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Resumo

O desbridamento de uma ferida € uma das etapas mais importantes no processo de cicatrizacdo. Os
métodos mais utilizados atualmente, como o desbridamento mecénico, autolitico ou até mesmo
enzimatico ou cirdrgico, apresentam varias problematicas associadas, tais como o aparecimento de
danos nos tecidos adjacentes, o0 seu elevado custo, e o trauma para o paciente. A funcionalizagéo de
estruturas téxteis com aditivos naturais representa uma alternativa promissora para o desenvolvimento
de materiais de penso mais eficazes e sustentaveis. Varios estudos tém demonstrado que a utilizagao
de substancias naturais pode reduzir o risco de reagdes alérgicas e efeitos colaterais adversos em
comparacao com o uso de aditivos quimicos.

O 6leo de melaleuca tem sido um aditivo natural amplamente estudado para o auxilio na cicatrizagao
de feridas, devido as suas propriedades antibacterianas e anti-inflamatérias. Este aditivo foi explorado
neste trabalho, sendo a sua ancoragem ao substrato téxtil apoiada pelo uso de uma matriz de origem
natural, o alginato, selecionado pelas suas propriedades absorventes e elevada biocompatibilidade.
Estes aditivos foram os escolhidos para este trabalho com o principal objetivo de os incorporar em
material de penso téxteis, avaliando a sua possivel utilizacdo no desbridamento de uma ferida.
Através da dispersao do 6leo numa solucdo aquosa de alginato pretendeu-se obter uma impregnacao
homogénea nas estruturas téxteis e uma libertacdo mais controlada. Foi realizado um estudo de
libertacdo dependente do pH para analisar a libertagédo especifica nos diferentes microambientes das
feridas. Os substratos téxteis foram impregnados com os aditivos pela tecnologia de Foulard, sendo
esta otimizada por forma a obter-se um bom pick-up dos aditivos, considerando a aplicagao pretendida
(uso do material ainda humido no desbridamento).

Os resultados demonstraram que a libertacéo do 6leo de melaleuca é mais rapida a pH 8,7, com uma
concentracdo de 30% deste 6leo. Estes resultados foram de encontro ao pretendido, ocorrendo uma

maior libertagé@o do 6leo nas feridas crénicas, possuindo estas um pH mais alcalino.

Palavras-chave: Desbridamento, 6leo de melaleuca, impregnacéo, libertacdo

Vil



VI



Abstract

Wound debridement is one of the most important stages in the healing process. The most widely used
methods today, such as mechanical, autolytic or even enzymatic or surgical debridement, present
several associated problems, such as the appearance of damage to adjacent tissues, their high cost,
and trauma to the patient. Functionalizing textile structures with natural additives represents a promising
alternative for developing more effective and sustainable dressing materials. Several studies have
shown that the use of natural substances can reduce the risk of allergic reactions and adverse side
effects compared to the use of chemical additives.

Tea tree oil has been a widely studied natural additive for aiding wound healing, due to its antibacterial
and anti-inflammatory properties. This additive was explored in this study, and its anchoring to the textile
substrate was supported by the use of a matrix of natural origin, alginate, selected for its absorbent
properties and high biocompatibility. These additives were chosen for this work with the main aim of
incorporating them into textile dressing material, assessing their possible use in wound debridement.
By dispersing the oil in an aqueous alginate solution, the aim was to achieve homogeneous
impregnation of the textile structures and a more controlled release. A pH-dependent release study was
carried out to analyze the specific release in different wound microenvironments. The textile substrates
were impregnated with the additives using Foulard technology, which was optimized in order to obtain
a satisfactory pick-up of the additives, considering the intended application (use of the material while it
was still wet for debridement). The results showed that the release of tea tree oil is faster at pH 8.7, with
an oil concentration of 30%. These results were as intended, with greater oil release occurring in chronic

wounds, which possess a more alkaline pH level.

Keywords: Debridement, Tea Tree oil, impregnation, release
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1 Introducao

1.1 Feridas na pele

Desde o aparecimento das primeiras etapas civilizacionais que o ser humano tem desenvolvido
diferentes técnicas para o tratamento de feridas. Os antigos egipcios tratavam as suas feridas através
da aplicacao tépica de uma pasta de mel, gordura e algodao. Na idade média, esta e outras técnicas
foram sendo esquecidas de tal forma que o método de tratamento consistia em deixar a ferida
“apodrecer”, conduzindo por sua vez a infegdes letais (Henry et al, 2003). Nos dias de hoje, 0 avango
da medicina permitiu desenvolver tecnologias capazes de responder aos desafios causados pelo
processo de cicatrizacao de feridas.

As feridas resultam de disrupgdes da integridade do tecido cutaneo que afetam a funcéo e
estrutura natural da pele. Estas disrupcbes podem acontecer a qualquer momento através de:
queimaduras, traumas, cirurgias, disturbios genéticos, entre outros. As feridas podem ser classificadas
como abertas ou fechadas, crénicas ou agudas. Feridas abertas consistem em laceracdes, cortes
cirtrgicos, picadas de insetos e radionecrose. As feridas fechadas incluem contusbées, hematomas e
abrasdes tais como lesdes nos tecidos moles, pequenos vasos sanguineos ou camadas profundas da
pele. Uma ferida pode ser considerada aguda quando é tratada em cerca de 8 a 12 semanas. Por sua
vez, uma ferida cronica requer geralmente um periodo de tempo prolongado de cicatrizagao (Moeini et
al, 2020).

O processo de cicatrizagdo de feridas é um sistema complexo e coordenado e encontra-se
dividido em 3 fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelacdo (Laureano et al, 2011). Na fase
inflamatéria os vasos sanguineos contraem-se e ocorre coagulacao no sangue. Esta coagulagédo
consiste na agregacao de tromboécitos e plaquetas numa matriz proviséria para a migracao de varias
células, restaurando a fungéo da pele como barreira protetora. O mecanismo celular é a etapa seguinte
dominada pelo influxo de leucécitos. Esta resposta celular é rapida e coincide com a revelagéo do
edema e eritema no local da ferida. Normalmente, dura entre 24 e 48 horas. Em feridas crénicas a fase
inflamatéria inclui a presenca de tecido necrético, corpos estranhos ou contaminagéo bacteriana,
havendo um prolongamento desta fase. A fase proliferativa tem como objetivo diminuir a area lesionada
através da contragdo das margens, fecho da lesdo, e producao de colagénio. Este processo comeca
no microambiente da lesao dentro de 48 horas e pode durar até 14 dias. A terceira fase de cicatrizacéo
de feridas é caracterizada pela remodelacao do tecido cuténeo, e ocorre apds 2 a 3 semanas desde a
lesdo, podendo continuar apdés 1 ano, com o intuito de recuperar parcialmente a estrutura da pele
(Gonzalez et al, 2016).



Phases of wound healing
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Figura 1. Fases do processo de cicatrizagao de feridas (Gushiken et al.)

Um estudo fez a comparacgéo entre um processo seco e um processo humido de cicatrizagéo,
revelando que o tratamento com um ambiente himido é mais rapido comparativamente ao processo

seco, pois este permite a renovagéo da pele sem a formagao de escaras (Gupta et al, 2010).

1.2 Desbridamento de uma ferida

O desbridamento de uma ferida corresponde a remog¢éo de tecido necrético, indesejado ou
contaminado de uma ferida para descobrir e expor o tecido saudavel subjacente, promovendo assim,
a cicatrizagdo do mesmo. O desbridamento ajuda particularmente feridas cronicas que se encontram
na fase inflamatéria durante um longo periodo com pouca evolugéo (Madhok et al, 2013).

As feridas com tecido necrético nao cicatrizam até que todo o tecido necrético seja removido.
Este tecido pode desprender-se do corpo naturalmente, no entanto o desbridamento acelera este
processo. Assim que o tecido necrético seja removido, a ferida pode comegar a granular e,
consequentemente, epitelizar. O tecido necrético € o tecido com as maiores contagens bacterianas, o
que inibe a ferida de avangar no processo de cicatrizagédo (Steed et al, 2004).

