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RESUMO

A sulfanilamida, representante da classe das sulfonamidas, é indicada para o
tratamento  antimicrobiano de infec¢cbes  tdpicas, todavia, seu usoO
indiscriminadoocasionou o surgimento de resisténcia em algumas bactérias. A fim de
buscar novas alternativas, esse trabalho propfe o encapsulamento da sulfanilamida
em uma matriz polimérica de alginato, na forma de um hidrogel, visando a liberacao
modificada. Considerando a baixa solubilidade desse farmaco, buscou-se associar
nanoparticulas de carbono com propriedades fluorescentes (carbon dots) a matriz
polimérica, culminando na formacdo de um nanocompdésito. O hidrogel contendo
sulfanilamida, bem como a combinagdo com carbon dots foi caracterizado por
medidas de FTIR. Os carbon dots funcionalizados (CQD-S) e néo funcionalizados
(CQDs) foram caracterizados por UV-vis, fotoluminescéncia, zetametria e microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET). A confirmacao da funcionalizacéo foi realizada por
medidas de FTIR e zetametria, permitindo avaliar os aspectos estruturais desses
compostos, cuja cinética de liberacdo foi investigada. O hidrogel foi sintetizado
utilizando alginato de sdédio, glicerol, cloreto de calcio (CaClz) e acido citrico
associados a sulfanilamida. Ja os carbon dots foram sintetizados por pirélise térmica
do acido citrico e etilenodiamina em microondas. Além disso, ensaios de liberacao
buscaram avaliar por modelos matematicos de cinética de liberacdo o mecanismo de
entrega do farmaco contido na matriz polimérica e no nanocompésito. Os resultados
apontam para conjugacdo dos componentes em consonancia com padrdes relatados
na literatura. A cinética indica a liberacdo modificada da sulfanilamida de
ambos hidrogéis, ainda que para o hidrogel contendo carbon dots o perfil ndo seja
claramente definido. No que compete aos CQD-S, os resultados indicam o éxito da
funcionalizacédo, ainda que a aplicabilidade no hidrogel necessite de estudos
adicionais. Por fim, conclui-se que o hidrogel de alginato é uma boa alternativa para

encapsulamento da sulfanilamida e dos carbon dots.

Palavras-chave: hidrogel, alginato, sulfanilamida, carbon dots.
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ABSTRACT

Sulfanilamide, a representative of the sulfonamide class, is indicated for the
antimicrobial treatment of topical infections, however, its indiscriminate use has led to
the emergence of resistance in some bacteria. In order to seek new alternatives, this
work proposes the encapsulation of sulfanilamide in an alginate polymeric matrix, in
the form of a hydrogel, aiming at modified release. Considering the low solubility of this
drug, we sought to associate carbon nanoparticles with fluorescent properties (carbon
dots) with the polymer matrix, culminating in the formation of a hanocomposite. The
hydrogel containing sulfanilamide as well as the combination with carbon dots was
characterized by FTIR measurements. Functionalized (CQD-S) and non-functionalized
(CQDs) carbon dots were characterized by UV-vis, photoluminescence, zetametry and
transmission electron microscopy (TEM). Confirmation of functionalization was carried
out by FTIR and zetametry measurements, allowing the evaluation of the structural
aspects of these compounds, whose release kinetics were investigated. The hydrogel
was synthesized using sodium alginate, glycerol, calcium chloride (CaCl2) and citric
acid associated with sulfanilamide. The carbon dots were synthesized by thermal
pyrolysis of citric acid and ethylenediamine in microwaves. Furthermore, release tests
sought to evaluate the drug delivery mechanism contained in the polymer matrix and
in the nanocomposite using mathematical models of release kinetics. The results point
to the combination of components in line with patterns reported in the literature. The
kinetics indicate the modified release of sulfanilamide from both hydrogels, although
for the hydrogel containing carbon dots the profile is not clearly defined. Regarding
CQD-S, the same structural evaluation parameters were used, indicating the success
of the functionalization, although the applicability in the hydrogel requires additional
studies. Finally, it is concluded that the alginate hydrogel is a good alternative for

encapsulating sulfanilamide and carbon dots.

Keywords: hydrogel, alginate, sulfanilamide, carbon dots.
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1. Introducéo

As sulfonamidas fazem parte de uma classe pioneira de antibioticos sintéticos
de amplo espectro, indicados para o tratamento de doencas infecciosas em humanos
ou animais, causadas por bactérias e/ou fungos. Os representantes dessa classe
apresentam na estrutura molecular o grupo funcional sulfonamida ligado a uma anilina
semelhante ao &cido p-amino-benzoico (PABA), componente essencial para a
reproducdo dos microrganismos, 0 que permite as sulfonamidas atuarem como
inibidores competitivos em enzimas que incorporam esse acido. Como resultado, ha
uma interferéncia tanto no metabolismo do &cido félico, quanto na reproducédo dos
agentes infecciosos,culminando no efeito bacteriostatico, caracteristica que torna
essa classe de antibidticos amplamente difundida clinicamente (OVUNG;
BHATTACHARYYA, 2021).

O mecanismo de acao da sulfanilamida faz com que ela seja indicada para o
tratamento de infeccbes tépicas causadas por agente microbianos, tais como a
candidiase causada pelo fungo Candida albicans (FLOREA et al., 2014), a vaginose
bacteriana causada pela Gardnerella vaginalis (Hemophilus vaginalis) e a vaginite por
Trichomonas causada pelo protozoario Trichomonas vaginals (URBANSKI et al.,
2021). Todavia, o uso indiscriminado das sulfonamidas nos ultimos anos promoveu a
resisténcia de algumas cepas bacterianas, fazendo com que seja necesséria a busca
por alternativas mais efetivas de administracdo. Dentre elas, visando melhor
direcionamento da ac&o antibacteriana, bem com a liberacéo retardada e prolongada
(SARKAR et al., 2017), tém se destacado o desenvolvimento de novas tecnologias
de formulagdo como a de encapsulamento do principio ativo.

O encapsulamento de principios ativos com polimeros naturais isolados ou
agregados como a quitosana, pectina e o alginato € uma estratégia promissora,
conforme relatado por (HARIYADI; ISLAM, 2020). Dessa forma, o encapsulamento ao
promover a liberagdo modificada do principio ativo, reduzir o numero de aplicacoes, e
consequentemente, a exposicdo desnecesséria, fator que promove a resisténcia
antimicrobiana. Nessa perspectiva, o hidrogel obtido a partir do alginato para fins de
liberacdo apresenta um enorme potencial no campo farmacéutico devido as suas

propriedades de biocompatibilidade, biodegradacéo e atoxicidade, assim como, ampla
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disponibilidade, baixo custo, facil manipulacdo e possibilidade de incorporacédo de
moléculas ativas (SARKAR et al., 2017). A estrutura composta de polissacarideos do
alginato permite a interacdo com outros ions, culminando na formagéo de uma rede
estavel gelificada conhecida como hidrogel (SAHOO; BISWAL, 2021) com capacidade
de acondicionar os principios ativos. Dentre as formula¢des contendo o polimero, se
destacam aquelas viaveis para aplicacdo topica, pois apresentam resultados
satisfatorios para a inibicdo em bactérias multirresistentes mesmo em baixas
concentracdes (URZEDO et al., 2020).

Ainda que tenha relevante atividade antibidtica, além das propriedades de
resisténcia bacteriana ja relatadas, a baixa solubilidade das sulfonamidas € um dos
fatores limitantes para a sua administracdo (JELINSKI et al., 2020). Dessa forma, com
o objetivo de melhorar a performance de liberacdo tépica desse farmaco, reduzir
doses adminstradas, como também modificacbes na cinética de liberacao, utiliza-se
da associacao da sulfanilamida com matriz polimérica de alginato e nanoparticulas de
carbono com propriedades hidrofilics, os carbon dots (CQDs).

