; TOMASKO et al. 2003);

- Método gravimétrico — o método gravimétrico simples foi descrito por Berens et al.
(1992). Determina a mudanca de massa por meio da dessor¢cdo da amostra do
polimero, apds ser retirada da célula de alta pressdao para uma microbalanca na
temperatura ambiente (Figura 18). A previsdo da quantidade de CO; presente no
polimero é estimada pela extrapolacdo da curva de dessorcdao (massa dessorvida x
tempo) para o tempo zero. Apesar de existirem métodos mais precisos utilizados
para a medi¢do da sorcdao de CO; no material, o presente método é simples, robusto
e barato, e permite a predi¢ao do comportamento do CO; na matriz polimérica com
boa precisdo (DUARTE et al., 2005; TOMASKO et al., 2003).

A figura 19 apresenta um esquema de um equipamento de alta pressao utilizado
em procedimento gravimétrico simples para dessor¢dao. A amostra polimérica,
previamente pesada, é colocada em uma célula inox de alta pressdao e de facil

abertura. Esta é imersa em um banho termostatico de ar ou agua. A seguir, o CO; é
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bombeado para dentro do sistema até a pressao desejada. Depois de um certo

tempo, a célula é aberta rapidamente e a amostra transferida para a balanca para

registro da variacdo da massa durante a dessorcao (BERENS et al., 1992).

Além do método gravimétrico simples, varios trabalhos tém utilizado outros
tipos de balanca como:

a) A microbalanga eletrénica sensivel localizada dentro da célula e que mede
diretamente a massa de CO; absorvida e tem como vantagens a pequena
guantidade de amostra de polimero utilizada, além da alta sensibilidade
(KAMIYA et al., 1998; WISSINGER; PAULAITIS, 1987);

b) Abalanca de suspensdo magnética que apresenta além das vantagens da balanca
in situ, o fato da amostra e a balanga serem mecanicamente isoladas. A diferenca
de peso é determinada através da medicdo da forca necessdria para suspender
a amostra por levitagdo magnética. A amostra permanece dentro da célula de
alta pressao, enquanto a balanca encontra-se em temperatura ambiente sem
contato com a amostra. Uma suspensdo magnética acoplada controlada
eletronicamente transmite o sinal para a balanga (SATO et al., 2001) €;

c) A microbalanca de cristal de quartzo, que utiliza o método baseado no efeito
piezo-elétrico, no qual um cristal de quartzo é revestido com o polimero e
colocado entre dois eletrodos de metal, que estabelecem um campo elétrico
alternado através do cristal. A vibracdo emitida, a medida que o polimero

absorve o CO,, é registrada (AUBERT, 1998; TOMASKO, 2003; YU et al., 2013).

Figura 18 = Curva esquematica para pressdo ou massa X tempo de duragdo dos experimentos de
sor¢do/dessorcdo em polimeros. Em (1) Carregamento da célula de alta pressdo com a
amostra; (2) Pressurizagdo com CO2; (3) Absor¢do de CO: pelo polimero; (4)
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Despressurizagdo rapida; (5) Transferéncia da amostra para a balanga; (6) Registro da
massa durante a dessor¢ao

<+———— Nacélula —v ; Na balanga -
D ew
M.

Pressao ou Massa

O

Tempo ——e

FONTE: Adaptado de BERENS et al. (1992)

Figura 19— Diagrama genérico de um aparato para experimentos de sor¢do de CO;: 1) cilindro de
COz2; 2) bomba de alta pressdo; 3) Valvula de retengdo 4) Indicador de pressdo; 5) Banho
com temperatura constante; 6) Célula de alta pressdo; 7) Indicador de temperatura; 8)

Valvula para despressurizagao

R B

T &g

FONTE: Retirado de TANG et al. (2004)

- Métodos espectroscdpicos para medigdo de sorgdo de CO; e inchamento do polimero —
Estes métodos sdo capazes de determinar simultaneamente a sorcdo de CO; e o
inchamento do polimero, além de ser uma das principais ferramentas para estudar as
interacdes moleculares entre os componentes do sistema. As principais técnicas sdao de
infravermelho por transformada de Fourier proximo, médio e por reflectancia total
atenuada (CHAMPEAU et al., 2014). A partir da comparacao dos espectros do polimero

com e sem CO; e do CO; puro, os dados sdo obtidos. As bandas caracteristicas do CO;
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sdo em 660 e 2338 cm™. Ao aumentar a quantidade de CO2, hd uma diminui¢do da banda
de absorcdo do polimero, devido a reducdo da densidade deste e uma aumento na
intensidade da banda do CO; (2338 cm™). Para polimeros com afinidade com o CO,,
inchamento é calculado pela variagao da drea da banda caracteristica do polimero na

presenca de CO; e a sorg¢do a partir da altura da banda do CO> (2338 cm™) (KIKIC, 2009).

2.4.3.2.2 Interagao API - scCO;

O estudo da solubilidade de agentes bioativos em scCO, é uma etapa preliminar
e de grande importancia para o desenho experimental do processo de
impregnacdo/deposicdo supercritica e pode ser utilizado para avaliar a compatibilidade
do fluido supercritico para uma determinada aplicagdo, determinar as melhores
condicbes de operacao dos fluidos em processo especifico e estabelecer a temperatura
e pressao otimizadas, além da técnica de medigdo experimental a ser aplicada
(ABDULLAH, 2007).

A capacidade de solubilizacdo de APls em meio supercritico pode ser definida
como a concentracdo (m/m) ou fragdo molar de uma substancia ou substancias na fase
supercritica, a uma dada pressao e temperatura no estado de equilibrio. Muitos
trabalhos, que apresentam dados de solubilidade de diversos bioativos em scCO3, tém
sido publicados (ABDULLAH, 2007; BARTLE et al., 1991; GUPTA; SHIM, 2007; SKERGET et
al., 2011).

Existem diferentes métodos para a medicao da solubilidade de compostos em
dioxido de carbono supercritico que podem ser divididos em: estaticos e dinamicos. Nos
métodos estdticos, o soluto e o solvente sdo colocados em uma célula por um
determinado tempo até alcancar o equilibrio, dependendo da amostra e do tipo de
célula, podem ser classificados ainda como analitico e sintético. O método analitico
consiste em uma célula de volume constante com uma quantidade de fluido conhecida.
Apds o equilibrio, uma pequena quantidade do fluido é retirada e analisada por HPLC ou
outro método de andlise como espectroscopia ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo. O método sintético consiste em uma célula de volume varidvel, com janela de

safira para visualizacdo, com soluto e solvente em quantidades conhecidas e com
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condigdes que gradualmente reduzem a solubilidade até causar precipitacao (ponto de

orvalho), que é registrado (ABDULLAH, 2007; GUPTA; SHIM, 2007).

No método dindmico, o recipiente é cheio com um soluto e o fluido supercritico
flui continuamente através do recipiente. O fluxo de saida é entdo analisado para a
concentracdo de soluto por técnicas cromatograficas, espectroscopicas, gravimétricas,

dielétricas e outras (ABDULLAH, 2007).

Normalmente, as temperaturas utilizadas para estudar a solubilidade dos APIs
vado de 25 a 80°C (298,15 a 333, 15 K) e as pressoes até 400 bar (40 MPa) (ABDULLAH,
2007; CHAMPEAU et al., 2015a).

A determinacgao experimental da solubilidade de uma substancia em CO; denso
pode ser uma tarefa demorada e dispendiosa e por isso, modelos capazes de
correlacionar e prever a solubilidade de bioativos em scCO; sdo desejaveis (TABERNERO
et al., 2014). As predicdes sdo feitas a partir de equacGes semi-empiricas, equacdes de
estado, modelos de solugdo ou simula¢cdo molecular (TABERNERO et al., 2012).

As equagdes de estado, como Soave-Redlich-Kwong e Peng-Robinson, podem ser
utilizadas para modelar a solubilidade de bioativos em sc-CO, com e sem cossolventes.
Entretanto, o emprego dessas equacdes necessita de métodos computacionais robustos
e o conhecimento de varias propriedades como a pressdo de sublimagao, volume molar,
temperatura critica e pressao e, as vezes também parametros moleculares (TABERNERO
et al., 2014; PEREIRA, 2015).

Pereira (2015) fez a predicdo do comportamento termodinamico do éleo de
borage no scCO,, a partir da equacdo de Peng-Robinson.

As equacdes semi-empiricas, como o modelo de Chrastil (equacgdo 16) utilizado
por Gaspar et al. (2003) para calcular a solubilidade do 6leo de borage em scCO,, podem
ser aplicadas como alternativa as equag¢des de estado para correlacionar e prever a
solubilidade do API no scCO,. Esses modelos correlacionam os dados de solubilidade
experimentais com a densidade do solvente supercritico e a temperatura do sistema

bindrio e, portanto, ndao requerem propriedades do soluto sélido puro.

In(C) = k In(p) + % +b (16)

Onde:
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C = concentragdo (ou fragdao molar) do soluto

p = densidade do solvente

T =temperatura

k = nimero de moléculas associadas do solvente com uma molécula do soluto,

a = relacdo entre calor de solvatacdo e calor de vaporizacdo do soluto

b depende da massa molecular e pontos de ebulicdo do solvente e soluto.

No caso do 6leo de borage, Gaspar et al. (2003) obtiveram como valores étimos para os

parametros: k =9,95; a=-3984,9 e b =-52,8.

2.4.3.2.3 Interagao API - polimero

Ainteracdo entre o APl e o polimero é o principal critério para garantir o sucesso
ou bom rendimento da impregnacdo. Quando o bioativo interage fracamente ou ndo
interage com matriz polimérica, ele acaba por ficar na superficie da mesma e
frequentemente cristaliza. Quando o APl tem boa afinidade com o polimero, devido as
interacbes de van der Waals ou ligacbes de hidrogénio, resulta em uma dispersdo
molecular, maior coeficiente de particdo (K) do APl em favor do polimero e
consequentemente um maior carregamento do bioativo no polimero. Estas intera¢des
foram investigadas por técnicas espectroscépicas em varios trabalhos realizados por
Kazarian et al. (1993, 1998, 2002 e 2003), bem como por outros pesquisadores
(BANCHERO et al., 2009; GONG et al., 2006; LOPEZ-PERIAGO et al., 2009; MANNA et al.,
2007).

Estudos demonstraram que a incorporagcdo de APIs em polimeros apresenta
melhor rendimento quando o APl e o polimero apresentam carater hidrofilico ou
hidrofdbico similar (CHAMPEAU et al., 2015). Um exemplo disso é dado por Dias et al.
(2013), que impregnaram extrato de juca em trés matrizes poliméricas com melhor
eficiéncia de incorporacdo para N-carboxi-butil-quitosana, por serem ambos

hidrofdbicos.

O processo difusivo influencia na SSI/SSD, pois a transferéncia de massa depende
da solubilidade do APl no scCO; e da difusdo do bioativo na matriz polimérica, sendo
esta uma etapa limitante do processo de impregnacdo. A difusdo com scCO; é mais

rapida na SSI/SSD do que nos métodos convencionais de impregnacdo, por conta do
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inchamento do polimero e solvatagdao do API promovidos pelo scCO,, que difunde

melhor na matriz (CHAMPEAU et al., 2015; DUARTE et al., 2009c).

O efeito da pressdo estd intimamente relacionado ao grau de sor¢cdao do CO; no
polimero, pois 0 aumento na pressdo a temperatura constante, leva ao aumento da
sor¢do e permite um aumento da solubilidade do bioativo no CO; (BRAGA et al., 2008;
CHAMPEAU et al, 2014; MASMOUDI et al., 2011). Em alguns trabalhos, observa-se a
reducdo da quantidade de APl impregnada ao se elevar a pressdao, o que pode ser
justificado pelas interacdes entre o CO; e o APl serem maiores que aquelas entre o API
e o polimero (MEDEIROS et al., 2017; SHEN et al., 2008). Densidades mais altas,
decorrentes do aumento de pressao a temperatura constante, reduzem a distancia
intermolecular e podem favorecer as interagées especificas entre APl e 0 scCO, (COSTA
et al. 2010; DUARTE et al., 2009¢; YANES et al., 2011; YOGANATHAN et al., 2010).

O aumento da temperatura tem um efeito favoravel na impregnacdo/deposicdo,
pois aumenta a solubilidade do APl no scCO; e devido ao aumento da flexibilidade das
cadeias, permite uma melhor difusdo da mistura CO, + APl na matriz (BRANTLEY et al.,
2000; CHAMPEAU et al., 2015a; DUARTE et al., 2006a; DUARTE et al., 2009b; KAZARIAN
et al., 1998).

Interacdes fortes entre o polimero e o API, como ligagdes de hidrogénio,
favorecem uma maior impregnagdo, porém mais lenta, porque diminuem a difusividade
do farmaco no polimero. Outro fator que pode interferir na velocidade da impregnacao
é a espessura do material polimérico: quanto maior é a espessura da amostra, maior o
tempo que leva para ocorrer a impregnacao (BIERHAULZ, 2014; CHAMPEAU et al., 2015;
DUARTE et al., 2009c).

Outros fatores que interferem na impregnacao e dependem da interacao entre
0 APl e o polimero sdo: a taxa de despressuriza¢do e a velocidade de agitacao da mistura
scCO,-APIl. Geralmente, se o APl tem uma fraca afinidade com o polimero, ele pode ser
arrastado pelo CO; durante a despressurizacdo. Nessa situagdo, a taxa de
despressurizacao alta favorece o aprisionamento do APl no polimero, pois causa colapso
nos poros do polimero e impede a saida do bioativo. O oposto disso ocorre quando ha
alta afinidade do API com o polimero (coeficiente de particdo favoravel ao polimero).

Nesta situacdo as taxas podem ser mantidas mais baixas (BRAGA et al.,, 2011). No
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entanto, muitas vezes, a escolha da taxa de despressuriza¢do se deve ao fato de que
uma taxa muito alta danifica a matriz polimérica (CABEZAS et al., 2012; CABEZAS et al.,
2013; DIAS et al., 2013; NATU et al., 2008).

- Efeito da velocidade de agitagdo da mistura CO,-API

Cabezasetal. (2012,2013) incorporaram indometacina e 5-fluoroacil em dois polimeros
biodegradaveis, PLGA e PLA e, perceberam que, apesar da tensdo superficial do scCO;
ser proxima a zero, o aumento da velocidade da agitacao da mistura scCO,-API favorece
a impregnacdao. Em um dos polimeros (PLA) foi observado que a impregnag¢ao nao
melhora com o aumento da agitacdo da mistura fluida acima de 500 rpom. No entanto,
em particular para o PLGA, esta velocidade de agitacdo nao foi suficiente para aumentar
a impregnagdo e, por isso, eles recomendaram o uso de 1000 rpm para assegurar a
correta impregnacdo e alcancar mais cedo o estado de equilibrio. Neste caso, o
aumento da velocidade de agitagdo maxima estd relacionado com o aumento do

tamanho de poros no polimero.

2.4.4 Conclusdes

Muitos estudos sobre impregnacdo/deposicdo com scCO; tém sido realizados
nos ultimos 20 anos, demonstrando o interesse existente nesse processo. Na tabela 4,
encontram-se alguns destes trabalhos escolhidos por utilizarem agentes bioativos de
origem natural na drea de dispositivos médicos (curativos, endoproéteses, scaffolds) e de
liberagdo controlada.

Dos estudos citados relacionados com curativos, dois deles apresentaram o
mesmo tipo de curativo de celulose e coldgeno utilizado no presente trabalho, mas
impregnado com bioativos e condi¢cdes experimentais diferentes, além de nao
apresentarem ensaios de sorc¢do (DIAS et al., 2013; PASCOAL et al., 2017).

Apenas um trabalho com o poliuretano em forma de filme foi encontrado
(ZHANG et al., 2014), mas sem possibilidade de comparacdo com o poliuretano em
forma de espuma, devido a porosidade e espessura do material.

De acordo com dados da literatura (até a atual data), nenhum trabalho com dleo
de borage ou extrato de jambu para curativos foi encontrado.