O desbridamento pode ser de varios tipos: autolitico, osmético, cortante, larval, cirdrgico,
mecénico e enzimatico. O desbridamento autolitico € um processo natural que ocorre em todas as
feridas. Neste processo os tecidos desvitalizados sofrem uma autodigestdo pela liquefacdo dos
fagocitos presentes no leito da lesdo, junto dos macréfagos e enzimas proteoliticas. Requer um
ambiente humido e um sistema imunitario funcional. A utilizagéo de pensos retentores de humidade
pode aumentar a sua eficacia, destacando-se aqui os hidrogéis, sistemas microcristalinos de
polissacarideos e polimeros absorventes. Este € 0 método mais seletivo, ndo traumatico e indolor. O
desbridamento osmotico provém do intercAmbio de fluidos de diferente densidade, e consiste na
aplicacédo de solucbes hiperosmolares, ou pensos impregnados com essas solugbes. Tem a
desvantagem de exigir a mudanca de penso a cada 12-24 horas. O desbridamento cortante € realizado
por um profissional de salude que remove seletivamente os tecidos desvitalizados, com recurso a um
objeto cortante, como um bisturi. Apesar das suas vantagens, tais como rapidez, reducéo da carga

bacteriana e do mau cheiro da ferida, este processo traz também desvantagens devido a dor, ao risco



de hemorragia, ou introducdo de bactérias em tecidos profundos e ao stress que transfere para o
paciente. O desbridamento larval consiste na utilizac&o de larvas para remoc&o de tecido necrético. E
maioritariamente apropriado em feridas de maior dimens&o. O desbridamento cirurgico & executado
através de instrumentos de corte em contexto de cirurgia, apresentando como potencial desvantagem
0 recurso a anestesia no procedimento. O desbridamento mecanico € um processo traumatico e nao
seletivo, que nao remove apenas tecido necroético, mas também tecido viavel devido ao método
utilizado: irrigacdo da ferida, pensos humidos que secam, ou lavagem por pulso do leito da ferida
(Manna et al, 2021). Este desbridamento é indicado em situacdes em que a rapidez € valorizada, dado
que o processo pode demorar 20 minutos ao invés das 2 semanas comummente necessarias com o
desbridamento autolitico (Young et al, 2019).

O desbridamento enzimatico consiste na utilizacdo de uma enzima proteolitica exégena, a
colagenase, para desbridar a bactéria Clostridium. Desta forma, o colagénio no tecido necrotico é
digerido, permitindo que este se separe do tecido viavel (Manna et al, 2021). O desbridamento
enzimatico tem varias vantagens tais como maior rapidez na remogao de escaras, reducao da perda
de sangue, e menor necessidade de enxertos de pele (Heitzmann et al, 2020).

Apesar do conceito de desbridamento ser amplamente conhecido por profissionais de saude,

nao existe um consenso sobre 0 método, a altura étima de atuacao e a quantidade de tecido a remover.
1.3 Variacao no pH de uma ferida

O pH é também considerado um fator importante para o processo de cicatrizagdo de uma ferida,
pois demonstra o estado do tecido cutaneo, tanto a superficie como nas subcamadas. Devido aos
queratindcitos, células que produzem queratina, o pH da pele intacta tem normalmente valores acidicos
entre 4 e 6 (Power et al, 2019). Uma ferida aguda tem um pH neutro a alcalino, situando-se
normalmente entre 6,5 e 8,5. O pH de uma ferida crénica, tipicamente com um cenario de infegéo
associado, pode situar-se entre valores de 7,2 a 8,9. (Bennison et al, 2017). Este valor tende a diminuir
a medida que o processo de cicatrizagdo da ferida progride (Gethin et al, 2007).

As feridas infetadas sofrem um aumento no valor do pH devido ao crescimento bacteriano que
perpetua a sua alcalinizagdo. O valor do pH pode ser utilizado para diagnosticar o estado da infecao
da ferida e também para controlar o crescimento bacteriano de modo a promover a cicatrizacdo da
mesma. Para além disso, o pH de uma ferida pode também afetar a eficacia dos antibidticos e
antissépticos, modelando a sua eficacia e sucesso (Bennison et al, 2017).

O valor do pH impacta também com a forma como o oxigénio é distribuido pelo tecido, sendo
que quanto mais baixo o nivel de pH mais oxigénio é libertado no tecido cutéaneo (Gethin et al, 2007).
Varios estudos afirmam que feridas alcalinas demonstram uma taxa de cicatrizacdo mais lenta do que

feridas acidicas (Vu et al, 2020; Bennison et al, 2017).



1.4 Materiais existentes para tratamento de feridas

A escolha do material de penso para feridas € um fator importante no processo de cicatrizacéo
pois influencia nao s6 a duragdo, mas também o resultado da mesma. Um material de penso deve
satisfazer qualidades que incluem: ser ndo toxico, altamente absorvente (para feridas exsudativas), ndo
alergénico, respiravel, hemostatico, biocompativel e, de preferéncia, capaz de incorporar medicacao
no tratamento, tais como antibacterianos/antibiéticos, antiviricos e antifingicos (Petrulyte et al, 2008).

Os pensos atuais podem incluir gazes, peliculas, géis, espumas, hidrocoldides, alginatos,
hidrogéis, etc. Os téxteis podem incluir fibras, filamentos ou fios fabricados através de materiais naturais
ou artificiais. Relativamente as fibras naturais, salientam-se o algodao, a seda e o linho entre as mais
estudadas. As fibras artificiais dividem-se entre polimeros sintéticos e polimeros de origem natural. Os
primeiros incluem o poliéster, a poliamida, o polipropileno, o poliuretano, etc., e os ultimos incluem
materiais como alginato, acido poligliclico, celulose regenerada, quitosano, etc. (Gupta et al, 2010).

Estes polimeros formadores de fibras s&o utilizados como veiculos condutores de medica¢do
em pensos. As suas estruturas semi-cristalinas e porosidade a nivel macro, micro e nano permitem a
incorporacé@o e libertacdo de ingredientes ativos no tecido cutédneo para acelerar o processo de
cicatrizacao (Maver et al, 2015).

Um exemplo de produtos existentes no mercado para tratamento de feridas, nomeadamente
no processo de desbridamento, € o DEBRICHEM®. Este trata-se de um dispositivo médico de utilizagao
Unica que substitui o desbridamento cirirgico. Este produto é um gel vermelho cuja aplicagéo tépica
tem como propésito a facilitagdo da remocéo de tecido desvitalizado através de um composto acido

que ataca também a infegéo.
1.4.1 Matriz Natural de Alginato

Entre as varias fibras existentes no mercado, os produtos contendo alginato sdo dos mais
popularmente utilizados devido as suas propriedades como biocompatibilidade, baixo custo, e boa
gestao da humidade no leito da ferida, possuindo capacidade média de absorcdo do exsudado
formando um gel que mantém a ferida himida (Bajpai et al, 2012; Liu et al, 2013). O alginato & um
polimero natural proveniente de diferentes fontes de macroalgas (algas marinhas) presentes nas zonas
costeiras de varios paises. Das algas marinhas existentes, as algas castanhas revelam a maior
quantidade de alginato. Esta substancia pode ser extraida das macroalgas sob a forma de alginato
soluvel em agua (Varaprasad et al, 2020).

A estrutura quimica do alginato consiste maioritariamente em duas unidades monoméricas: os
residuos de acido B-D-manurénico (M) e os residuos de acido a-L-gulurénico (G). Ambos estédo
conectados através de ligacbes glicosidicas. Estes residuos podem aparecer em blocos individuais ou
em sequéncias alternadas, conhecidos como blocos MG. A relagdo entre os residuos acidos M e G e
a ordem em que aparecem é um fator distintivo dos alginatos obtidos de diferentes algas, pois

influenciam diretamente as suas propriedades e pesos moleculares (Ching et al, 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica dos blocos MG de alginato (Goh et al, 2012)

Existem atualmente varios tipos de fibras de alginato que sao utilizadas como material de penso
para feridas devido as suas propriedades fisico-quimicas como a viscosidade, propriedade térmica,
capacidade de transformacdo de matéria sélida para gel, e libertacdo de farmacos. A preferéncia dos
produtos de alginato em relacao as gazes de algodao convencionais envolve a melhor compreensao
do processo de cicatrizagcdo de feridas, e as suas propriedades superiores. Como mencionado
anteriormente, um ambiente humido promove este processo. Os pensos de alginato resultam de uma
transformacado de uma solugcdo aquosa de alginato que reage com catides bivalentes e forma um
hidrogel que mantém a ferida hiumida. Os materiais existentes para o tratamento de feridas a base de
alginato sé@o considerados adequados, ndo sé dadas as propriedades ja mencionadas, mas também
devido a sua estabilidade, capacidade de retencdo do exsudado e propriedades antimicrobianas
(Gokarneshan et al, 2018; Goh et al, 2012).

1.5 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) sao substancias naturais, provenientes do extrato de plantas, que
podem ser utilizados em varias aplicacdes médicas, tais como no combate as infecbes cutaneas. Estes
tém sido estudados, sobretudo, como potenciais agentes antimicrobianos e antioxidantes. As
propriedades dos OEs extraidos da planta de melaleuca, eucalipto, tomilho e outras plantas medicinais
e aromaticas foram ja estudados quanto ao seu efeito antimicrobiano. OEs de plantas como a
camomila, o alecrim, a alfazema, entre outros, demonstraram também capacidades antioxidantes
(Ramsey et al, 2020).

Apesar do vasto leque de vantagens, os OEs sao ativos instaveis e frageis. Consequentemente,
podem degradar-se facilmente se nao forem protegidos dos fatores externos. O método de protecao
mais utilizado € a microencapsulagéo (Asbahani et al, 2015), que pode ser feita pela producéao de micro
ou nano particulas de um polimero matriz numa emulsificacdo com o(s) OE(s), acompanhado do uso
de um agente reticulante. O alginato € um polimero bastante usado como veiculo condutor de OEs,
dada a facilidade de produzir microcapsulas com este, reticuladas numa solugéo de e.g., cloreto de

célcio (Hosseini et al, 2013).



