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RESUMO

Uma das áreas da nanotecnologia de grande interesse é a da formação de nanopartículas (nanoesferas e nanocápsulas), pois permite o desenvolvimento de fórmulas de liberação controlada, ou seja, aquelas com a capacidade de liberar os agentes ativos adequadamente. Em tais produtos, o princípio ativo protegido é liberado gradativamente por meio de estímulos adequados. Existe um interesse especial na preparação de nanopartículas de polímeros biodegradáveis, como por exemplo, o copolímero poli(ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA), considerando sua biocompatibilidade e biodegradação. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo produzir nanoesferas de PLGA contendo mentol através da técnica de emulsão múltipla/evaporação do solvente. As micro e nanoesferas obtidas, com mentol incorporado, apresentaram uma distribuição de tamanho entre 217 e 5.776 nm, onde a presença de mentol nas mesmas foi evidenciada através das técnicas de caracterização utilizadas (MEV, IV, DSC, TGA), bem como, pela presença física de aroma característico de mentol perceptível ao olfato.
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INTRODUÇÃO

Uma das áreas da nanotecnologia de grande interesse é a da formação de nanopartículas (nanoesferas e nanocápsulas), pois permite o desenvolvimento de fórmulas de liberação controlada, ou seja, aquelas com a capacidade de liberar os agentes ativos adequadamente. Em tais produtos, o princípio ativo protegido é liberado gradativamente por meio de estímulos adequados(1,2). Existe um interesse especial na preparação de nanopartículas de polímeros biodegradáveis, como por exemplo, o copolímero poli(ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA), considerando sua biocompatibilidade e biodegradação(3). As nanopartículas poliméricas são sistemas carregadores de fármacos e outras moléculas que apresentam diâmetro inferior a 1.000 nm e incluem as nanocápsulas (NC) e as nanoesferas (NE). Esses dois sistemas diferem entre si segundo a composição, pela presença ou ausência de óleo em suas composições, e organização estrutural(4,5). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo produzir nanopartículas de PLGA contendo mentol a partir da técnica de emulsificação seguida de evaporação do solvente, que tem sido frequentemente empregada, tendo em vista a simplicidade dos procedimentos envolvidos na obtenção das nanopartículas(2,5,6).
MATERIAIS E MÉTODOS

As nanopartículas foram obtidas a partir do polímero biodegradável PLGA (PLG 8523 - 85:15 L-lactíde:glicolíde - PURAC) e o mentol foi incorporado através da técnica de emulsão múltipla e evaporação do solvente. Nesse método, inicialmente, solubilizou-se o PLGA e o mentol em uma quantidade suficiente de diclorometano, originando a fase oleosa (O). A primeira fase aquosa (A1) que é apenas água destilada é adicionada à fase oleosa (O) sob agitação em um emulsificador ultra-turrax® (modelo IKA® T18 basic) (3.600 rpm) por um minuto, para formação da emulsão primária (A1/O). A emulsão primária (A1/O) é adicionada a uma solução aquosa de PVA (A2), sob agitação (24.000 rpm) utilizando um emulsificador ultra-turrax® por 5 minutos, originando a emulsão múltipla (A1/O/A2), e a formação das nanopartículas. 

O solvente orgânico utilizado foi eliminado sob agitação pela difusão e evaporação do mesmo a temperatura ambiente e pressão atmosférica por 12h, ou com pressão reduzida utilizando-se um rotaevaporador, na temperatura de 40 °C por 1h. As nanopartículas formadas foram isoladas por centrifugação, e lavadas por três vezes com água destilada para remoção do excesso de PVA. Por fim, as nanopartículas foram congeladas em nitrogênio líquido e submetidas ao processo de liofilização, para secagem e estabilização da nanopartícula formada, por um período de 24h, e armazenadas em um dessecador. As variações nas condições de preparo das nanopartículas (Tab. 1), foram estudadas buscando a formação das mesmas com distribuição de tamanho regular, com morfologia e tamanho uniforme, e levando-se em consideração o potencial aumento da eficiência de incorporação. 

