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Comissão Julgadora

Prof. Dr. Leandro Ramos Souza Barbosa
Orientador/presidente

Prof. Dr. André Moreni Lopes
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RESUMO

TORRES, H. S. Caracterização de cubossomos não-iônicos em presença de protéınas mo-

delo: uma abordagem estrutural e funcional. 2023. 69f. Dissertação (Mestrado) – Facul-

dade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023.

Uma área de pesquisa que vem ganhando muita atenção nos últimos anos é a nanomedi-

cina, com especial atenção para os sistemas com entrega controlada de fármacos, ou drug

delivery. Dentre as diversas nanopart́ıculas utilizadas para este fim, destacam-se os siste-

mas formados por liṕıdeos e poĺımeros, como por exemplo os lipossomos e os cubossomos.

Neste trabalho, é estudada a influência estrutural da encapsulação da lisozima e da curcu-

mina, compostos modelo. Lisozima é uma enzima antimicrobiana produzida por animais

e que faz parte do sistema imunológico. Ela é uma hidrolase glicośıdica que catalisa a

hidrólise dos componentes da parede celular de bactérias gram-positivas. Esta hidrólise,

por sua vez, compromete a integridade das paredes celulares, causando a lise (e como con-

sequência a morte) das bactérias. Curcumina é um composto cristalino de cor amarelada

brilhante, encontrada no caule da Curcuma longa (ou açafrão), que tem sido utilizada

como corante ou até mesmo como aditivo alimentar. Este composto tem sido uma grande

aposta no tratamento de doenças crônicas como inflamação, artrite, śındrome metabólica,

doença hepática, obesidade, doenças neurodegenerativas e principalmente canceres, sendo

também utilizada em estudos como potencial agente antibacteriano. O principal objetivo

deste trabalho é construir sistemas nanoestruturados com potencial de atuarem como sis-

temas antimicrobianos, com a liberação controlada de ambos os fármacos. Estes sistemas

são compostos por cubossomos de fitantriol (PHY) em ausência e presença da lisozima,

da curcumina e de suas combinações, a fim de analisar ação antimicrobiana conjunta

da lisozima e da curcumina. As técnicas biof́ısicas utilizadas para caracterização são

SAXS (espalhamento de raios-X em baixos ângulos), DLS (espalhamento dinâmico de

luz), Cryo-TEM (criomicroscopia eletrônica de transmissão) e NTA (análise de rastrea-

mento de nanopart́ıculas). Foi posśıvel verificar que as formulações liṕıdicas são eficazes

na formação de estruturas cúbicas com estabilidade desejável. As nanopart́ıculas cúbicas

demonstraram alta capacidade de encapsulação da lisozima e da curcumina. A cinética

de liberação desses medicamentos mostrou-se promissora, sugerindo que a encapsulação

dos fármacos é eficaz, bem como sua liberação controlada e direcionada. Duas linhagens

de bactérias foram estudadas, sendo que a E. coli, não sofreu nenhum dano citotóxico,

enquanto a Bacillus subtilis sim. Tal resultado indica o potencial antimicrobiano do sis-

tema para alguns tipos de bactérias.

Palavras-chaves: Drug delivery, cubossomos, lisozima, curcumina.



ABSTRACT

TORRES, H. S. Characterization of non-ionic cubosomes in the presence of model pro-

teins: a structural and functional approach. 2023. 69f. Dissertação (Mestrado) – Facul-

dade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023.

An area of research that has gained significant attention in recent years is nanomedicine,

with a particular focus on drug delivery systems. Among the various nanoparticles used

for this purpose, lipid and polymer-based systems, such as liposomes and cubosomes,

stand out. This study investigates the structural influence of encapsulating lysozyme and

curcumin, model compounds. Lysozyme is an antimicrobial enzyme produced by animals

and is part of the immune system. It is a glycosidic hydrolase that catalyzes the hydrolysis

of components in the cell walls of gram-positive bacteria. This hydrolysis compromises

the integrity of cell walls, leading to the lysis (and consequently the death) of bacteria.