1.5.1 Oleo Essencial de Melaleuca

O o6leo essencial de melaleuca (OEM) pertence a um grupo de OEs com propriedades
bactericidas. Este é obtido através da destilagcao das folhas da planta Melaleuca alternifolia. O OEM é
caracterizado pela sua capacidade inibidora do desenvolvimento de varios micro-organismos, o0 que
por sua vez demonstra beneficios em condicbes respiratorias, dentarias, dermatolégicas, e no
tratamento de feridas. Como propriedades principais, o OEM possui um efeito anti-inflamatério,
antiviral, antioxidante, antisséptico e antifingico (Tarach et al, 2020).

Um estudo realizado sobre o efeito do OEM em feridas crdnicas demonstrou bons resultados
no processo de cicatrizagdo. Este estudo comparou 32 pacientes de dois lares diferentes com feridas
crénicas, em que 16 foram tratados com OEM 10% e 16 foram mantidos num grupo de controlo. No
grupo de pacientes do OEM, todas as feridas crénicas que tiveram previamente dificuldade no processo
de cicatrizacao conseguiram ser tratadas em menos de 28 dias sem quaisquer efeitos secundarios (Lee
et al, 2014).

Outros estudos apontam também para possiveis beneficios do OEM em feridas crdnicas tais
como: reducéo do tamanho da ferida, redugédo da camada bacteriana e melhoramento do processo de
granulacédo do tecido cutaneo (Haesler et al, 2021).

Dadas as suas propriedades, 0 OEM foi o aditivo natural selecionado para a elaboracao deste

estudo experimental.
1.6 Agentes emulsificantes

O Span 80 e o Tween 80 sao agentes emulsificantes biodegradaveis que permitem a mistura
entre substancias hidrofilicas e lipofilicas, reduzindo a taxa de separagéo entre estas. Estes agentes
possuem afinidade tanto para substéncias hidrofilicas como hidrofobicas, devido a sua estrutura
quimica que possui uma parte hidrofilica e uma cadeia lipidica hidrofébica (Figura 3) (Sinzato et al,
2017). O primeiro agente emulsificante, denominado Span 80 € um agente mais lipofilico, adicionado a
substancia de 6leo. O segundo, denominado Tween 80, é um agente mais hidrofilico, adicionado a

base aquosa.
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Figura 3. Estrutura molecular de Span 80 (a) e Tween 80 (b) (Sinzato et al, 2017)



1.7 Microencapsulagao

A microencapsulacdo é uma tecnologia em que goticulas individuais ou particulas de materiais
liquidos, s6lidos ou gasosos, sdo isoladas por uma camada feita de materiais poliméricos. Este
processo parece ser 0 mais adequado para estabilizar compostos volateis. Envolve a criacéo de
capsulas entre micromilimetros e milimetros de diametro, através de véarios métodos tais como
coacervacgao simples ou complexa, e utilizacdo de spray (Ocak et al, 2011). Os métodos utilizados
neste estagio envolveram a gelificagdo ibnica combinada com extrusdo, e a gelificagdo idnica
combinada com spray.

A microencapsulagéo de aditivos pode de certa forma controlar efetivamente a taxa de
libertacé@o de fragrancias e também de OEs. Assim, a sua popularidade tem crescido nas aplicacbes
téxteis devido a sua facilidade de producéo e aplicacdo e ao prazo de validade das microcapsulas
(West et al, 2014). Esta tecnologia € uma das maneiras mais competentes de proteger OEs contra

possivel degradacao ou detioracao dos produtos contendo OEs (Rabani et al, 2015).
1.7.1  Gelificagcao I6nica

A gelificagéo i6nica € um dos métodos de microencapsulagao normalmente utilizado na area
farmacéutica e alimentar para encapsular compostos ativos, medicamentos ou nutrientes. Refere-se a
formagéo de géis por meio de interaches eletrostaticas entre diferentes espécies ibnicas. Os dois
principais métodos de gelificagao ibnica séo a gelificacao externa e a interna.

Na gelificacdo externa, uma solugdo contendo um polimero e o agente ativo desejado é
lentamente adicionada a uma solugdo que contém ides multivalentes. Um gel é formado
instantaneamente a medida que cada gota da solugao polimérica entra em contato com a solucéao
ionica, devido as interacdes eletrostéaticas. O cloreto de calcio € um dos compostos mais utilizados para
este método. Na gelificacao interna, uma solugéao idnica € diretamente misturada com a solugao que
contém o polimero e o agente ativo. Assim que entram em contato, ocorre a formagéo imediata do gel.

A escolha do método depende da aplicacao desejada, das propriedades do polimero e do
agente ativo, e das condicbes especificas do processo. A gelificagdo ibnica € amplamente estudada
devido a sua simplicidade, eficiéncia e capacidade de formar capsulas com um alto grau de
uniformidade (Pedroso-Santana et al, 2020; Ozkan et al, 2019).

1.7.2 Método da Extrusao

A extrus@o é a técnica mais utilizada para a transformacao de hidrocol6ides em microcapsulas,
formadas por gelificagéo ionica. Este método consiste em incorporar a substancia a encapsular numa
solucdo com material adequado, passando esta solugdo através de uma agulha ou fenda para um
banho de reticulagdo, gota a gota, com a finalidade de formar microcapsulas. Neste banho ocorre a

formacao de uma capsula ao redor da gota, por reagdo com o polimero. O tamanho das capsulas, que



pode variar entre 0,5 e 3 mm, depende da viscosidade da mistura, do didmetro da agulha e a solugéo
de reticulagéo (Gushiken et al, 2021) (Etchepare et al. 2015).

1.7.3 Microencapsulacéo por spray

Este método envolve a atomizagdo de uma emulséo, ou solugéo contendo o material ativo, e
um material de revestimento numa camara de secagem. A atomizagcdo pode ser feita de véarias
maneiras: atomizagdo pneumética, bocal pressurizado, bocal fluido, bocal s6nico ou disco giratério.
Assim, a emulséo é pulverizada através de um bocal, criando uma névoa de goticulas finas que entram
em contacto com ar quente. A agua evapora rapidamente, resultando em microcapsulas. Para reduzir
0 tamanho das capsulas, deve-se aumentar a energia da atomizagéo. A viscosidade e a tenséo de
superficie também impactam o tamanho das mesmas (Estevinho et al, 2013).

1.8 Sistema de Foulard otimizado

A segunda técnica utilizada neste estagio envolveu a impregnacao direta de aditivos em téxteis
funcionais. Para tal, foi empregue o Sistema de Foulard Otimizado (SFO). O SFO consiste numa
maquina composta por dois grandes rolos entre os quais o tecido passa. Este € um método utilizado
na impregnagéo de substancias liquidas em téxteis. Inicialmente, o téxtil & embebido com a solugéo
desejada através de um reservatorio, e ao sair do mesmo, passa entre os dois rolos de Foulard. Estes
rolos espremem o liquido em excesso, assegurando uma aplicagéo uniforme da solugdo. A presséo
efetuada entre os dois rolos pode ser ajustada conforme desejado (Giessmann et al, 2008), por forma

a ajustar o grau de pick-up do téxtil.

Figura 4. Sistema de Foulard Otimizado

1.9 Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia por Transformada de Fourier no Infravermelho (FTIR) € uma técnica que
explora a absor¢cdo de luz infravermelha para induzir vibragbes nas ligagbes moleculares. A
manifestacdo dos espectros vibracionais, advindos da soma das interacdes de mudltiplas
macromoléculas celulares — tais como acidos nucleicos, proteinas, lipidos e polissacarideos —, gera
um espetro de absor¢éo no infravermelho que serve como uma impresséo digital molecular distinta do

material biol6gico em analise (Taha et al, 2013).



2 Objetivos

O estagio no CITEVE teve como objetivo incorporar aditivos naturais em material de penso de
modo a melhorar o desbridamento de uma ferida. Apdés uma pesquisa inicial, selecionou-se o OEM
como aditivo funcional a impregnar nos materiais de penso téxteis, devido as suas qualidades
medicinais. O alginato foi selecionado como o material polimérico a usar, devido as propriedades
anteriormente apresentadas.

Numa primeira fase, foi testado o0 método de microencapsulagéo de aditivos em microcapsulas
de alginato. Inicialmente, de modo a visualizar a otimizacao do processo de formacao das capsulas de
alginato, foram utilizados apenas corantes alimentares e Remazol Vermelho RGB. De seguida, iniciou-
se 0 processo com amostras mais complexas, incorporando-se o OEM.

Dado que para alcancar o desbridamento de uma ferida é necessaria uma reagao rapida com
a pele infetada (apenas uns minutos), a microencapsulagdo ndo demonstrou ser o método mais
adequado pela sua libertagdo lenta. Assim, o tempo de reacdo pretendido foi alcancado com a
impregnacéo direta da emulséo do 6leo de melaleuca com alginato no téxtil selecionado para o projeto.
Este método provou-se capaz de atender ao desafio lancado devido a rapidez de agéao.

