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ABSTRACT

In this work it was looked to study the possibility of formation of added of chitosan in pyrene
solution, this way verifying the viability of using this polysaccharide as drugs delivery. The
microenvironment formed in solution was studied using the pyrene probe that presents
considerable spectral variations depending on the medium where it is located. The absorbance of
the pirene was studied in solution of chitosan and measures of fluorescence had been carried
through with the gradual addition of amounts of chitosan. The results showed variations that
indicate the hydrophobic environment formation.

RESUMO

Neste trabalho procurou-se estudar a possibilidade de formacdo de agregados de quitosana em
solucdo de pireno, desta forma verificando a viabilidade de utilizagdo deste polissacarideo como
carregador de drogas. O microambiente formado em solucdo foi estudado utilizando-se a sonda
pireno, que apresenta variagbes espectrais consideraveis dependendo do meio em que esta
localizada A absorbancia do pireno foi estudada em solucdo de quitosana e medidas de
fluorescéncia foram realizadas com a adi¢do gradual de quantidades de quitosana. Os resultados
mostraram varia¢des que indicam a formacgédo de microambientes hidrofobicos.

INTRODUCAO como, por exemplo, distribuicdo e

Uma variedade de polissacarideos vém
sendo utilizada como sistemas carregadores
de drogas a partir de formulacbes que
fornegam compartimentos de estruturas com
didmetros bem definidos, permitindo o
transporte sustentado da droga. Desta forma
esforgos tém sido dirigidos ao
desenvolvimento de sistemas anfifilicos
naturais e sintéticos capazes de conduzir
drogas liberando-as em sitios especificos de
forma a aumentar a eficiéncia e minimizar os
efeitos téxicos.'?

Entretanto, os sistemas carregadores de
drogas ainda apresentam alguns problemas,

solubilidade inadequadas da droga e rapida
liberacdo; curto tempo de circulacdo no
sangue, instabilidade térmica, fragilidade
estrutural e pouca eficiéncia quanto ao
carregador.”

A utilizacdo do polissacarideo quitosana
(Figura 1) como sistema carregador de
drogas apresenta certas vantagens por ser
um produto abundante na natureza
(proveniente de conchas de crustaceos), nao
téxico, biocompativel, biodegradavel e de
facil solubilizacdo. Além disso, tem sido
demonstrada uma eficiéncia maior de
esponjas de quitosana sobre outros
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carregadores devido suas propriedades de
mucoadesdo e sua habilidade para flutuar, o
que permite sua utilizagcdo tanto por via
nasal, como por via oral.?
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Figura 1. Férmula estrutural da quitosana.
Neste trabalho procurou-se estudar a
possibilidade de formacédo de agregados de
quitosana em solucdo e assim verificar a
viabilidade de utilizagdo deste polissacarideo
na forma natural como carregador de drogas.
O microambiente formado em solucdo foi
estudado utilizando-se a sonda pireno, que
apresenta variagcdes espectrais consideraveis
dependendo do meio em que esta localizada.
O pireno (figura 2) é uma molécula
fluorescente que sofre variacdo em suas
propriedades de emissdo, dependendo do
meio onde se encontra, por isso &
denominado sonda fluorescente.

Estas propriedades podem ser usadas para
explorar e examinar caracteristicas
estruturais e dindmicas de um sistema.

Figura 2 - Estrutura molecular da sonda
fluorescente pireno.

Outros exemplos destes compostos sdo a
nabumetona bem como corantes em geral.*®
Devido a auséncia de grupos polares o
pireno é uma molécula hidrofébica e, por
isso, tem sido utilizado para monitorar a
formacdo de microdominios hidrofébicos.
Além de possuir um tempo de vida de
fluorescéncia notavelmente longo (450 ns), o
pireno exibe uma mudanca clara na estrutura
vibracional fina de seu espectro de emisséo
guando a polaridade do meio € alterada e,
por isso, € uma das sondas fluorescentes
mais populares e frequentemente utilizadas
em estudos fotofisicos.’