Os Carbon Dots (CQDs), nanoparticulas de carbono com tamanho menor que
10 nm e propriedades de emissdo fotoluminescente no espectro visivel, foram
encapsulados no hidrogel de alginato a fim de melhorar a detec¢édo e o monitoramento
de farmacos como a tetraciclina, um antibiético natural (Ehtesabi et al., 2019), bem
como para marcacao luminescente e aprimoramento das propriedades fisico-quimicas
de hidrogéis (SARKAR et al., 2017). A fotoluminescéncia desses nanomateriais
viabiliza a utilizagdo como sondas fluorescentes para imageamento celular, transporte
de moléculas e sistema de liberacéo.

Nesse sentido, este trabalho propbe a elaboracdo de um nanocompdésito, ou
seja, uma porcdo nanomerica, os Carbon Quantum Dots (CQDs), associadas ao
hidrogel de alginato de sédio para liberagéo controlada de sulfonamida e a investigacao

da cinética de liberacdo em condi¢cbes que simulem as condi¢des reais de aplicacao.
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2. Revisado de Literatura

2.1 Sistema de liberagcdo modificada
Os medicamentos séo projetados a partir da insercéao do principio ativo em uma

matriz que tem por objetivo regular a liberacdo aos niveis terapéuticos, ou seja,
prevenindo subdosagens ou superdosagens, e consequentemente, evitando efeitos
adversos e favorecendo a adeséo ao tratamento. A existéncia de mais de um tipo de
matriz possibilita a elaboracdo de variadas formas farmacéuticas para um mesmo
composto, viabilizando a manutencdo das propriedades ativas durante o
armazenamento até o consumo e efetiva acdo do farmaco. Dessa forma, o
comportamento dos farmacos na matriz e apos a liberacao deve ser monitorado para
se assegurar que as propriedades desejadas nao sejam perdidas.

Ao considerar a liberacdo imediata ou convencional de farmacos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define que neste caso as formas
farmacéuticas ndo apresentam modificagcbes que interferem na liberacdo, sendo
assim, o farmaco é imediatamente liberado ap6s o uso, no entanto, visando reduzir
toxicidade sistémica, aprimorar o direcionamento ao tecido alvo, velocidade da
entrega do farmaco e reducdo da posologia, os tipos de liberagdo modificada séo
uma alternativa para superar limitacdes associadas (SPADARI; LOPES; ISHIDA,
2017), sendo classificados em liberacéo retardada e prolongada.

Tanto no sistema de liberacdo convencional, quanto no sistema de liberacao
modificada sdo realizadas alteragcdes no “desenho da formulagdo especial e/ ou
método de fabricacdo” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011)
afetando a biodisponibilidade do farmaco. No caso da liberacéo prolongada, o intuito
€ reduzir ao menos uma dosagem através da liberacédo imediata do farmaco seguida
de liberagBes graduais, enquanto a liberacao retardada tem como objetivo direcionar
a entrega do farmaco através da sua retencdo na matriz até o tecido-alvo. Dessa
forma, o uso de matrizes poliméricas, como o alginato de sodio, representa uma opgéo
versatil como veiculo para a liberagdo modificada, ja que se trata de um componente
atoxico, biocompativel e biodegradavel, mucoadesivo, de facil acesso e de baixo custo
(SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017).

18
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2.1.2 Liberacdo modificada para aplicacéo tépica

A via topica de administracdo de medicamentos consiste na aplicacdo direta
dos farmacos na pele ou mucosas, por meio de formas farmacéuticas como cremes,
géis, ovulos vaginais, dentre outros. Essa via permite variacbes na dosagem dos
compostos ativos sem causar efeitos indesejados aos outros tecidos, ja que a acéo
terapéutica é delimitada ao local de administragdo, bem como, evita perdas através da
metabolizacdo de primeira passagem comum aos farmacos administrados oralmente
(KRUK; WINNICKA, 2022), apesar das vantagens da via tOpica, sdo fatores
limitantes: determinacdo do tempo necessario para alcancar a concentracado (lag-
time), assim como a possibilidade de adaptabilidade as formas farmacéuticas
convencionais de facil remocao da pele, tornando necessério o uso de formulacdes
alternativas(DO NASCIMENTO SOARES, 2021).

O estudo de (PEREIRA, 2016) destaca as limitacdes dos tratamentos tdpicos
convencionais de candidiase, em que fatores intrinsecos da microbiota vaginal
favorecem a remocao continua dos farmacos da mucosa, aumentando o nimero de
aplicacdes diarias, o que dificulta a adeséo ao tratamento. A fim de contornar esses
impasses, o0 estudo propds a utilizacdo de nanoparticulas de quitosana como
carreador do antifungico cetoconazol, devido as propriedades mucoadesivas deste
polimero, obtendo como resultado aumento do contato entre o principio ativo e a
mucosa, maior penetracdo do farmaco no local de administracdo e liberacéo
prolongada do farmaco, favorecendo assim, a adesado ao tratamento e contornando
as desvantagens associadas ao uso tépico convencional.

A utilizacao de sistemas de liberacdo modificada em via tdpica representa uma
alternativa para ampliar o potencial terapéutico dos farmacos. O estudo (DE
BASTIANI et al., 2020) propds avaliar o uso de nanoparticulas de alginato como
veiculo de antifungicos para o tratamento topico da candidiase em comparacao
aos tratamentos convencionais, com o objetivo de garantir a retencéo do farmaco na
mucosa vaginal e prolongar sua agéo. Os resultados demonstraram que a associacao
permitiu a liberacdo prolongada dos principios ativos, promoveu a reducdo das doses
administradas e um efeito antifingico adequado, tornando-se uma alternativa para o

tratamento da candidiase.
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2.1.3 Mecanismos de liberacéo dos farmacos

As modificacbes nas formas farmacéuticas permitem modular os tipos de
liberacdo (prolongada ou retardada) dos farmacos. A partir dessas alteracdes, o0s
farmacos em contato com o meio podem ser liberados de trés maneiras: dissolucgéo,
difuséo ou por diferenga osmética. Com base nas formas de liberagéo, sistemas de
entrega sdo categorizados, com destaque para os sistemas de reservatério e
matriciais, formados por matrizes poliméricas e lipossomas (DIEGO THALISSON
DORNELLES PEREIRA; TIAGO MARCEL OLIVEIRA; ANGELO MARCIO LEITE
DENADAI, 2022).

Considerando a matriz polimérica hidrofilica de alginato de sodio, cujos
principios ativos séo incorporados na rede tridimensional, a qual é resistente a
desintegracao/erosao (NABAIS I.; VEIGA F.; FIGUEIRAS A., 2015), sugere-se que a
liberacdo nesse sistema aconteca por difusdo, ja que essa é a principal forma de
liberac@o do farmaco de um hidrogel em sistema matricial.

O sistema matricial consiste em uma estrutura polimérica de encapsulamento
do principio ativo que atua no controle da liberacdo. O mecanismo de libera¢do ocorre
por meio da entrada de 4gua na matriz, seguido do intumescimento, formacéo de mais
poros para difusdo de agua, favorecendo a dissolucao dos solutos, até a difusédo e
erosdo da matriz. No caso dos hidrogéis, destaca-se que o estudo proposto por
(DIEGO THALISSON DORNELLES PEREIRA; TIAGO MARCEL OLIVEIRA; ANGELO
MARCIO LEITE DENADAI, 2022) verificou que essas estruturas ndo sofrem o
processo de erosdo, dessa forma, 0 intumescimento acontecia juntamente com a

manutencao na rede polimérica.

2.1.4 Modelos matematicos de cinética de liberagéo

Os modelos matematicos sao ferramentas que permitem avaliar a quantidade
de farmaco liberado em funcéo do tempo por um determinado sistema (COSTA, 2002).
A Tabela 1 simplifica os modelos mais comumente utilizados. Nesse sentido, trata-se
de uma simulac&o de parametros in vitro que permite avaliar a necessidade de ajustes

para otimizacdo da entrega do farmaco, j& que as propriedades intrinsecas do
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medicamento, bem como da matriz polimérica, podem afetar a cinética de liberacdo

(NEIVA, 2023).