A variacao de pH no téxtil utilizado apds a impregnacao direta de aditivos naturais foi a andlise
mais relevante neste estagio, providenciando conclusées consideraveis sobre a eficacia da combinacao

do 6leo de melaleuca e da solugéo de alginato no desbridamento de uma ferida.



3 Materiais

Foi escolhido para o projeto como aditivo funcional o OEM da empresa FOURMAG (parceira
do projeto financiado no qual se integra este trabalho), devido as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias mencionadas anteriormente. No entanto, este 6leo foi substituido por corante alimentar
nos ensaios iniciais, de forma a facilitar a visualizagdo da interacdo do aditivo com os restantes
elementos.

Relativamente a matriz utilizada nos estudos, foi escolhido o alginato como substéncia
predominante nos ensaios experimentais e testes de produto. Juntamente com esta substancia, os

reagentes essenciais encontram-se detalhados na tabela 1.

Tabela 1. Reagentes usados no ambito do trabalho apresentado neste relatorio de estagio

Reagente Fornecedor
Alginato (SMT) CHT
Cloreto de calcio (CaCly) Panreac
Acido acético (CHsCOOH) Fisher
Hidréxido de sédio (NaOH) Fisher
Fosfato de sodio dibasico hepta-hidratado Merck
(NazHPO4-7H,0)
Fosfato de sédio monobéasico mono- Merck
hidratado (NaH2PQO4-H20)
Remazol Vermelho RGB DyStar
Corante alimentar azul, amarelo e vermelho Vahiné
Tween 80 Croda
Span 80 Croda

O substrato téxtil utilizado nas funcionaliza¢des foi uma malha felpa 100% poliéster, com argola
apenas numa das faces. A malha foi sujeita a uma lavagem para remover qualquer impureza
proveniente do processo de produgado: 70°C com o detergente ndo idnico Diadavin® UN (Tanatex
Chemicals - Holanda) durante 30 minutos. Ap6s a lavagem, o téxtil apresentava uma gramagem de

aproximadamente 198 g/m2.
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De seguida, na tabela 2 sdo apresentados os detalhes dos instrumentos e equipamentos

empregados neste trabalho.

Tabela 2. Equipamento utilizados no dmbito do trabalho apresentado neste relatorio de estagio

Equipamentos Marca
Balanca Analitica AG245 Mettler Toledo
Espectrofotometro de feixe duplo UV-2600i Shimadzu
Espectrofotometro Spectrum 100 FTIR Perkin Elmer®
Medidor de pH 7110 WTW inoLab®

Foulard horizontal, vertical tipo «<HVF»

Werner Mathis

Secador/ Vaporizador Tipo DHE 51991

Werner Mathis

Céamara de secagem e aquecimento B53

Binder

Agitadores magnéticos, com aquecimento, M21 e M6.1

CAT

Martindale Wear & Abrasion Tester

James H.Heal & Co Lto. Halifax England

Banho Ultrassons PreSET SW3H

SonoSwiss

Viscosimetro Brookfield DVE RV

Brookfield Engineering
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4 Métodos

4.1 Solucées preparadas

e Tampéo acetato pH 4.5: foi preparada uma solugéo de acido acético glacial em agua destilada
(0,1 M), a qual foi adicionada uma solucéo de hidréxido de sodio 1 M até a solucdo alcancar
um pH de 4,5.

e Alginato 2%: o alginato foi pesado num gobelé e foi adicionada agua destilada por forma a ter-
se uma concentracao de alginato de 2% (m/v). A mistura foi aquecida a ~50 °C, sob agitacéao,
até dissolugdo total do alginato.

e Alginato 2% com corante alimentar: a solucdo de alginato 2% previamente preparada, foi
adicionado o corante alimentar, em quantidade a perfazer 2% (v/v). A solucado foi sujeita a
agitacao por uns minutos até uniformidade de cor.

o CaClz 5%: o CaCl, foi pesado num gobelé e foi adicionado tamp&o acetato pH 4,5 por forma a
ter-se uma concentracao de CaCl, de 5% (m/v). A mistura foi colocada sob agitacao até total
dissolucao do CaCl,.

e CaClz 1%: o CaCl, foi pesado num gobelé e foi adicionado tamp&o acetato pH 4,5 por forma a
ter-se uma concentracao de CaCl, de 1% (m/v). A mistura foi colocada sob agitacao até total
dissolucdo do CaCl,.

e Alginato com corante Remazol: o alginato foi pesado num gobelé e foi adicionada agua
destilada por forma a ter-se a concentracdo desejada de alginato [1% (m/v), 2% (m/v), 4%
(m/v)]. A mistura foi aquecida a ~50 °C, sob agitacao, até dissolucédo total do alginato. A esta
solucao adicionou-se 1% (m/v) de corante Remazol Vermelho RGB e colocou-se novamente

sob agitacdo até uniformizacao da solugéo.
4.2 Microencapsulacao

A primeira abordagem foi a preparacao de microcapsulas com um polimero adequado, através
do método da extrusdo, da gelificacdo ibnica, e por spray. Foi utilizado um corante alimentar para

melhor visualizar todo o processo.
4.2.1 Capsulas de alginato com seringa:

A solucgéo de alginato 2% com corante alimentar foi colocada numa seringa com uma agulha
21G com bisel regular. Esta solugdo foi adicionada, gota a gota, a solugéo de CaCl, 5% (m/v) sob
agitacdo minima. Ap6s 15 minutos, as capsulas obtidas foram lavadas na solu¢éo de CaCl: 1% e foram

filtradas e colocadas na camara de secagem (figura 5) a 40 C por cerca de 24h.
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Figura 5. Camara de secagem e aquecimento B53

4.2.2 Capsulas de alginato em banho de ultrassons:

A microencapsulacao foi efetuada por meio de gelificacao idnica através da utilizacdo de um
banho de ultrassons, com o objetivo de produzir capsulas de menor dimensao. O banho de ultrassons
consiste num gerador de alta frequéncia que produz cerca de 35.000 oscilagdes por segundo, que
geram ressonancia ao serem transferidas para a solugdo de limpeza. Durante este processo,
desenvolvem-se pequenas bolhas de vacuo que rebentam devido a pressdo ou succdo em
microssegundos. Assim, os pulsos gerados por este processo podem resultar em limpeza profunda de
particulas, homogeneizacgao, dispersdo ou desgaseificacdo da solugdo em questao.

Resumidamente, a solugdo de alginato 2% com corante alimentar amarelo foi colocada numa
seringa com agulha 25G, e foi adicionada gota a gota, por 15 minutos, a solugdo de CaCly, 5%,
posicionada dentro do banho de ultrassons. Este procedimento foi repetido, usando os diferentes
modos de funcionamento do banho de ultrassons: Sweep, Boost e Degas (desde o inferior ao superior,

respetivamente).
4.2.3 Capsulas de alginato com spray:

Numa tentativa de diminuir o tamanho final das capsulas, procedeu-se a criacao de
microcapsulas de alginato através da utilizacao de um spray. Para este método a solucao de alginato
2% com corante alimentar foi colocada num frasco com pulverizador spray, e pulverizou-se esta sobre
a solucao de CaCl, 5% sob agitacéo, e apds 15 minutos, lavaram-se as capsulas na solugédo de CaCl,

1% e filtraram-se.

4.3 Impregnacao direta

A impregnacéo direta foi aplicada em vérios ensaios. As amostras foram submetidas a uma
impregnacgéo por meio de presséo controlada exercida pelos rolos de Foulard. Para este método, a
malha foi recortada em pequenas amostras, com dimensdes de 6 x 6 cm, ou 9 x 6 cm no caso do teste
Martindale.

Resumidamente, a amostra téxtil foi imersa durante cerca de um minuto na solugcéo aquosa de

alginato e Remazol. Seguidamente, fez-se passar a amostra téxtil entre os rolos do Foulard, com
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pressées de 0,2 bar e 0,4 bar, a uma velocidade de 2,2 m/min. Para calcular o pick-up, a amostra de

malha foi pesada antes e apds a impregnacao, e o pick-up foi calculado usando a seguinte formula:

pick-up (%) = (peso humido - peso seco) x 100
peso seco

Figura 6. Formula do pick-up calculado

Na tabela 3 encontra-se um resumo das condi¢des usadas nos ensaios de impregnacéo.

Tabela 3. Condigées utilizadas nos ensaios de impregnagdo em amostras de alginato 1%, 2% e 4% e Remazol

Pressao 0,2 bar a 2,2 m/min 0,4 bar a 2,2 m/min

exercida e

velocidade

utilizada.

Amostras | Alginato 1% (0,8g) em 80mL de agua Alginato 1% (0,8g) em 80mL de &gua
destilada + Remazol Vermelho RGB @ destilada + Remazol Vermelho RGB (0,89)

(0,8g) impregnado numa malha 6x6 cm = impregnado numa malha 6x6 cm

Alginato 2% (1,6g) em 80mL de agua @ Alginato 2% (1,6g) em 80mL de &gua
destilada + Remazol Vermelho RGB | destilada + Remazol Vermelho RGB (0,89)

(0,8g) impregnado numa malha 6x6 cm = impregnado numa malha 6x6 cm

Alginato 4% (3,2g) em 80mL de agua Alginato 4% (3,2g) em 80mL de a&gua
destilada + Remazol Vermelho RGB @ destilada + Remazol Vermelho RGB (0,89)

(0,89) impregnado numa malha 6x6 cm = impregnado numa malha 6x6 cm

De seguida, foram impregnadas amostras de solugdo aquosa de alginato 1% com Remazol
RGB similares as apresentadas anteriormente nas pressées de 0,2 bar, 0,4 bar, 0,6 bar e 0,8 bar, todas

a 2,2 m/min.