Curcumin is a bright yellow crystalline compound found in the stem of Curcuma longa

(or turmeric), commonly used as a dye or even a food additive. It has been a signifi-

cant focus in the treatment of chronic diseases such as inflammation, arthritis, metabolic

syndrome, liver disease, obesity, neurodegenerative diseases, and especially cancers. It

is also studied as a potential antibacterial agent. The main objective of this work is to

construct nanostructured systems with the potential to act as antimicrobial agents, with

controlled release of both drugs. These systems consist of phytantriol (PHY) cubosomes

in the absence and presence of lysozyme, curcumin, and their combinations to analyze

the joint antimicrobial action of lysozyme and curcumin. Biophysical techniques used for

characterization include Small-Angle X-ray Scattering (SAXS), Dynamic Light Scattering

(DLS), Cryo-Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM), and Nanoparticle Tracking

Analysis (NTA). It was observed that lipid formulations are effective in forming cubic

structures with desirable stability. Cubic nanoparticles have demonstrated high encapsu-

lation capacity for lysozyme and curcumin. The release kinetics of these drugs have shown

promise, suggesting that drug encapsulation is effective, as well as their controlled and

targeted release. Two bacterial strains were studied, with E. coli showing no cytotoxic

damage, while Bacillus subtilis did. This result indicates the antimicrobial potential of

the system against certain types of bacteria.

Keywords: Drug delivery, cubosomes, lysozyme, curcumin.
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e uma região hidrofóbica, ao longo da cauda apolar. Fonte: adaptada de [2] 19
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(base). Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

8 Esquema do método bottom-up para preparo de amostras. Neste processo,
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13 Espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS). Os raios-X incidentes (re-

presentados pela linha reta) interagem com as estruturas da amostra, re-

sultando em espalhamento de raios-X em direções próximas à da fonte
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3.10 Espectroscopia no ultravioleta viśıvel (UV-vis) . . . . . . . . . . . . . . . . 43

3.11 Viabilidade celular . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43



3.12 Susceptibilidade bacteriana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

4 Resultados e discussões 47

4.1 Cubossomos com diferentes concentrações de lisozima . . . . . . . . . . . . 47
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1 Introdução

1.1 Nanotecnologia

Nanotecnologia é a área da ciência que estuda fenômenos da matéria em escala na-

nométrica [5, 6, 7]. O termo foi inicialmente utilizado pelo qúımico austŕıaco Richard

Zsigmondy, que o usou para se referir à caracterização de part́ıculas quanto ao seu tama-

nho.

Sendo uma das mais promissoras área da ciência [8], a nanotecnologia permite que a

nanociência seja aplicada em diversos problemas atuais, que envolvam a Qúımica, F́ısica,

Medicina, diversas áreas da Engenharia, dentre outros. Essa interdisciplinaridade torna

posśıvel que a nanotecnologia seja utilizada da forma mais precisa posśıvel para fins

diversos, dentre eles as aplicações medicinais [9].

Figura 1: Representação esquemática das dimensões de materiais na escala nanométrica. As
reta superior indica a escala de comprimento, destacando diferentes estruturas e
materiais, tais como nanopart́ıculas, nanofios e nanotubos. As dimensões são apre-
sentadas em nanômetros (nm), ilustrando a variedade de tamanhos observados em
materiais na escala nanométrica. Fonte: BetaEQ.

Os progressos notáveis em tecnologias como bioinformática, biologia de sistemas e

bio-imagens tornam posśıvel a aplicação da nanotecnologia no enfrentamento de questões

fundamentais que perduram ao longo dos anos nas áreas de biof́ısica e bioqúımica. Essa

abordagem pode contribuir significativamente para a compreensão das alterações mo-

leculares que ocorrem nesses materiais [9]. Na área de nanomedicina, o progresso da

nanotecnologia contribui para o desenvolvimento de novos medicamentos e tratamentos

cĺınicos [9] que visam combater doenças que demonstram certa resistência às formas tra-

dicionais de terapia.