Desta maneira, a presente tese propde utilizacdo de CO, supercritico para

impregnacdo/deposicdo de dois tipos de curativos em forma de espuma:
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- Poliuretano associado ao 6leo de borage — que pode ser utilizado para ferimentos

com exsudato, a exemplo de escaras e Ulceras, acelerando a cicatrizacdo;

- Colageno e celulose associado ao extrato de jambu — curativo utilizado para ferimentos

mais graves, crénicos e cirurgicos, bem como queimaduras de segundo grau, que

associado ao extrato de jambu pode trazer conforto ao paciente pelo efeito anestésico

e analgésico.
Tabelad—-  Exemplos de trabalhos publicados sobre a impregnacdo/deposicdo de polimeros utilizando
scCO2 e bioativos de origem natural para aplicagGes biomédicas nos ultimos 20 anos.
(continua)
Material API Forma Condigdes (K/MPa e Referéncias
rendimento)
PMMA-PCL Colesterol Microesferas 313 K /20 MPa/ ELVIRA et al,
10-20% 2004

PE de alto peso o-tocoferol Endoprotese 403 -443 K/ 10-13 MPa/ GAMSE et al.,

molecular 0,4-1% 2007

PCL blends Timolol Filme 313 K/ 11-20MPa NATU et al,

12-33 mg/g 2008
Celulose Mentol e vanilina Fibras 293-323 K/5,6-17,6MPa SHEN et al.,
6% e 14% 2008
Silica mesoporosa vit. E Particulas 313 K/ 8-5 MPa BELHADIJ-
0,5-1,1% AHMED et al,
2009
Quitosana (CBC) Quercetina/Timol Dressing 303-323K DIAS et al,
Agarose ol 10-20 MPa 2011
CBC: 0-2,6%/
0,6-2,5%
Agarose: 1,8-2,5%/
1,6-2,4%
Quitosana Lactulose Scaffolds 333-373K/ 10MPa DIEZ-MUNICIO
Microsferas Scaffolds: 0,2-8,6% etal., 2011
Microsferas: 2,4-4%
P(D,L)LA Paclitaxel Filme 313,15K/20MPa YODA et al,
0-0,1% 2011

Amido de milho pré-  Oleo de linhaca Filme 313,15-353,15K/15-30MPa COMIN et al.,

gelatinizado Acido Oleico 0,5-6,6%/ 3-11,4% 2012

Amido Oleo de orégano Microsferas 313,15 e 323,15K/ 8- ALMEIDA et al.,

15MPa/ 0,4-3% 2013

Quitosana (CBC)/ Extrato de juca Dressing 323,15K/ 27MPa DIAS et al,

Celulose-colageno/  (Libidibia férrea) CBC:46-48%; Cel./Colag.: 2013

Acido hialurénico 28-31%

A. Hial.: 25-28%

PCL Extrato do liquen Scaffolds 308,15K/15MPa FANOVICH et
Usnea 0,7-2,8% al., 2013
lethariiformis

Amido de mandioca  Cinamaldeido Filme 308,15K/15-25MPa SOUZA et al.,

2014
LLDPE Timol Filme 313,15K/7-12MPa TORRES et al.,

3.81%

2014
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Tabelad—-  Exemplos de trabalhos publicados sobre a impregnagdo/deposigdo de polimeros utilizando
scCO2 e bioativos de origem natural para aplicagGes biomédicas nos ultimos 20 anos.
(conclusao)
Poliuretano Hidroxicumarina Filme 313 K/15MPa ZHANG et al.,
0,3% 2014
Amido de milho e Timol Filme 308 K/15 MPa MILOVANOVIC
mandioca A. Milho: 1,1-4,0% et al., 2015
A. Tapioca: 0,6-3,6%
LLDPE Eugenol Filme 318K/ 10-15MPa GONI et al,
1-6,0 % 2016
PCL, PCL-HA Timol Filme 308 -313 K /10-30MPa IVANOVIC et
11-23,7% al., 2016
Aerogel de silica/ Fitol Espuma 313 K/ 20 MPa MUSTAPA et
alginato 30,1% e 22,1% al., 2016
Aerogel de Alginato ~ Vitamina D3 Espuma 278 -308 K/8MPa PANTIC et al.,
1% 2016
Poliuretano Oleo de Borage Espuma 308-328 K/ 8,9-30 MPa SILVA et al,
3-11,8% 2016
Gelatina/Coldgeno-  Oleo de Copaiba Dressing 318 K/13-32 MPa PASCOAL et al.,
Celulose Gelatina: 0,5-2,1% 2017
Colag-Celul.:0,5-1,5%
Colageno-Celulose Extrato de Jambu Dressing 308 K/ 8,9-18,3 MPa SILVA et al,
2,4-6,4% 2018
LLDPE Eugenol e dleo de Filme 298-318 K/ 15-25MPa MEDEIROS et
cravo Eugenol: 11-44 mg al., 2017

Ol. cravo: 10-40 mg

FONTE: A autora (2018)
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3.1 MATERIAIS

A relagao dos principais materiais utilizados neste trabalho, incluindo reagentes,

solventes e matrizes poliméricas, esta listada a seguir:

(i)

(ii)

(i)

(iv)

(v)
(vi)

(vii)

Foam Dressing — curativo em forma de espuma de poliuretano da marca

Bastos Viegas — Portugal.

Promogran® - curativo em forma de espuma liofilizada estéril composto por
55% de colageno bovino e 45% de celulose regenerada oxidada (ORC)
gentilmente cedido pela Systagenix Wound Management (atualmente,

Acelity Company — USA)

Oleo de borage, contendo 23% (m/m) de acido y-linolénico gentilmente

doado pela Bioriginal Food & Science Corp., Canada.

Extrato de flores de Jambu (Spilanthes acmella) obtido por extracdo com
didxido de carbono supercritico (DIAS et al., 2017), em uma etapa anterior a

este trabalho.
Didéxido de carbono (99,5%) obtido da Praxair (Portugal)

Etanol (99,9%) Scharlab, Espanha; Acetato de etila (99,9%) e solventes
utilizados para as analises em HPLC, como: acetonitrila (99,9%), 2-propanol

(99,8%) e n-hexano (99%), adquiridos da Carlo Erba Reagentes, Italia.

A 3gua ultrapura (purificada por sistema de osmose reversa Milli-Q da
Millipore) empregada para a caracterizagdo do material através de medidas

de dngulo de contato e permeacdo de vapor d’agua.

3.2 METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada no Green Sustainable Processes

Lab - GSP, localizado no Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade

de Coimbra, Portugal.

3.2.1 ENSAIOS DE SORCAO/DESSORCAO

Os testes de sor¢do/dessorcdo foram realizados em curativos comerciais:

poliuretano (Figura 20), composto por duas camadas distintas: um filme superficial (com
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func¢do de protec¢do do ferimento de contaminantes externos) e uma camada de espuma
(com funcdo de absorcdo dos exsudatos da ferida) e Promogran® (Figura 21).

Para os experimentos de sorcao, removeu-se o filme superficial do curativo de
poliuretano com etanol, pois em testes prévios, observou-se que este se desprendia

facilmente da espuma apds a despressurizacao rapida.

Figura 21 - Curativo de poliuretano comercial utilizado nos experimentos

Filme superficial

L =———> Espuma

FONTE: A autora (2018)

Figura 21 — Curativo de coldgeno/celulose (Promogran®) utilizado nos experimentos

B

FONTE: A autora (2018)

Inicialmente, ambos curativos foram acondicionados em estufa a 313,15 K, por
no minimo, 24 horas, com umidade de 0,7%. Por serem materiais relativamente

higroscdpicos, os curativos foram mantidos na estufa e pesados até a estabilidade da
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massa dos curativos. Em seguida, foram cortados em formato retangular - poliuretano
(aproximadamente 1,5 cm (L) x 50 cm (P) x 0,4 cm (E)) e Promogran®
(aproximadamente 1,0 cm (L) x 3,0 cm (P) x 0,2 cm (E)), pesados e posicionados em
célula de alta pressdao de abertura rapida imersa em um banho de ar térmico com
temperatura controlada.

As temperaturas, tempos e densidades de scCO; utilizados nos experimentos de
sorcao foram escolhidos a partir da experiéncia dos trabalhos anteriores do grupo. As
pressoes referentes as densidades escolhidas foram obtidas através do banco de dados
do Instituto Nacionais de Padrdes e Tecnologia (National Institute of Standards and
Technology - USA - NIST). No entanto, as pressoes utilizadas poderiam ser calculadas por
meio de equagdes de estado como a equagao de Van der Waals.

O aparato experimental de sor¢do utilizado nos experimentos encontra-se
esquematizado na Figura 22, destacando a foto da célula de alta pressdao (Thar, 10 mL

de aco inoxidavel) com fécil abertura.

Figura 22 - Esquema do sistema de sorg¢do. Onde: 1) Reservatoério de CO3, 2) Bomba de CO: de alta
pressdo, 3) Banho de ar com temperatura controlada 4) célula de sor¢do de abertura
rapida, 5) Controlador e indicador de temperatura, 6) transdutor de pressao, 7) Foto
da célula.

FONTE: A autora (2018)

O método gravimétrico foi escolhido para avaliar a sor¢do do CO; supercritico
nos curativos poliméricos. As condicOes de trabalho (temperatura, densidade do CO; e

tempos) foram escolhidas, baseando-se em trabalhos prévios do grupo e dados da
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literatura. Para cada temperatura de trabalho definida, o sistema foi pressurizado com
CO; usando uma bomba seringa de alta pressdo (Teledyne Isco, modelo 260D) até atingir
a pressdo e densidade de CO, desejadas (tabela 6). Apds o periodo de contato
estabelecido entre o polimero e o CO; a alta pressado, a célula foi rapidamente aberta
(aproximadamente 30 segundos) e a amostra transferida, a temperatura ambiente, para
uma balanca analitica (Sartorius CPA225D, sensibilidade 0,01 mg) para registro da massa
da amostra ao longo do tempo (massa de CO;, dessorvida do curativo x tempo). A massa
da amostra foi pesada e gravada a cada 2 segundos por 500 segundos ou até sua

estabilizacao, através do software RS Key 1.4 (A&D Company, Limited — Japao).

Tabela 5 — Condi¢des experimentais para os ensaios de sor¢do/ dessor¢do

Material Temperatura (K) Densidade de scCO: (Kg.m3) / Tempo (h)
Pressdo (MPa)
308,15 650/ 8,9
750/11,3
850/ 18,3 1
318,15 650/11,9 2
Poliuretano 750/ 15,5 4
850/24,1 8
650/ 14,9 16
328,15 750/19,8
850 /30,0
308,15 650/ 8,9
750 /11,3 0,5
p ® 850/18,3 2
romogran 650 /11.9 p
318,15 750/ 15,5 8
850/24,1 16

FONTE: A autora (2018)

A sorcdo foi calculada a partir da seguinte equacao:

Mo

S (%) =

x 100 (9),

onde Mo é a massa estimada de CO; sorvida pela amostra no equilibrio e M; é a massa
inicial do polimero. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e repetidos,
caso apresentassem coeficiente de variagdo maior do que 15 %.

Os resultados de Mg e D foram estimados pelas solu¢des analitica e numérica da

Lei de Fick e obtidos por Pereira (2015) em seu trabalho de mestrado.

3.2.2 IMPREGNACAO/DEPOSICAO
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Os ensaios de impregnac¢do/deposicdo foram realizados com os curativos de
poliuretano sem o filme superficial, removidos com etanol. Inicialmente, as amostras de
polimeros foram cortadas em quadrados de 1,0 cm (L) x 1,0 cm (P) x 0,4 cm (E) para o
poliuretano e 1,0 cm (L) x 1,0 cm (P) x 0,2 cm (E) para a Promogran®), previamente
pesadas e colocadas em suportes de aco inoxidavel ordenados verticalmente (Figura
24). Cada suporte comporta duas amostras de polimero e a célula de alta pressdo

comportou 3 suportes por experimento.

Figura23- Foto do suporte e esquema da célula de alta pressdo utilizados no sistema de
impregnacdo/deposicdo

Suporte contendo 2
—® amostras de curativos

1,0x1,0x0,4 cm?
Suportes ordenados
verticalmente

“"--_Ej_' Barra magnética

Célula de alta pressio

FONTE: A autora (2018)

O equipamento de impregnac¢do/deposicdo supercritico utilizado, nos
experimentos, consiste em um compressor de CO,, uma célula de alta pressao de aco
inoxiddvel mergulhada em um banho de agua termostdtico e uma placa de agitacdo
magnética a 700 rpm. A agitacdo torna-se importante para dissolver e homogeneizar a
mistura (6leo de borage ou extrato de Jambu + scCO; ou extrato de Jambu +
scCOy/etanol (95%/5% molar)) a alta pressdo. A Figura 24 apresenta o esquema do
aparato de impregnagao.

Na célula de alta pressdo, primeiramente, adicionou-se o éleo de borage ou
extrato de Jambu e, depois, os suportes com os curativos.

Para garantir a saturacdo da fase modvel (scCO;), acrescentou-se

aproximadamente 2,3 vezes mais (320 mg) que a quantidade maxima de 6leo (142,8 mg)
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a ser solubilizada na temperatura de 328 K, na pressao de 30,0 MPa e na densidade de
CO, de 850 Kg.m™ (calculada por dados indiretos de solubilidade obtidos por GASPAR,
2003). A quantidade de dleo colocado na célula foi baseada na solubilidade obtida
experimentalmente do éleo de borage em etanol, a temperatura de 308,15 K e agitacao
de 700 rpm para que fosse possivel comparar os dois tipos de incorporacdo (por
supercritico e por imersdo com etanol). No entanto, por conta da mudanca de coloracao
do poliuretano durante o processo de secagem, optou-se por utilizar nos trabalhos
somente a impregnacdo/deposi¢ado supercritica.

Para o ensaio de impregnacdo/deposicdo da Promogran®, a quantidade de
extrato de Jambu utilizada (100 mg) foi 10 vezes superior ao valor de solubilidade do
extrato em CO; (10 mg) estabelecida por dados indiretos de solubilidade de sua extra¢do
com scCO; obtidos por Dias et al. (2017), de modo a garantir que ndo limitasse
incorporagdao do API. No entanto, foram também testadas quantidades maiores de
extrato de jambu na célula de impregnacao (300 e 150 mg), mas por conta da agitacao,
o extrato acabava por respingar nos curativos, promovendo uma
impregnacdo/deposicdo heterogénea. Por este motivo, foi escolhida a maxima
quantidade de extrato (100 mg), onde o processo SSI/SSD ocorreu sem respingos e
visualmente homogéneo.

Os experimentos de impregnacdo/deposicdo foram conduzidos de acordo com
as condicOes apresentadas na Tabela 7. As temperaturas e densidades foram escolhidas
pelos resultados de solubilidade dos agentes bioativos, sensibilidade térmica do
material, no caso da Promogran® (PASCOAL et al., 2017) e, pelos resultados de sorcdo.

Apds este periodo, o sistema foi cuidadosamente despressurizado a taxa de 1
MPa.min para o poliuretano (taxa de pressurizacdo utilizada pelo grupo em trabalhos
anteriores) e 0,5 MPa.min-! para a Promogran®, ja que em testes prévios, este curativo
deformava em taxas de despressurizacdo maiores do que a utilizada. Os experimentos

foram realizados em triplicata.
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Figura 24 -

Esquema de equipamento de SSI/SSD. 1) Reservatério de CO,, 2) Bomba de CO;

de alta pressédo, 3) banho de dgua termostatizado, 4) célula de impregnacédo inox
de alta pressdo, 5) agitador magnético, 6) transdutor de pressdo, 7) “trap” de
vidro, 8) controlador/indicador de temperatura.

7
1
FONTE: A autora (2018)
Tabela 6 — Condi¢Bes experimentais para os ensaios de impregnagdo/ deposi¢do
Tempo Temperatura (|'<) SCC'?Z/ Taxa de
Material/API de P Solvente g&.m ,,) Despressurizagdo
contato (K) Pressdo (MPa.min )
(MPa) ’
Poliuretano/ 3h ScCO» 650/8,9
Oleo de 308,15 ScCO2 850/ 18,3 1
Borage
(320 me) 328,15 1
! ScCO2 850/30,0
Promogran® / ScCO, 650/8,9
Extrato de h 308,15 ScCO; 750/11,3 05
Jambu ScCO; 850/ 18,3 !
(100 mg) ScCO2 +EtOH | 850/ 18,3

FONTE: A autora (2018)
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3.2.3 QUANTIFICAGAO DO OLEO DE BORAGE E EXTRATO DE JAMBU IMPREGNADOS
NOS CURATIVOS

A quantificacdo do dleo impregnado e do extrato de jambu foi realizada nos
curativos localizados no suporte intermedidrio da célula de impregnacao. Os curativos
do suporte inferior ndo foram escolhidos, devido a possibilidade de respingar 6leo ou
extrato durante a homogeneizacdo na amostra, ocasionando quantidades impregnadas
maiores que o esperado. Os curativos do suporte superior foram descartados por
apresentar quantidade insuficiente de material impregnado.