A escolha do modelo cinético baseia-se no comportamento do grafico formado

pelos dados coletados de concentragdo em fungdo do tempo. Além da equacéo que

melhor se ajusta aos dados, o coeficiente de correlacédo (R?) é o principal indicador

para definicdo do modelo mais adequado, e consequentemente, do perfil de liberacéo

do farmaco. Dessa forma, buscam-se valores de R? proximos a 1

Tabela 1- Modelos mateméticos de cinética de liberagéo

Modelo matematico

Cinética de ordem zero

Cinética de primeira
ordem

Modelo de Higuchi

Definicdes

Liberacdo constante de
uma quantidade de
farmaco por unidade de
tempo. Esse modelo é
aplicavel para formas

farmacéuticas que nao
desagreguem,
caracteristico de

sistemas de liberacéo
prolongada.

A velocidade de
liberacdo € proporcional
a concentracdo de
farmaco, dessa forma,
guanto a maior
concentragdo, maior a
velocidade de liberacao.
No decorrer do tempo,
espera-se a reducgao da
guantidade de farmaco.

Cinética atribuida aos
processos de difusdo e

dissolucéo

caracteristicos dos
sistemas matriciais
semissolidos e/ou

Equacéao

Q= Qo + KoT

(Q): quantidade de
farmaco dissolvido;

(Qo): quantidade inicial
do farmaco;

(KoT): Constante de
ordem zero.

Log C = log Co — 2L

2,303

(C): quantidade de
farmaco em solucéo;
(Co): concentracéo
inicial do farmaco;
(K1t/2,303): constante de
velocidade.

Q=A{D (2C — Cs) Cst

(Q): quantidade de
farmaco liberado;

(t): tempo de liberacgéao;
(A): unidade de érea
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para liberacao;

pouco solavel, bem  (C): concentracéo inicial
como de farmacos do farmaco;
hidrossoluveis. (Cs): solubilidade;
(D):  coeficiente  de
difusdo
-4 -
Modelo de  Higuchi Me_
Modelo de Baker- adaptado para Mo K

Lonsdale

Modelo Korsmeyer-
Peppas

Em relacdo ao modelo de Korsmeyer-Peppas, a liberacdo acontece atravées da
difusdo dos farmacos de estruturas poliméricas, como citado anteriormente. Nesse
modelo, cabe destacar o expoente de difusédo (n), que explica o mecanismo de

transporte do farmaco considerando o modelo de Fick, conforme simplificado na tabela

2.

dissolucdo de farmacos
presentes em matrizes
esféricas.

Modelo atribuido para
formas  farmacéuticas
poliméricas controladas
por difusdo. Sendo
assim, busca avaliar
qual 0 tipo de
mecanismo de difusdo
empregado pelo
farmaco obedecendo a
lei de Fick exemplificada
na tabela 2.

(M./M,): fracdo do
farmaco liberado em
determinado tempo;
(t): periodo

(k): constante de
liberacao

P — ken
M

(M./M,): fracdo do
farmaco liberado em
determinado tempo;
(K): Constante de
velocidade;

(n): expoente de
difusao.

Fonte: (Costa, 2002; Neiva, M.S, 2023).
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Tabela 2- Expoente de difuséo e mecanismo de entrega do farmaco para o modelo de Korsmeyer-

Peppas
Expoente de difuséo (n) Mecanismo de Definicao
transporte
n=0,5 Modelo de Fick Liberacdo por difusdo
sem relaxamento das
cadeias poliméricas.
n=1,0 Modelo n&o-Fickiano | Liberacdo por
intumescimento ou
relaxamento das cadeias
poliméricas. Cinética de
ordem zero.
0,5<n<1,0 Modelo nédo-Fickiano | Liberacéo por difuséo e
(caso andmalo) intumescimento em
paralelo.
n<o0,5 Comportamento pseudo | Curva de liberacdo
Fickiano semelhante ao modelo de
fick, no entanto, o
equilibrio final ndo é
alcancado.
n>1,0 Modelo néo- Fickiano | Liberacéo por erosao das
cadeias poliméricas.

Fonte: (Costa, 2002; Neiva, M.S, 2023).

2.2. Alginato de sédio

O alginato de sodio € um sal derivado do &cido alginico (AA), extraido de
espécies de algas marrons da espécie Phaeophyta e bactérias Pseudomonas spp ou
Azotobacter (Acetobacter) spp. A estrutura polimérica, representada na figura 1, é
composta por residuos de acido manurénico 1,4-B-D (residuos M) e residuos de acido
a-L-gulurdnico 1,4-ligado (residuos G) ordenados de diferentes formas, influenciando

diretamente nas propriedades fisicas e quimicas do polimero (Kruk & Winnicka, 2022).
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inotropica. Esse fenbmeno consiste no encaixe de ions de célcio nas porcdes
carregadas negativamente formados pelos residuos G, essa organizagao idnica €
semelhante ao acoplamento de ovos em caixas, sendo denominado modelo de “caixa
de ovos” (Figura 2), bastante explorado em aplicacées farmacéuticas, tais como
aquelas que envolvem agentes antibacterianos (SHI et al., 2023). Cadeias contendo
maiores porcoes de residuos G, possuem o processo de gelificagcdo mais acentuado,
ja que os ions de célcio possuem maior afinidade por essa por¢cdo em relacdo ao
residuo M. Dessa forma, o acoplamento dos ions de calcio na por¢cdo G garantem aos

géis aspectos como rigidez, dureza e fragilidade, ao passo que a menor afinidade dos
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Figura 1- Estrutura de cadeia do alginato
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Fonte: Adaptado de KRUK; WINNICKA, 2022.

A organizacdao dos residuos G e M relaciona-se com o fendbmeno de gelificacédo

residuos M os tornam mais flexiveis (SHI et al., 2023).

Figura 2- Modelo "caixa de ovos" do alginato
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Fonte: Adaptado de KRUK; WINNICKA, 2022.

Dentre os fatores limitantes do uso do alginato de sodio estdo sua baixa
resisténcia mecanica, certa incompatibilidade i6nica com metais pesados,
despolimerizagéo e viscosidade reduzida em temperaturas superiores a 60°C, além
de precipitacdo em pH baixo. No entanto, por apresentar propriedades como facil
obtencdo, atoxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixo custo,
caracteristicas mucoadesivas e ndoimunogénicas, possui forte aplicabilidade em
micro e nanopatrticulas, comprimidos, formas farmacéuticas mucoadesivas, curativos
e filmes dos alginatos (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017). Um destaque especial
pode ser dado a forma mucoadesiva dos alginatos, que possibilita 0 uso em mucosas
ocular, nasal, vaginal e oral (KRUK; WINNICKA, 2022).

2.2.1 Hidrogel de alginato

Os hidrogéis sao assim denominados por apresentarem uma estrutura
tridimensional (3D) capaz de reter grande quantidade de agua e fluidos bioldgicos,
assim como o carregamento de farmacos hidrofilicos ou hidrofébicos sem afetar sua
integridade estrutural (KUMAR et al., 2019). Além disso, apresentam propriedades
como facilidade na sintese, adaptabilidade e degradacao expansivel, o que os torna
atrativos para administracao de farmacos (ALMOSHARI, 2022).