Hoje em dia, especial atenção tem sido dada para os materiais nanométricos em

aplicações na área da saúde e medicina, como carregadores de fármacos para o trata-
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mento de diversas doenças [10]. Em especial, nos últimos dois anos ocorreu um grande

desenvolvimento de sistemas liṕıdicos nanoestruturados, muito por causa dos avanços ci-

ent́ıficos gerados pela pandemia do SARS-CoV-2 [11, 12].

O uso de nanopart́ıculas como transportadoras de moléculas ativas para administração

controlada de fármacos tornou-se alvo de estudo de inúmeros grupos de pesquisa ao re-

dor do mundo. Muitos avanços no tratamento do câncer têm sido alcançados através do

uso de nanofármacos, como a utilização do Doxil®, primeiro nanofármaco aprovado pelo

órgão federal americano FDA em 1995 para tratamento de tumores [13]. Além do câncer,

os nanossistemas também vem sendo explorados para tratamento de doenças degenera-

tivas, como o Mal de Parkinson [14] e de Alzheimer [15], abrindo um variado leque de

novas opções para o eventual tratamento não só das neuropatias, mas também de outras

enfermidades, como por exemplo a Leishmaniose [16].

A utilização dos nanocarregadores surgem com o propósito de superar diversas difi-

culdades f́ısico-qúımicas inerentes aos fármacos, como a baixa solubilidade em água para

fármacos hidrofóbicos, a escassa biocompatibilidade resultando em curtos peŕıodos de

circulação no organismo e a distribuição generalizada dos fármacos no organismo, am-

pliando significativamente os efeitos adversos associados [10]. Essa abordagem se torna

crucial devido às propriedades das nanopart́ıculas que as diferem dos outros materiais,

como os encontrados na forma bulk, como o aumento da área superficial do material,

permitindo a exploração de novas aplicações para os materiais nanoestruturados. A capa-

cidade de controlar suas propriedades através de modificações na superf́ıcie, como o ajuste

do tamanho, forma e funcionalização com grupos qúımicos espećıficos, amplia ainda mais

o potencial desses nanomateriais.

1.2 Resistência Antibiótica

A história da resistência antibiótica é diretamente ligada à descoberta dos primeiros

antibióticos e à subsequente era antibiótica. A descoberta desses fármacos representou

um marco essencial no tratamento de doenças infecciosas [17, 18]. Na década de 1920,

o pioneirismo de Alexander Fleming resultou na descoberta da penicilina, o primeiro

antibiótico amplamente utilizado, inaugurando a era dos agentes antimicrobianos [18]. No

entanto, o sucesso inicial dos antibióticos foi seguido pela era pós-antibiótica, caracterizada

pelo aumento alarmante da resistência bacteriana [19]. A capacidade natural das bactérias

de se adaptarem e evolúırem rapidamente levou ao desenvolvimento de cepas resistentes

aos antibióticos existentes. Esse fenômeno, conhecido como resistência antibiótica, tornou-

se uma ameaça global à saúde pública.

A resistência antibiótica é um desafio complexo, amplificado pela resistência bacteriana

e pela resistência antimicrobiana, abrangendo não apenas antibióticos, mas também outros

agentes antimicrobianos. O uso indiscriminado e inadequado de antibióticos em medicina
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humana, veterinária e na agricultura tem contribúıdo para o aumento dessa resistência.

Estudos reinteram a necessidade urgente de se abordar o tema de forma abrangente,

levando em consideração os efeitos globais de tal situação [19, 17, 20].

Diante desse cenário cŕıtico, esforços têm sido direcionados para o desenvolvimento de

novos fármacos antimicrobianos. Pesquisas como as realizadas por Rossato [21], que rela-

ciona a pandemia de coronavirus com o agravamento da resistência antimicrobiana, ou por

Llor [22], que associa o uso em excesso de antibióticos com o aumento da resistência an-

timicrobiana, destacam a importância de inovações terapêuticas para combater infecções

em estágio de aumento de resistência antibiótica. Para isto, a avaliação da resistência

antibiótica é essencial na compreensão da gravidade do problema e na orientação de es-

tratégias de prevenção e controle [19].