O método de quantificacdo escolhido foi o gravimétrico. Em frascos previamente
pesados, adicionaram-se as amostras impregnadas em 15 mL de n-hexano sob agitagao
a temperatura de 305,15 K. O solvente foi cuidadosamente removido e reposto
novamente em 24 horas. Tal procedimento (secagem e reposicao) foi repetido mais uma
vez e apos a terceira etapa de secagem, o curativo foi removido e o frasco, apds
evaporacdo do solvente, foi pesado.

O residuo seco do éleo de borage contido no frasco foi solubilizado em 5 mL de
n-hexano e analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC),
usando um equipamento (modelo LC20AD Prominence, Japdo) equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD) e UV (Modelo SPD-M20A) e uma coluna cromatografica RP-100-
5C18 (250 mm x 4 mm i.d., 5 mm). As condi¢Oes de programacao foram baseadas na
literatura (LISA e HOLCAPEK, 2008): fluxo da fase mével de 1mL/min, volume de injecdo
de 10uL, temperatura de coluna de 298 K com o gradiente de fase mével: 0 min - 100%
acetonitrila, 0-70 min - 45% acetonitrila e 55% 2-propanol; 70-76 min - 100%
acetonitrila, mantido constante por 10 minutos para posterior avaliacdo qualitativa do
6leo impregnado nos curativos a partir do seu principal marcador: o acido y-linolénico.
O extrato de Jambu foi dissolvido em 5 mL de acetato de etila e analisado por
Cromatografia Gasosa (Agilent Technologies, EUA, modelo GC 7890A), com detector por
ionizacdo de chama (CG-FID) e acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) (G3171A
MSD), utilizando o espilantol como marcador. A coluna capilar de silica foi de 30 m x
0,32 mm i.d.; df, 0,25 um, 100% de dimetilpolisiloxano (HP-1 ms, Agilent-J&W
Scientific). O programa de temperatura foi o seguinte: 353 K por 5 min, aumentando até

553 K (a 4 K min'!) e manteve-se durante 10 min a esta temperatura. O hélio foi utilizado
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como gas transportador (1,0 ml mint). A linha de transferéncia, quadrupolo e fonte de

ions foram mantidas em 513, 423 e 503 K, respectivamente.

3.2.4 CARACTERIZAGAO DOS CURATIVOS IMPREGNADOS E NAO-IMPREGNADOS

Os curativos (antes e depois da sor¢do/dessor¢do e impregnacdo/deposicdo) foram
caracterizados por:

- Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier de refletdncia total
atenuada (FTIR-ATR) — Para confirmar a impregnac¢do do polimero com o bioativo, as
amostras foram analisadas em espectrofotémetro JASCO 4200 FTIR, operando no modo
ATR (MKII Golden Gate™ Single Reflexion ATR System) na faixa de 550 - 4000 cm™. Cada
espectro foi obtido com resolucdo de 4 cm™ através de 128 varreduras. Esta técnica foi
utilizada para confirmar a deposicdo supercritica a partir das comparacdes de amostras
de polimeros impregnadas, ndo impregnadas e APls.

- Picnometria de Hélio - A densidade absoluta dos curativos foi medida através de
picnometria de hélio (Accupyc 1330 Micromeritics, Micromeritics Instrument
Corporation, USA) usando amostras 1 cm x 1 cm num volume total de cercade 1 cm3 e

a porosidade determinada pela equagao 17:

P — 1 _ paparente (17)

Pabsoluta

Onde:

densidade aparente = razdo entre massa e volume da amostra (Kg.m)

densidade absoluta = medida pelo picndmetro.

- Angulo de contato de dgua — a medida de angulo de contato da dgua é utilizada para
verificar a hidrofobicidade das amostras e foram feitas no equipamento OCA20 da marca
Dataphysics.

- Taxa de transmissdo de vapor d’dgua (WVTR) e permeabilidade de vapor d’dgua
(WVP) — As taxas de transmissdo de vapor d’dgua e permeabilidade de vapor d’agua sdo
obtidas com o intuito de verificar a perda de umidade do curativo, isto é atil, uma vez
gue é desejavel que o curativo mantenha um ambiente Umido para acelerar a
cicatrizacdo e evitar necrose no tecido do ferimento. Estes valores de WVTR foram

determinados com base na norma ASTM E96-90D (2010), monitorando-se a perda da
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massa de agua das amostras durante um periodo de tempo (30 horas) através de uma
area de transmiss3o de vapor de 0,636 cm?.

O cdlculo do WVP foi realizado através da equacdo 18:

(18)

WVP =WVTR
PO(RHin - RHout)

Onde:

Po= pressao de vapor

RHin = umidade relativa do ar dentro da célula de permeabilidade

RHout = umidade relativa do ar no dessecador (umidade em 20%, utilizando solugdo
saturada de cloreto de litio).

O WVTR é calculado pela equacdo 19:

WVTR = Higuaperdide (19)

Onde:
M = massa de vapor d’dgua que permeou a amostra no tempo t
A = area da amostra exposta ao ambiente

A morfologia da superficie das amostras de Promogran® foi analisada por
Microscopia Eletrénica de varredura (SEM) usando um microscépio JEOL (modelo JSM-
6610LV, Japdo) em 10 kV e diferentes magnitudes. As amostras foram cobertas com
ouro (300 A) usando o Denton Vacuum (modelo Desk V, USA).

Adicionalmente, as amostras de poliuretano foram caracterizadas pelas técnicas
a seguir. Estas técnicas ndao foram repetidas para o Promogran®, porque foram
realizadas em um trabalho anterior do grupo (Pascoal et al., 2017):

e Adsorc¢do de Nitrogénio — o didametro médio e volume dos poros, bem
como area de superficie das amostras foram determinadas por adsorcao
de nitrogénio (Micromeritics, modelo ASAP 2000, 20Q-34001-01). A area
de superficie foi determinada pelo método de Brunauer-Emmett-Teller
(BET), enquanto o volume e o diametro médio dos poros foram
calculados usando o método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH).

e Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e termogravimetria (TGA) —

os eventos térmicos foram determinados pelo calorimetro (TA
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Instruments, modelo Q200, USA) calibrado com indio, sob atmosfera de
nitrogénio em modo dindmico (50 mL min) de 193 K até 473 K com taxa
de aquecimento de 10 K mint. O perfil termogravimétrico das amostras
foi obtido por Analise Térmica Diferencial Simultanea (SDT) (TA
Instruments, modelo Q600, USA) calibrado com indio com temperaturas
entre 298 K e 873 K e taxa de aquecimento de 10 K min™ sob atmosfera

de nitrogénio (100 mL mint).



Capitulo IV
Resultados e Discussao
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4.1 Resultados e Discussao

Este capitulo apresenta uma compilacdo dos resultados experimentais sob a forma
de dois artigos publicados no “Journal of Supercritical Fluids”, na ordem em que foram
realizados. O uso dos artigos neste documento foi autorizado pela Elsevier, conforme
documentos anexos.

O primeiro artigo tratou do estudo da sorcdo de CO, em curativos de poliuretano e a
modelagem dos resultados utilizando as solug¢bes analitica e numérica da Lei de Fick. A
seguir, baseando-se nestes resultados, os curativos de poliuretano foram impregnados
com o 6leo de borage, uma agente bioativo utilizado para limpeza e cicatrizacdo de
ferimentos. Foram avaliados quanto ao rendimento da impregnacdo e caracterizados
curativos impregnados utilizando vdrias técnicas.

O segundo artigo apresentou os resultados obtidos no estudo de sor¢do de CO; em
curativos de colageno e celulose e a modelagem apenas com a solugdo analitica da Lei
de Fick, j3 que por experiéncia do artigo anterior, a solu¢cdo analitica apresentou
resultados com uma faixa de erros aceitavel. Baseando-se nos resultados de sorcdo de
CO; na matriz polimérica, procedeu-se a impregnacao supercritica dos curativos com
extrato de jambu e utilizou-se também etanol como co-solvente. Avaliou-se o

rendimento do processo, caracterizando-os.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: In this work, experimental equilibrium solubility data of 50005 in polyurethane (PUR) foam (scC05 sorp-
Received E January 2016 tion capacity) was measured by a gravimetric method for different isotherms (308, 318 and 328 K), scC02
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12 April 2016 densities (650, 750 and 850 kg m—) and s¢C02 exposure times (0.5, 2, 4, 8 and 16 h). Sorption data and C02

desorption coefficients were estimated from desorption curves that were modeled using both numerical
and analytical solution of Fick's second law, with deviations below 10% in both cases. The influence of

ﬁr’mﬂ ) sc00; sorption capacity on the amount of borage oil impregnated /deposited into the PUR foamed matrix
i mﬂniﬂnjdepaslmn was studied for selected pressure and temperature conditions and based on 000z sorption data. Results
Borage oil showed that the highest solubility of 5cC05 in PUR (~70%) was achieved at the lowest temperature and
Polyurethane highest solvent density studied (308K and 850 kg m—3) while the highest borage il loaded yield was

observed at the highest temperature and solvent density studied (328 K and 850 kg m~*), meaning that
the impregnation/deposition process is controlled by the solubility of borage oil in scC0z. All the com-
pounds present in borage oil (and which are detected by HPLC) were successfully loaded into the PUR
matrix which confirms the feasibility of the impregnationjdeposition process. Moreover, the amount of
loaded oil did not significantly affect the neat properties of the PUR matrix (mainly its hydrophobicity,
thermal resistance and water vapor permeation capacity).

Mass ransfer

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Wound dressings are used to assist in tissues repair and
regeneration throughout the wound healing process. Several poly=
mers can be employed to produce wound dressings and they
can be both natural-based, such as polysaccharides and proteins,
or synthetic=based, such as poly{urethanes), poly[ethylenes) and
polyacrylonitrile) [1). Among these materials, poly{urethanes)
have been extensively studied for the development of biomed-
ical devices or drug delivery systems, including wound healing
applications, due to their excellent physical and mechanical prop-
erties and good biocompatibility | 2|. Moreover polyurethane is also
highly versatile, since it is possible to provide polyurethane-based

* Corresponding author.
E-mail addresses: adias@eq.ucpt (AMA. Dias), marabragafeq.uc.pt
[M.E.M. Braga).

http: ) fdxdol.org/10.101 6] supfu 200 6.04.007
D896-8446 /0 2016 Elsevier BV, All rights reserved.

materials with widely different properties (such as mechanical
strength, flexibility, morphology and biodegradability) by chang-
ing the type and proportion of its isocyanate and polyol forming
units [3]. In addition, polyurethane may be easily cross-linked,
blended with other synthetic and/or natural-based polymers, and
processed in the form of particles, fibers, films, foams and hydrogels
|4]. All of these advantages justify the large number of commer-
cial polyurethane-based wound dressings available as films (e.g.
Opsite® from Smith and Nephew: Biooclusive® from Johnson &
Johnson; Tegaderm® from 3M Health-care) and as foams (eg.
Lyofoam® and DucDERM® CGF® both from ConvaTec; Allevyn®
from Smith and Mephew) [4=5|. Polyurethane dressings have been
also successfully impregnated with several drugs, with different
bioactivities, such as analgesics (e.g. Biatain® Ibu Foam Dressing
impregnated with ibuprofen), cicatrizing agents (e.g. Meliplex®Ag,
Allevyn® and Silverlon® impregnated with silver), antibiotics (e.g.
vancomycin, gentamycin, ciprofloxacin and rifampicin} [7-10] and
anti-carcinogenics (e.g. paclitaxel) [11.12].
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Fig. 2. Desorption curve of carbon dicxide from PUR after an exposure time of 0.5 h at 308 K and scC0; density of 650 kg m—* (89 MPa). Symbols represent the experimental
points and the line represents modeling results obtained for the analytical solution of Eq. (5).

Different methods can be used to incorporate bioactive sub-
stances into polymeric wound dressings, namely by physical
mixture (drug + polymer) followed by polymer melting; drug incor-
poration during polymerization reactions:; dissolution/dispersion
and soaking of the polymer matrices in drug solutions followed by
solvent removal. However, these methods involve the use of high
temperatures which may degrade thermally labile substances; the
use of organic solvents that may present safety issues and/or can
be difficult to remove; the possibility of undesirable reactions with
degradation of substances andfor formation of hazardous com-
pounds. Moreover, these processes are time consuming and may

present low efficiency and heterogeneous impregnation due to sol-
vent/drug diffusivity constrains, low matrix swelling capacity to
swell andfor weak drug-matrix interactions [13).

Ower the last years, supercritical fluid processes, particular those
that involve the use of supercritical carbon dioxide (scC03), have
emerged as efficient alternatives to conventional drugfbioactive
impregnation methods. The main advantages have been previously
discussed in the literature and are mainly related to the greener
character of these technigues, which originate solvent free final
materials, and to its versatility, because it is possible to tune the
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properties of the solvent by changing process conditions avoiding
drug/bioactive degradation | 14-20].

The gas-like behavior of scC0, favors its diffusion through the
polymer structure and the swelling of the matrix, promoting the
diffusion of substances within it, with clear advantages in drug
homogeneous dispersion and total loaded amount [15,21-24).

The efficiency of supercritical fluid impregnation/deposition
depends on the interactions that are established in the termary
system polymer=bicactive-scC0; namely the solubility of the
drug/bioactive compound in scC0,, the partition coefficient
between the drug and the polymer and the scC0; sorption capacity
of the polymer [25,26). The later mostly depends on the physical-
chemical properties of the polymer matrix (such as the chemical
functional groups in the polymer chain with high affinity for
C0z) and on its chemical structure {crosslinking degree, poros-
ity, surface area, etc.) [17,23,27-30|. Therefore, the optimization
of supercritical fluid impregnation/deposition processes requires
the knowledge of the solubility and diffusion coefficients of scC0,
in the polymer matrix to be impregnated.

There are different apparatus/methods that can be used to
measure the scCO; sorption capacity in polymers, including gravi-
metric, barometric and spectroscopic methods [23,31=36]. In this
waork, the equilibrium solubility of scC05 in a polyurethane-based
polymer matrix (scC0s sorption capacity at equilibrium) was mea=
sured at different isotherms (308, 318 and 328K) and scC0;
densities (650, 750 and 850kgm=3), using a gravimetric proce-
dure. Although less accurate than other methods, its simplicity
permits to easily determine high pressure scC0z=polymer equilib-
rium data with reasonable accuracy for comparison purposes. The
obtained experimental data was used to infer the most favorable
experimental conditions that would maximize the scC0; impreg=
nation/deposition of borage oil in the polyurethane-based material
aiming to prepare wound dressings with enhanced healing prop=
erties. Borage oil ( Borago officinalis) was used in this work because
it is rich in essential fatty acids, and particularly in +y-linolenic acid,
a precursor to a variety of prostaglandins and leukotrienes, with
already proved efficiency in wound healing management |37-40].

2. Materials and methods
2.1. Materials

The commercial polyurethane-based wound dressing (Foam
Dressing) was acquired from Bastos Viegas, Portugal. The exact
composition of the polyurethane (PUR) sample is unknown due
to proprietary reasons. Borage oil with 23% of gamma linolenic
acid {GLA) was kindly supplied by Bioriginal Food & Science
Corp., Canada. Carbon dioxide (99.5%) was obtained from Prax-
air and ethanol (99.9%) from Scharlab, Spain. The solvents used
for HPLC analysis namely n-hexane (99%), acetonitrile {99.9%) and
2-propanol (99.8%) were acquired from Carlo Erba Reagents ltaly.
MilliQ water, purified by reverse osmosis [ Milli-Q water, Millipore)
was employed for contact angle and water vapor permeation mea-
surements.

22, Pre-treatment of samples

The commercial FUR wound dressing is composed by two dis-
tinct layers, a PUR foam layer to absorb wound fluids and a PUR
superficial very thin film to protect the wound bed from external
microbial contamination according to manufacturer information.
In this work, the superficial thin film was separated from the
foamed layer with ethanol in order to study the scCO; sorption
capacity of the foamed layer only. FUR samples were cut into rect-
angular (~1.5x50=040cm) and square {~1.0x 1.0 = 0.40cm)
pieces for the scCO; sorption and scC0,; impregnation/deposition
measurements, respectively. Before the experiments, samples were
dried in an oven at 313.15K for at least 24 h. The water amount
that remains in the samples after drying was ~0.7% (confirmed by
thermogravimetric analysis, SDT-TA Instruments ).
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Fig. 4. HPLC chromatographic profiles of pure borage oil and oil released from the PUR sample after scC0; impregnation/deposition at 328K and 30MPa (850 kg m—3).