Os estudos realizados por (SHI et al., 2023) utilizando hidrogel de alginato
como transportador para entrega de um farmaco antibacteriano (peptideos
antimicrobianos-AMPs) aplicado de forma topica, visando potencializar o efeito
terapéutico, indicam que o hidrogel de alginato representa uma alternativa para
administracdo de antibidticos, pois garante a liberagdo sustentada, ou seja,
prolonga o tempo de exposi¢do ao farmaco, reduzindo o crescimento de colbnias
bacterianas por até 48 horas, além de retardar os processos inflamatérios associados

a feridas cuténeas e potencializar os processos de cicatrizagéo.
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2.3 Sulfanilamida

Derivado do corante prontosil (sulfamidocrisoidina), pré-farmaco inativo, a
sulfanilamida  (4-aminobenzenossulfonamida; p-anilinasulfonamida; p-sulfami-
doanilina) corresponde ao produto ativo deste corante, cujo efeito consiste na inibicdo
do crescimento bacteriano (OVUNG; BHATTACHARYYA, 2021). Esse composto €
formado pela ligacdo do grupo sulfonamida (-SO2NH2) diretamente a um anel
aminobenzeno, cujas substituicbes no grupo amina sao classificados como
sulfonamidas, essas alteracdes podem acontecer na porcdo 1 da molécula (Figura
3). Tais modificacBes na porcdo amina das sulfas garante o desenvolvimento de
NOvVOS COMpPOStos com maior espectro e potencial de agéo, bem como aplicagdes para
além das antimicrobianas, tais como: antidiabéticas, diuréticas, antidepressivas, anti-

inflamatorias, anticonvulsivante, anti- hipertensivas e herbicidas (NUNES et al., 2020).

Figura 3- Estrutura da sulfanilamida

Fonte: Préprio autor

No que tange ao mecanismo de agéo, as sulfonamidas atuam como analogos
do acido para-aminobenzoico (PABA), representado na figura 4, dessa forma,
conforme esquematizado na figura 5, competem pelo sitio ativo da enzima di-
hidropteroato-sintase (DHTS). Sendo assim, a ligacdo das sulfas impede a
incorporacdo do acido para-aminobenzoico (PABA) ao &acido di-hidropteroico,
inviabilizando a formacdo do acido folico e produtos subsequentes, tais como
componentes essenciais para o desenvolvimento microbiano (timina, purinas e glicina)
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). Dessa forma, essa classe apresenta
um amplo espectro bacteriano contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
bem como antifungica e antiviral (WANG; WAN; ZHOU, 2010).
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Figura 4- Estrutura do Acido para-aminobenzoico (PABA)

Fonte: Proprio autor.

Figura 5- Mecanismo de a¢ao das sulfonamidas
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Acido di-hidropteroico

Fonte: Préprio autor.

Impasses no uso das sulfonamidas referem-se a baixa solubilidade em meio
aquoso e instabilidade na presenca de radiacdo solar, tornando necessaria a
utilizacdo de matrizes ou carreadores a fim de preservar e até mesmo potenciar 0s
efeitos terapéuticos dessa classe. O estudo proposto por (PETROVIC et al., 2017)
promoveu a incorporagdo da sulfanilamida em sistema lipossomais e além de
demonstrar o efeito fotoprotetor, verificou a liberacdo controlada promovida pela
incorporacao associados ao veiculo.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) a sulfanilamida é
comercializada como uma alternativa para o tratamento de vulvovaginite causada por
Candida albicans na formade creme vaginal, reiterando a importancia do amplo
espectro de agdo. Em contrapartida, ainda que exista uma variedade de sulfas
disponiveis, este grupo apresenta a maior prevaléncia de genes de resisténcia

adquirida (NUNES et al., 2020) o que requer o desenvolvimento de novas estratégias
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de administracdo dessa classe de medicamentos.

2.4. Acido citrico

O acido citrico (CsHsO7), também conhecido como &acido 2-hidroxipropano-
1,2,3-tricarboxilico, € um &cido organico formado por trés grupamentos carboxilicos
ligados a um grupo hidroxila (Figura 6), encontrado naturalmente em vegetais, frutas
citricas (limao, laranja), tecidos animais e a partir de reacfes enzimaticas
(fermentac&o) por microrganismos. E uma substancia amplamente utilizada como
conservante em alimentos, cosméticos e medicamentos devido as propriedades
bactericidas e fungicidas (PERERA; WEERASEKERA; KOTTEGODA, 2015).

Figura 6- Acido citrico

Fonte: Préprio autor.

Os conservantes sdo componentes introduzidos em preparacdes
farmacéuticas com o intuito de retardar ou inibir o crescimento microbiano durante os
procedimentos de fabricacdo e estocagem, assim como dos fatores intrinsecos dos
excipientes que porventura, favoregam o crescimento microbiano.

O mecanismo de agéo do acido citrico baseia-se em alteracées na membrana
celular dos microrganismos, alterando o potencial de membrana, e
consequentemente, o transporte de moléculas na célula, bem como na inibicdo da
producédo de acido malico, fator importante na respiracéo celular. Em sintese, esses
mecanismos afetam o metabolismo microbiano (PERERA; WEERASEKERA;
KOTTEGODA, 2015). Cabe ressaltar que o estudo proposto por (STONE et al., 2013)

avaliou o uso do acido citrico como agente reticulante em nanofibras eletrofiadas de
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alginato, cujos resultados apontam que o acido favorece a reticulacdo, afetando
positivamente a estabilidade térmica e resisténcia a dissolucdo em meio aquoso.

Ainda considerando o uso do acido citrico em matrizes poliméricas, o estudo
proposto por (ZHANG et al., 2022) avaliou a liberacdo do é&cido citrico e da
vancomicina em hidrogel de alginato de s6dio mediante variacdo de pH. Os resultados
obtidos demonstram que o acido citrico apresenta propriedade antibacteriana, ainda
que reduzida, no entanto, a associacdo com o alginato de sédio garantiu o sinergismo
na inibicdo do crescimento bacteriano, bem como quando associado a vancomicina.
No que tange a influéncia do pH na liberacdo, em meio &cido, houve efeito
antibacteriano proeminente para os hidrogéis contendo somente acido citrico ou
associados ao farmaco. Cabe ressaltar que a efetividade do &cido citrico em
ambientes de pH &cido, garante a aplicabilidade em formula¢ées para o tratamento de
C. albicans, visto que esse patégeno € capaz de se proliferar no pH acido vaginal,
assim como em diferentes faixas de pH (SHERRINGTON et al., 2017).

2.5 Pontos quanticos de carbono (CQDs)

Os pontos quanticos de carbono (CQDs) ou nanoparticulas de carbono (CNPs)
sdo estruturas nanométricas, constituidas majoritariamente por carbono e que
apresentam propriedades fotoluminescentes. Além das propriedades épticas, esses
nanomateriais destacam-se por sua atoxicidade, excelente biocompatibilidade, facil
funcionalizacdo de superficie, solubilidade em &agua, baixo custo e sintese verde.
Dentre as aplicacdes, destacam-se a detecc¢do fluorescente, bioimagem, catalise e a
vetorizacdo de drogas (drug delivery).

O sulfatiazol, um antimicrobiano oral da classe das sulfas, apresenta
caracteristicas de alta toxicidade e estabilidade, prejudiciais ao meio ambiente, e
consequentemente, a saude humana, pois a exposicdo continua aos antibioticos
acelera o processo de resisténcia microbiana. Dessa forma, visando detectar os
residuos dessa sulfonamida, o estudo realizado por (CHEN et al., 2021) utilizou de
uma sonda fluorescente baseada em CQDs co-dopados com nitrogénio, boro e flior
para detectar a presenca das sulfas, em que foi possivel observar modificagcdes nos

espectros de emisséo pelos CQDs permitindo a deteccdo por extingao luminescente.
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Dessa forma, o uso difundido das sulfonamidas associada a sua longa meia-vida,
torna esses farmacos 6timos candidatos para a deteccdo através de fotossensores
como os CQDs. O principio deste método consiste na emissdo de luz mediante
interacdo do analito (sulfas) com as nanoparticulas (CQDs), apresentando como
vantagens a alta sensibilidade, reprodutividade e simplicidade (SABZEHMEIDANI;
KAZEMZAD, 2022).