Tabela 1. Parâmetros avaliados na preparação das nanopartículas.

	Etapa do

Processo
	Primeira Emulsificação (A1/O)
	Segunda Emulsificação (A1/O/A2)
	Evaporação
	

	Sistema
	Proporção

Mentol/PLGA (m/m)
	Concentração de

PVA (m/v)
	Tempo de evaporação

do solvente (h)
	Nanopartículas

	01
	1:5
	0,5%
	1
	NP-1

	02
	1:5
	1%
	12
	NP-2

	03
	1:5
	0,75%
	12
	NP-3

	04
	1:5
	0,5%
	12
	NP-4

	05
	1:2,5
	1%
	12
	NP-5


As caracterizações das nanopartículas foram feitas utilizando-se técnicas de espectroscopia vibracional de infravermelho (FTIR), microscopia eletrônica de varredura (MEV), o software ImageJ para obtenção da faixa de diâmetro das partículas, calorimetria exploratória diferencial (DSC) e análise termogravimétrica (TGA) a fim de verificar as propriedades térmicas, morfológicas e aplicações das nanopartículas obtidas.
RESULTADOS E DISCUSSÃO



Tempo de evaporação do solvente


O sistema onde o solvente orgânico foi removido em apenas 1h gerou nanoesferas sem aroma característico aparente (NP-1) e com intervalo de diâmetro médio de 217 a 783 nm (Fig. 1.a). Os demais sistemas apresentados na Tab.1. onde o solvente orgânico foi removido lentamente (12h), resultaram em microesferas que apresentaram aroma característico, formato oval e uma estrutura de partículas agregadas como se fossem contas unidas e com diâmetro médio de 1.897 a 5.776 nm (NP-2, Fig. 1.b).  


Nanopartículas poliméricas são freqüentemente definidas como  partículas na faixa de 10 a 1000 nm, este termo abrange nanoesferas e nanocápsulas. Neste trabalho, foram preparadas micro e nanoesferas com estrutura matricial sólida, onde moléculas de mentol podem estar adsorvidas na superfície esférica ou incorporadas dentro da matriz polimérica. Em geral, as nanoesferas, são esféricas, mas "nanoesferas" com uma forma não esférica, são também descritas na literatura(7). E ainda, nanopartículas de policaprolactona semelhantes foram obtidas na literatura(8), que atribuem esta particularidade morfológica ao surfactante utilizado (PVA).
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Figura 1. Micrografias das nanoesferas: a) NP-1 com os aumento de 16000X; b) NP-2 com o aumento de 2000X.

A técnica de infravermelho (IV) possibilitou a presença do mentol incorporado na matriz de PLGA das nanoesferas, comparando com os espectros do PLGA puro e do mentol puro. No espectro de IV do PLGA puro, observaram-se bandas de absorção na região de 2982 cm-1 e 2876 cm-1 característica do estiramento da ligação C-H de CH3. E ainda, três fortes bandas devidas a vibrações do grupo C(CO)OC, ou seja, devido ao estiramento do C=O em 1757 cm-1, ao estiramento assimétrico do CO em 1183 cm-1 e em 1090 cm-1 ao estiramento simétrico COC, confirmadas pela literatura(3,9,10). O espectro de IV do mentol puro apresentou a banda característica ao estiramento da ligação O-H em 3276 cm-1 e ainda quatro fortes bandas em 1044 cm-1 atribuída a álcool secundário alicíclico (anel de 6 átomos), 919 cm-1 atribuída às vibrações de deformação angular assimétrica no plano do grupo isopropila(10), 876 cm-1 e 769 cm-1. O espectro de IV das NP-2, que apresentaram aroma característico de mentol, revelou a presença de bandas de absorção características do PLGA e do mentol. 