4.3.1 Gelificacao apés impregnacao

As amostras impregnadas a uma pressao de 0,2 bar foram usadas para posterior gelificacao.

Para tal, foi aplicado um spray contendo a solugéo de CaCl, 5% ou a solugao de CaCl, 1%.

4.4 Emulsao de alginato e 6leo de melaleuca

Uma emulséo de alginato e OEM foi criada por mistura de uma solugédo de alginato 1% (m/v)
em agua, 6leo de melaleuca, e emulsificantes (Tween 80 e/ou Span 80), na proporcao 89:10:1. Estes

valores foram fixados inicialmente por forma a averiguar somente o efeito da alteragao dos surfactantes
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na emulséo. Através do HLB de 6leo de melaleuca (Orafidiya et al, 2002) foi calculada a quantidade
6tima de cada surfactante a usar para uma melhor emulsdo. Com estes dados, foram criadas varias
amostras iniciais com diferentes percentagens dos respetivos componentes. A tabela 4 inclui as varias
amostras preparadas, considerando possiveis diferentes HLB do 6leo de melaleuca, de acordo com a

literatura.

Tabela 4. Composicao emulsées de alginato e dleo de melaleuca. As percentagens de adicdo de cada
componente das emulsbes sdo percentagens massicas (m/m)

Amostra HLB 6leo de Melateuca Ordem do Adicao dos Componentes
1°: 89% Alginato (1% p/v)
G 10 2°:0,533% Tween 80

3°: 0,467% Span 80
4°:10% Oleo de melaleuca
1°: 0,346% Tween 80

H 8 2°:0,654% Span 80

3°: 10% Oleo de melaleuca
4°: 89% Alginato (1% p/v)
1°: 1% Span 80

I 8 2°:10 % Oleo de melaleuca
3°: 89% Alginato (1% p/v)
1°: 0,346% Tween 80

2°: 0,654% Span 80

J 8 3°: 10% Oleo de melaleuca

4°: 89% Alginato (1% p/v)

5°: Agitado a mais de 40°C durante 15 minutos,
placa de aquecimento: M6.1

1°: 0,346% Tween 80

2°: 0,654% Span 80

3°: 10% Oleo de melaleuca

K 8 4°: 89% Alginato (1% p/v)

5°: Agitado a 40°C durante 15 minutos, com uma

placa de aquecimento: M21

ApOs encontrar o racio 6timo entre os agentes emulsificantes Tween 80 e Span 80, foram
preparadas emulsbes com essa proporcdo de surfactantes, mas variando a proporcdo Oleo de

melaleuca / alginato, de acordo com o apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Otimizag&o da proporcao OEM e Alginato em emulsées. As percentagens de adicao de cada
componente das emulsées sdo percentagens massicas (m/m)

Amostra HLB 6leo de Melateuca Ordem do Adicao dos Componentes
1°: 0,346% p/p Tween 80
A 8 2°:0,654% p/p Span 80

3°: 5% p/p Oleo de melaleuca
4°: 94% plp Alginato (1% p/v)
1°: 0,346% p/p Tween 80

B 8 2°:0,654% p/p Span 80

3°: 15% p/p Oleo de melaleuca
4°: 84% p/p Alginato (1% p/v)
1°: 0,346% p/p Tween 80

C 8 2°:0,654% p/p Span 80

3°: 20% p/p Oleo de melaleuca
4°: 79% p/p Alginato (1% p/v)
1°: 0,346% p/p Tween 80
2°:0,654% p/p Span 80

D 8 3°: 25% p/p Oleo de melaleuca
4°: 74% plp Alginato (1% p/v)
1°: 0,346% p/p Tween 80
2°:0,654% p/p Span 80

3°: 30% p/p Oleo de melaleuca
4°: 69% p/p Alginato (1% p/v)

4.5 Teste de Viscosidade da solucao de alginato

Para a solugéo de alginato 4% com Remazol vermelho RGB 1%, mediu-se a viscosidade a
temperatura ambiente, usando um copo de 600 mL, o spindle s06, com uma velocidade de rotacéo de
100 rpm.

Para a solugéo de alginato 2% com Remazol vermelho RGB 1%, mediu-se a viscosidade a
temperatura ambiente, usando um copo de 600 mL, o spindle s03, com uma velocidade de rotacéo de

100 rpm.

4.6 Espectros UV-Vis

Medicao da absorcéo: os espetros foram tracados num espetrofotdmetro de duplo feixe UV-
2600i (Shimadzu), utilizando cuvetes de poliestireno ou de quartzo com um percurso 6tico de 1 cm. Os
espetros da absorbancia em fungdo do comprimento de onda foram lidos entre 200 e 400 nm e com
uma resolucdo de 1 nm. De modo a encontrar a concentracédo ideal de alginato, foram preparadas

amostras de controlo com alginato, dgua destilada e corante alimentar. Para além das amostras
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referidas anteriormente, foram preparadas amostras de controlo com OEM, Tween 80 e Span 80, de
modo a analisar o efeito do OEM na absorbancia das mesmas, e assim facilitar a visualizacao deste
efeito nas amostras finais. Nestas Ultimas amostras, o OEM foi diluido em acetona duas vezes. Assim,

foram medidas as seguintes solugdes:

e Alginato 1% (m/v) em agua destilada com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB;

e Alginato 2% (m/v) em agua destilada com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB;

e Alginato 4% (m/v) em agua destilada com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB;

e Alginato 1% (m/v) em agua destilada;

o Emulsao de 0,346% Tween 80, 0,654% Span 80, 10% (m/m) OEM, 89% (m/m) alginato 1%,
diluida 50x;

o Emulsao de 0,346% Tween 80, 0,654% Span 80, 99% alginato 1%, diluida 8x;

¢ Emulsao de 0,346% Tween 80, 0,654% Span 80em agua destilada, diluida 8x;

¢ Emulsao de 0,346% Tween 80, 0,654% Span 80; 10% (m/m) OEM em agua destilada, diluida
20x.

Medicao de transmitancia: os espetros foram tragcados num espetrofotémetro de duplo feixe
UV-2600i (Shimadzu), com uma esfera integradora acoplada (ISR-2600Plus), utilizando cuvetes de
quartzo com um percurso 6tico de 1 cm. Os espetros da transmitancia em funcao do comprimento de
onda foram lidos entre 220 nm e 1400 nm e com uma resolugéo de 1 nm. Foram medidas as seguintes
solugdes: alginato 1% (m/v) em agua destilada com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB, alginato 2%
(m/v) em agua destilada com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB; alginato 4% (m/v) em agua destilada
com 1% (m/v) Remazol Vermelho RGB. Apo6s aquisi¢cao dos espetros, a seguinte férmula foi aplicada

para converter em espetros de absorcéo:

Abs=2—-1og T (%)

Figura 7. Expresséo utilizada para o calculo da absorbancia

4.7 Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
Os espetros de espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
adquiridos no Centro de Nanotecnologia e Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes (CeNTI) num
espetrofotdmetro Spectrum 100 FTIR (PerkinElmer®). Os valores de transmitancia foram lidos entre

4000 e 650 cm-1, com uma resolucdo de 8 cm-' e um intervalo de dados de 1 cm-'. Antes da medicéo,

todas as amostras foram secas na camara de secagem e aquecimento a 40°C durante 3 minutos.
4.71 Efeito do pH na libertacao recorrendo a pressao exercida por um peso:

Para esta analise, foram preparadas 6 amostras téxteis impregnadas, por Foulard, com uma

emulsao de 0,346% Tween 80, 0,654% Span 80 e 30% (m/m) OEM em alginato 1%, sob uma pressao
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de 1 bar a uma velocidade dos rolos de 2,2 m/min. De seguida, as amostras téxteis foram colocadas
em caixas de petri, 3 com o lado de argola para baixo, e 3 com o lado sem argola para baixo.
Posteriormente, as amostras foram submersas com tampdes fosfato de diferentes pHs (6, 7,5 e 8,7) e
pressionadas com um peso durante 2 minutos. Estes tampdes foram preparados com diferentes
percentagens de Na;HPO,-7H>0 e NaH»-PO4-H20 para alcangar o pH pretendido. O peso exercia uma

pressado de 159,531 Pa, calculada pela formula apresentada na figura 8.