2.6 Nanocompositos para aplicacfes farmacéuticas

Nanocompgdsitos sdo juncdes de compostos em que pelo menos um dos
constituintes possui tamanho nanométrico, neste estudo a porgdo nanomerica refere-
se ao CQDs dispostos em uma matriz polimérica de alginato. A avaliagcdo da
combinacdo de CQDs e antimicrobianos foi proposto (DONG et al., 2017) obtendo
como resultado a inibicdo do crescimento de espécies bacterianas utilizando
guantidades menores de cada componente individualmente, reduzindo o0s riscos
ambientais e de resisténcia.

O uso do alginato juntamente com os CQDs foi avaliado no estudo desenvolvido
por (MAJUMDAR et al., 2016), onde esferas de alginato foram revestidascom as
nanoparticulas de carbono visando a liberacdo controlada dependente do pH, neste
caso, o extrato de alho foi utilizado como droga modelo. Os resultados demonstram
gue a liberacdo do principio ativo acontece mediante reducdo do pH devido aos
préprios estimulos patogénicos (metabolismo celular), neste caso, os granulos de
alginato revestidos com CQDs apresentaram maior estabilidade e efetividade no

transporte quando comparados aos granulos sem revestimento.

3. Justificativa

A sulfanilamida é um antibidtico que apresenta baixa solubilidade, o que
ocasiona problemas na dosagem administrada, e, nos ultimos anos, 0 seu usoO
indiscriminado promoveu a resisténcia de algumas cepas bacterianas. Todavia, seu
mecanismo de a¢ao ainda fazem-na ser uma excelente alternativa para o tratamento
de doencas microbianas principalmente de acometimento topico (URBANSKI et al.,

2021), ja que a aplicacao direta no local de interesse reduz as perdas relacionadas ao
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metabolismo de primeira passagem, bem como os efeitos colaterais sistémicos. Uma
das formas de aprimorar a acdo tépica de farmacos como a sulfanilamida € a
formulacdo desses com polimeros biodegradaveis e biocompativeis com
propriedades antimicrobianas, tal como o alginato. Adicionalmente, a insercido de
nanoparticulas fluorescentes organicas hidrofilicas como os Carbon Quantum dots
(CQDs) funcionalizados com o principio ativo viabiliza a utilizacdo de medidas de
fluorescéncia para avaliar o deslocamento e a cinética de liberagdo. Diante disso,
busca-se conciliar as propriedades do hidrogel de alginato e CQDs com a
sulfanilamida para potencializar a acdo e identificar as melhores condi¢cdes de

aplicacao da formulacéo.

4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Elaborar um hidrogel de alginato contendo sulfanilamida e pontos quéanticos

de carbono para uso tépico e investigar a cinética de liberacao do farmaco.

4.2 Objetivos Especificos

o Sintetizar Carbon Quantum Dots (CQDs) com caracteristicas hidrofilicas,

elevado rendimento quantico e funcionaliza-los com sulfonamida (CQD-S);

o Preparar hidrogéis de alginato (HG) contendo sulfanilamida na estrutura hibrida
(Hidrogel + Carbon Quantum Dots);

o Realizar a caracterizag&o estrutural dos materiais sintetizados;
o Estudar a cinética de liberacdo da sulfanilamida e encontrar o modelo

matematico que permite compreender o mecanismo de liberagéo do principio

ativo in vitro.
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5. Materiais e Métodos

5.1 Reagentes

e Sulfanilamida (Sigma-Aldrich)

e Alginato de sodio (Sigma-Aldrich)
e Alcool etilico puro (Dinamica)

e CaCl2.2H20

e Dimetilsulféxido (DMSO)

e Acido citrico P.A. monohidratado
e Glicerol

e Etilenodiamina

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
e N-Hidroxisuccinimida (NHS)

e Agua Mili-Q

e Tampao fosfato-salino (PBS)

5.2 Métodos
5.2.1 - Sintese dos Materiais

5.2.2 Sintese dos Carbon Quantum dots

Os Carbon Quantum Dots dopados com nitrogénio foram sintetizados por
pirélise térmica de moléculas de baixo peso molecular utilizando como fonte de calor
um microondas, a partir da adaptagdo do meétodo proposto por (QU et al., 2012), os
precursores utilizados foram o acido citrico (CeHsO7) e a etilenodiamina (C2HsN>).

Conforme esquematizado na figura 7, com auxilio de uma micropipeta foi
retirado o volume de 335uL de etilenodiamina (EDA) e o mesmo foi diluido em 10mL
de &gua Mili-Q. Na sequéncia, em um béquer de 100mL foram adicionados
aproximadamente 1g de &acido citrico monoidratado. A solucdo com EDA foi

adicionada ao acido citrico e apos total dissolucdo o sistema foi aquecido em um
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microondas (P=1200W) por 4 minutos.

O material carbonizado de aspecto vitrio foi fragmentado com auxilio de um
bastdo de vidro e redisperso em 20mL de agua Mili-Q, descartando-se o precipitado
insoltvel. O sobrenadante foi acondicionado em uma membrana de dialise (MWCO:
3,5 kD), previamente tratada apoOs fervura e vedada nas extremidades com clipes
plasticos. O material foi imerso em um béquer de 800mL contendo agua Mili-Q, sob
agitacdo magnética de 120 rpm durante o perido de 2 dias, com trocas periddicas de
agua. Ao final os carbon dots foram liofilizados (Liofilizador K105) para obtencédo do

po.

Figura 7-Esquema de sintese dos CQDs

Ac.citrico Etilenodiamina 'S 1
. J 1
0 <0 N
T NHz \ A
D \
C N HN 3350L
o o oH
1200W por 4 minutos
I — — g —
g 120 RPM por 2 dias - Liofilizador m

Fonte: Préprio autor.

5.2.3. Funcionalizagdo dos CQDs com sulfanilamida (CQD-S)

A funcionalizacéo da superficie dos CQDs com as moléculas de sulfonamida
(CsHsN20:2S), seguiu uma adaptacédo do método proposto por (LU et al., 2018). O
acoplamento se deu com os grupos carboxilicos presentes na superficie dos CQDs e
a amina presente na molécula de sulfanilamida em solvente especifico. Inicialmente
foi preparada uma solugdo de sulfanilamida em DMSO (360mg em 7,5mL), em
seguida, foram pesadas 300mg de CQDs para diluicio em 30mL de agua mili-Q

borbulhada com N2. Na sequéncia foram pesadas 120mg de 1-etil-3-(3-
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dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 120mg de N-Hidroxisuccinimida (NHS),
cujas massas foram incoporadas a solucdo de CQDs. O sistema ficou sob agitacdo
magnética por 1 hora. Apos esse tempo, a solucdo de sulfanilamida em DMSO foi
adicionada ao sistema que ficou sob agitagéo por 48 horas. Por fim, os CQD-s foram
liofilizados (Liofilizador K105). A figura 8 exemplifica 0 processo de sintese e a
equacao da reacao.

Figura 8- Esquema de sintese dos CQD-S
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Fonte: Préprio autor.

5.2.4 Sintese do hidrogel de alginato

A sintese do hidrogel de alginato (HG) seguiu o método proposto por (URZEDO
et al., 2020). Inicialmente, 10 mg de acido citrico foram dissolvidos em 0,5mL de agua,
seguido da adicdo em um béquer de 100mL, da massa de aproxidamente 0,9 g de
alginato dissolvida em 9,0 mL de agua Mili-Q mediante agitacdo magnética (430
RPM). Na sequéncia, o volume de 45,39 pL de glicerol, agente plastificante, foi
adicionado e o sistema permaneceu sob agitacao por 12 horas. Por fim, uma solucéo
de CaCl, (0,02g/mL) foi gotejada com o auxilio de uma seringa de 10 mL acoplada a
bomba de seringa, em uma taxa de 0,20mL/min, por 4 min e 45 segundos, parametros
que foram definidos considerindo o volume de 475mL proposto no método. A solugéo

seguiu sob agitacdo por mais 4 horas em temperatura ambiente. A partir dessa sintese
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padrdo, outros hidrogéis contendo sulfanilamida (HG-S) e CQDs (HG-C) foram
produzidos. Para preparar o HG-S, a etapa 1 consiste na diluicdo de 0,01g de
sulfanilamida em 9,5mL de &gua Mili-Q, seguida da adicdo do alginato mediante

agitacdo magnética (etapa 2), conforme exemplificado na figura 9.

