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RESUMO

O desenvolvimento de formulações para liberação controlada tem recebido grande atenção nos últimos anos. A baicaleína apresenta uma série de atividades farmacológicas, como anticancerígena, anti-inflamatória e antioxidante. O objetivo deste trabalho foi a preparação e caracterização de sistemas de liberação veiculando a baicaleína e posterior incorporação em filme de alginato. A baicaleína foi encapsulada em nanocápsulas poliméricas pela técnica de nanoprecipitação. As suspensões coloidais apresentaram diâmetro médio de ~220-300 nm, baixo índice de polidispersão e eficiência de encapsulamento de ~99,5%. Os filmes foram obtidos através da incorporação de alginato de sódio às suspensões, seguida de gelificação com cloreto de cálcio. Após secagem, foram caracterizados por microscopia eletrônica de varredura, mostrando poucas partículas dispersas na superfície. Ensaios mecânicos mostraram que as nanopartículas reduziram os valores de módulo elástico, de tensão na ruptura e alongamento dos filmes. Uma maior concentração de surfactante, no entanto, resultou na recuperação dos valores de alongamento.
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INTRODUÇÃO
O tratamento de lesões cutâneas tem sido alvo de diversos estudos nos últimos anos com o objetivo de obter melhores resultados na cicatrização das mesmas em um curto período de tempo. Nos últimos 30 anos, o tratamento de lesões como, por exemplo, úlcera de pressão, revolucionou-se com a substituição dos materiais tradicionais à base de algodão por bandagens de fibras naturais, como alginato de sódio, que apresenta como vantagens: biocompatibilidade, biodegradabilidade e a possibilidade de adquirir a forma de gel à medida que absorve o exsudato da lesão, eliminando a adesão das fibras na lesão durante a remoção da bandagem1,2. Além da reparação do tecido, essas bandagens podem ser utilizadas como veículo de liberação no local da lesão, através da incorporação do agente ativo. 

As nanopartículas poliméricas (NP) têm atraído à atenção nos últimos anos por diminuírem a toxicidade e a degradação de ativos, solubilizarem ativos lipofílicos, prolongar ou controlar sua liberação, entre outras vantagens3. Os carreadores nanopartículados de fármacos possuem diâmetros inferiores a 1µm e, no caso de NP, podem se apresentar sob duas formas: i) nanocápsulas que consistem de um sistema reservatório oleoso envolvido por uma parede polimérica, podendo o fármaco estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede polimérica; ii) nanoesferas, as quais são formadas por uma matriz polimérica, na qual o fármaco pode estar retido ou adsorvido4. Os polímeros utilizados para a preparação de NP podem ser naturais-como alginato e quitosana- ou sintéticos- poliésteres como o poli(D,L-lactídeo) (PLA), poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), poli(lactídeo-co-glicolídeo) (PLGA) e poli((-caprolactona) (PCL)5.

A Baicaleína, 5,6,7-triidroxiflavona, é um flavonóide obtido originalmente da raiz da planta Scutellaria baicalensis e apresenta uma série de aplicações farmacológicas, especialmente atividade de eliminação de radicais livres. Além de propriedades antioxidantes, induz à morte e inibe o crescimento celular de células cancerosas6. 

O objetivo do presente trabalho consistiu na preparação e caracterização de sistemas de liberação sustentada veiculando a baicaleína e posterior incorporação em filme de alginato.
MATERIAIS E MÉTODOS

Preparação das nanocápsulas poliméricas

A Tabela 1 apresenta as formulações de nanocápsulas obtidas, as quais foram denominadas através da sigla NC. No estudo de influência da concentração do surfactante (Tween 80), foi acrescentado um número (0,15) que indica uma menor concentração do surfactante. A preparação das nanocápsulas foi realizado segundo o método de nanoprecipitação, envolvendo a mistura de uma fase orgânica em outra fase aquosa. Após a dissolução dos componentes de ambas as fases, a fase orgânica foi adicionada na fase aquosa. A suspensão resultante foi mantida sob agitação magnética durante 10 min. e, em seguida, foi levada ao evaporador rotativo (Marconi®) à pressão reduzida, até um volume final de 10 mL.
Tabela 1. Composição das formulações utilizadas no preparo de suspensões de nanocápsulas.
	Formulação
	Orgânica
	Aquosa