2.3, so00; desorption measurements

A gravimetric procedure was used to measure the solubility
of scC05 in PUR samples according to a methodology previously
described in the literature | 36| using an equipment represented in
Fig. 51. scC0O; was pumped using a syringe liguid pump (Teledyne
Isco 260D0) and a quick opening stainless steel high pressure cell
(10ml, from Thar) was used to minimize the time gap between
the depressurization onset and scC0; desorption data acquisition.
Dried PUR samples were loaded into the cell, which was placed
inside a thermostatized air bath able to control the temperature to
within+ 1 K. At each previously defined equilibrium temperature
(308, 318 and 328 K) the system was pressurized to achieve three
different scC0, densities: 650 kgm=3, 750 kg m=? and 850 kg m=3.
Different scC0; exposure times were also tested (0.5, 2, 4, 8 and
16 h). The pressure inside the cell was measured with a pressure
transducer to within £50 kPa. After each established contact time,
the cell was quickly depressurized and the sample transferred to
a digital balance (Sartorius CPA225D, sensitivity 0.01 mg) at room
temperature, which recorded PUR sample weight changes during
(0, desorption at atmospheric pressure. The time gap between
depressurization and the first weight recorded data was ~30s, in
average. The PUR weight was recorded using the RS Key 1.4 soft-
ware (A&D Company, Limited—]apan) at time intervals of (2 5) and
until stabilization [~5005s). The equilibrium scC0s sorption capac=
ity, at each experimental condition, was calculated according to Eq.
(1):

My

5(¥)= ———
(%) Myt 0

100 (1

In this equation, Mg is the mass of s0C0; absorbed by the sample
at equilibrium and M; is the initial mass of the PUR sample. All
experiments were duplicated.

24 500, impregnation/deposition of borage oil in PUR samples

The employed supercritical impregnation/deposition apparatus
was already described in the literature | 24-25,41 |. Briefly it consists
in a compressed air-operated C0O; liquid pump, a high-pressure
stainless steel impregnation/deposition cell, a thermostatic con-
trolled water bath, and a magnetic stirring plate to dissolve and
homogenize the borage oil and scC0; mixture. Samples were
vertically fitted into stainless steel supports and placed into the
high-pressure cell that already contained a known amount of bor-
age oil (about 2.3 times higher than its equilibrium solubility at
the highest temperature and density conditions tested) and tak-
ing into account solubility data of borage oil in scC0z previously
reported in the literature |42 ). The scC05 impregnation/deposition
experiments were carried out at predefined solvent densities of
650 kg m~* (308 K and 9MPa) and 850 kg m=> (328K and 30 MPa)
and for 3h based on scC0,; sorption in PUR data. The system
was depressurized at 10 bar min='. The total amount of borage oil
loaded into the PUR samples was quantified by leaching the loaded
samples into n-hexane (renewed three times in 72 h) with stirring
(100 rpm) at 310 K. The solvent was then collected and left to evap-
orate at room conditions and the amount of oil released from the
PUR sample was quantified gravimetrically.

The oil released from the FUR samples was analyzed by HPLC.
The chromatographic analyses were performed using a Shimadzu
high-performance liquid chromatograph with automatic injection
(Model LC20AD Prominence, Japan) equipped with a diode array
UV detector (Model SPD-M20A) and a chromategraphic column
RP-100-5C18 (250 mm = 4 mm i.d., 5mm). The program conditions
were based on previously reported literature [43): flow rate of
1 mlmin=', injection volume of 10 pl, column temperature of 298 K
and the following mobile phase gradient: O0min: 100% acetoni-
trile; 0=70 min: 45% acetonitrile and 55% 2-propanol; 70=76 min:
100% acetonitrile kept constant for 10 min). The borage oil sample
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was dissolved in n-hexane and the UV detection was performed at
205 nm.

2.5, Physicochemical characterization of non-loaded and borage
oil loaded PUR samples

25.1. Fourier transform infrared attenuated total reflection
spectroscopy (FTIR-ATR)

PUR samples were analyzed by FTIR-ATR spectroscopy at 128
scans with 4 cm=! resolution, between 550 and 4000 cm=! using a
Golden Gate Single Reflection Diamond ATR accessory (Jasco, model
4200, UK).

252 Nitrogen adsorption and helium pycnometry

The average pore diameter, pore volume and surface area of non-
processed and loaded PUR samples were determined by nitrogen
adsorption (Micromeritics, model ASAP 2000, 200=34001-01 ). Sur=
face area was determined by the Brunauver-Emmett-Teller method
(BET) while pore volumes and average pore diameters were cal=
culated using the Barrett=Joyner-Halenda method (BJH). PUR real
density was measured by helium picnometry ( Accupyc 1330 Micro-
metrics, Micrometrics Instrument Corporation, USA). The porosity
of PUR samples was determined by the following equation:

p— 1 Papparent (2)
Paolia

In this equation Pupparent (kgm=?) is the apparent density (ratio
between the weight and the volume of the sample) and Py
(kgm=?) is the true density measured by helium pycnometry.

25.3. Thermal analysis

Thermal events were determined by differential scanning
calorimetry (TA Instruments, model Q200, USA) calibrated with
indium. 0il loaded and non-loaded samples were placed in alu-
minum pans and submitted to a temperature program, under
nitrogen atmosphere in dynamic mode (50 mlmin=') from 193K
up to 473K at 10 Kmin~!. The glass transition temperature (Tg)
was calculated as the middle point between the onset and end
temperatures caused by the discontinuity of sample specific heat.
Thermogravimetric profiles were obtained by Simultaneous Differ-
ential Thermal Analysis (SDT) (TA Instruments, model Q&00, USA)
calibrated with indium and wsing standard alumina pans. Sam=
ples were analyzed between 298 K and 873 K at a heating rate of
10 Kmin=" under nitrogen atmosphere (100 ml min=").

254 Water vapor transmission rate (WVTRE)

Water vapor transmission rate measurements were determined
based on the ASTM E96-90D standard |44| and following a proce=
dure previously described in the literature [25.41]. Permeability
cells were filled with 2 g of Milli-Q water and PUR samples were
fixed on the top of the cells with an exposed vapor transmission
area of 0,636 cm?. Cells were weighed and placed inside desiccators
at 305K and 20% EH (atmosphere created with a saturated lithium
chloride solution). The slope of the water loss vs time, normalized
by the vapor transmission area (A), was used to calculate the water
vapor transmission rate, according to Eq. (3):

water mass lost
= 3
0 (3)

The water vapor permeability was then calculated as follows:

1
WWVP =WVTE ———«—«——— 4
Fo(RH,, — Rigud) *
In this equation [ is the PUR sample thickness, Py is the water vapor
pressure at 305 K, and RH;; and RHaye are the relative humidity of
the air inside the permeability cell {assumed to be equal to 100%)

WVTR

and in the desiccator (20%), respectively. Measurements were per=
formed in duplicate.

2.5.5. Water contact angle

Water contact angle measurements were performed using the
sessile drop method and an OCAZ0 contact angle apparatus [(Data-
physics Instruments GmbH, Germany). An average of 5 drops was
analyzed in each sample.

3. Data analysis

The model used to fit the desorption kinetic experimental data
for the scCO;=PUR system is based on mass transfer equations,
considering that diffusion occurs in an isotropic medium, ie., the
polymer structure and the scC0, diffusion properties are equal in
all directions. Fick's 2nd law (Eq. (5]) is a simplified mass transfer
differential equation which applies to rectangular geometries and
unidirectional flow.

¥ _pic
a - oe

where (C) is the concentration of the substance that diffuses, (t) is
time, (%] is the spatial coordinate perpendicular to the flow section
and (D) is the diffusion coefficient.

This equation is valid when the sample's thickness is much
smaller than other dimensions, which is an acceptable assump-
tion for PUR samples. It is important to note that in Eq. (5), the
diffusion coefficient is assumed to be constant, since the medium
is considered isotropic. A more rigorous analysis of the diffusion
phenomenon should take into account the diffusion coefficient
dependency on the tortuosity of the polymer structure and the
concentration of the solute that diffuses.

Eq. (5) can be solved by numerical or analytical methodolo-
gies, the later assuming that it can be solved by variable separation
method according to:

(5)

Clx, £)=X(x) = T(K) (6)

where (X) and (T) are functions of (x) and (t], respectively.

Although the analytical solution of the Fick's 2nd law is known
for a rectangular geometry, it is not trivial for other more com-
plex geometries. In those cases the numerical solution of Eq. (5)
is an alternative. In this work, both approaches were used for
comparison purposes considering the following initial and bound-
ary conditions: (C=Cg: 0<x=<L: t=0) and (C=0: x=0, x=L: t>0),
respectively where Oy is the initial concentration of scCO; in PUR
and L is the thickness of the PUR sample.

The analytical solution of the Fick's 2nd law, expressed in terms
of mass of C0; present in the PUR sample during desorption, is
given by Eq. (7], as follows:

CBM, . 1 _(@n+1)my?
M(t)= — EnJ[2n+IFEXP[ () Dt] )

where [(Mg) is the initial mass of CO; present in the PUR sample,
(M(t]) is the mass of CO; at time (t) and (D) is the diffusion coef-
ficient. The estimates for (Mp) and (D) were obtained from Eq. (7],
truncated on the second term. This approach can be made since the
short term region of the desorption curve is approximately linear.

The method of finite differences was used to estimate [Mg) and
(D) through the numerical solution of Eq. (5). In both cases (analyt-
ical and numerical solution), the simplex Melder-Mead algorithm
|ZE] was used to search the optimal value of the objective func-
tion using a routine in Matlab (R2012). This method minimizes
the objective function without the need to report any derivative
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(implicit or explicit). The minimized objective function [Fnb_i] is
given by Eq. (8]
2
¥ (Mexp — mea)
> Mexp?

where Mgy, and m,y represent the mass of C0; measured and cal-
culated, respectively.

(8]

ij =

4. Results and discussion

As previously described in the data analysis section, the equi-
librium amount of scC0; adsorbed by the PUR sample (M) and
the desorption diffusion coefficients (D) were estimated by fitting
the experimental scCO,; desorption curves, using both analytical
and numerical methodologies to solve the simplified Fick’s 2Znd
law equation (Eq. [(5)). As can be seen in Fiz. 1 both method-
ologies were capable to correctly fit experimental data with low
and similar relative error percentages. Therefore only the results
given by the analytical solution of Eg. (5) will be discussed in
what follows. An example of an experimental C0, desorption curve
(measured after exposing the PUR sample to scC0; for 0.5h and
solvent density of 650kgm=3) and the corresponding fitting data
is shown in Fig. 2. The inner figure, which represents the same
data expressed in terms of mass of CO; as a function of the square
root of time, shows almost perfect linearity (R2 =0.9997) there-
fore confirming the validity of the Fickian approach. Good fit was
alzo observed for all other studied conditions (different tempera-
tures, scC0; densities and exposure time). The relative deviations
between experimental and fitted data were calculated for the ini-
tial period (100 s) of the scC0; desorption curve and were found to
be +10%.

The values estimated for the scC0; desorption diffusion coeffi-
cients (D) and scC0> equilibrium sorption degree (5), at different
experimental conditions, are presented in Table 1. In general terms,
for each isotherm and scC0,; density, it was observed that both
variables (D and 5) do not significantly change with exposure time.
The estimated equilibrium sorption values indicate that equilib-
rium is already attained at 0.5 h, for all the experimental conditions
tested. This behavior may be justified by the foamed structure of
the PUR dressing and consequent high porosity which enhances
scC0; loading into the polymer structure (approximately 80% as
calculated from Eq. (2)). Effectively, and based on nitrogen adsorp-
tion/desorption data (data not shown), non-processed PUR is highly
porous with an average pore surface area of 1.65 m?/g and average
pore diameter of 6.17nm as calculated from the BET (Brunauer-
Emmett-Teller) theory. Moreover it presents type IV nitrogen
adsorption isotherms with adsorption/desorption hysteresis due
to capillary condensation, which is characteristic of mesoporous
materials (2-50 nm) [45].

Fiz. 3 summarizes data given in Table 1 and elucidates the effect
of temperature and solvent density on the sorption capacity (S,
%) of scC0; in PUR samples (Fig. 3a) and on the CO; desorption
diffusion coefficients (D = 10~8, m? s=!) (Fiz. 3b). Each data point
represents the average of the values estimated for the different
exposure times (0.5, 2, 4, 8 and 16 h) and for each isotherm and sol-
vent density, considering that equilibrium is achieved after 0.5 h.
Results presented in Fig. 3a show that equilibrium sorption capac-
ity (5) increases with solvent density for all isotherms (by 18% at
308K and 21% at 318 and 328 K) and decreases with temperature
for all solvent densities (by 15% at 650 kg m=3, 10% at 750 kg m=3
and 13% at 850kgm=3). As a consequence, the highest solubility
of scC0O; in PUR (~70%) was achieved at the lowest temperature
and highest solvent density studied (308 K and 850 kg m=?) while
the lowest solubility (~51%) was achieved at the highest tempera-
ture and lowest solvent density studied {328 K and 650 kg m=? ). At

constant temperature, (5) increases with the solvent density (and
with pressure) due to the temporary plasticizing effect of scC0,.
PUR temporary plasticization increases with the number of CO;
molecules in-between polymer chains, which favors the swelling
of the amorphous component of the polymer and chains mobil-
ity/flexibility that can ultimately retain more scC0; molecules
(once pressure is further raised) |46-49]. Nevertheless, and mainly
at the higher studied pressures, a compressive effect of the sol-
vent is also believed to occur, since the PUR have significantly
higher sorption capacity when immersed in different solvents at
room conditions, namely 1617% (water), 987% (ethanol) and 585%
(hexane) (data not shown). This means that at the studied process
conditions the pressure exerted by the supercritical (dense) fluid
over the polymer structure dominates over its plasticizing effect
and impairs the matrix to further expand and absorb scC05. Simi-
lar behavior was previously reported by Briscoe and Kelly [456,47|
for soft PUR-based elastometers. In those works authors reported
the transition pressure (compressive stress dominates over plasti-
cization) to be around 12 MPa at 315K

At constant scCOz density, (5) decreases with temperature
mainly due to entropic effects since the kinetic motion of CO;
maolecules increases with temperature which may hinder their dif-
fusion through the pores of the PUR matrix, resulting in a decrease
in (5) [47]. The scC0, sorption capacity of foamed PUR samples
(between 50 and 70%) is significantly higher than that previ-
ously measured for PUR sheets with 3 mm thickness (which varied
between 2.25% at 313 K/67 bar and 4.39% at 313K/[/138bar) [30].
However, similar (5) values were reported by Briscoe and Kelly
[47] for soft diphenylmethyl-4 4-diisocyanate polyester based
poly{urethane)elastomers (presenting low shore A hardness values
due tolow hard segment contents). These authors studied materials
with three different soft segment compositions and consequently
with different glass transition temperatures, T, (ranging between
241 and 251 K). For the softest sample (more amorphous mate-
rial with the lowest Tg) authors reported a scCO; mass uptake
of ~50% at 315K/23 MPa while for the hardest PUR sample the
scC0; mass uptake was ~20%, at the same pressure and temper-
ature conditions. The sorption capacity of the PUR sample studied
in the present work is higher than 50% (measured at similar pro-
cess conditions) probably because this PUR sample is softener than
those studied by Briscoe and Kelly, as confirmed by its low Tg equal
to —49°C (Fig. 52 in Supplementary material), indicating that the
soft segments (with higher mobility) predominate over the hard
segments and by knowing that sorption is assumed to take place
homogeneously only on the amorphous polymer phase). Moreover
the higher porosity of the PUR sample used in this work should
also have an important role on (5) however Briscoe and Kelly did
not report the porosity of their materials and therefore clear com-
parison cannot be made.