Sendo assim, a abordagem da resistência antibiótica exige uma colaboração global,

regulamentação rigorosa do uso de antibióticos, bem como a promoção de práticas res-

ponsáveis de prescrição medicamentosa e investimentos cont́ınuos em pesquisa e desenvol-

vimento de novos agentes antimicrobianos. A superação desse desafio cŕıtico é vital para

garantir a eficácia cont́ınua dos tratamentos antimicrobianos e preservar a saúde pública

mundial [19, 23].

1.3 Sistemas para entrega controlada de fármacos: drug deli-

very systems

O modelo de entrega de fármacos, ou drug delivery, é uma modalidade de entrega

de fármacos que vem crescendo substancialmente nos últimos anos, devido aos avanços

tecnológicos associados a este tipo de entrega [24, 25]. Fatores como aumento nos custos de

manutenção de entregas convencionais de fármacos, complicações ao paciente na entrega

desses medicamentos de forma tradicional, e o número de empresas que têm se dedicado

ao desenvolvimento na área de farmácia são motivos que levam o modelo de entrega

controlada de fármacos ganhar a atenção dos pesquisadores [26, 27, 28].

Dr. Gordon Flynn, pesquisador de renome na área farmacêutica, define o sistema

de entrega controlada de fármacos como ”o uso de qualquer meio posśıvel, seja qúımico,

f́ısico-qúımico ou mecânico, para regular a taxa de acesso de uma droga ao compartimento

central do corpo ou, em alguns casos, diretamente ao tecidos envolvidos”[25]. Essa de-

finição traz à tona as principais qualidades desses modelo de entrega de fármacos, como

a possibilidade de entrega exclusiva ao organismo desejado, a utilização de componentes

espećıficos à doença em questão, a proteção do corpo evitando que locais indesejados no

organismo recebam este fármaco, a liberação controlada deste fármaco ao organismo e

principalmente, a redução da dose de fármaco necessária para combater tal doença [25].

Todas essas vantagens levam os sistemas de entrega controlada de fármacos a serem um

dos mais cobiçados pelas indústrias farmacêuticas ao redor do mundo; nos Estados Uni-
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dos, nos anos de 2000, essa modalidade já atingia cerca de 40% das comercializações no

páıs [24].

Dentre as estruturas mais utilizadas como encapsulador de fármacos para a entrega

controlada, destacam-se as estruturas lipossomais, que quimicamente se caracterizam

como part́ıculas com tamanho entre algumas dezenas de nanômetros a micrômetros. Os

lipossomas podem variar de tamanho e morfologia de acordo com sua composição e pre-

paro [24]. Basicamente, são constitúıdos de uma bicamada fosfoliṕıdica que encapsula

uma área aquosa, sendo capazes de se apresentarem na forma ĺıquida ou sólida e tendo

sua distribuição ao longo do organismo receptor dependentes de sua carga na veśıcula

[25, 24]. Veśıculas carregadas negativamente apresentam a possibilidade de entrada nas

células do organismo por meio da fusão, sendo eliminadas do organismo de forma mais

rápida, enquanto as veśıculas neutras são incorporadas às células por meio do processo

de fagocitose, sendo as veśıculas neutras e as positivas eliminadas do organismo de forma

mais lenta [25]. Para além dos lipossomos, outras nanopart́ıculas vêm se destacando na

literatura, dentre elas os cubossomos.

1.3.1 Cubossomos

Os cubossomos são part́ıculas nanoestruturadas compostas por uma combinação es-

pećıfica de alguns tipos de liṕıdios, como a monoléına e o fitantriol (Fig. 2) em presença

de um poĺımero não-iônico utilizado como estabilizador da fase cúbica. Os cubossomos

são estruturas organizadas em uma espécie de bicamada liṕıdica, cont́ınua e altamente

curvada. Essas estruturas são organizadas em três dimensões sendo compostas por canais

de água não conectados (Fig. 2). Devido a sua estrutura única, essas part́ıculas podem

ser utilizadas tanto para a encapsulação de uma droga altamente hidrofóbica, justamente