Massa = 92, 5280g
Didgmetro = 5,4cm
Altura = 0,7cm

P=(m"g)/A
P =159,531Pa

Figura 8. Calculo da pressdo exercida pelo peso

e A:lado com argola e pH 6 e D:lado liso e pH6
e B:lado com argola e pH 7,5 e E:ladolisoepH 7,5
e C:lado com argola e pH 8,7 e F:ladoliso e pH 8,7

Este mesmo ensaio foi posteriormente repetido com a aplicagdo da pressao com a duragéo de

1 minuto e 2 minutos com as mesmas amostras, e com a altera¢do do pH mais alto de 8,7 para 8,9.

Figura 9. Execug&o do teste da aplicacao de um peso
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4.7.2 Efeito do pH na libertacdo recorrendo ao procedimento Martindale:

Uma variante do teste Martindale foi usada para simular a transferéncia dos aditivos
impregnados no material de penso para ferida durante um processo de desbridamento. Para esta
andlise, foram preparadas amostras téxteis impregnadas, por Foulard, com uma emulsao de 0,346%
Tween 80, 0,654% Span 80 e 30% (m/m) OEM em alginato 1%, sob uma pressao de 1 bar a uma
velocidade dos rolos de 2,2 m/min. Nas mesmas condi¢des, amostras de uma malha jersey 100% CO
foram também impregnadas com as diferentes solugbes tampéao fosfato (pH 6, 7,5 e 8,7) anteriormente
mencionadas. E de notar que o valor de pH 8,7 variou entre 8,7, 8,9 e 9 ao repetir a sua preparacao
para subsequentes ensaios.

De seguida, a malha téxtil impregnada com o tampéao foi colocada no suporte inferior do
equipamento, enquanto a malha impregnada com a emulsado de alginato e OEM foi colocada na parte
superior (simulando, assim, o material de penso a passar sobre uma ferida com diferentes pHs). Neste
procedimento foi aplicada uma pressédo de 550,84 Pa aos materiais testados, e o teste (ciclos de
abras&o) foi realizado por 1 minuto e 2 minutos com amostras nas mesmas condigcoes. Estes testes de

abrasao foram novamente realizados nos dois lados da malha.

W i W K e i T OTET

Figura 10. Execug&o do procedimento de Martindale
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5 Resultados e discussao

5.1 Microcapsulas de alginato

As capsulas obtidas formaram uma estrutura resistente e apesar de ocorrer uma diminui¢cdo do
seu tamanho no método do spray, estas apresentavam formas muito irregulares, o que impossibilitava
0 processo de impregnacdo das mesmas (Figura 9). De acordo com estudos existentes, a forma
irregular das microcapsulas é um resultado pouco comum no processo de microencapsulagao, dado
que a utilizagdo do spray tem demonstrado resultados de microcapsulas de forma esférica (Hashim et
al, 2023; Da Silva Junior et al, 2023). Contudo, como o sistema de spray aqui usado foi um pouco

arcaico, esta baixa uniformidade néao foi inesperada.

Agulha em ultrasons

Figura 11. Microcapsulas de alginato

As figuras abaixo apresentam as microcapsulas obtidas sob o microscopio.
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Figura 12. Microcapsulas obtidas com agulha e banho de ultrassons (4x)

Figura 13. Microcapsulas obtidas por spray (4x e 10x)

Entre os diferentes métodos usados na gelificagéo idnica, verificou-se que o gotejamento da
solucdo de alginato sobre a solugéo de cloreto de célcio € o que origina capsulas mais uniformes,
contudo de maiores dimensoées. O uso de ultrassons nao produziu alteragdes nos resultados, enquanto
0 método de spray originou capsulas de dimensdes mais reduzidas, mas, por ser arcaico, com bastante
disperséo de tamanho.

Para além da baixa uniformidade, ponderou-se que a existéncia de uma pelicula polimérica em
torno do principio ativo iria aumentar o tempo de libertagéo deste, o0 que néao se pretende num processo
de desbridamento. Assim, o método a usar para incorporagéo do aditivo nos materiais de penso téxteis
foi alterado para a impregnacgéo direta, cujos resultados auxiliaram na observagéo da libertagdo das

emulsdes no téxtil.
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Apesar disto, a microencapsulag¢édo nao deixa de ser um método valioso quando se pretende a
libertagdo lenta e controlada de ativos volateis, pelo que as capsulas desenvolvidas foram
caracterizadas, sendo estes resultados Uteis para outros desenvolvimentos no dmbito do projeto
TEX4WOUNDS.

5.2 Impregnacao direta
5.2.1 Solucodes de alginato

Inicialmente foram elaboradas amostras com uma solugéo aquosa alginato com diferentes
percentagens de concentragdo, com a adicdo de Remazol RGB vermelho 1%, a 0,2 bar e 0,4 bar de
pressao. Neste ensaio foram obtidos os seguintes valores de pick-up nas 6 amostras estudadas,

apresentado na tabela 6.

Tabela 6. Pick-up obtido nas amostras preparadas por impregnacdo, com alginato e corante alimentar

Pressao Amostras Peso a seco (g) Peso apds impregnar (g) Pick-up
1% 0,81 8,13 904%

0,2 bar 2% 0,79 9,36 1085%
4% 0,75 9,73 1197%
1% 0,78 9,31 1094%

0,4 bar 2% 0,77 10,37 1247%
4% 0,87 12,31 1315%

O pick-up observado corresponde a capacidade que um téxtil tem de absorver humidade ou
uma determinada solucao, tal como um corante ou uma emulsdo. Neste caso, podemos verificar que
os valores de pick-up aumentaram com o aumento de pressdo e, também, com o aumento da
concentracéo de alginato.

Apbs esta andlise, as mesmas amostras acima referidas foram testadas apenas a 0,2 bar com
a adi¢ao de cloreto de calcio. A tabela 7 apresenta os valores de pick-up nas amostras com alginato,

corante alimentar e CaCl..

Tabela 7. Pick-up nas amostras com alginato, corante alimentar e CaClz

Amostras Alginato + Peso a seco (g) Peso apds impregnar (g) Pick-up
RGB + CaCl25%
1% 0,91 9,93 991%
2% 0,98 12,58 1184%
4% 1,03 15,43 1398%
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Figura 14. Resultado das amostras impregnadas a 0,2 bar, apos gelificacdo com CaClz

Estas amostras de malha F resultaram numa malha rugosa e muito dura. Assim, conclui-se que
a percentagem de alginato a 4% n&o obtém bons resultados com este método.

Através dos resultados obtidos do pick-up anterior, a concentragéo de alginato 1% foi escolhida.
De seguida, foram apenas impregnadas amostras de solugéo aquosa de alginato 1% com Remazol
RGB vermelho 2% nas pressodes de 0,2 bar, 0,4 bar, 0,6 bar e 0,8 bar, todas a 2,2 m/min de rotagéo. O
pick-up destas amostras esta presente na tabela 8.

Tabela 8. Pick up das amostras de solugcdo aquosa de alginato 1% com corante a varias pressoées e 2,2m/min

Amostras Peso a seco (g) Peso apds impregnar (g) Pick-up
0,2 bar 0,67 7,41 1006%
0,4 bar 0,84 2,06 145%
0,6 bar 0,64 1,45 127%
0,8 bar 0,88 1,89 115%

Figura 15. Demonstracéo resultado nas malhas dos diferentes niveis de pressdo aplicados no Foulard

Com esta atividade verificou-se que a pressao mais indicada para o pretendido € 0,3 bar ou 0,4
bar. Foi ainda observado que o rolo de cima nao roda quando a pressao € de 0,2 bar e 0,3 bar.
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5.2.2 Viscosidade das solucdes de alginato

Procedeu-se a analise da viscosidade das solugbes aquosas de alginato a 1%, 2% e 4%, com
corante. A solugcéo a 4% apresentou uma viscosidade de 3,08 Pa/s (torque 30,8%), a de 2% uma
viscosidade de 0,27 Pa/s (torque 27,3%), e a de 1% uma viscosidade abaixo do limite do viscosimetro

usado, pois era bastante mais liquida.
5.2.3 Emulsdes Alginato e Oleo de Melaleuca

Devido ao método da encapsulagéo ndo ter alcangado os resultados pretendidos, foram
realizadas emulsdes. As emulsbes desempenham um papel crucial em diversas areas da ciéncia e da
industria, devido a sua capacidade de combinar dois liquidos imisciveis, como agua e éleo, em uma
mistura estavel. Essa estabilidade é alcangcada devido a presenca de um agente emulsificante que
reduz a tensdo superficial entre os liquidos permitindo que a emulsao se forme e se mantenha por um
determinado periodo.