Figura 9- Esquema de sintese do HG, HG-S e HG-C
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Fonte: Préprio autor.

No caso dos hidrogéis HG-C, a incorporacdo aconteceu ao final, por meio da
dissolucado de 0,01g de CQDs em 1mL de CaCl2. Na sequéncia, a solugdo de CQDs
e CaCl, é gotejada com auxilio de uma seringa acoplada a bomba na uma taxa de
0,10mL/min, por 4 min e 45 segundos. Por fim, a solucdo segue sobre agitacdo por
mais 4 horas, obtendo-se um hidrogel de coloracdo amarronzada devido a presenca

do CQDs. A tabela 3 resume as diferentes formulagdes.
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Tabela 3- Tabela resumo das formulacdes de hidrogéis

HG 0,9 de alginato; 9,5 de agua Mili-Q; 45,39 uL de glicerol; 0,02g/mL de
cloreto de calcio.

HG-S 0,01 g de sulfanilamida; 0,9 de alginato; 9,5 de agua Mili-Q; 45,39 uL de
glicerol; 0,02g/mL de cloreto de célcio.

HG-C 0,01 g de sulfanilamida ; 0,01g de CQDs; 0,9 de alginato; 9,5 de agua

Mili-Q; 45,39 uL de glicerol; 0,02g/mL de cloreto de calcio.

Fonte: Préprio autor

5.3- Métodos de Caracterizagéao

5.3.a Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As medidas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em um equipamento Agilent Cary 630 acoplado a um médulo
Diamond ATR, as varreduras foram realizadas de 4000 a 650 cm™ com leituras de 96

scans por amostra.

5.3.b UV-vis

Os espectros de absorcdo UV-vis foram obtidos em um equipamento Hitachi
modelo U-3500 com duplo feixo. As varreduras foram efetuadas de 800 a 200 nm com

slit de 4 nm e 120 nm/min utilizando agua como solvente.

5.3.c Luminescéncia

As medidas de fotoluminescéncia foram realizadas em um espectrébmetro de
fluorescéncia Hitachi modelo F-7000, para fornecer informacdes acerca da emisséo

do material mediante excitacdo em diferentes comprimentos de onda.

5.3.d Medidas de Estabilidade Coloidal (Zeta)
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Para analise da estabilidade coloidal em funcdo do pH, foi utilizado o
equipamento Malvern Zeta Sizer Nano-ZS modelo ZEN3600 e uma cubeta de quartzu
de fluxo continuo modelo DTS1070. Essa medida busca avaliar a carga superficial do
material, e consequentemente, a influéncia na estabilidade, dessa forma, utilizou-se o
modulo de titulacdo MPT-2 acoplado ao equipamento Malvern ZetaSizer Nano.
Solugbes de NaOH (0,1 e 0,01M) e HNOs (0,01M) foram adicionadas
automaticamente para ajuste do pH (meio acido — meio alcalino). As medidas foram

realizadas em triplicata.

5.3.e Microscopia Eletrénica

As medidas de microscopia eletrénica de transmissdo foram realizadas no
Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucéo - LABMIC na Universidade
Federal do Goias — UFG, utilizando um microscopio eletrénico de transmisséo (TEM)
modelo JEM-2100-2100F JOEL (200kV).

5.3.f Cinética de Liberacao

A cinética de liberacéo in vitro foi realizada com uma célula de difusdo Franz
em meio tampdo PBS (pH 7,0), com uma area de difusdo (5,72 cm?). O sistema é
formado por dois compartimentos (Figura 10), o doador (superior) e 0 receptor
(inferior) separados por uma membrana de didlise (MWCO: 12 kD). A area receptora
€ preenchida com aproximadamente 60mL do tampé&o PBS sob agitacdo constante
(130RPM). A massa de hidrogel disposta na area de difusédo foi de 0,7g hidratada com
5 gotas de agua Mili-Q. A cada 10 minutos, um volume de 700puL foi retirado da camara
receptora através da porta de amostragem e devolvido apds quantificacdo por
espectroscopia UV-Vis. O procedimento teve duragéo total de 2 horas. Por fim, os
dados obtidos foram convertidos em concentracdo em fungcéo do tempo e ajustados
em modelos matematicos por meio da ferramenta DDSolver executada no software

Excel.

37



Faculdade de Ceildndia — FCE/ UnB
== Universidade de Brasilia

Curso de Farmacia

Figura 10- Célula de difuséo de Franz
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Fonte: Préprio autor

6. Resultados e discussao

6.1.Caracterizacao dos CQDs

No grafico 1 € apresentado o espectro de absorcao no infravemelho (FTIR)
para os CQDs. E possivel observar uma banda larga entre 3127 e 3268 cm
correspondente as vibracdes de estiramento O-H e N-H, caracteristicas dos grupos
funcionais &cido carboxilico e amina, respectivamente. Também sédo identificadas
bandas de dobramento em 1542 cm referentes ao grupo amina e estiramento em
1646 cm™? oriundas do grupo amida. Esse comportamento foi relatado por
(DHENADHAYALAN et al., 2016) e (ZHAI et al., 2014) indicando que a EDA reagiu
com 0s grupos carboxilicos, tornando a superficie desse material rica em grupos

hidrofilicos, e consequentemente, favorecendo a solubilidade.
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Gréfico 1- Espectro de FTIR dos CQDs
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Fonte: Préprio autor

Ja na analise do espectro de UV-Vis e fluorescéncia, dispostos no grafico 2,
sao identificadas transicdes m— m*, referentes ao nucleo carboénico (C=C) e n — m*
(carbonilico/amina). Dessa forma, atribui-se picos de absorcdo abaixo de 300nm
(proximo a 241nm) para transicbes m— m*, enquanto picos com valores acima de
300nm (proximo a 341 nm) sao atribuidos as transi¢cdes n — 1, comum aos grupos -
OH, -NH2, -OR, -NHR e -NRz, (ELTON SIMOMUKAY et al., 2022). Esse fato refor¢ca
os resultados encontrados no FTIR, indicando a presenca desses na superficie do
material. No que tange a fotoluminescéncia, o grafico indica que ndo ha dependéncia
de emissdo com o comprimento de excitacdo, em contrapartida, € possivel verificar a
influéncia da excitacédo na intensidade de emissdo. Também foi possivel verificar que
para comprimentos de excitagdo acima de 400nm, a emisséo por parte dos grupos

fluoroforos é baixa, o que justifica picos menos intensos.
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Grafico 2- Espectros de absorcdo UV-vis e fluorescéncia dos CQDs
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Fonte: Préprio autor

Paralelamente, a microscopia eletronica de transmissédo (MET), dispostas nas
figuras 11 e 12, permitiu identificar a formacdo de nanoparticulas individuais, com
formato esférico bem definido e didmetro inferior a 5 nm. Essas caractéristicas vao de
encontro ao estudo proposto por (ZHU et al., 2013), visto que a morfologia, bem como

a dimensédo encontrada esta conforme a faixa aceitavel (2 a 6nm).



iz

coletados dados de absorbancia em diferentes concentracdes, tomando como
referéncia a absorcdo em 365nm, sendo apresentado no grafico 3. O ajuste linear
apresenta um coeficiente angular 0,0198 e um coeficiente linear 0,0154 com R? de
0,99. A concentracéo total foi calculada usando o ajuste linear da curva padrao. Esses
valores foram obtidos a partir da lei de Lambert-Beer (ELTON SIMOMUKAY et al.,

&
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Figura 11- Microscopia eletrénica de transmisséo dos CQDs (50nm

Fonte: Préprio autor.

Figura 12- Microscopia eletronica de transmissado dos CQDs (5nm)

Fonte: Préprio autor.