nessa região do interior lipof́ılico, bem como um fármaco altamente hidrof́ılico, nos canais

de água, ou ainda na interface polar/apolar dos liṕıdeos. Devido a essa sua geometria

especial e também às suas propriedades de encapsulação, os cubossomos são considerados

véıculos promissores para diferentes rotas de administração.
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Figura 2: Representação esquemática de uma nanopart́ıcula liṕıdica de fase cúbica, destacando
as regiões de encapsulação de moléculas hidrof́ılicas, hidrofóbicas e anfif́ılicas. A
estrutura exibe a organização liṕıdica em uma matriz cúbica, com áreas distintas
para acomodar diferentes tipos de moléculas. Fonte: adaptada de [1].

Os cubossomos surgiram como uma plataforma promissora para a entrega controlada

de protéınas e pept́ıdeos, chamando a atenção de vários grupos de pesquisa. Em um

estudo recente realizado por Boge et al. [29], foi demonstrado o potencial uso de cubosso-

mos na proteção do pept́ıdeo LL-37, conhecido por sua atividade antimicrobiana, contra

a degradação proteoĺıtica. O resultado foi um efeito antimicrobiano significativamente

aprimorado em comparação com o pept́ıdeo não encapsulado. Essa descoberta sugere

que os cubossomos podem desempenhar um papel crucial na preservação da integridade

e eficácia de pept́ıdeos antimicrobianos. Além disso, a literatura destaca a versatilidade

dos cubossomos na encapsulação de uma variedade de agentes terapêuticos, incluindo

medicamentos e compostos bioativos. Estudos enfatizaram sua capacidade de encapsular

moléculas como lisozima [30], curcumina [31] e até nanocristais metálicos como magne-

tita, óxido de prata e cobre [32]. Essa versatilidade caracteriza os cubossomos como um

sistema eficiente de entrega de fármacos para protéınas e pept́ıdeos antimicrobianos [33].

O papel protetor dos cubossomos contra a degradação proteoĺıtica é particularmente

notável, pois aborda um desafio comum na entrega de agentes bioativos. A encapsulação

de pept́ıdeos e protéınas antimicrobianos dentro dos cubossomos não apenas os protege

da quebra enzimática, mas também facilita a liberação controlada, garantindo um efeito

terapêutico sustentado e direcionado. O sucesso demonstrado dos cubossomos na encap-

sulação de vários compostos bioativos destaca seu potencial como um sistema de entrega

de fármacos versátil e eficiente. À medida que a pesquisa nesse campo avança, os cubos-

somos continuam a ser considerados promissores em aprimorar os resultados terapêuticos

de protéınas e pept́ıdeos antimicrobianos, abrindo a possibilidade para o desenvolvimento

de tratamentos inovadores para uma variedade de condições médicas.

Para a śıntese dos cubossomos, dois liṕıdios vêm sendo os mais utilizados ao longo dos
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anos. Ambos apresentam boa biocompatibilidade, além de apresentarem bons resultados

em teste in vivo [34], sendo eles a monooléına [35] e o fitantriol [4, 36], que serão apresen-

tadas no próximo tópico. Em seu preparo, é também necessário a adição de um agente

estabilizador, que impeça a formação de nanopart́ıculas agregadas. O mais utilizado para

este fim é o Pluronic® F127, um poĺımero tribloco linear, não-iônico, que contém um

bloco de óxido de polipropileno (PPO - hidrofóbico) entre dois blocos de óxido de polie-

tileno (PEO - hidrof́ılico) e atua como estabilizador através da adsorção e incorporação

de seus blocos hidrofóbicos na superf́ıcie ou internamente às nanopart́ıculas, mantendo a

estrutura cúbica.