	
	PLA /mg
	Baicaleína
/mg
	Etanol
/mL
	Miglyol 810® /mg
	Span 60® /mg
	Acetona /mL
	Tween 80®
/mg
	Água Deionizada /mL

	NC
	100
	10
	-
	300
	60
	25
	150
	50

	NC0,15
	100
	10
	-
	300
	60
	25
	15
	50


As nanocápsulas brancas foram preparadas através da formulação descrita acima, excluindo-se a adição da baicaleína.
Preparação dos filmes de alginato
Os filmes sem adição de nanocápsulas foram preparados via solução, em água deionizada, com três concentrações de alginato de sódio: a 0,5%, 1% e 2% m/v. As soluções homogêneas (5 mL) foram vertidas em molde de teflon, e em seguida adicionou-se 3 mL de uma solução reticuladora de 0,15 mol L-1 de CaCl2.2H2O, ficando em repouso durante 30 minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente, os filmes obtidos foram lavados com água deionizada e secos em dessecador sob vácuo, contendo sílica gel como secante. Na preparação dos filmes contendo as nanocápsulas de baicaleína, as suspensões com diferentes concentrações de Tween 80® (1,5% ou 0,15% m/v) foram incorporadas em substituição à água deionizada na obtenção do alginato de sódio 1% (m/v).
Caracterizações
As nanocápsulas foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio de partícula por DLS e medidas de potencial Zeta (Zetasizer Nano ZS), eficiência de encapsulamento utilizando a técnica de filtração/centrifugação (Microcon® da Millipore) com posterior análise do filtrado por absorção no UV/VIS (λ = 323 nm). Para a caracterização morfológica, as amostras, após diálise e secagem da suspensão sobre o porta-amostras, foram analizadas em um microscópio eletrônico de varredura da marca Jeol JCM-5700, com tensão de 5 kV, em modo de captura de elétrons secundários. Ensaios de tração/deformação foram realizados em uma máquina universal de ensaios Instron® 3367. O método ASTM D882-0 foi adotado, com separação inicial das garras de 100 mm e a velocidade de tração de 50 mm/min, e com célula de carga de 50 Kgf. Para cada formulação de filme foram analisadas cinco amostras.        

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O diâmetro médio, o índice de polidispersão e o potencial zeta das formulações estão apresentados na Tabela 2.
Tabela 2. Caracterização das formulações de nanocápsulas
	Formulação
	Diâmetro médio

(nm)
	Índice de

polidispersão
	Potencial zeta ± SD*

(mV)

	NC
	223,5
	0,158
	-17,8 ± 6,7

	NC0,15
	299,1
	0,222
	-17,9 ± 9,9


SD*=Desvio Padrão.

Para formulações com diferentes concentrações de tensoativo, verificou-se que, na maior concentração de Tween 80®, menor o diâmetro médio. Caso semelhante foi observado por QUINTANAR e col., ao estudar nanocápsulas de PLA contendo diclofenaco, em que o aumento da concentração do tensoativo ocasionou redução do diâmetro das partículas7. Possivelmente, o Tween 80 em uma concentração de 0,15% (m/v), abaixo de sua concentração micelar crítica, não apresenta um grau de cobertura suficiente na superfície para impedir a formação de agregados. Valores de índice de polidispersão menores que 0,2 indicam um sistema com baixa polidispersidade (uma faixa estreita de distribuição de diâmetros). 

Na análise de potencial Zeta, verificou-se que as partículas têm carga superficial de ~18 mV. Valores de potencial Zeta ligeiramente negativos são comumente observados para formulações de nanocápsulas de poliéster e estabilizante não-iônico, tendo em vista que esses polímeros apresentam certo grau de hidrólise em solução aquosa, originando grupos carboxílicos na superfície.
Os resultados obtidos apresentaram elevados valores de eficiência de encapsulamento nas suspensões, variando de 99,4% para as NC015 e 99,6% para as NC, demonstrando que não ocorreram variações significativas na eficiência de encapsulamento de cada formulação em função da concentração do tensoativo. A obtenção destes valores pode ser relacionada à característica lipossolúvel da baicaleína, apresentando uma partição menor na fase aquosa em relação aos componentes orgânicos.