In what regards CO desorption diffusion coefficients (D), and
according to Fig. 3b, (D) values present an opposite trend to that
observed for (5] since they were found to decrease with scCO5 den-
sity for all isotherms (by 44% ar 308 K, 33% at 318K and 26% at
328 K) and to increase with temperature for all densities (by 29% at
650 kg m~3, 22% at 750 kg m~? and 69% at 850 kg m~3). As a conse-
quence, the highest C0, desorption coefficient (3.47 = 10~ m2 s=1)
was observed at the highest temperature and lowest solvent den-
sity studied (328K and solvent density of 650 kg m=3), while the
lowest [1.49 x 10~8 m? s=!) was observed at the lowest tempera-
ture and highest solvent density studied (308 K and 850 kg m=3).
These results show that the higher the amount of scC0O; that is
absorbed by the polymer matrix, the more difficult it is for the C0O,
molecules to escape from it leading to a decrease in (D), as depicted
in Fig. 3c. Therefore it seems that entropic factors are controlling
the release (desorption) of CO5 from the PUR samples which can be
assumed by considering the porosity and tortuosity of the matrix. In
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Tahble 1
Estimated total amount of 000z absorbed by PUR (Mg ), sorption degree {5) and COz desorption coefficient (D), calculated by the analytical solution of Eq. (5L
Time (h) pCOz (kem™) Ma (2) 5(E) 0w 1078 (m*s™') Mg (g) 5(%) D 1078 (mf ™) Mg (2) S(%) D 1078 (m? 5~
308 K J1BK 32BK
0.5 650 0544003 603+£00 2572001 043+£001 556403 286+0.07 03E+0001 536402 3122024
750 053£0001 595+£00 233=0001 048 +£001 6GEO£04 23720007 045 +0001 556402 2E3+006
E50 0804007 T1E£01 1300000 067+£003 662406 193100 05240001 6GO1£00 2212003
2 650 D49 £00M 619+£06 25720013 039+£005 527404 338+0.21 039+0002 524+£00 309:038
750 05940002 642400 2252005 055+£001 6L0+£02 25840005 040 +0002 550+£0.7 260+032
E50 07540001 GE6+£03 14820003 064+£004 6BS6E£01 206+£0.14 051 4£0002 G2O£02 2400001
4 650 05140001 GOO£02 24320006 038+£004 52E£15 2921013 0324002 J488+06 3342030
750 0558004 6B26+01 247£008 0434001 551+07 2594017 041£002 S68+01 3174001
E50 O71£005 G39+04 1392049 057+£001 6GE£05 2.10+0.04 D4E£005 B19+02 258011
8 650 D44 £00 585+£03 2B2=0.44 033+£004 503414 3372045 0324001 477+£04 348200
750 0514003 GOB£04 24420001 0444£001 574+001 286007 D4Z+0001 554+£03 3.13:006
E50 07540001 TO1+£08 1542020 056+£005 6G44£05 255+0.14 047 +008 GBO4£02 2572025
16 650 D4E£0001 573400 2392002 0374+£001 535£07 322201 03240001 504+£03 3452025
750 05640006 G63.7+£04 24220001 039+£002 574404 2981012 04Z+003 583+£02 2E21003
E50 OF74£0001 TOE£04 1492007 057+£001 619405 1991027 050+0001 GOG£04 2400009
" MIST web book.

fact, and although the PUR sample is highly mesoporous, nitrogen
adsorption data also indicates the presence of micropores [below
2 nm) that are clogged by nitrogen molecules after nitrogen sorp-
tion, as confirmed by the low pressure hysteresis and pore size
distribution during nitrogen desorption (data not shown). There-
fore, and despite the clear differences that exist between nitrogen
and carbon dioxide desorption at different experimental condi-
tions, it is possible to hypothesize that a similar clogging effect may
occour during C0, desorption due to entrapment of C0; molecules
into the PUR mesoporous and even into the swollen micropores

given kinetic diameters of COs (3.30 i] [50].

Based on previously discussed equilibrium sorption data, scC0s
impregnation/deposition conditions were selected in order to
study the influence of the amount of scCO; solubilized by the
PUR sample on the amount of borage oil loaded into the wound
dressing matrix. Impregnationfdeposition conditions and respec-
tive total borage oil loaded amounts are presented in Table 2. Since
a large excess of borage oil was inserted into the high pressure
equilibrium cell during the impregnation/deposition experiments,
the equilibrium solubility of borage oil in soCO,, at each experi-
mental condition, is guaranteed and consequently the amount of
oil impregnated depends on the oil’s solubility in scC0; and on
soC0; PUR sorption capacity at each specific experimental condi-
tion. Impregnation experiments were carried out for 3 h to assure
complete dissolution of the oil in 50005 and increase the contact
time between the oil and the PUR sample, knowing that time does
not significantly affect sorption, as discussed before. According to
data presented in Table 2, the highest oil impregnated amount
(132 £ 4.7 pg oil/g PUR) was observed at the highest temperature
and solvent density studied (328 K and 850kgm=3). This experi-
mental condition corresponds to the highest solubility of borage oil
in scC02 (among all the tested conditions ), but does not correspond
to the maximum soC0; sorption capacity of PUR. At the highest
sorption capacity (71% at 308K and 850 kgm=?), the amount of
borage oil impregnated/deposited is almost half of that observed
at the highest temperature and solvent density (73 £3.6 pgoiljg
PUR). These results indicate that in this particular system, the
solubility of borage oil in scCO; plays a major role in the impreg-
nation/deposition process. This is further confirmed by the result
obtained at the lowest temperature and solvent density (308 K and
650 kg m=?). In this case, the low solubility of the oil in scC0; leads
to low oil loaded amount, even for a PUR sorption capacity similar
to that corresponding to the highest impregnated amount [~60%).
Loaded oil had a minimal effect on the thermomechanical proper-

ties of the PUR sample with no effect on the Tg of the polymer and
only a small shift (+5 K higher) on its degradation temperature (Fig.
52 in Supplementary material).

Previous studies [51,52| have reported the extraction of bor-
age seed oil using liquid and 5cC0s as solvents and concluded that
highest extraction yields (~29% wt) can be obtained when using
extraction conditions similar to those that originated higher oil
loading yield in the present work (313K and 30 MPa). Although
authors reported similar yields obtained when using more conven=
tional extraction technigues, they also refer the higher quality of the
oil extracted by SFE which was rich in unsaturated fatty acids, espe-
cially the y-linoleic acid (~22%) and the low extra purification and
refining procedures since the oil extracted by SFE is a solvent free.
This is particularly important when the development of biomedical
devices is envisaged.

The composition of the loaded oil was analyzed by FTIR-ATR and
HPLC. The IR spectra of both loaded and non-loaded samples were
very similar and no specific bands characteristic from the oil were
detected (data not shown ). This result may indicate that the oil was
homogeneously dispersed within the matrix and not only adsorbed
at the surface of the PUR samples. On the contrary, and accord-
ing to Fig. 4, HPLC results show that the chromatographic profile
obtained for the extract released from the PUR sample, loaded at
a solvent density of 850 kg m=3 (30 MPa and 328 K) is very similar
to that obtained for the pure oil. Small peaks detected near reten-
tion time of 10 min may be due to co-extracted substances from the
polymer. These results indicate that all the compounds (detected
at 205 nm by HPLC) that exist in pure borage oil (mainly fatty acids
and triacylglycerols of y-linolenic acid, linoleic acid and a-linolenic
acid [43,51 .52 | were successfully loaded into the PUR sample. These
compounds are known to have a positive effect on health by gen-
erating potent modulatory molecules for inflammatory responses
and affecting the gene expression of various bioactive molecules
|53]. Borage oil is particularly rich in vy-linolenic acid which has
previously demonstrated anti-inflammatory and anti-cancer activ-
ities as well as beneficial healing effects in diabetic patients | 37-40].
The differences observed in the relative areas of the peaks identi-
fied in each chromatogram are mainly justified by differences in
the solubility in scC0; but also by the different affinities of those
compounds for the PUR chemical structure (extensive identifica-
tionfquantification of individual compounds present in the oil or
loaded into the matrix is out of the scope of this work).

Wound dressing’s hydrophilicity and gas permeability are
important parameters that should be accounted when choos-



Capitulo IV — Resultados e Discussado 90
B C.V. da Silva et al / | of Supercritical Fluids 115 (2016) 1-9
Table 2
Total amount of borage oil impregnated at different experimental conditions.
T(K) P{MPa) pscCO;(kem™*) scO0ysorption’  Solubility of oil in - Mass of ilfMass ~ Water conract Water vapor Water vapor Surface area
(%) scCOz (kgm—?)  of PUR (pglg)(®  angle(®) transmission rate  permeability [mv)g)
wt.) gm—2d-! kg (smPa)?
[x10-15)
308 B9 650 59.8 g 32+ 1.4 (3.0%) 1003 1.4 1164 £ 1304 B.52 £095 -
308 183 850 706 478 T3+£36(6.TE) 1MB£21 112521067 BM6L078 11.04 £0.57
328 300 B50 G4 9.96 [42] 132 £4.7(11.6%) 1082+£34 1347 £21.3 983 £030 965 £0.31
Mon-loaded PUR sample -— - - 983+09 1277 £35 B.To 002 165 £ 0.08

t Average data taken from Table 1.
* The values were calculated by the Chrastil model as suggested in [42].

ing a material for wound healing purposes. Hydrophilicity may
affect adhesion properties and exudates removal capacity while
gas exchange between the wound bed and the exterior is essen=
tial to assure a proper healing environment |4|. Besides oxygen,
carbon dioxide and nitric oxide exchange, water vapor permeabil=
ity should also be controlled by the wound dressing since injured
skin may lose up to 200 gm=2 h=! {which is 20 times higher than
that of healthy skin ~10gm=2 h=') [54|. Therefore, the effect of
the incorporation of a hydrophobic oil on those parameters was
evaluated through water contact angle, water vapor transmission
rate (WVTR) and water vapor permeability (WVP) measurements
and, the results are given in Table 2. A slight increase in the water
contact angle (~10%) was observed only when comparing the
non=leaded sample (98.3 £0.9*) with that loaded with the high-
est amount of borage oil, indicating a slight increase in the wound
dressing hydrophobicity due to the presence of the oil. Mo signif-
icant change was observed for the samples loaded with a lower
amount of borage oil. As can be also seen in Table 2 the water
vapor permeation capacity of loaded PUR samples decreases with
the amount of loaded oil (up to 12%) for the samples loaded at the
lowest studied temperature and pressure. This may be explained
by the presence of the oil into the PUR structure that difficult dif-
fusion of the water vapor molecules by blocking the mesoporous
and inducing repellency due to its hydrophobic character. How-
ever the sample loaded at the highest temperature and pressure
presents WVTE and WVP similar to that of the non-leaded sample
due to a rearrange of the PUR structure (larger pores, higher inter-
connectivity and lower tortuosity) after processing that balances
the effect of the oil in the matrix. This hypothesis was confirmed
by comparing the BET surface areas and average pore diameters of
non=leaded and PUR loaded samples (at 328K and 30 MPa) which
increased from 1.65 to 9.65 m? /g and from 6.17 to 14.49 nm, respec-
tively. Nevertheless, borage oil loaded samples present WVTR that
range between 1120-1350 gm=2 d=! which are higher than those
reported for typical PUR dressings commercially available such
as Tegaderm®, Bioclusive® and OpSite®, which have WVTRs of
491 +44, 394+ 12, and 792 +32gm=2 d~!, respectively and may
therefore help to prevent exudate accumulation which decelerates
the healing process and increases the risk of bacterial contamina-
tion |55]. It is important to refer that in this work only the foamed
part of the commercial dressing was studied and therefore these
values should not be extrapolated for the commercial foam dress-
ing.

5. Conclusions

This study reports the scC0; sorption capacity of a com-
mercial polyurethane-based wound dressing. Experimental data
were measured by a gravimetric method for different isotherms,
scC0y densities and scC0; exposure times and modeled using
both numerical and analytical solution of Fick’s second law. Both
methodologies were capable to correctly fit experimental data with

relative error percentages lower than 10%. The sorption capacity
of the studied polyurethane-based material was found to increase
with scCO; density and decrease with temperature. Moreover,
equilibrium is rapidly achieved (<0.5h) probably due to the high
porosity of the matrix used in this work. Based on scC0; sorption
results, different experimental conditions were studied in order
to control the amount of borage oil that can be loaded into the
polyurethane wound dressing. Obtained results show that the high-
est borage oil loading yield was observed at high temperatures and
high scC05 densities. This means that the loading process is mainly
controlled by the solubility of the oil into scCO; and by the oil-
polyurethane favorahble interactions and not by the s5cC0; sorption
capacity of the polyurethane. Overall, and also considering previ-
ously reported data on the quality of borage oil extracted by SFE,
these results indicate the feasibility of an integrated SFE plus 551
system, capable to sequentially extract vy-linoleic acid enriched oil
from borago and homogenously impregnate/deposit it into poly-
mer matrices, originating solvent free bioactive wound dressing
materials.
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Effect of scCO, sorption capacity on the total amount of borage oil loaded by scCO;
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Figure S1. Schematic diagram of the employed sorption apparatus: (1) CO; cylinder; (2) valves;
(3) high pressure CO, pump; (4) high pressure cell; (5) thermostatic bath.
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Figure S2. Calorimetric profile of borage oil (short dashed line), non-loaded PUR (long dashed
line) and borage oil loaded PUR (at 328 K and 30 MPa) (full line) (a); thermogravimetric profiles
of non-loaded (dashed line) on borage oil loaded PUR (at 328 K and 30 MPa) (full line) (b).
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GRAPHICAL ABSTRACT

Anaesthetic wound dressing

Spilanth

Spilanthes acmella

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A natural-based commercial wound dressing (Promogran”) was loaded with a spilanthol-enriched extract ob-
5¢CO; sorption tained from jambu (Spilanthes acmella) flowers using a supercritical solvent impregnation/deposition method
5¢CO; impregnation/deposition (SS1/8SD). The applied SS1/SSD experimental conditions were selected based on equilibrium scCO, sorption

Jambu flowers extract

. experimental data. Equilibrium sorption degrees and CO. desorption diffusion coefficients were calculated from
Promogran wound dressing

desorption curves which were modelled using the analytical solution of Fick’s second law. The SSI/SSD loading
yield was evaluated at the highest equilibrium scCO» sorption degree with and without using ethanol as co-
solvent. Gas chromatography—-mass spectroscopy analysis confirmed that all the components of the extract were
loaded into the wound dressing, including spilanthol, which is well-known for its anesthetic/analgesic activity.
Promogran” samples loaded with jambu extract were also characterized for their morphological and physico-
chemical properties (hydrophobicity and water vapor permeability) and the obtained results allowed concluding
that the process did not significantly affect the original properties of the wound dressing.

1. Introduction The incorporation of active pharmaceutical ingredients (APIs) (such
as anti-inflammatories, anti-microbials, anesthetics, etc.) into wound
Wound dressings are usually used to enhance the wound healing dressings further helps to accelerate the healing process by preventing

process namely by regulating moisture and permeability of the wound inflammation, bacterial infection or by promoting/controlling tissue
environment to oxygen and water vapor and by protecting wounds from regeneration and scar formation [2,3].

external deleterious factors (such as microorganisms and/or mechan- Current pharmacotherapy approaches for the management of severe
ical injuries) [1]. wounds (deep, chronic or post-operative) are usually systemic and
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consist in the administration of anti-inflammatory and anti-bacterial,
opioid analgesics and adjuvants. However, these drugs often induce
adverse reactions and chronic pain, particularly those intended for
nerve injury healing [4,5]. The topical application of analgesics/anes-
thetics incorporated into wound dressings represents an advantageous
alternative approach to control pain, with minimum systemic side ef-
fects [5].

The most frequently used methods to load API(s) into polymer-
based medicines or combination devices normally consist in conven-
tional pharmaceutical processing methods such as physical mixing and
heterogeneous dispersion of the active compounds by immersion/
soaking of polymer matrices into organic or aqueous solutions/disper-
sions in which the drug(s) have been previously dissolved or dispersed
[6-9], or by the incorporation of the API(s) during polymer synthesis
and/or processing [5,10,8,9]. However, these methods are usually time
consuming, may involve multiple processing steps, often require the use
of harmful organic solvents, and may lead to API(s) loss or chemical/
thermal degradation. Furthermore, some biopolymers can deform
(shrink/swell) and/or dissolve when in contact with organic solvents
which may change their 3D structural properties as well as impair the
loading of API(s) via conventional impregnation/deposition techniques
[11-13].