Estas emulsbes foram elaboradas inicialmente com valores fixos de alginato e OEM para
encontrar valores 6timos dos agentes emulsificantes. Assim, concluiu-se que a emulsdo contendo
valores ideais de agentes emulsificantes seria a H. Na figura 14 encontramos as emulsdes obtidas

numa primeira fase, conforme descritas nos métodos acima referidos.
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Figura 16. Emulsées de teste com alginato, 6leo de melaleuca e agentes emulsificantes

Utilizando a estrutura da emulséo H, foram criadas amostras finais com vérias concentra¢des
de OEM e alginato:

e A:amostra contendo 1% de Tween 80 + Span 80; 5% de Tea Tree (2g) e o restante de alginato
1% até completar 40g de massa total da amostra.

e B:amostra contendo 1% de Tween 80 + Span 80; 15% de Tea Tree (6g) e o restante de alginato
1% até completar 40g de massa total da amostra.

e C:amostra contendo 1% de Tween 80 + Span 80; 20% de Tea Tree (8g) e o restante de alginato
1% até completar 40g de massa total da amostra.
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o D: amostra contendo 1% de Tween 80 + Span 80; 25% de Tea Tree (10g) e o restante de
alginato 1% até completar 40g de massa total da amostra.
o E: amostra contendo 1% de Tween 80 + Span 80; 30% de Tea Tree (12g) e o restante de

alginato 1% até completar 40g de massa total da amostra.
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lith 12 +57.TmTe«ﬂ
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Figura 17. Emulsées finais com diferentes concentragées de OEM e alginato

Estas amostras apresentaram os seguintes valores de pick-up apés serem submetidas ao

mesmo processo descrito anteriormente.

Tabela 9. Pick-up das amostras finais de OEM e alginato

Amostras Peso a seco (g) Peso apds impregnar (g) Pick-up
A 0,76 2,08 174%
B 0,81 1,97 143%
(o3 0,84 2,17 158%
D 0,77 2,04 165%
E 0,82 2,08 154%

Figura 18. Amostras finais impregnadas na malha F
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5.3 Anadlise dos espectros UV-Vis

O grafico 1 representa a absorbancia do OEM. Este tipo de analise é usado para determinar as
caracteristicas de absor¢do de uma substancia quando exposta a luz UV e visivel. O OEM apresenta
dois picos principais de absorcédo, a 314 nm e 335 nm. Estes valores sdo superiores aos valores
presentes na literatura, possivelmente, devido a diluicdo do OEM realizada com acetona. No estudo de
Johnson et al, 2022 é mencionado que o OEM contém mais de 113 componentes. Um pico a 214 nm
pode ser largamente atribuido ao terpinen-4-ol e ao y-Terpineno, os dois principais componentes do
OEM. Por sua vez, um pico de 265nm pode ser atribuido ao a-terpinol (Johnson et al, 2023) (Manjula
et al, 2021). Podemos, assim, relacionar os valores da literatura com os resultados obtidos.

Depois do pico principal, hd uma rapida diminuicdo na absorbancia a medida que o
comprimento de onda aumenta para a regiao visivel. A absorbancia torna-se quase plana e muito baixa
na faixa visivel e no inicio da regido do infravermelho proximo, indicando que o OEM tem baixa
absorcao nessas regibes o0 que seria expectavel, dada a auséncia de cor no OEM. Esta andlise serve

de auxilio a visualizacao dos espectros das emulsdes finais.
Oleo Essencial de Melaleuca
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000 ~

185 285 385 485 585 685 785 885
-0,200

Gréfico 1. Espectro de absorbancia do OEM

Como amostras de controlo, foram também preparadas e analisadas solugées de alginato nas
diferentes concentracdes, estas mesmas solugdes contendo Remazol, a solugdo apenas com Remazol,
e estas solugdes com cada um dos tampdes fosfato, assim como os tampdes, para averiguar como o
pH afetava os espetros de absorcdo do alginato e corante. A absorbancia destas amostras esta
representada nos graficos 2, 3 e 4.
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Gréfico 2. Espectros de absorbancia das solugbes de alginato a 1%, 2% e 4% em agua destilada
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Gréfico 3. Espectros de absorbancia das solugcbes de Remazol 1% em agua destilada, e de alginato a 1%, 2% e

4% com Remazol a 1% em agua destilada, diluidas 50x
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Grafico 4. Espectros de absorbancia das solugbes de alginato a 1%, 2% e 4% com Remazol, em tampao fosfato
pH 5, 7 e 9, e destes tampbes

Sabendo que as amostras se encontravam todas nas mesmas condicbes com a mesma
quantidade de Remazol e apenas com a variagdo da percentagem de alginato, foram obtidas as
seguintes observacdes. A partir destes resultados foi observado que a absorbancia das solugbes de
alginato 1% é superior com pH 5, sendo que a absorbancia com pH 9 €& superior a com pH 7. Deste
modo, conclui-se que ha uma maior libertacdo com pH 5 e que quando a amostra se encontra em
contacto com o tampao de pH 7, a sua libertagdo é menor.

Nas amostras com 2% de alginato ha uma menor libertacdo do que nas amostras de alginato
1%, apesar de que as de alginato 2% apresentam maior absorbancia. A libertagdo com esta
concentracdo de alginato foi na mesma superior com pH 5 e a de pH 9 teve mais libertagdo do que a
depH7.

As amostras de 4% apresentaram resultados ligeiramente diferentes das outras amostras. A
libertagéo foi maior com pH 7 e 9, pois estes apresentam uma libertagdo muito semelhante, talvez
devido a ser um pH mais basico. Para além destas conclusdes, a menor absorbancia foi obtida com pH
5. Estes resultados eram os esperados devido ao alginato ter maior afinidade para pHs mais basicos.
Apesar dos espectros UV-Vis serem referentes a juncao de alginato com Remazol vermelho, com estas

observagdes pode-se concluir que o alginato 1% foi o mais adequado para o pretendido.
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Relativamente as amostras das emulsées com OEM, Tween e Span 80, os graficos 5 € 6
representam os espectros de transmitancia e absorbancia obtidos. Neste caso, a transmitancia foi

usada apenas para calcular a absorbancia.
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Gréfico 5. Espectros de transmitdancia de emulsées com OEM, Tween 80 e Span 80
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Gréfico 6. Espetros de absorbancia de emulsées com OEM, Tween 80 e Span 80

Neste grafico as curvas de absorbancia de quatro diferentes amostras com OEM, Tween 80, e
Span 80, foram corrigidas pelo fator de diluicdo, e obtidas entre 200 e 400 nm. A absor¢do méaxima de
todas as amostras ocorre na regido entre 200 e 220 nm.

A amostra 1 (surfactantes + OEM + alginato) tem uma absorgéo significativamente maior em
comparagdo com as outras, devido a esta ter sido calculada diretamente e ndo através da
transmitancia.

As amostras 2 e 3 (surfactantes + alginato e sé surfactantes) apresentam perfis de absorcéo
semelhantes e mais reduzidos, sugerindo que a presenca de alginato ou agua destilada ndo afeta
significativamente a absorcao quando comparado com o OEM, o que é expectavel quando analisamos
0s espectros de absorg¢éo do alginato e do OEM (graficos 2 e 1).

A amostra 4, que contém OEM, surfactantes e dgua destilada, mostra uma absorgéo intermédia
entre as outras, possivelmente refletindo a contribuicdo do 6leo de OEM para o perfil de absorcao.
Concluimos que o OEM, quando presente, aumenta a absorbancia na regido UV do espectro, e que os
agentes emulsificantes (Tween 80 e Span 80) e o alginato, quando usados sem o OEM, apresentam

absorbancias menores.
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5.4 Anadlise FTIR

O grafico 7 apresenta um espectro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do
OEM puro e das varias amostras téxteis impregnadas com as emulsées contendo OEM (5 a 30%),
alginato, e agentes emulsificantes (1%). O FTIR & uma técnica analitica utilizada para obter o espectro
de absorgdo ou emissdo de uma substancia no infravermelho, proporcionando informagdes sobre a

estrutura quimica de um determinado material.
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Grafico 7. Espetro de FTIR do OEM e de amostras téxteis impregnadas com emulsées de OEM, alginato e
surfactante

As caracteristicas principais do espectro FTIR s&o as bandas de absorgao, que correspondem
as diferentes ligagdes quimicas e grupos funcionais presentes nas substancias. Os picos presentes no
OEM obtidos pela analise FTIR estdo representados na tabela 10. A 3445 cm-1 encontram-se as
ligagbes O-H, nos numeros de onda 2961, 2919 e 2875 cm-1 é possivel verificar as caracteristicas dos
sesquiterpenos, a 1444 e 1377 cm-1 existem as ligagdes C-H, e a 1638 cm-1 encontram-se 0s
carbonilos (-C=0) e a 995 cm-1 é possivel verificar a vibragéo da ligagcdo C-O-C. Estes valores véo de

encontro a literatura existente (FlinCec et al, 2022).

Tabela 10. Picos presentes no espectro FTIR do OEM

cm-1 COMPONENTES
3445 Ligacdes O-H
2961, 2919 e 2875 Caracteristicos dos sesquiterpenos
1444 e 1377 Ligacdes C-H
1638 Carbonilas (-C=0)
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995 Vibragdo da ligagéo C-O-C
886 Olefinas
A analise FTIR foi também usada para analisar apenas as emulsbes das amostras finais

mencionadas no ponto 4.2.1. Desta forma, obteve-se o gréfico 8.
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Grafico 8. Espetro de FTIR das emulsées de OEM, alginato e surfactantes apresentadas na tabela 10

E possivel observar uma tendéncia decrescente das bandas a 3035 cm-1 e 2960 cm-1, e
crescente das bandas entre 2870 cm-1 e 2800 cm-1 com o aumento da concentragdo de EOM.