Concentração de surfactante na fase aquosa A2

Os espectros de IV relativos às nanopartículas que diferem na concentração de surfactante PVA na fase aquosa A2 (NP-2, NP-3 e NP-4), revelaram que a intensidade das bandas referentes ao mentol é inversamente proporcional a concentração de PVA utilizada nos sistemas, ou seja, quanto menor a concentração de PVA maior a intensidade das bandas associadas ao aroma utilizado. A fim de confirmar esta afirmação, obtiveram-se os espectros de IV no modo absorbância, posteriormente mediram-se as alturas relativas às bandas do PLGA em aproximadamente 1754 cm-1, e do mentol em 1044 cm-1 e 919 cm-1. A partir das alturas normalizadas das bandas de mentol, isto é, da relação entre as alturas das bandas do mentol e de PLGA, utilizando a banda respectiva ao PLGA como referência, confirmou-se a relação de que quanto maior a concentração de PVA menor a quantidade de mentol incorporada na matriz de PLGA.

Proporção Mentol/PLGA

A partir dos espectros de IV no modo absorbância das NP-2 e NP-5, conforme procedimento explicado anteriormente, a partir das alturas relativas entre mentol e PLGA pode-se confirmar o aumento de mentol incorporado na matriz polimérica como conseqüência da maior proporção de mentol/PLGA utilizado. E ainda, foi realizada uma avaliação preliminar da eficiência de incorporação de mentol nas nanoesferas, apresentada na Tab. 2, onde, observou-se que um maior percentual de mentol foi incorporado (até 30% nas NP-4, Tab. 2) à medida que se reduziu a concentração do surfactante (PVA). Da mesma forma, houve um aumento de até 60% de incorporação de mentol (NP-5, Tab. 2) na medida em que se dobrou a quantidade de mentol utilizado na preparação das nanoesferas em comparação com outras preparadas sob mesmas condições (NP-2, Tab. 2).

Tabela 2. Eficiência de incorporação de mentol nas NP-2, NP-3, NP-4 e NP-5.

	Nanoesferas
	% PVA (m/v)
	% de mentol teórico (m/m)
	h1754
	h1044
	h919
	Eficiência 1044

(%)
	Eficiência 919

(%)

	NP-2
	1
	20
	0,5597
	0,0172
	0,0186
	2,98%
	3,22%

	NP-3
	0,75
	20
	1,6535
	0,6475
	0,1770
	28,14%
	9,67%

	NP-4
	0,5
	20
	1,2325
	0,5923
	0,1957
	32,46%
	13,70%

	NP-5
	1
	40
	0,4247
	0,7476
	0,3232
	63,77%
	43,21%


Propriedades térmicas das nanopartículas de PLGA/Mentol


A análise de DSC para o PLGA puro exibe um evento endotérmico em 53 °C referindo-se ao pico de temperatura de transição vítrea (Tg), nenhum ponto de fusão é observado, porque este copolímero é de natureza amorfa, confirmando a literatura (9,11). O mentol apresenta temperatura de fusão (Tm) de 32 °C e de cristalização (Tc) de 18 °C, o PVA apresenta as temperaturas de fusão (175 °C) e cristalização (116 °C), e também a temperatura de transição vítrea (35 °C).  