Supercritical solvent impregnation/deposition (SSI/SSD) tech-
nology has already proven its applicability and advantageous features
for the preparation of drug-loaded polymer-based drug delivery systems
(including some based on natural-origin polymers), as well as its effi-
ciency when compared to other impregnation/deposition methods
[14-18]. Some of these advantages are related to the temporary plas-
ticizing/swelling effect of supercritical fluids, which facilitates mass
transport through some polymer matrices and thus enhances the ab-
sorption kinetics of the diffusing substances, enabling faster and more
homogeneous impregnation/deposition, when compared to liquid-
based impregnation/deposition processes [15,3,14,18-20]. Super-
critical carbon dioxide (scCO,) is the most used supereritical fluid since
it is a GRAS solvent, nonflamable and readily available at low cost.
Additionally, scCO, is inert to most substances; can be simultaneously
used to sterilize the employed biopolymer matrices [21-23]; and per-
mits the processing at mild temperature conditions therefore avoiding
chemical and thermal degradation of API and/or polymers.

However, and despite these beneficial features scCO, also presents
some limitations namely due to its inability to dissolve high molecular
mass and highly polar molecules. To overcome these issues, the addi-
tion of surfactants or small amounts of co-solvents (e.g. ethanol) can
significantly favor SSD/SSI yields [24-28].

The efficiency of the SSI/SSD processes using scCO, mostly depends
on thermodynamic and mass transfer issues and specifically on the
knowledge of the relative magnitudes of the binary physicochemical
interactions (API + se¢COg2, API + polymer and scCO; + polymer) that
can be established between the components of this ternary system. This
means that in general terms, the SSI/SSD yields will strongly depend on
the solubility of the API in scCO,, on the favourable API + polymer
interactions and on the amount of scCO, that can be absorbed by the
polymer. The later depends on the chemical and structural nature of the
matrix and on the physicochemical properties of the polymer and of
scCO; (e.g. density and viscosity, which are pressure and temperature
dependent) [29,30]. Moreover, the contact time between scCO, (with
or without dissolved API) and the polymer, as well as the depressur-
ization rate will also affect SSI/SSD yields [15,20,31-33].

The main objective of this work was to obtain a fully natural-based
bioactive wound dressing prepared using biodegradable and bio-
compatible polymers loaded with a natural-origin extract by using
greener methods and solvents (scCO, and ethanol). For that purpose, a
commercially available wound dressing, Promogran® (composed by
45% oxidized regenerated cellulose and 55% collagen type 1) was
loaded with a spilanthol-enriched extract obtained from jambu
(Spillanthes acmella var oleraceae) flowers using a SSI/5SD method and
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scCO, or seCO, + ethanol (95:5, % molar) as solvent carriers.
Spilanthol is an alkylamide with proven anesthetic, analgesic, anti-in-
flammatory, anti-oxidant, anti-fungal and insecticidal bioactivities
[34,35]. Over the last years, the extracts obtained from jambu (mainly
from its flowers) have been extensively studied for different biological
applications and presented promising results, for example: in vivo
pharmacological tests using chitosan films loaded with 10% of jambu
ethanolic extract (w/w) showed potential to be used as an anesthetic for
the oral mucosa [36]; jambu methanolic extracts were encapsulated
into carbopol gel (1% w/w) and presented an anti-inflammatory ac-
tivity which was comparable to the one of commercial diclofenac so-
dium gel [37]; hydroxyethyl cellulose films loaded with a jambu extract
(15% w/w) and macela essential oil (1.5% w/w) presented anesthetic,
anti-inflammatory and wound healing capacity [5]; a topical formula-
tion containing a jambu extract (1% w/w) and Cistus ladanifer oil was
recently patented due to its strong analgesic efficiency [38]. Further-
more, and in order to optimize extract loading yields, the equilibrium
scCO, sorption degrees of Promogran” were also measured, at different
experimental conditions (temperature, solvent density and exposure
time), using a gravimetric method, to determine the conditions that
would enhance scCO, diffusion into Promogran” matrix at minimum
exposure time. Finally, the effect of SSI/SSD processing over the mor-
phological and physicochemical properties of the commercial wound
dressing was also evaluated in this work.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Promogran’ wound dressings (composed by 45% oxidized re-
generated cellulose and 55% collagen type I) were kindly donated by
Systagenix, USA (currently Acelity, USA). Carbon dioxide (99.5%) was
obtained from Praxair (Spain), ethanol (99.9%) was obtained from
Scharlab (Spain) and n-hexane (99.9%) and ethyl acetate (99.9%) were
both obtained from Carlo Erba Reagents (Italy). MilliQ distilled water
(MilliQ water, Millipore, 18 MQ em) was used for contact angle and
water vapor permeation measurements. Jambu flowers extract was
obtained and characterized following the procedures presented in a
previous work [35].

2.2. 8cCO, sorption/desorption measuremernts

The scCO, sorption on Promogran’ samples was estimated from
scCO, desorption measurements using a gravimetric procedure pre-
viously described in the literature [39,40]. Briefly, a pre-weighed Pro-
mogran” sample (~1.0 x 3.0 x 0.2 cm), previously dried at 313 K for
at least 24 h (up to 0.7% humidity), was inserted inside a quick opening
high pressure stainless steel cell (10 ml from Waters Co.), which was
placed in a thermal bath at a controlled temperature ( = 1 K). Sorption
measurements were performed at fixed temperatures (308 and 318 K)
and solvent densities (650 kg m ™2, 750 kg m™ > and 850 kg m™>) and
for different scCO, exposure times (1, 2, 4, 8 and 16 h). Pressurization
( = 0.5 bar) was achieved by pumping CO, using a liquid syringe pump
(Teledyne Isco 260D).

At the end of the sorption period, the cell is rapidly opened and
depressurized ( + 30s) and the sample is quickly transferred to an
electronic digital balance (Sartorius CPA225D, sensitivity 0.01 mg).
The sample mass is recorded at short time intervals (2s) until mass
stabilization occurs using a computerized data acquisition system (RS
Key 1.4 software — A&D Company, Limited - Japan) during desorption
at atmospheric pressure. All sorption experiments were replicated (at
least duplicated).

The absorbed/adsorbed amount of scCO, (M,) were determined
from the obtained desorption curves, which were adjusted using a
model derived from Fick’s 2nd law (Eq. (1)) when applied to a rec-
tangular geometry and unidirectional flow:
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M@ = Qo+ 12

8Mp +
)

n=0 (6}
where M(t) is the residual mass of CO, in the Promogran' sample at
time t and D is the CO, desorption diffusion coefficient. The D values
were determined using a Nelder-Mead simplex algorithm and following
a procedure presented in a previous work [35]. Before applying Eq. (1),
experimental CO, desorption data were correlated by linear regression
(M(t) vs t°° as represented in Fig. §1) in order to obtain a larger
number of extrapolated points to improve the correlation of the CO,
desorption curve at shorter periods (lower than 30 s). It is important to
refer that M, includes both scCO, that is adsorbed (due to favourable
interactions between CO, and the biopolymers present in the wound
dressing) and scCO, that is absorbed by Promogran” (which will mostly
depend on the porosity of the matrix). Taking this into account, the
scCO,sorption degrees were calculated from Eq. (2):

My

—— x 100
My + M;

S(%) =
(%) 2
Where M, is obtained from Eq. (1) and M; is the initial mass of the
sample.

2.3. 8cCO, impregnation/deposition (S51/SSD) of the extract of jambu
flowers into Promogran® samples

The high pressure apparatus employed to perform the SSI/SSD ex-
periments was already described in the literature [15,31,32,33]. It
consists of a compressed CO, liquid pump connected to a high pressure
stainless steel vessel (internal volume ~14 cm3), a temperature con-
trolled bath, a pressure transducer and a magnetic stirring plate
(working at 700 rpm). Stirring is necessary to help the dissolution and
the homogenization of the jambu flowers extract and the supercritical
solvent phase (scCO; or scCO,/ethanol mixture (95:5% molar)). Six
Promogran” pre-weighed samples (~1.0 X 1.0 x 0.2 cm) which were
previously dried at 313 K for at least 24 h, were vertically inserted into
stainless steel supports and placed inside the high-pressure cell that
already contained a known amount of spilanthol-enriched jambu ex-
tract (~ 100 mg). The extract was previously obtained by supercritical
fluid extraction (SFE) at different experimental conditions ranging be-
tween 323 and 343 K and 700-900 kg m ™2 [35]. The amount of extract
employed for the impregnation/deposition experiments was established
based on indirect solubility data of this extract in scCO2 [35] which was
~10 mg at the experimental conditions used in this work. An excess
amount of jambu extract (~ 10 times higher) was used to guarantee that
equilibrium solubility is attained and that the extract is completely
solubilized in the fluid phase (pure scCO; or scCO; + ethanol).

The SSI/SSD experiments were carried out at 308 K and different
solvent densities (650, 750 and 850 kg m~3) and for 4 h. These con-
ditions (temperature, solvent density) took into account the previously
obtained sorption data, namely in terms of those that led to higher
sorption degrees. The system was then depressurized at a slow rate
(5 bar min ') in order to avoid deformation of the samples (samples
shrank when processed at depressurization rates higher than
10 bar min™%).

2.4. Quantification of the total amount of jambu extract loaded into
Promogran” samples by scCO, impregnation/deposition (SSI/SSD)

The total amounts of extract that were loaded into Promogran”
samples were quantified gravimetrically after the complete leaching of
processed samples in n-hexane (72 h), under stirring and at 310 K. The
leaching solvent was collected in pre-weighed vials and evaporated
under ambient conditions (protected from light). The extracts leached
from the Promogran® samples were stored in a desiccator and weighted
during regular time intervals until constant weight was achieved to
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guarantee that the solvent (n-hexane) was completely evaporated. The
leached extracts were quantified gravimetrically and characterized by
GC (Agilent Technologies, USA, model GC 7890A), ion trap mass de-
tector (G3171A MSD), silica capillary column (30 m x 0.32 mm i.d.;
df, 0.25um), 100% dimethylpolysiloxane (HP-1ms, Agilent-J&W
Scientific). The temperature program was the following: 353K for
5 min, ramped up to 553 K (at 4 K min~ ") and maintained for 10 min at
this temperature. Helium was used as the carrier gas (1.0 ml min™").
The transfer line, quadrupole and ion source were kept at 513, 423 and
503 K, respectively. All leached extract samples were injected (0.1 pl)
in PTN splitless mode (solubilized in ethyl acetate, 10 mg ml~'). The
identification of the individual substances present in the extracts was
performed by comparing their mass spectra with the mass spectral
database libraries from NIST (National Institute of Standards and
Technology). The quantification of spilanthol loaded into Promogran”
samples was made by GC-FID using the same column and programing
that was used for GC-MS analysis and injector and detector tempera-
tures of 353 K and 373 K, respectively. The amount of spilanthol pre-
sent in each loaded/released extract was quantified using a calibration
curve of a spilanthol standard isolated in a previous work [35] by in-
jecting 1.2 pl of extract, dissolved in ethyl acetate at 5 mg ml ™", in split
less mode. All samples were analyzed at least twice.

2.5. Physicochemical characterization of Promogran® samples loaded with
jambu extract

Fourier transform infrared attenuated total reflection spectroscopy
(FTIR-ATR) — Non-processed and SSI/SSD processed samples were
analyzed by FTIR-ATR spectroscopy (128 scans, resolution4 cm™?,
6004000 cm ™ ") using a Golden Gate Single Reflection Diamond ATR
accessory (Jasco, model 4200, UK). The jambu extract was also ana-
lyzed.

Surface morphology — Scanning electron microscopy (SEM) micro-
graphs of the samples were obtained using a JEOL microscope (model
JSM-6610LV, Japan) at 10 kV and at different magnifications. Samples
were coated with gold (300 f\) using a Denton Vacuum (model Desk V,
USA)

Porosity — The porosity of the sampleswas determined using Eq. (3):

. Papparent
Porosity =1 — ——
ol 3
where papparen: (kg m™?) is the apparent density,calculated as the ratio
between the mass and the volume of squared samples
(1 % 1 % 0.2cm), and psolia (kg m %) is the real density measured by
helium pycnometry (Accupye 1330 Micrometrics, USA). Measurements
were performed in triplicate.

Water vapor permeability (WVP) — The water vapor permeability of
non-processed and SSI/SSD processed samples was calculated using Eq.
(4):

Psolid

1

WVP =WVIR ————————
PU(RH[n - RHout)

(4
where [ is the sample thickness (m), P, is the water vapor pressure at
305 K, RH;, and RH,,, are the relative humidity of the air inside the
permeability cell and in the desiccator (20% using a saturated lithium
chloride solution), respectively and WVTR (gm~2d™") is the water
vapor transmission rate of the samples. WVTRs values were measured
based on the ASTM E96-90D standard (2010), following a procedure
previously described in the literature [3], which measures the water
mass loss from the samples during a period of time (t) through an ex-
posed vapor transmission area (A) of 0.636 em? (according to Eq. (5)).
Measurements were performed in duplicate.

water mass loss
tx A

WVIR = (5)

Water contact angle — The hydrophobicity of the samples was
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Table 1
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Calculated scCO; absorbed amounts of scCO; into Promogran” (Mp), seCO; sorption degrees (S) and CO; desorption diffusion coefficients (D).

Time (h) 308K 318K
p €Oy (kg m~3)/Pressure My (g) S (%) Dx 107% p €Oz (kg m™)/Pressure Mg (g) S (%) Dx 1078
(MPa) (m?*s~ 1) (MPa) (m*s™1)
1 650/8.9 0.29 + 0.01 9472 + 061 083 + 0.10 650/11.9 0.20 + 0.01 93.18 + 0.64 1.00 + 0.08
750/11.3 0.22 + 0.05 9375 * 0.49 1.03 = 0.09 750/15.5 0.32 + 0.01 92.96 + 0.57 0.86 = 0.22
850/18.3 0.27 + 0.01 9482 + 033 086 + 0.13 850/24.1 0.28 + 0.01 9415 + 0.77 0.71 + 0.11
2 650/8.9 0.15 = 0.00 9243 * 074 1.23 = 027 650/11.9 0.60 + 0.04 89.64 + 0.19 0.49 = 0.26
750/11.3 0.20 = 0.01 9445 * 011 0.96 = 0.09 750/15.5 0.55 + 0.07 89.90 + 0.11 0.51 = 0.15
850/18.3 0.25 + 0.04 9423 * 0.53 0.92 = 0.02 850/24.1 0.49 + 0.02 92.01 + 0.02 0.65 = 0.03
4 650/8.9 0.28 + 0.02 93.07 * 0.83 0.83 = 0.06 650/11.9 0.25 + 0.04 92.76 + 0.96 0.95 = 0.12
750/11.3 0.33 + 0.02 9448 * 060 0.81 = 0.06 750/15.5 0.39 + 0.01 90.67 + 1.63 0.93 = 0.03
850/18.3 0.28 + 0.01 9477 * 032 072 = 0.05 850/24.1 0.46 + 0.05 90.76 + 0.52 0.67 = 0.06
8 650/8.9 0.28 + 0.05 9294 + 075 1.06 + 0.29 650/11.9 0.21 + 0.03 9257 + 0.62 1.01 + 0.00
750/11.3 0.27 + 0.01 93.55 * 0.97 0.85 = 0.14 750/15.5 0.27 + 0.00 93.40 + 0.16 0.95 = 0.03
850/18.3 0.32 + 0.03 9442 + 025 0.81 + 0.02 850/24.1 0.23 + 0.07 9241 + 1.14 112 + 0.13
16 650/8.9 0.32 + 0.01 93.80 = 0.61 0.89 = 0.01 650/11.9 0.32 + 0.01 88.66 + 0.30 1.02 = 0.06
750/11.3 0.17 + 0.02 8995 + 0.64 145 + 0.18 750/15.5 0.46 + 0.00 90.72 + 0.48 0.71 + 0.03
850/18.3 0.30 + 0.05 9222 * 1.26 0.78 = 0.05 850/24.1 0.63 + 0.07 90.74 + 0.99 0.38 = 0.03
Average 650/8.9 0.27 + 0.07 9339 + 0.89 097 + 0.17 650/8.9 0.32 + 0.17 91.36 + 2.06 0.89 + 0.23
values 750/11.3 0.24 + 0.06 93.24 + 1.88 1.02 = 0.26 750/11.3 0.40 + 0.11 91.53 + 1.55 0.79 = 0.18
850/18.3 0.29 + 0.02 94.09 * 1.08 0.82 = 0.08 850/18.3 042 + 0.16 92.01 + 1.41 0.71 = 0.27

inferred based on water contact angle measurements which were per-
formed using the sessile drop method and an OCA20 contact angle
apparatus (Dataphysics Instruments GmbH, Germany). Reported results
were averaged (5 measurements per sample).