Para obter uma relagéo de concentracéo versus absorbancia dos CQDs foram

2022).
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Gréfico 3- Curva padrdo dos CQDs
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Fonte: Préprio autor

6.1.2 Caracterizacdo do CQD-S

O gréfico 4 compara os CQDs e CQD-S através da técnica de FTIR. Dentre as
diferencas observadas, destaca-se o pico pronunciado em 3278 cm referente ao
grupamento -OH, seguido da banda 2937-2870 cm™ do grupo N-H. Em contrapartida,
€ possivel observar reducéo e deslocamentos das bandas dos grupamentos amida e
amina, sugerindo a provavel ligacdo dos grupos NH:2 presentes na sulfanilamida aos
grupos -OH e -COOH dispostos na superficie CQDs. Destaca-se ainda, picos
proeminentes em 1110-1088 cm™ relacionados as vibracdes de estiramento C-O,
bem como o grupamento amina em 1028 cm™ . O pico localizado em 1321-1204 cm™
é um indicativo da presenca do grupo S-O (DINIC et al., 2023). Em suma, a
manuntencdo e surgimento desses grupos funcionais sugerem a conjugacao da
sulfanilamida ao CQDs (JIJIE et al., 2018).

J& o UV-vis e fluorescéncia do CQD-S (grafico 5), indica um perfil semelhante
ao CQDs, pois é possivel observar que o comportamento de excitagédo é independente
do comportamento de emissdo. Aléem disso, € possivel observar que a maior
intensidade de fluorescéncia acontece sob comprimento de excitagdo menor, de
300nm, ao contrario do CQDs, cujo valor é de 360nm (JIJIE et al., 2018).
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Grafico 4- Espectro de FTIR comparativo entre CQDs e CQD-S
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Grafico 5- Espectros de absor¢éo UV-vis e fluorescéncia dos CQD-S
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Fonte: Préprio autor.

Ainda na perspectiva comparativa, a avaliagdo da estabilidade em funcéo do
pH é apresentada no gréafico 6 para os CQD e CQD-S. Sendo assim, € observado um
comportamento pH-dependente do grupos carboxilicos e aminas presentes na
superficie do carbon dot. O grafico demonstra que em pH &acido, os referidos grupos
estdo na forma protonada (-COOH e -NHs*), e isto se traduz em um potencial zeta
menor em modulo. Em contrapartida, com o aumento do pH, os grupos tendem a
desprotonar, gerando as espécies quimicas (COO" e NHy) refletindo do aumento do
potencial zeta em médulo (SETHI et al., 2022).

No caso dos CQD-S, ainda que apresente comportamento semelhante ao
mencionado acima, € possivel observar que em pH acido e basico, o potencial zeta é
maior quando comparado ao CQD, indicando a presenca de maiores quantidades de
cargas livres, 0 que sugere a conjugacao entre 0s grupos aceptores e doadores
presentes nos CQD e sulfanilamida. Esse comportamento de aumento do potencial
zeta mediante conjugacéo é semelhante ao encontrado por (JIJIE et al., 2018).
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Gréfico 6- Potencial zeta comparativo entre CQD e CQD-S
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Fonte: Préprio autor

6.1.3 Caracterizacao do Hidrogel

O espectro de FTIR indicado no gréfico 7 ilustra os componentes e o hidrogel
formado (HG). O alginato apresenta dois picos na faixa de 1598-1409 cmindicando
alongamentos simétrico e assimétrico do grupamento C=0, assim como pico em 1027
cm? referente a vibracéo de estiramento C-O. J& o glicerol apresenta banda larga em
3274 cm* atribuidos ao grupo -OH, seguido de uma banda dupla em 2934 cm™
indicando grupos assimétricos C-H, bem como grupos -COH em 1420 cm™ e C-O em
1021 cm™. O hidrogel de alginato, resultado da juncdo desses componentes
apresenta banda larga, porém menos proeminente em 3245 cm?® referente ao
grupamento -OH, vibracdes de estiramento C-H em 2913 cm™? e C=0 na faixa de
1592-1396 cm, seguidos do grupamento C-O em 1020 cm™. Considerando os

grupamentos quimicos que compdem o hidrogel, a formagédo de ésteres é um
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indicativo da ligacdo entre os grupos COO- do alginato e -OH do glicerol, bem como

explica a reducéo da banda -OH, sugerindo outras reacdes de reticulacdo. Resultados

semelhantes foram observados nos estudos de (ADAM et al., 2023) e (URZEDO et

al., 2020).

Transmitancia (%)

Gréfico 7- Espectro de FTIR dos componentes do hidrogel
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Fonte: Préprio autor.

6.1.4 Caracterizacdo do hidrogel contendo sulfanilamida (HG-S)

O espectro de FTIR indicado no grafico 8 compara o HG com HG-S. Para o HG,

conforme mencionado anteriormente, 0s picos dispostos na faixa de 3245 cm™! podem

ser atribuidos ao grupo -OH, enquanto 1592 cm™ s&o caracteristicos do grupo C=0.

Com a adicdo da sulfanilamida, foi possivel observar uma redugédo no aspecto da

banda referente ao grupo hidroxila, o que sugere a reticulagao, por meio de ligacoes

de hidrogénio, entre os grupos -OH e C=0 presentes no alginato aos grupos N-H e -
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COOH encontradas no acido citrico, respectivamente. Esse comportamento de
alteracdes no espectro mediante adicdo dos componentes ao HG foi observado no
estudo de (ZHANG et al., 2022). Cabe ressaltar que a reducdo na banda 1592 cm
sugere a formacao de ligagdes de hidrogénio entre os grupos C=0 e -NH, comum ao
pico disposto em 1015 cm™* , bem como a reducdo da banda de estiramento
caracteristica do grupo sulfonamida disposta em 1291 cm-. Em sintese, foi possivel
observar que a massa de 1,46x10-2 g de sulfanilamida, em relacdo a massa total de
hidrogel (6,84g), promoveu deslocamentos e alteracdes de intensidade das bandas
indicando a formacao de ligacfes entre 0s grupos, e consequentemente, incorporacao
da sulfanilamida ao hidrogel (DINIC et al., 2023).

Gréfico 8- Espectro de FTIR comparativo entre HG e HG-S
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Fonte: Préprio autor.

6.1.5 Caracterizacao do hidrogel contendo sulfanilamida e CQDs (HG-C)
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O gréfico 9 indica o FTIR comparativo entre o HG-S e HG-C, em que foi possivel
observar a manuntencéo da banda -OH com vibrac¢des associadas, bem como o pico
disposto em 2922 cm referente ao grupamento -NH. Destaca-se a banda de
absorcédo intensa em 1595 cm atribuida ao grupamento amina, semelhante ao citado
no toépico 6.1., j4 o pico em 1405 cm™? indica o grupamento S=0O, referente a
sulfanilamida, enquanto a absorcdo em 1025 cmt, o grupo amina (C-N).

Em sintese, € possivel observar a interacdo entre os grupos funcionais do
CQDs com a estrutura da sulfanilamida e do hidrogel, através de modificacbes na
intensidade de absorcdo das bandas caracteristicas dos respectivos componentes,
comportamento também observado por (LIPAROTI; SPERANZA; MARRA, 2021),

devido ao aumento da reticulagéo, consequéncia das ligacdes intermoleculares.

Gréfico 9- Espectro de FTIR comparativo entre HG-S e HG-C

Hidrogel com sulfa
—— Carbon dot
Hidrogel com sulfa + cdot
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Fonte: Préprio autor.

Ademais, a manutencao da propriedade fluorescente mediante exposi¢cao na
luz UV fornece outro indicio da presenca dos CQDs na matriz polimérica, conforme
representado na figura 13. Nesse caso, a interacdo entre os grupos funcionais da

superficie do CQDs e a sulfanilamida n&o leva a extingdo da fluorescéncia, em
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contraste ao observado no estudo de (EHTESABI et al., 2019) com a tetraciclina.