Figura 3: Esquematização da estrutura qúımica 2D do Pluronic F-127. Fonte: Pubchem

1.4 Moléculas Anfif́ılicas

Moléculas anfif́ılicas são definidas por possúırem em sua estrutura grupos polares, que

possuem alta afinidade aquosa (hidrof́ılicos), localizados na região denominada cabeça, e

grupos apolares, com pouca afinidade com a água (hidrofóbicos), geralmente localizados

na cauda de estrutura carbônica [37]. Quando expostos à soluções aquosas, essa moléculas

apresentam a propriedade de se auto agregarem, propriedade esta que é diretamente re-

lacionada ao parâmetro de empacotamento cŕıtico (CPP) [38], que determina a máxima

distância posśıvel entre as regiões hidrofóbicas e a maior interação das regiões hidrof́ılicas

com a água. Essa relação leva à formação das mais variadas estruturas, como os cubos-

somos [39].

Figura 4: Representação esquemática da estrutura anfif́ılica de uma molécula. A molécula é
composta por uma região hidrof́ılica, localizada na cabeça polar, e uma região hi-
drofóbica, ao longo da cauda apolar. Fonte: adaptada de [2]
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1.4.1 Monooléına

A monooléına, liṕıdio muito utilizado na śıntese de nanopart́ıculas para entrega con-

trolada de fármacos, possui aplicações desde a estabilização da solução emulsificada até

cristalização de protéınas [35]. Possui uma cadeia de hidrocarboneto, ligada a uma es-

trutura de glicerol por uma ligação éster. Sua polaridade torna posśıvel a ligação de

hidrogênio entre a composição qúımica da monooléına e a água em solução aquosa [35].

Figura 5: Estrutura qúımica da monooléına. A monooléına é um liṕıdio comum encontrado
na natureza, composto por uma cadeia hidrofóbica longa e uma cabeça hidrof́ılica.
Fonte: [3]

1.4.2 Fitantriol

O fitantriol é um ĺıquido com elevada viscosidade, comumente utilizado no preparo

de cosméticos [4, 36]. Com fórmula 3,7,11,15-tetrametil-1,2,3-hexadecanetriol, o fitantriol

se caracteriza como álcool com três grupos hidroxila na extremidade da molécula, liga-

dos a uma extensa cadeia de carbono localizada na outra extremidade. O fitantriol tem

ganhado interesse maior na biomedicina, em comparação à monooléına, por apresentar ca-

racteŕısticas mais desejadas a este tipo de aplicação, como estabilidade estrutural, grande

porcentagem de pureza em relação à monooléına, graças à ausência do grupo éster em sua

composição [4, 36].

Figura 6: Esquematização da estrutura qúımica 2D do Fitantriol. Fonte: Pubchem

1.5 Métodos de preparo dos cubossomos

Há dois métodos principais de preparo de nanopart́ıculas liṕıdicas de fase cúbica: o

método top-down e o bottom-up. Ambos são discutidos com mais detalhes a seguir.
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1.5.1 Método Top-down

O método ”top-down” é uma técnica amplamente empregada na preparação de cu-

bossomos, sendo realizada em duas etapas. Na primeira etapa, ocorre a formação da

fase cúbica viscosa em massa, alcançada pela mistura de liṕıdios com estabilizadores para

evitar a agregação. Em seguida, o resultado da etapa anterior é disperso em meio aquoso

por meio da aplicação de alta energia, como homogeneização de alta pressão ou sonicação,

resultando na formação dos cubossomos [40, 41, 42].

No entanto, um desafio na produção em larga escala usando a abordagem ”top-down”

é a necessidade prévia da formação da estrutura cúbica viscosa [40]. Para dispersar a fase

cúbica em nanocubossomos, é necessário aplicar uma quantidade significativa de energia,

o que pode limitar a incorporação de ingredientes senśıveis à temperatura, especialmente

pept́ıdeos e protéınas. Além disso, os cubossomos preparados por meio dessa abordagem

frequentemente coexistem com veśıculas, como as nanopart́ıculas dispersas da fase crista-

lina ĺıquida lamelar ou estruturas semelhantes a veśıculas [40].