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses were performed by Analyses of wvariance
(ANOVA) and comparison tests (t student). All the results obtained were
represented as average + standard deviation of measurements.

3. Results and discussion

An example of the gravimetric experiments used for the determi-
nation of scCO; absorbed amounts is presented in Fig. S1
(Supplementary material). The calculated scCO, absorbed amounts
(M), scCO, sorption degrees (S, %) and the CO, desorption diffusion
coefficients (D x 10™%, m*s™") are presented in Table 1. These values
were estimated by fitting the experimental CO, desorption curves (for
the initial 100 s) using an analytical solution of the simplified Fick's 2nd
law equation (Eq. (1)). Since the obtained results (S and D) were very
similar independently of the employed exposure time (Fig. S2, Sup-
plementary materials), it is possible to assume that scCO, sorption
equilibrium was reached for exposure times shorter than 1 h. Therefore,
average equilibrium sorption degrees and CO, desorption diffusion
coefficients are presented in Fig. 1 as a function of temperature and
scCO; density (Fig. 1A and B, respectively).

In Fig. 1A, the results show that Promogran” presents scCO,

equilibrium sorption degrees higher than 90% for all the tested condi-
tions. These equilibrium sorption degrees were not statistically different
at the same temperature (for all scCO; densities), but they were sta-
tistically significant (p < 0.05) when comparing the same scCO3
densities at different temperatures (308 and 318 K). In fact, a small
decrease in scCO, sorption degrees (~2.0%, Fig. 1A) was observed
when the temperature increased. The high scCO, sorption degree
measured for the Promogran® samples may be attributed to its high
porosity, ~95%, as calculated by Eq. (3), which enhances scCO;
loading and diffusion through the polymer structure.

According to Fig. 1B, CO; desorption diffusion coefficients were
almost constant, ~1.0 x 10 ®m®s ™!, over the entire range of ex-
perimental conditions studied and the results did not show a significant
difference (p > 0.05) for all tested conditions.

The experimental conditions applied for the SSI/SSD of jambu ex-
tracts in Promogran’ were selected based on the obtained sorption re-
sults. As previously referred, only small differences were identified
among all the tested experimental conditions and that the highest
equilibrium sorption degrees were attained at the lowest temperature
(308 K), independently of the scCO2 density, and after 1 h of scCO2-
polymer exposure time. Therefore, the 851/88D experiments were per-
formed at this temperature since it seems to favor scCOz sorption and it
also allows working at lower temperatures, thus avoiding the risks of
thermal degradation of the compounds present in the jambu extract and
of collagen present in Promogran’. The thermal denaturation of col-
lagen present in Promogran” was previously reported to occur around
323K [41].

Although no significant effect of the scCO, density over the scCO,

100 CN 20 ® Fig. 1. Effect of scCO, density and temperature on
o the scCOzequilibrium sorption degree (A) and onCO2
F E desorption diffusion coefficients (B). Symbols re-
@ 95 R ;E:_ 15 present the employed temperatures: (A) 308 K and
g 73 & T A (O 318 K.
H @ H i ;
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Fig. 2. Effect of scCO; density and of ethanol addition (5% molar) on the total amounts of
jambu extract loaded into Promogran” (at 308 K).

sorption degrees (at constant temperature) was observed it is known
that the solvent density may significantly affect the solubility of sub-
stances in scCO; and consequently the SSI/SSD loading yields.
Therefore, in this work the SSI/SSD experiments were performed at
308K and at the same scCO, densities, 650 kgm™2 (89 bar),
750 kg m~3 (113 bar) and 850 kg m ™2 (183 bar) that were used for the
sorption experiments. As discussed before, the equilibrium sorption
degrees of scCO; into the samples was achieved at lower contact per-
iods but higher SSI/SSD processing periods (4 h) were employed to
assure the complete dissolution of the extract in scCO,and its diffusion
into Promogran®. The total amounts of jambu extract loaded under
those SSI/SSD experimental conditions are presented in Fig. 2 and in
Table 2. As referred in section 2.3 it should be noticed that the total
amount of loaded extracts was assumed to be equal to the amount of
extracts leached by n-hexane. It can be observed that, when using only
scCO3 as a carrier solvent, the amount of extract loaded at 850 kg m 3
(—0.35 = 0.05w/w) was slightly higher than that obtained at lower
densities (~0.29 = 0.06 at 650kgm™> and -0.29 + 0.05 at
750 kg m %) where no statistical difference (p = 0.05) was observed.
These results indicate that the solubility of the extract in s¢CO;, as well
as the affinities of the jambu extract compaonents towards Promogran’,
may also be playing important roles in the overall SSI/SSD process ef-
ficiency. To the best of our knowledge, there is no available data on the
overall solubility of the jambu extract in s¢CO; under the experimental
conditions used in the present work. Nevertheless, the indirect solubi-
lities of jambu extracts in scCO (inferred from scCO; extraction yields)
were previously reported to increase with asCOz density at 323 K [35].

The effect of the co-solvent (ethanol) in the extract loading yields

Table 2
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was also studied at 308 K and 850 kg m™? since this was the experi-
mental condition that originated the highest extract loading yield when
using only scCO; as the carrier solvent. As it can be seen in Fig. 2 and
Table 2, the presence of the co-solvent at 5% (molar) increased the
extract loading yield ~2.5 times. This increase is typical of the en-
hanced effects of polar (or slightly polar) co-solvents on the solubility of
polar extracts in scCO, as referred above. Although measured at dif-
ferent experimental conditions (323 K, 25MPa and 30/70 v/v% in
scCOy/ethanol), the indirect solubility of jambu flowers extract (in-
ferred from extraction yields) was found to increase when using a
mixture of scCO, + EtOH as solvent [42]. Nevertheless, other specific
interactions that may occur between all the involved components of the
system, namely the scCO,/polymer matrix/co-solvent interactions and
extract/polymer matrix/co-solvent, should not be neglected and may
all contribute to the observed increase in the loading yield.

The GC-MS chromatographic profiles of the released/leached ex-
tracts are presented in Fig. 3. The profile of original jambu extract is
also shown for comparison. As it can be seen, quite similar profiles were
obtained for all tested SSI/SSD conditions, which indicates that the
great majority of substances present in the original extract were loaded
into Promogran” samples, regardless the differently employed SSI/SSD
experimental conditions. The peak detected at approximately 29 min
corresponds to spilanthol, as confirmed by the chromatogram of the
standard that was obtained in a previous work [35] (Fig. S3 in Sup-
plementary material). The amount of spilanthol present in the extracts
loaded/released from Promogran® samples was quantified and the re-
sults are also presented in Table 2. It can be seen that the amount of
spilanthol present in the loaded/released extracts increases with scCO,
solvent density is further enhanced with the use of co-solvent. As a
consequence, higher amounts of spilanthol (~ 10 times higher) can be
loaded/released into Promogran’ samples when using ethanol (5%
molar) as co-solvent (Table 2). Overall these results show that it is
possible to tune the amount and the relative composition of the jambu
extracts loaded into Promogran® samples by changing SSI/SSD pro-
cessing conditions, which is a major advantage of this process. Finally,
several fatty acids were also identified in loaded/released jambu ex-
tracts by GC-MS (with a confidence level higher than 95%), such as
palmitic acid (31.75min), linoleic acid (35.38 min), oleic acid
(35.60 min) and stearic acid (36.22 min). The presence of these fatty
acids in the extract can also be beneficial since these compounds have
proved efficiency in wound healing management, namely linoleic acid
[3,43,44]. Additionally, it was also reported that fatty acids [45] and
spilanthol [46-48] can work as permeation enhancers that will facil-
itate the diffusion of other APIs through the skin.

The impregnation/deposition of the jambu extracts into Promogran”
samples was further confirmed by FTIR-ATR and by SEM (Figs. 4 and 5,
respectively). Fig. 4 shows that Promogran® presents characteristic
peaks in the 3200-3500 cm ™ 'range, which can be attributed to the
presence of hydroxyl and amine/amide stretching vibration modes from
cellulose and collagen, respectively [49]. The carboxylic and amino
groups of collagen are responsible for peaks between 1500 and
1700 cm ™! [50,51]. As can be seen in Fig. 4, the FTIR spectra of the

§51/55D loaded amounts of jambu flowers extract and of spilanthol into Promogran” at 308 K; water contact angles; water vapor transmission rates (WVTR) and water vapor perme-

abilities (WVP) of loaded and non-loaded Promogran” samples.

Solvents p scCO2 Extract loaded into Spilanthol/ Spilanthol/ Water contact WVTR (gm~2d~")  WVP (kg
(kg m™3) Promogran” (% wt) Released extract Promogran” (mg/  angle (*) (smPa)~! x 107'%
(ug/mg) 2
650 0.203 + 0.01 (2.4%) 348 + 96 67 + 1,9 1120 + 5.9 19239 + 160.0 119 = 1.0
scCO, 750 0.287 + 0.06 (2.2%) 407 + 57 62 + 0,9 1137 + 34 1867.3 + 26.7 115 = 0.2
850 0.352 = 0.05 (2.9%) 45,7 = 8,8 6,3 = 1,2 1238 = 2.3 19428 = 26.7 12.0 = 0.2
scCO, + FIOH 850 0.866 + D.09 (6.4%) 89,4 + 05 62.3 + 0.4 1284 + 45 2018.2 + 80.0 125 + 05
Control - - 103.3 + 29 1999.3 = 106.7 123 = 0.7

Control = Non-processed Promogran” sample.
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Fig. 3. GC-MS chromatograms of jambu flowers ex-
tracts released/leached from Promogran” samples
after SSI/SSD at different experimental conditions.
The chromatogram of the original jambu extract is
also represented for comparison.

15 0 45

Relention time (min)

loaded samples also present specific peaks that are characteristic of the
pure extract (also represented in Fig. 4 for comparison purposes),
namely at 2850-2920 em ™!, which can be assigned to CH, and CHj
stretching; and at 1700 cm~! which can be attributed to C=0
stretching [52,53]. These results also confirm the presence of fatty acids
in the extract (as already identified by GC-MS data). Furthermore, and
although this analysis is not quantitative, it can be observed that the
intensity of the characteristic peaks of the extract seems to increase
with the total amounts of loaded extracts. SEM micrographs (Fig. 5)
shows that the SSI/SSD process did not affect the morphology of Pro-
mogran’ since any clear differences can be observed when comparing
non-processed and SSI/SSD processed samples (with and without co-
solvent). Moreover Fig. 5 (zoomed micrographs) also confirms the de-
position of thin layers of the jambu extract onto the surfaces of the
Promogran” matrix as previously reported after the impregnation of
Copaiba oil [41] and juca (Libidibia ferrea) extract [3] in natural-based
wound dressings. As other preliminary assays, Promogran® samples
were immersed in solvents such as ethanol, n-hexane and water which
are solvents often used to load APIs into polymers by the immersion
method. This was performed for a 4 h soaking period (same time used

a

65

for the scCO, impregnation/deposition). It was observed that solvents
commonly used in pharmaceutical applications such as water and
ethanol deform (shrink) the original foamed structure of Promngran'
after drying (supplementary material, S4). These results represent a
further advantage of using scCO; as a carrier solvent to load bioactive
compounds/extracts into biopolymers which may deform and lose their
original porous structures when in contact with conventional organic
carrier solvents. Samples immersed in n-hexane seem to maintain the
original porous structure and dimensions. However n-hexane is an
EMA/ICH/FDA Class II solvent and therefore the presence of residual
impurities in pharmaceutical and healthcare related materials is limited
(290 ppm) [54].

Besides protecting the wounds from microorganisms and/or ex-
ternal aggressions, wound dressings should also be able to control
wound fluid exchanges (exudates, water vapor, gases, etc) between the
wound site and the environment and in order to maintain proper
moisture conditions that enhance the wound-repairing process [55].
Therefore, the selection of the proper wound dressing for a given
wound will depend on the materials’ hydrophilicity and permeability
for gases (including water vapor). The former will affect materials’

Fig. 4. FTIR-ATR spectra of non-loaded and of $81/
SSD loaded Promogran” samples. The spectra of the
pure extract and of non-loaded Promogran” are also

Jambu extract represented for comparison.
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Fig. 5. Scanning electron microscopy (SEM) of original (non-loaded and non-processed) and of SSI/SSD loaded Promogran” samples (at 308 K and 850 kg m™3).

adhesion properties and exudate removal capacity as well as it will
enhance cell migration, proliferation and extracellular matrix deposi-
tion during the wound healing stages [56,57]; while the latter is es-
sential to ensure a proper healing environment, since injured skin may
lose up to 200 g m~2h—1 of water, which is 20 times higher than that
of healthy skin ~10 gm~2h~" [55-59].

The effects of loading jambu extracts on the hydrophobicity and
water vapor permeability of Promogran” are shown in Table 2. Based on
water contact angle results it was possible to conclude that Promogran”
has an hydrophobic character (water contact angle > 90°, probably due
to the intrinsic hydrophobicity of collagen type I that is present in its
matrix), which was increased by the loading/deposition of the jambu
extract, which suggests that this extract is hydrophobic (as expected
due to its solubility in scCO,). As shown in Table 2, the hydrophobicity
of Promogran” increases with the amount of jambu that was loaded into
and on the surface of the wound dressing. These results were statisti-
cally significant (p < 0.05). The values obtained for WVTR and WVP,
measured for non-loaded and for extract loaded Promogran” samples
were not statistically different (p > 0.05), which indicates that the
presence of the extract did not affect the original capacity of the wound
dressing to regulate water vapor exchanges between the wound and the
exterior. Averaged values of 1950 + 60.5gm~2d~' and
(12 + 0.4) x 10~ ** kg (s.m Pa) ™' were obtained for WVTR and WVP,
respectively (Table 2). The WVTR values obtained in this work are close
to those recommended in the literature for most wound dressings in-
tended for burn treatments (2000-2500 g m~2d~!) [55,56,58,59] and
as optimal values for other general injuries
(2028.3 + 237.8gm~2d™1) [60].

4. Conclusion

In the present work, spilanthol-enriched jambu extracts were loaded
into Promogran” wound dressings using a SSI/SSD methodology and
experimental conditions based on previous scCO, sorption measure-
ments. The obtained results showed that the equilibrium amounts of
scCO, that were absorbed/adsorbed by the Promogran’ matrix were

only slightly dependent of the experimental temperature (decreases by
2% with temperature) and were independent of the solvent density (for
the density range studied in this work) and of the tested scCO,-polymer
exposure times (from 1 up to 16 h). High scCO2 sorption capacities
(> 89%) were obtained at all the experimental conditions tested. At
the lowest temperature (to avoid extract/biopolymer degradation) and
highest sorption degree (~95%, 308 K, 850 kg m™?), the amount of
jambu extract that was impregnated/deposited into Promogran” wound
dressings was slightly higher (~0.30-0.41 g/g) than that obtained
under the other studied conditions. This occurred most probably be-
cause the total loading amount depends not only on the scCO,/matrix
interactions but also on scCOy/extract and extract/matrix interactions,
which should be favored at higher solvent density. The total amount of
extract (0.78-0.95 g/g) that were loaded when using a small amount
(5% molar) of ethanol as co-solvent increased approximately 2.5 times
when compared to the same experimental conditions using only scCO,
as the carrier solvent. As a consequence the use of co-solvent also en-
hances the amount of spilanthol loaded/released into Promogran”
samples (~ 10 times higher than when using pure scCO,). These results
demonstrate the feasibility of integrating supercritical fluid extraction
(SFE) and SSI/SSD processes to obtain bioactive natural-origin wound
dressings using polymers obtained from renewable resources (biopo-
lymers) and greener solvents and processes. The combination of nat-
ural-origin bioactive substances, presenting proven anesthetic/an-
algesic and anti-inflammatory activities, and natural-origin polymers
represents promising and greener approaches to fulfil most of the ty-
pical requirements needed for the next generation of bioactive wound
dressings.
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Supplementary Material

Supercritical solvent impregnation/deposition of spilanthol-enriched extracts into a
commercial collagen/cellulose-based wound dressing
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Figure S1. Desorption curve of carbon dioxide from Promogran® after an exposure time
of 8 h at 308 K and scCO; density of 650 kg.m™3 (89 MPa). Symbols represent the
experimental points and the line represents modeling results obtained for the analytical

solution of Fick’s second law using equation 1.
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Figure S2. Sorption degree of scCO, in Promogran® samples vs. time (h) at 308 K (A)

and 318 K (B). Symbols represent the solvent densities: (A) 650 kg.m_3, (o) 750 kg.m_3

and (o) 850 kg.m_3.
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Figure S3. GC-MS chromatograms of spilanthol standard (top) and jambu flowers extract
(bottom). Results confirm the presence of spilanthol (eluted at 29 minutes). The
spilanthol standard and the jambu extract were both obtained following the

experimental procedures reported in a previous work (Dias et al. 2017).