Figura 13- HG-C sob incidéncia de luz branca (esquerda) e luz UV (direita)

Fonte: Préprio autor.

6.1.6 Cinética de Liberacéo

No grafico 10 sdo apresentados dados de liberacéo da sulfanilamida em funcao
do tempo para o hidrogel HG-S. Para compreender a cinética de liberacao foram
aplicados os modelos matematicos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas, os coeficientes
de correlacdo obtidos (R?) apresentam valores proximos de 1, conforme descrito
abaixo. Para o modelo de Higuchi, o mecanismo consiste na difusdo dos sistemas
matriciais, de forma constante, por meio do modelo fickiano, o que é uma limitacéo,
visto que a estrutura polimérica é tridimensional (SETHI et al., 2022). J& considerando
o modelo de Korsmeyer-Peppas, cuja constante difusional (n) determina o principal
mecanismo de entrega do farmaco, o valor de n=0,58 indica um modelo ndo-Fickiano
(caso and6malo), em que a liberacdo acontece por difusdo e intumescimento em

paralelo. A tabela 4 resume os valores obtidos através do software DDsolver.
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Tabela 4- Ajuste de dados DDsolver para HG-S

Modelo de Higuchi Modelo de Korsmeyer-Peppas
Equacéo: F= kH*t"0.5 Equacéao: F= kKP*t"n
kH=4,9648 K=3,5213
n=0,5816

Fonte: Préprio autor.

Nesse sentido, a mesma investigacao foi realizada para avaliar a liberacdo da
sulfanilamida do HG-C, conforme gréafico 11, a partir dos modelos matematicos de
Higuchi e Korsmeyer-Peppas. O valor de 0,58 para a constante difusional (n) indica
0S mesmos parametros encontrados anteriormente, mesmo diante da presenca do
CQDs. A tabela 5 indica os valores obtidos através do software DDsolver para o HG-

C.
Tabela 5- Ajuste de dados DDsolver para HG-C

Modelo de Higuchi Modelo de Korsmeyer-Peppas
Equacéao: F= kH*t"0.5 Equacéo: F= kkKP*t"n
kH=4,6948 K= 3,5213
n=0,5816

Fonte: Préprio autor.
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Gréfico 10- Cinética de liberacao da sulfanilamida no HG-S
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Fonte: Proprio autor.
Gréfico 11- Cinética de liberacao da sulfanilamida no HG-C
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Fonte: Proprio autor.

Comparando as cinéticas de liberacdo da sulfanilamida no hidrogel sem e com
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CQDs, foi possivel observar que no mesmo intervalo (120 min), houve uma liberacéo
mais lenta do HG-C quando comparado ao HG-S, sugerindo que a presenca do CQDs
modifica a difusdo da sulfanilamida. Em suma, esse comportamento pode ser
justificado pelas interacdes eletrostaticas entre os grupos funcionais carboxilicos, do
alginato e aminas presentes no CQDs, bem como por interacdo entre os ions de
célcio, agente reticulante usado na sintese do hidrogel, com os grupos carboxilicos
dos CQDs. Cabe ressaltar essas nanoparticulas funcionam como reticuladores fisicos
e quimicos na rede tridimensional do hidrogel, conforme exposto por (SUI; LI; YANG,
2020).

Paralelamente, o estudo de (MALANA; ZOHRA, 2013) destaca que o0 aumento
da reticulacdo, por meio de ligacbes cruzadas, reduz a quantidade de farmaco
carregada, 0 que sugere, nesse caso, a diminuicdo na taxa de liberacdo da
sulfanilamida quando associada aos CQDs, além disso, destaca-se a presenca do
acido citrico, outro componente que atua como reticulante e que afeta a densidade de
reticulacdo conforme observado por (SETHI et al., 2022).

Decorrente das fortes interagdes quimicas supracitadas, alteracdes estruturais
no material como a fluidez podem ser observadas na figura 13, que compara o HG-C
(esquerda) e HG-S (direita). Ao verter o recipiente completamente o HG-C n&o escoa
com facilidade, dessa forma, podemos inferir que o aumento nas interacdes
intermoleculares acabam alterando as propriedades de viscosidade, fato que
corrobora com os achados referentes ao aumento da reticulagédo desses materiais na
presenca dos CQDs, podendo ser uma causa para reducdo da liberacdo de
sulfanilamida. O estudo realizado por (SANTOS, 2015) destaca que o modelo de
Korsmeyer-Peppas considera o aumento da viscosidade um fator que retarda a
liberacdo do farmaco da matriz.

52



Faculdade de Ceildndia — FCE/ UnB
== Universidade de Brasilia

Curso de Farmacia

Figura 14- Comparacédo da viscosidade entre HG-C e HG-S
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Fonte: Préprio autor.

7. Concluséo e consideragdes finais

As sinteses dos materiais propostos para elaboracédo desse trabalho (hidrogel
de alginato, CQDs e CQD-s) foram realizadas com éxito, ainda que adaptacdes
tenham sido efetuadas para obter melhores resultados, como, por exemplo, 0 uso de
conservante no hidrogel de alginato, pois foram encontradas dificuldades relacionadas
a proliferacao de fungos nas formulacdes.

Os CQDs sintetizados apresentaram caracteristicas hidrofilicas evidenciadas a
partir da caracterizacdo de FTIR, bem como propriedades o6pticas do UV-Vis e
fotoluminescéncia por meio de deslocamentos T— 1 e n — 1* (carbonilico/amina)
relacionados aos grupamentos -OH, -NHz, -OR, -NHR, NR2. Ademais, a medida de
potencial zeta corrobora com esses achados, cujo comportamento varia em funcéao do
pH alterando a carga superficial dessas nanoparticulas.

No que tange a funcionalizagédo do CQDs com a sulfanilamida (CQD-S), foram
realizados trés testes diferentes considerando o método adaptado de (LU et al., 2018),
a fim de encontrar as melhores condi¢gdes. A caracterizagdo por meio de FTIR,
potencial zeta, UV-vis e fotoluminescéncia indicaram a presenca desse farmaco na
superficie do CQDs, visto que ha reducdo e deslocamentos das bandas dos
grupamentos amida e amina, assim como o aumento em moédulo do potencial zeta,
em comparacdo do CQDs, outro indicio da conjugacdo. Em contrapartida, um fator

limitante foi a realizag&o dos ensaios de liberacdo do CQD-S encapsulados no hidrogel
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de alginato, devido a necessidade um periodo de tempo superior a 2 horas para
deteccdo no UV-vis de um sinal significativo.

Os ensaios de liberacdo para o HG-S e HG-C indicaram um perfil de liberacao
modificada regido pelo mecanismo de difuséo do farmaco da matriz. Comparando os
dois hidrogéis, expostos as mesmas condic¢des, foi possivel verificar uma liberacéo
mais lenta da sulfanilamida do HG-C em relacdo ao HG-S, o que pode ser atribuido a
propriedade reticulante dos CQDs na matriz polimérica, o que modifica a superficie
das nanoparticulas, e consequentemente, a interacdo com a sulfanilamida. Ademais,
esse resultado foi evidenciado no aumento da viscosidade do material, outro aspecto
gue retarda a liberacdo do farmaco da matriz.

Diante do exposto, conclui-se que o hidrogel de alginato € um bom candidato
para liberagcdo modificada da sulfanilamida, uma vez que a liberacdo modificada pode
ser relevante visando administracdes mais espacadas e melhor absorcao. No entanto,
na presenca dos CQDs, ainda que retarde a liberacdo, apresenta comportamento
cinético indefinido, sendo necesséario monitoramento in vitro prolongado, além disso,
a dificuldade na emisséo do sinal dos CQDs representa outra limitacao que pode estar
relacionada a pequena quantidade utilizada nas formula¢des. Por fim, destaca-se a
capacidade de funcionalizacdo dos Cdots com a sulfanilamida, ainda que os melhores

parametros de encapsulamento e cinética ndo tenham sido explorados neste trabalho.
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