As NP-2 apresentaram aroma característico de mentol e as temperaturas de fusão (179 °C), cristalização (125 °C) e de transição vítrea (37 °C), em contrapartida as nanoesferas NP-1 que não apresentaram o aroma de mentol perceptível ao olfato, apresentaram somente temperatura de transição vítrea em 48 °C. As NP-2, NP-3 e NP-4, apresentaram temperaturas de transição vítrea em uma faixa intermediária entre a Tg do polímero e do agente tensoativo. As NP-2 e NP-5 apresentaram eventos térmicos muito semelhantes, apesar de conterem diferentes proporções de mentol(PLGA. 
A curva de TGA do PLGA mostra que o polímero apresenta estabilidade térmica até 267 °C e perda de peso, atribuída à sua decomposição térmica, ocorre em uma única etapa, entre 267 °C e 402 °C (99,14%), dados compatíveis a literatura(11). No termograma do mentol observou-se apenas uma etapa de degradação térmica definida entre 55 °C e 175 °C, com perda de peso de 99,72%, e a degradação térmica do PVA ocorreu em três etapas distintas. 
As NP-1 que não apresentaram aroma perceptível ao olfato, mostraram duas etapas de degradação térmica (Fig. 2a), sendo a etapa com maior perda de massa (91,50%), entre 267 °C e 390 °C, característico da degradação do polímero. As NP-2 que apresentaram aroma perceptível ao olfato mostraram quatro etapas de degradação térmica (Fig. 2b), sendo que, a etapa característica da degradação térmica do mentol, ocorreu de 65 °C a 156 °C, com perda de massa de 2,443%. O termograma das NP-5 (maior proporção mentol(PLGA), mostrou-se semelhante ao das NP-2, entretanto, estas apresentaram maior perda de massa relativa ao mentol (3,875%), ou seja, aproximadamente 60% mais mentol foi incorporado a estas em relação as NP-2.

Apesar de as curvas das nanoesferas apresentam uma etapa de degradação característica do PLGA, a decomposição térmica das mesmas não iniciaram em uma temperatura mais baixa do que a do polímero puro, contradizendo a literatura(11). As nanopartículas, a princípio, deveriam estar mais expostas à degradação térmica, devido a sua dimensão nanométrica, que faz com que a área superficial de troca térmica seja maior, em relação ao polímero. Logo, as nanopartículas de PLGA/mentol deveriam apresentar menor estabilidade térmica do que o polímero puro e com isso, degradarem mais facilmente(11).
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Figura 2. Termogramas: a) NP-1 b) NP-2.

CONCLUSÕES

Através da técnica de emulsão múltipla e evaporação do solvente, foi possível produzir micro e nanoesferas de PLGA /Mentol, onde se concluiu que, as nanoesferas que apresentaram aroma característico de mentol tiveram em suas curvas de DSC as temperaturas de fusão, cristalização e de transição vítrea, em contrapartida as nanoesferas que não apresentaram o aroma de mentol perceptível ao olfato, apresentaram somente temperatura de transição vítrea. A presença de mentol incorporado nas mesmas foi evidenciada através das técnicas de caracterização utilizadas (MEV, IV, DSC, TGA), bem como, pela presença física de aroma característico de mentol perceptível ao olfato. E ainda, foi feita uma avaliação preliminar da eficiência de incorporação do aroma, mostrando-se eficaz, uma vez que, as partículas com maior concentração de mentol em sua formulação demonstraram a partir das técnicas utilizadas (IV, TGA), apresentarem aproximadamente 60% mais mentol incorporado a estas em relação às demais.
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THERMAL PROPERTIES OF MICRO AND NANOSPHERES PLGA / MENTHOL
ABSTRACT 

One area of nanotechnology  of great interest is the formation of nanoparticles (nanospheres and nanocapsules) because it allows the development of controlled release formulations, in other words, those with the ability to properly release the actives agents. In such products, the active ingredient protected is gradually  released through appropriate stimulus. There is a special interest in the preparation of nanoparticles of biodegradable polymers, for example, poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), considering its biocompatibility and biodegradation. In this context, this study has as objective to produce nanospheres from the PLGA biodegradable polymer containing menthol through the technique of multiple emulsion/solvent evaporation. The micro-and nanospheres obtained with menthol incorporated, showed a size distribution between 217 and 5.776 nm, where the presence of menthol was evident by the same techniques used for characterization (SEM, IR, DSC, TGA) and by physical presence of menthol aroma perceptible to the smell.
Key-words: emulsion, menthol, microspheres, nanospheres, PLGA
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