Com este resultado é possivel concluir que a concentragdo de OEM 30% corresponde a
emulséo em que os picos de OEM se sobressaem em relagdo aos picos de alginato, tornando esta a
percentagem ideal.

Comparando este grafico com o anterior, € possivel verificar que em ambos a amostra com
OEM 15% ¢é a Gnica em que o pico do 6leo nao coincide com a percentagem correspondente, pelo que

deve ter ocorrido algum erro nesta amostra.
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5.4.1 Efeito do pH na libertacao recorrendo a pressao exercida por um peso:
O pick-up resultante das amostras pressionadas por um peso € apresentado na tabela 11.

Tabela 11. Pick up das amostras pressionadas por um peso

Amostras Peso a seco (g) Peso apds impregnar (g) Pick-up
A 0,71 1,56 120%
B 0,70 1,51 116%
Cc 0,73 1,52 108%
D 0,70 2,45 250%
E 0,72 1,65 129%
F 0,68 1,49 119%

O gréfico 9 ilustra o resultado de um estudo sobre a libertagdo de OEM, numa concentragéo
de 30%, com o intuito de averiguar como o pH influencia a taxa de libertacdo do OEM das malhas
impregnadas. A libertacdo controlada do 6leo é essencial para um desbridamento eficaz, sendo que a
variagdo do pH pode afetar a solubilidade e estabilidade do mesmo e a integridade da matriz de

alginato.
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Grafico 9. Libertagdo do OEM recorrendo a um peso

Apesar de a analise FTIR nédo ser um método quantitativo, fez-se um estudo comparativo de

intensidade das bandas. Observou-se que entre as malhas submetidas a pH 6, 7,5 e 8.7, a que

32



aparentemente libertou mais OEM foi a de pH 8,7 quando o lado liso da malha se encontra em contacto
direto com o tampé&o, pelo que este sera o pH com maior libertagdo. Observou-se também que nesta
amostra, o tampao ficou esbranquigcado, indicando uma libertagéo imediata do OEM para este. A menor
libertagcéo observou-se a pH 8,7 no lado com argola da malha F, o que sugere que, mais do que o efeito

do pH, a estrutura da malha é essencial para o perfil de libertagdo do OEM.
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Grafico 10. Espetro de FTIR das malhas impregnadas com emulsées contendo EOM, alginato e surfactantes,
apos contacto com solugbes tampé&o fosfato a diferentes pH, sob acdo de um peso, durante 1 e 2 minutos

O gréfico 10 detalha um estudo sobre a influéncia da presséo na libertagdo das amostras
anteriores em intervalos de 1 e 2 minutos sob condi¢des de pH variaveis (6, 7,5 e 8,7), essencial para
otimizar curativos para desbridamento de feridas. Neste caso, foi observada uma maior libertacdo na
amostra a pH 7,5 no lado liso da malha quando o teste de presséao durou 1 minuto. Quando o teste de
pressao teve duragédo de 2 minutos a amostra com pH 7,5 no lado liso da malha foi a que libertou menos
OEM.
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5.4.2 Efeito do pH na libertacao recorrendo ao procedimento Martindale:
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Grafico 11. Espetro de FTIR das malhas impregnadas com emulsées contendo EOM, alginato e surfactantes,
apos ciclos de abrasdo com malhas impregnadas com solugbes tampé&o fosfato a diferentes pH, durante 3
minutos

O gréfico 11 exibe os resultados do teste de Martindale aplicado para avaliar a libertagéo de
OEM 30% numa matriz de alginato sob diferentes condi¢cdes de pH (6, 7,5 e 9), imitando o desgaste e
a friccdo que um curativo enfrentaria ao ser usado sobre uma ferida. Podemos concluir que o
comportamento da libertagdo é inconsistente ao longo do tempo. As oscilagbes marcadas nos dados
sugerem que a libertacdo do OEM é afetada pela friccdo e pelo desgaste, e o ajuste do pH pode ser
necessario para otimizar a libertagdo do 6leo em resposta ao desgaste fisico imitado pelo teste de
Martindale.

Ao analisar as véarias amostras, pode-se concluir que a libertagdo do 6leo no lado da malha
com argola € muito semelhante nos diferentes pHs e que a maior libertagdo ocorreu com o lado liso da

malha a pH 6. A libertagé&o foi menor com o lado liso a pH 8,7.
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Grafico 12. Espetro de FTIR das malhas impregnadas com emulsées contendo EOM, alginato e surfactantes,
apos ciclos de abrasdo com malhas impregnadas com solugées tampé&o fosfato a diferentes pH, durante 1 e 2
minutos.

No caso da repeticdo deste teste com a duragdo de 1 e 2 minutos, o pH mais elevado foi
alterado para 8,9 (Grafico 12). Assim, observou-se que ocorreu uma maior libertagcdo a pH 8.9 no lado
liso da malha quando o teste de abraséo decorreu durante 2 minutos. A amostra onde ocorreu menor
libertagéo foi a amostra a pH 7.5 no lado liso da malha quando o teste de abrasédo decorreu durante 2
minutos.

E de salientar que os pHs foram utilizados nestes estudos como simuladores dos diferentes
ambientes durante o processo de cicatrizagdo de uma ferida.
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6 Conclusao

Este estudo teve como objetivo a observagéo do efeito do OEM numa matriz de alginato para
o desbridamento de feridas. O processo de cicatrizagcao de feridas € moroso e delicado, e requer
cuidados especificos para garantir a recuperacao eficaz da pele, especialmente em feridas crénicas.

Partindo do pressuposto que a cicatrizagdo num ambiente himido € mais vantajosa do que em
condicdes secas, a matriz de alginato desempenhou um papel de extrema importancia neste estudo. E
importante também mencionar que o OEM foi o selecionado para o desbridamento de uma ferida devido
as suas propriedades medicinais, e a sua combinagdo com a matriz de alginato provou-se adequada
para o objetivo em questéo.

A andlise do pH revelou-se importante pois permitiu imitar a pele humana. Tendo em conta que
o pH da pele vitalizada ronda valores de pH 4 a 6, feridas agudas e crdnicas rondam os 6,5 a 8,9
valores, é imperativo proporcionar um pH mais acidico no processo de cicatrizagao de feridas.

Concluiu-se que o alginato 1% seria a concentracao ideal para uma matriz de alginato para fins
de desbridamento. Verificou-se que 0 OEM apresenta valores de absorbancia elevados. A absorbancia
maxima para as amostras foi entre 200-220 nm, com padrdes de absorbancia similares, estabilizando-
se apds 300 nm. O espectro FTIR confirmou que a amostra com 30% de OEM ¢ ideal, baseado no
predominio dos picos de OEM sobre os do alginato, e permitindo, assim, fazer um melhor seguimento
da libertagéo do OEM.

O pH 6timo para libertacdo das emulsdes foi de 8,7, observando-se libertagcdo imediata,
especialmente do lado liso da malha téxtil. O teste de Martindale mostrou que a libertagcdo de OEM é
influenciada pela friccdo e desgaste, sugerindo que o ajuste de pH & necessario para otimizar a
libertagéo do Oleo. A libertagao de 6leo foi semelhante em diferentes pHs no lado com argola da malha,
sendo mais significativa no lado argola em pH 6 e menor no lado liso em pH 8,7 e pH 8,9.

Os dados sugerem que a impregnacéo direta com 30% de OEM proporcionou uma melhor
libertagc@o e o alginato 1% foi eficaz como meio condutor. O pH e a textura da malha téxtil sao fatores
criticos que influenciam a libertagdo do OEM. A analise espectroscopica, incluindo UV-Vis e FTIR, foi

crucial para entender as interacOes e estabilidade das emulsdes.
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7 Trabalhos Futuros

Apesar da microencapsulacdo nao ter proporcionado os resultados pretendidos, este seria um
ponto de melhoria a revisitar dado que a possibilidade de libertacao lenta de um composto com fins
medicinais pode apresentar diversas vantagens.

As analises espectroscopicas realizadas podem ser aprofundadas para entender ainda mais
as interagdes quimicas entre o OEM e o alginato, o que podera ajudar a otimizar a formulagao da matriz
€ a sua estabilidade.

Dado que os testes foram efetuados utilizando téxtil como simulador de pele, o passo seguinte
seriam ensaios clinicos ou uso em simuladores de pele, para avaliar se a matriz de alginato impregnada
com OEM é igualmente eficaz em diferentes contextos clinicos em casos reais ou simulados de feridas
agudas e cronicas. Através destes ensaios futuros, seria possivel também avaliar a resposta do sistema
imunolégico na area da ferida, o que pode ser relevante para melhor entender os efeitos
imunomoduladores da terapia.

Para além disto, sera importante avaliar os efeitos a longo prazo do tratamento com a matriz
de alginato impregnada com OEM em termos de cicatrizacdo, prevencao de infecbes e bem-estar do
paciente.

O desenvolvimento de formulagbes especificas para desbridamento de diferentes tipos de
feridas, tendo em conta o perfil individual de cada uma, sera também um estudo interessante a

desenvolver.
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