A morfologia das nanocápsulas foi estudada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Fig.1). As nanocápsulas apresentam característica de deformação, sendo que ao secar sobre o porta-amostras, o efeito de adesão capilar permite que elas se deformem sem que ocorra coalescência das partículas8.
  [image: image1.jpg]p o
& €
# 13
' ' # . ,,.wwn ﬂ.
L Ne» e 00T
. 2 N i
. “m &
P & c
© ® & ’ =1
.* . & ' m Owﬁ i
[
. e - ’ m&
o g LR © $. 2
o i N ’ 3 m
DB e H . QPeng Xt
-

Cal
®

PR ¢
Sky




Fig. 1: Micrografia obtidas por MEV: de nanocápsulas.
Foram testadas diferentes concentrações de alginato para a formação do filme. O filme confeccionado com 0,5% (m/v) de alginato apresentou alta aderência ao molde, mostrou-se bastante quebradiço quando tentamos desprendê-lo. Estes dados corroboram com dados descritos na literatura em que na presença de concentrações de alginato abaixo de 1% (m/v) há falta de grupos carboxílicos suficientes para a gelificação9. Quando utilizados 2,0% (m/v) de alginato foi observado uma elevada retração do filme. O filme contendo 1% (m/v) de alginato mostrou-se mais maleável e contínuo, portanto, esta concentração foi escolhida para o estudo e realização da incorporação de nanocápsulas. A Fig. 2 apresenta as micrografias obtidas por MEV para os filmes de alginato. São observáveis diversos cubos, que podem estar relacionados ao cloreto de cálcio em excesso. 
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Fig. 2: Micrografias obtidas por MEV dos filmes de alginato à (a) 0,5%, (b) 1,0%, (c) 2,0%(m/v).
Após a caracterização das suspensões de nanocápsulas contendo baicaleína em diferentes concentrações de tensoativo, as suspensões foram incorporadas em filme de alginato (1% m/v). A Fig. 3 apresenta as imagens representativas por MEV dos filmes de alginato contendo nanocápsulas. A superfície do filme que continha NC0,15 apresentou partículas maiores quando comparada a superfície do filme que continha NC. Possivelmente, partículas maiores e aglomeradas foram segregadas para a superfície (Fig. 3a), sendo que o surfactante em menor concentração não foi eficiente para evitar a formação de agregados durante a secagem.
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Fig. 3: Micrografias obtidas por MEV dos filmes de alginato contendo: (a) AS-NC, (b)AS-NC0,15
A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de tração dos filmes.

Tabela 3.Tensão na ruptura, modulo de elasticidade e alongamento dos filmes de alginato.
	Filme*
	Tensão na ruptura /MPa
	Módulo de elasticidade /MPa
	 Alongamento /%

	AS
	3,1±0,8
	221,2±21,1
	2,8±0,4

	AS-NC
	1,9±0,6
	111,2±33,0
	4,0±1,5

	AS-NC0,15
	1,2±0,3
	158,7±50,4
	1,4±0,6


*AS: Filmes de alginato sem incorporação de nanocápsulas; AS-NC e AS-NC0,15: Nanocápsulas incorporadas ao filme com a concentração de Tween 80 de 1,5 e 0,15 % (m/V), respectivamente.

Os resultados da Tabela 3 mostram que os valores de módulo de elasticidade e tensão na ruptura diminuem com a incorporação de nanocápsulas nos filmes de alginato. Essas diferenças podem ser explicadas pela estrutura mais homogênea das cadeias do alginato sem a presença das nanocápsulas. Essa organização mais homogênea reflete em uma estrutura mais resistente a tração devido à maior possibilidade de interações intermoleculares. Além da diminuição no modúlo de elasticidade e tensão na ruptura, os filmes contendo nanocápsulas de menor concentração de Tween 80 ( (AS-NC0,15) apresentaram menor alongamento, ou seja, a incorporação de nanocápsulas aumenta a rigidez dos filmes. Entretanto, esse efeito é compensado pelo aumento da concentração de surfactante, uma vez que os filmes com 1,5% (m/v) de Tween 80( (AS-NC) apresentaram tendências a maiores alongamentos. Em nível molecular, a presença do íon Ca2+ é considerada como um obstáculo à rotação (movimento) das cadeias de alginato, diminuindo a mobilidade das mesmas e consequentemente a capacidade do filme em alongar-se10. Cabe destacar, que o alginato de sódio empregado no presente trabalho é de baixa massa molar, portanto, esperava-se de fato um pequeno alongamento. 
CONCLUSÕES