Capitulo IV — Resultados e Discussado 106

ScCO, processed samples

ScCO,+ethanol processed samples

Commercialwound dressing

Hexane

Water

Ethanol

Figure S4. Macroscopic morphology of Promogran® samples after processing with scCO;
and scCO; + EtOH (95:5 % molar) and after immersion in different organic solvents

(ethanol, n-hexane and water) for 4 h.
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5.1 Conclusoes

Nesta tese de doutorado, estudou-se a viabilidade técnica de preparar curativos
medicados com agentes anti-inflamatérios, anestésicos e analgésicos de origem natural,
utilizando CO; supercritico. Para isso, verificou-se a capacidade de sor¢do de scCO; dos
curativos e, baseando-se nestes resultados, procedeu-se a impregnacao, quantificacao

e caracterizacdo dos curativos impregnados.

Para a primeira etapa do trabalho, foi utilizada uma espuma de poliuretano,
como curativo polimérico sintético, a ser impregnada com Odleo de borage.
Preliminarmente, a capacidade de sorcdo de scCO; deste curativo foi estudada em
diferentes condi¢cdes de temperatura, tempo e densidades de scCO;. O poliuretano
apresentou uma capacidade de sorgao acima de 50%, que aumentou com a densidade
de CO; para todas as isotermas estudadas, devido ao efeito plastificante do solvente,
promovendo o inchamento do polimero. No entanto, em altas pressdes, pareceu
ocorrer um efeito compressivo, o que impediu um maior intumescimento do polimero.
A sorcdo decresceu com a temperatura para todas as densidades do solvente, por conta
do efeito entrépico. Baseado nestes resultados, diferentes condi¢cdes de
impregnacdo/deposicdo supercritica foram testadas. Estes resultados demonstraram
que a etapa controladora do processo de SSI/SSD é o equilibrio de fases, ou seja, a alta
solubilidade do 6leo em scCO; e as interagdes entre dleo e polimero foram as principais

responsaveis pelo rendimento do processo.

Na segunda etapa do trabalho, foram utilizados curativos comerciais de fonte
natural (colageno e celulose) e o extrato de Jambu, como API. Com pequenas alteracdes
nas condicdes experimentais em relacgdo ao poliuretano, foram realizados testes
preliminares semelhantes, de capacidade de sor¢cao de CO; supercritico com o polimero.
A alta capacidade de sorcdo de scCO; no polimero (aproximadamente 80%) e a relativa
independéncia com relacdo a densidade do solvente supercritico e da temperatura,
cujos resultados foram quase constantes, estdo provavelmente relacionados a alta
porosidade do curativo de coldgeno e celulose (95%). Para evitar degradacdo das
amostras, foram utilizadas as condi¢des de temperatura mais baixas nos ensaios de

impregnacdo/deposicdo supercritica. Os maiores rendimentos de impregnac¢do neste
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curativo ocorreram na maior densidade do solvente e maior sorgao. Esta condigao
experimental foi repetida com o acréscimo de 5% de etanol como cossolvente e
apresentou um rendimento 2,5 maior que a mesma condi¢ao sem etanol. Este efeito ja
era esperado, uma vez que pequenas quantidades de solventes polares podem ser
acrescidas ao processo para melhorar a solubilidade e seletividade do extrato. De
maneira semelhante ao processo de SSI/SSD ocorrido com o poliuretano, o aumento da
solubilidade do extrato no scCO, com a densidade regeu o processo de

impregnacdo/deposicdo supercritica.

Apesar de terem sido utilizados matrizes e bioativos diferentes nos trabalhos,
algumas comparacdes podem ser feitas. Com relagdo a sor¢ao de CO; nos polimeros,
ambos materiais apresentaram uma difusao fickiana, tipica de polimeros elastoméricos
ou borrachosos, cuja maior sor¢ao de CO; foi obtida para o Promogran®, devido a maior
porosidade do material, bem como, de uma maior interagdo entre o CO; e os
grupamentos das cadeias de seus componentes. O poliuretano, apesar de também um
polimero elastomérico e bastante poroso, pode ter apresentado uma capacidade de
sor¢do menor, devido a presenga de microporos e também da porcentagem e o tipo do
segmento rigido do poliuretano, ja que nao foi possivel conhecer a real composi¢do do

poliuretano utilizado.

Este trabalho mostrou a possibilidade de desenvolver curativos medicados para
diferentes usos, com caracteristicas interessantes como biocompatibilidade. No
entanto, a despeito de utilizar curativos comercializados e APIS com atividade
comprovada, serdo necessarios todos os testes e etapas solicitadas pelas agéncias
reguladoras de saude para que a comercializagao do produto possa ser autorizada, ja

gue sdo considerados produtos médicos de alto risco.

A impregnacado de bioativos com CO; supercritico, neste e em outros trabalhos,
se mostrou uma alternativa viavel aos métodos de incorporacdo de APIs tradicionais, a
exemplo da impregnacdo por imersao ou via Umida, pois ndo danifica o polimero,
permite uma dispersao e deposicdo homogénea e é ajustdvel, com possibilidade de
aumentar o rendimento da impregnacdo/deposicdo, variando as condicOes

experimentais. Além disso, o processo de impregnacdo com scCO; é benéfico ao meio
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ambiente, ja que utiliza pequena ou nenhuma quantidade de solvente orgénico e a

depender da planta supercritica utilizada, o CO; pode ser reaproveitado.

Pode-se concluir que esta tecnologia tem sido cada vez mais aplicada no
desenvolvimento novas formulacdes farmacéuticas e biomédicas, esperando-se que,
nos proximos anos, sua transposicdo para escala industrial, nesta area, seja realizada

com sucesso.

5.2 Sugestoes

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, o assunto ndo se esgota e
muitas possibilidades de estudos futuros podem ser realizadas, com outras condi¢Ges
experimentais da impregnacdo/deposicdo supercritica de modo a melhorar o
rendimento (como outras taxas de despressurizacdo, temperaturas, densidades do
solvente, tempo de contato, velocidades de agitacdo e proporg¢Ges de etanol/scCO),
mas sempre levando a eficiéncia do processo (avaliacdo de custo/beneficio).

Como continuidade deste trabalho, sugere-se a submissdo dos curativos
impregnados aos testes in vitro ja citados, além do teste de permeacdo cutanea,
realizado com uma célula de difusdao (célula de Franz), utilizando pele humana, de
animais ou ainda membranas sintéticas. O maior problema desse teste é encontrar os
liquidos - receptor e doador para o experimento, uma vez que o extrato de jambu e o
6leo de borage sdo lipofilicos e por isso, sdo dificeis de serem liberados nos meios
aquosos, normalmente utilizados que simulam a pele (como PBS — solu¢do tampao
fosfato). A seguir, testes in vivo em modelo animal sdo necessdrios para avaliar a
eficiéncia dos curativos (liberados pelo comité de ética do local a ser realizado) e em
caso de resultados positivos, para o prosseguimento dos estudos, os curativos precisam

ser submetidos aos testes clinicos.

Por fim, uma sugestdo e um desafio é o desenvolvimento de curativos
totalmente naturais, pois os polimeros e bioativos naturais podem apresentar grande
variabilidade em sua producdo e as condi¢cdes experimentais a que podem ser
submetidos sdo limitados, a exemplo da temperatura. Por outro lado, possuem

biocompatibilidade, biodegradabilidade, sdao nao-téxicos e podem ter baixo custo de
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producdo; parte das caracteristicas requeridas para a proxima gerag¢ao de curativos

medicados.
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A.2. GLOSSARIO DE TERMOS TECNICOS (AREA MEDICO-FARMACEUTICA)

Absorg¢do percutanea — que se realiza através da pele intacta por meio de seringa ou
sonda.

Afec¢ao — doenca

Agente patogénico ou etiolégico — qualquer organismo causador de infeccdes ou
doencas

Agente pro-inflamatério — mediador quimico que serve para ativar ou aumentar
aspectos da inflamacao

Agregacdo plaquetaria — formacdo de trombo pela agregacdo de plaquetas (células
encontradas no sangue) para auxiliar na interrup¢do de um sangramento

Aminoacidos — moléculas unitarias formadoras de proteinas, tecidos, enzimas e células
Analgésicos — substancias que reduzem a sensacao de dor

Anestésicos — substancias que diminuem a sensibilidade do local

Angiogénico — promove regeneragao de vasos sanguineos

Antibidticos ou antimicrobianos — APIs utilizados para tratamento de infeccOes
bacterianas

Antisséptico - desinfetante

Atodxico — sem toxicidade

Biocompativel — capacidade de se adequar ao corpo humano sem provocar danos ou
Biodegradabilidade — degradacao natural

Biomateriais — substancias compativeis com tecidos vivos

Caracteristicas reoldgicas — relaciona-se com a viscosidade do material
Carcinogenicidade - verifica o potencial do produto em causar cancer

Catéter — tubo ou sonda para drenagem ou injecdo de liquidos ou medicamentos,
desobstrucdo de passagens ou para investigacdo de doencas.

Citotoxicidade — teste para verificar a toxicidade do material a ser testado para as
células

Coagulo ou trombo — massas de células e proteinas do sangue, que sdo produzidas por
uma série de reagdes para parar um sangramento

Colageno — proteina formadora do tecido conjuntivo e da matriz extracelular. Pode ser

classificado em 13 tipos, sendo os trés primeiros tipos os mais importantes. O tipo | esta
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presente nos tenddes, ossos e pele. O tipo Il estd presente nas cartilagens das
articulacdes e entre as vértebras. O tipo Il estd em musculos e érgdos especificos como
baco, pulmdes, artérias, figado, Utero e intestinos.

Contaminantes — corpos estranhos, microrganismos (fungos e bactérias)

Curativo seco —sdo aqueles que possuem alta aderéncia, baixa capacidade de absorcdo,
requerem troca frequente, dificultam a manutencdo da umidade, sdo permeaveis a
bactérias e podem provocar inflamacao.

Curativos ativos — aceleram o processo de cicatrizacao

Curativos inertes — ndo contribuem ativamente para o processo de cicatrizacdo
Curativos umidos — capazes de manter umidade e a troca gasosa no local da ferida
Debridamento — limpeza ou remoc¢ao de tecido morto

Derme — camada interna da pele

Desidratacao — perda de dgua

Elastinas — principais proteinas presentes nas fibras eldsticas como musculos, paredes
arteriais e ligamentos

Emoliente — restaura a oleosidade e hidratar a pele

Enzimas — proteinas capazes de acelerar uma determinada reagao quimica, a exemplo
da hidrdlise de outras proteinas (colagenase — acelera a degradag¢do do colageno).
Enzimas remodelantes — catalisam rea¢des quimicas com o objetivo de hidrolisar
(quebrar substancias) como proteinas (proteases) e coldgeno (colagenases) com o
objetivo de destruir o tecido danificado da pele

Epiderme - camada superficial da pele

Exsudato — liquido com alto teor de proteinas e células produzido como reacdo ao
ferimento

Fase de proliferagdo — producdo de células para recompor o tecido lesionado

Fatores de crescimento — grupo de substancias de origem proteica que estimulam a
proliferacao celular

Fibroblastos — células que produzem fibras e coldgeno e em caso de lesdo, sdao
responsaveis pela regeneracao da pele.

Formulagdes Farmacéuticas Topicas — medicamentos utilizados no local da lesao

Genotoxicidade — verifica o potencial do produto em causar toxicidade ao DNA
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Glicosideos — substancias quimicas formadas por um monossacarideo e uma outra
molécula ndo derivada da glicose.

Glicosaminoglicanos - polimeros dissacaridicos que se repetem ao longo de uma cadeia
linear e longa, compdem a matriz extracelular e formam um gel que permite a
movimentacdo de moléculas entre as células dos tecidos. O mais conhecido deles é o
acido hialurénico.

Hemostasia — resposta do organismo para parar um sangramento ou hemorragia
através da coagulacgao

Hormonios — substancias quimicas produzidas por glandulas ou 6rgdos e derivadas de
proteinas, aminoacidos ou colesterol, que atuam como sinalizadores em érgdos ou
tecidos-alvo, ligando-se a sitios especificos e podem induzir ou inibir uma atividade
especifica.

Imunomodulatério - substancias que atuam no sistema imunoldgico conferindo
aumento da resposta organica contra determinados microrganismos.

Inflamacao - se caracteriza pelos sinais: rubor (vermelhidao), calor, tumor (inchaco), dor
e perda de funcdo do tecido inflamado

Leito da ferida — local da ferida

Linfdcitos — células de defesa contra infecgOes

Macréfagos — células responsdveis pela limpeza da pele danificada e destruicdo de
corpos estranhos

Marca-passo - dispositivo de aplicacdo médica que tem o objetivo de regular os
batimentos cardiacos

Matriz extracelular — material localizado entre os tecidos humanos com func¢do de
suporte, resisténcia, tensdo e organizacao estrutural para os tecidos. Composto por
glicoaminoglicanos, coldgeno, elastina, além de outras proteinas.

Mediadores inflamatérios - moléculas envolvidas na resposta inflamatdria aguda,
responsaveis por modular os eventos vasculares e celulares ocorridos nesse processo.
Melanina — proteinas pigmentares responsaveis pela cor da pele, dos olhos e dos
cabelos, produzidas por células denominadas melandcitos ou melanoblastos.
N3do-alérgeno — ndo provoca alergias ou sensibilidade

Necrose — morte de tecidos, tecido danificado
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Neutrofilos — células sanguineas responsdveis pela defesa contra infec¢des de fungos
ou bactérias

Proteinas — substancias com estrutura complexa e alto massa molecular, composta por
aminodcidos. Atuam na formagdo e manutencgao de tecidos e drgaos

Préteses vasculares — proteses para os vasos sanguineos

Queratina — proteina estrutural que confere resisténcia, elasticidade e
impermeabilidade a superficie da pele, cabelos e unhas. E produzida pelas células
denominadas queratindcitos.

Querato-hialina — proteina que forma uma barreira para impedir a penetragdo de
substancias na pele e dificultar a desidratacdo da pele

Reepitelizacdo — renovacao celular

Remodelagao — fechamento da ferida e formacao de cicatriz

Ruptura anatémica — corte, lesdo ou ferimento que rompe ou danifica a pele

Ruptura funcional — lesdo que impede o funcionamento normal do érgao

Scaffolds — dispositivos médicos de suporte

Stents — préteses inseridas em um conduto do corpo para prevenir ou impedir a redugao
do fluxo sanguineo causado por entupimento das artérias.

Substancias bioativas — substancias com atividade biolégica

Tecido adiposo — camada celular formada por células que acumulam lipideos em seu
interior (adipdcitos), modela o corpo, atua no isolamento térmico e acumula energia
para o uso no intervalo entre as refeigdes.

Tecido conjuntivo ou conectivo — tecido da derme formado por fibras elasticas, de
colageno e células, responsaveis pelo processo de cicatrizagao e renovagao da pele
Tecido cutaneo — pele

Teste de Implantagao - avalia o efeito local macro e microscépico apds implantacao
cirdrgica do produto.

Teste de sensibilizacdo, irritagdo ou reatividade intracutanea - verificar o potencial do
produto em causar reacao de sensibilizacdo ou de alergia em um determinado local
Testes clinicos — testes realizados com seres humanos para determinar a seguranca do
material testado

Testes in vitro — utilizados sem a necessidade de cobaias

Testes in vivo — teste com cobaias
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Toxicidade aguda, sub-aguda e crénica - Ensaio toxicoldgico realizado em modelo
animal com o objetivo de verificar efeitos adversos da exposicdo Unica ou multipla em
um determinado periodo

Trauma fisico - causado por qualquer agente externo como explosdes, colisdes,
causados por objetos cortantes ou pontiagudos, calor, radiacdo, eletricidade

Trauma quimico — causado por agentes quimicos

Valvulas cardiacas — localizadas no cora¢do, permitem o bombeamento e fluxo
unidirecional do sangue.

Vascularizagdo — presenca de vasos sanguineos
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