XXXl Congresso de 2 QW

. . ~ . . g
Iniciagdo CientiFica ET —
. E= 0

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ Unicamp =z P¥

CUBOSSOMOS CATIONICOS COMO NANOCARREADORES PARA
TRATAMENTO DE BACTERIAS SUPER-RESISTENTES

Palavras-Chave: CUBOSSOMOS, SUPER-BACTERIAS, CATIONICO.

Autores(as):

POLLYANA BAPTISTA BUIST, IFGW - UNICAMP E LNLS - CNPEM
Dra IRIS RENATA SOUZA RIBEIRO, LNLS - CNPEM

Prof. Dr. LEANDRO R. S. BARBOSA (orientador), LNLS - CNPEM

INTRODUCAO:

Bactérias super-resistentes representam um dos grandes desafios da medicina moderna.
(Matsunaga e Hayakawa, 2018). A resisténcia bacteriana é um fenémeno natural que ocorre quando uma
bactéria adquire a capacidade de sobreviver e se reproduzir na presenga de um agente antimicrobiano.
(Smith e colab., 2023) Existem diferentes meios pelos quais as bactérias tornam-se resistentes aos
antibidticos, como por exemplo: Producdo de enzimas que os inativam, alteraces na estrutura ou fungéo
dos alvos dos antibiéticos, bombas de efluxo e modificacdo ou reducdo da permeabilidade da membrana
bacteriana (Darby et al., 2023). Diante da problemaética, esse projeto visa uma alternativa para combater
as bactérias super-resistentes. Neste contexto, as nanoestruturas oferecem vantagens, devido ao seu
tamanho nanométrico e pela possibilidade de possuirem propriedades antimicrobianas intrinsecas, o0 que
pode levar ao combate direto das bactérias. (Ozdal e Gurkok, 2022) Dentre essas nanoestruturas, 0s
cubossomos catidnicos sdo uma alternativa para combaté-las.

Cubossomos (figura 1) sdo nanoparticulas lipidicas com estrutura de fase cbica bicontinua,
que se autoformam (Lotierzo, e cols, 2021).Eles possuem diversas vantagens como a liberacao controlada
de medicamentos e a estabilidade. Para torna-lo catiénico, realiza-se a sintese da nanoparticula com a
adicdo de um polimero catidénico. Com isso, acredita-se que ha uma interacdo eletrostatica entre cargas
positivas presentes na superficie e as cargas negativas da superficie da bactéria. Essa interacdo resulta em
danos @ membrana celular desses microrganismos, levando a sua morte ou inativacdo. A atividade
antimicrobiana dos cubossomos catidnicos baseia-se na capacidade desses sistemas de interagir com as
membranas celulares dos microrganismos. Entéo, esse projeto visa sintetizar e caracterizar os cubossomos
catibnicos utilizando diferentes técnicas, alem de avaliar a acdo antimicrobiana frente a bactérias

resistentes a antibioéticos e verificar a viabilidade celular do sistema.
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Figura 1: Representacdo esquematica do cubossomo. Fonte: Do autor.

METODOLOGIA:
Preparacéo dos Cubossomos Catidnicos

As amostras de cubossomos sdo sintetizadas com base no protocolo de bottom up descrito na
literatura (Akhlaghi e colab., 2016; Lotierzo e colab., 2020; Malheiros e colab., 2021) Os compostos sdo
pesados e armazenados em béqueres separadamente nas proporcdes de 25mg de F-127 e 100mg de
fitantriol. Terminada esta etapa ambos o0s solutos séo diluidos por seus respectivos solventes, sendo 22,5
ml de agua destilada para o F-127 e 10 ml de alcool etilico para o fitantriol. O proximo passo € levar as
amostras ao banho-maria numa temperatura de 45 °C por volta de meia hora ou até 0 momento que ocorre
a estabilizacdo das temperaturas. Apos a estabilizacdo da temperatura comecamos o processo de adi¢do
dos compostos, o F-127 deve ser retirado do banho, adicionado um peixinho magnético ao seu recipiente
e colocado sob a plataforma de aquecimento e agitacdo magnética que iniciara o processo de agitacao.
Com a agitacdo da amostra de F-127 iniciada, a solucdo de fitantriol foi pipetada delicadamente até que
toda a substancia foi adicionada. Finalizado esta etapa o sistema é levado ao rotaevaporador até atingir um
volume final de 5ml, sendo que obtemos uma concentracdo da ordem de 102 particulas/ml e um tamanho
médio de cerca de 200 — 300 nm (Lotierzo e colab.,2020; Malheiros e colab., 2021, 2022) A adicao do
polimero cati6nico é realizada juntamente com o F-127 nas quantidades de 1, 5 e 10% em relacdo a massa

de fitantriol.

Caracterizacdo dos cubossomos

A fim de obter informacdes relacionadas ao didametro hidrodindmico e da polidispersidade dos
cubossomos utiliza-se do espalhamento dinamico de luz (DLS), com o equipamento Nano HT Zetasizer
(Malvern) no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, CNPEM). Ademais, para determinar a

carga superficial serdo realizadas medidas de potencial zeta utilizando o0 mesmo equipamento.

Para obter imagens de alta resolucdo dos cubossomos, seré realizada a criomicroscopia eletronica
de transmissao (crio-TEM), onde as amostras séo vitrificadas e depositadas em grids de cobre. Finalmente,

para confirmar a formacgdo de cubossomos e determinar tamanho e polidispersidade serdo realizadas

XXXI Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2023 2



medidas de espalhamento de raios-x a baixo angulo. Essas medidas serdo realizadas no Laboratério
Nacional de Nanotecnologia (LNNANO, CNPEM)

Ademais, para verificar a eficiéncia de encapsulacdo sdo realizados por meio da espectroscopia
UV-Vis. As amostras com diferentes concentragdes sdo colocadas em um tubo com filtro Amicon® Ultra-
4 100K (MerckMillipore® e centrifugadas durante 10 minutos com velocidade de 4000 rpm, ao fim do

tempo retira-se a fracdo de polimero livre, que é analisado na espectroscopia em 298 nm.

Ademais, planejam-se realizar ensaios in vitro dos cubossomos catidnicos com algumas bactérias

super-resistentes para avaliar a atividade antimicrobiana.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Até o presente momento ja foram realizadas producdes de cubossomos com a adi¢do do polimero
catidnico e foram realizadas medidas de eficiéncia de encapsulagdo com concentragdes de 1,5 e 10% de
polimero utilizando a espectroscopia no UV-Vis, onde percebeu-se que a quantidade de polimero livre

foi crescente conforme aumentou-se a concentracdo do componente na solucao.
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