Foram obtidas nanocápsulas no carreamento da baicaleína com baixa polidispersidade e elevados valores de eficiência de encapsulamento. Nanocápsulas foram incorporadas a filmes de alginato, sendo que nanocápsulas foram observadas dispersas nas superfícies dos filmes. Os filmes de alginato com nanocápsulas e maior concentração de surfactante apresentaram tendência a maior alongamento que o de alginato puro. De modo geral, os resultados apresentados indicam a possibilidade do uso de nanocápsulas incorporadas ao filme de alginato como uma alternativa viável para a liberação sustentada da baicaleína
REFERÊNCIAS
1. LLOYD, L. L.; KENNEDY, J. F; METHACANON, P; PATERSON, M; KNILL, C. J. Carbohydrate polymers as wound management aids. Carbohydr. Polym., v. 37, p. 315-322, 1998,.

2. WINTER, G. D. Formation of Scab and Rate of Epithelization of Superficial Wounds in Skin of Young Domestic Pig. Nature, v. 193, p. 1962, 293. 

3. JAIN, R.; SHAH, H. N.; MALIK, A. W.; RHODES, T. C. Controlled drug delivery by biodegradable poly(ester) devices: different preparative approaches. Drug Dev. Ind. Pharm., v. 124, p. 703-727, 1998.

4. SCHAFFAZICK, S. R.; GUTERRES, S. T.; FREITAS, L. L.; POHLMANN, A. R. Caracterização e estabilidade físico-química de sistemas poliméricos nanoparticulados para administração de fármacos. Quim. Nova, v.26, p. 726-737, 2003.

5. COUVREUR, P.; KANTE, B.; ROLAND, M.; GUIOT, P.; BRANDHUIM, P.; SPEISER, P. Polycyanoacrylate nanocapsules as potential lysosomotropic carriers; preparation, morphological and biological properties. J. Pharm. Pharmacol., v. 31, p. 331-332, 1979.

6. CHAO, J.-I.; SU, W.-C.; LIU, H.-F. Baicalein induces cancer cell death and proliferation retardation by the inhibition of CDC2 kinase and survivin associated with opposite role of p.38 mitogen-activated protein kinase and AKT. Mol. Cancer Ther., v. 6; p. 3039-3048, 2007.

7. QUINTANAR-GUERRERO, D.; FESSI, H.; ALÉMANN, E.; DOELKER, E. Pseudolatex preparation using a novel emulsion-diffusion process involving direct displacement of partially water-miscible solvents by distillation.  Int. J. Pharm., v. 143, p. 133, 1996.

8. TEIXEIRA, Z.; ZANCHETTA, B.; MELO, B.A.G.; OLIVEIRA, L.L.; SANTANA, M.H.; PAREDES-GAMERO, E.J.; JUSTO, G.Z.; NADER, H.B.; GUTERRES, S.S.; DURÁN, N. Retinyl palmitate flexible polymeric nanocapsules: Characterization and permeation studies. Coll. Surf. B, v. 81, p. 374-380.
9. LIU, X.; MA, Z.; XING, J. e LIU, H. (2004) Preparation and characterization of amino-silane modifield superparamagnetic sílica nanospheres. J. Magnetism Magnet. Mat., v. 270, p. 1-6.

10. SMIDSROD, O. Faraday Discuss. Chem. Soc., v. 57, p.263 (1974).
PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF ALGINATE-POLY(D,L-LACTIDE) COMPOSITE ENCAPSULATING BAICALEIN
ABSTRACT
The development of formulations that permit the controlled release of drugs has received considerable attention in recent years. Baicalein possesses a number of pharmacologic activities such as antioxidant and anti-inflammatory. The aim of this work was the preparation and characterization of a sustained release system of baicalein and its incorporation into alginate film. The baicalein was encapsulated in polymeric nanocapsules by the nanoprecipitation technique. The average diameter were ~220 nm and polydispersity index <0.2. The encapsulation efficiencies were ~99.5%. Alginate films were prepared by gelification of sodium alginate solubilized in the suspensions with calcium chloride. After dried, films were characterized by scanning electron microscopy, showing few particles on the surface. Mechanical characterizations have pointed out that the incorporation of nanocapsules into alginate films reduced the elastic modulus, tensile strength and elongation at break. However, for the films with the highest surfactant concentration, elongation values were similar to or higher than the ones of films without nanocapsules.
Keywords: Nanoparticles, Film, Poly(D,L-lactide), Alginate, baicalein.

 b





 a





 c





 a





 b