Em agua, a razdo entre as intensidades dos
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1,85 enquanto que em solventes apolares
este niumero pode chegar a 0,57 como no
caso do ciclohexano. Esta caracteristica tem
sido usada para determinacdo da
concentracdo de agregacdo critica (cac) e da
concentracdo micelar critica (cmc) em
agregados  moleculares e  micelares,
respectivamente.

OBJETIVO
Estudo fotofisico do microambiente formado
pelo polissacarideo quitosana em solucao,
utilizando a sonda fotofisica pireno, na busca
de um sistema ideal para ser usado como
carregador de drogas.

METODOLOGIA
Os reagentes utilizados neste estudo foram
agua purificada em sistema Milli-Q, quitosana
de procedéncia Aldrich, pireno (Py) da
Aldrich, acido acético espectroscopico Vetec.

- Medidas de absorbancia utilizando a sonda
pireno:

O experimento de absorbéncia utilizando a
sonda pireno foi feito utilizando uma cubeta
de quartzo de caminho 6ptico 1,0cm, na qual
adicionaram-se 2,5 ml de solucdo &cido
acético: agua purificada (3:2) em volume. A
este volume adicionou-se com o auxilio de
uma micro-seringa Hamilton 4,2 OL de uma
solucéo estoque de pireno de concentracdo
3,0x10° mol.L™ em metanol de forma a
obter-se uma solugcdo de concentracao
5,0x10°® mol.L™.

O espectro de absorbancia foi registrado em
Espectrofotdmetro UV-visivel Cary 50 Varian.

- Medidas de fluorescéncia utilizando a sonda
pireno:

Os espectros de emissdo de fluorescéncia
foram registrados em Espectrofluorimetro
Fluoromax tendo como parametros fendas de
excitacdo e emissédo de 1,0 nm e utilizando
uma cubeta de quartzo de caminho Gptico
1,0cm.

As solucdes foram preparadas conforme
descrito para o0s experimentos de
absorbancia. Ap6s obter-se o espectro de
emissdo de fluorescéncia da solucdo de
pireno 5,0x10° mol.L™ em solucdo &cido
acético: agua purificada (3:2) em volume,
adicionou-se aliquotas da solugdo de
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quitosana 2,0 g.L" de forma a obter-se
diversas concentracfes para as quais mediu-
se 0 espectro de emisséo de fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUCAO
Na figura 3 pode-se observar o espectro de
absorbancia do pireno, o qual apresenta
méaximos de absor¢cdo nos comprimento de
onda (0) 305, 320 e 335 nm.
O aumento da intensidade nos espectros de
fluorescéncia (Figura 4) mostra o efeito das
adicdes de aliquotas de quitosana, atestando
0 surgimento de ambientes hidrofébicos.
Estes podem ser comprovados pela variacao
nas razdes de intensidades de fluorescéncia
(11/13) dos respectivos espectros (Figura 5).
Estes resultados mostram a formacdo de um
ambiente mais rigido que passa a ser
ocupado pela sonda. Portanto o aumento da
concentragdo de quitosana vai criando
dominios hidrofébicos gradativamente
maiores formados pela agregacdo das
cadeias.
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Figura 3 — Espectro de absorbancia da
sonda fluorescente pireno
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Figura 4 — Espectro de fluorescéncia da
sonda pireno sob o efeito de concentracdes
crescentes de quitosana.
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Figura 5 — Variacfes da razéo l,/I3por
adicBes de quitosana.

CONCLUSAO
O aumento da concentracdo da quitosana
leva a formacdo de ambientes hidrofébicos e
os agregados formados s&o originados da
interagdes entre cadeias de quitosana.
As variacdes nas razées l;/l; com o0 aumento
gradativo da concentracdo de quitosana
demonstraram a existéncia de dominios
hidrofébicos.
Entretanto as variacbes sdo discretas. Para
variagbes maiores e, portanto, maior
agregacdao molecular uma alternativa viavel
para producdo de carregadores de drogas
seria a utilizacéo de guitosana
hidrofobicamente modificada.
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