Figura 7: Esquema do método top-down para preparo de amostras. Neste processo, uma amos-
tra inicial de tamanho macroscópico (topo) é reduzida em escala até alcançar as
dimensões desejadas para análise ou aplicação espećıfica (base). Fonte: o autor.
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1.5.2 Método bottom-up

O método ”bottom-up” oferece uma alternativa para a produção de cubossomos, sendo

realizada a temperaturas ambiente por meio da cristalização a partir de precursores [40,

41, 42]. Este método, conhecido como método de precursor ĺıquido ou diluição de solvente,

envolve a dispersão de uma mistura composta por liṕıdios formadores de cristal ĺıquido,

poĺımero e um hidrótropo em excesso de água a 80ºC com uma entrada mı́nima de energia

para formar nanopart́ıculas discretas. O hidrótropo desempenha um papel fundamental

na criação dos precursores ĺıquidos pela dissolução dos liṕıdios e prevenção da formação

de uma fase v́ıscida de cristal ĺıquido em alta concentração [40].

Apesar das vantagens ao se adicionar hidrótropo, algumas considerações devem ser

levadas em conta, como o efeito das concentrações de hidrótropo nas propriedades f́ısico-

qúımicas dos cubossomos e a posśıvel ocorrência de irritação e respostas alérgicas quando

as formulações contendo cubossomos são administradas [40]. Além disso, a abordagem

”bottom-up” não consegue evitar efetivamente a formação de veśıculas da mesma forma

que a abordagem ”top-down”.

Figura 8: Esquema do método bottom-up para preparo de amostras. Neste processo, as estru-
turas são constrúıdas a partir de componentes moleculares ou nanopart́ıculas indi-
viduais (topo), que se auto-organizam ou são montadas em uma escala maior para
formar a amostra final (base). Fonte: o autor.
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1.6 Ativos para incorporação nos cubossomos

1.6.1 Lisozima

A lisozima (Fig. 9) é uma protéına monomérica, que pode ser encontrada em vários

tipos de organismos vivos. Nos seres humanos, ela pode ser encontrada na lágrima,

na saliva, ou até mesmo em órgãos do corpo. Possui caracteŕısticas anti-inflamatórias,

antissépticas, anti-histamı́nica e também atividade antineoplásica [43, 44]. Essas carac-

teŕısticas fazem dela um agente em potencial para a indústria farmacêutica. Devido ao

fato de que as bactérias estão cada vez mais resistentes aos antibióticos, é interessante

veicular a ideia de usar a lisozima para o tratamento dessas bactérias como uma posśıvel

rota alternativa às bactérias super-resistentes. Estudos recentes indicam o grande poten-

cial antibacteriano de ação da lisozima em diversos sistemas [43, 44]. Além do seu uso

como agente farmacológico, a lisozima apresenta uma série de caracteŕısticas únicas, como

sua capacidade de ser biocompat́ıvel, biodegradável, e de não alterar o pH do organismo

que a recebe [45].

Figura 9: Estrutura cristalográfica da lisozima. Nesta representação, a estrutura tridimensi-
onal da lisozima é mostrada, destacando seus domı́nios funcionais e a organização
cristalina. Fonte: Wikipedia

A encapsulação da lisozima pode impedir que a protéına se aglomere ou desnature

durante o processo de drug delivery, além de melhorar sua ação bactericida [46]. Ed-

mans et al propuseram a criação de um patch mucoadesivo de camada dupla polimérica

e o investigaram para a entrega de protéınas à mucosa oral. A lisozima foi usada como

protéına antimicrobiana modelo e incorporada às nanofibras de poĺımero de poli (vinil-

pirrolidona)/Eudragit [46]. Segundo os autores, as membranas poliméricas fibrosas resul-

tantes liberaram a protéına a uma taxa clinicamente desejável, atingindo 90 ± 13% da

liberação cumulativa após 2 h. Além disso, foi também observado uma alta eficiência de

encapsulação e preservação da atividade enzimática, alcançando valores de (93,4 ± 7,0%

e 96,1 ± 3,3%, respectivamente para a eficiência de encapsulação e atividade enzimática).

A lisozima liberada inibiu o crescimento da bactéria oral Streptococcus ratti, fornecendo

mais evidências de retenção da atividade biológica e ilustrando uma aplicação potencial
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para o tratamento e prevenção de infecções orais.

1.6.2 Curcumina

Curcumina é um composto cristalino de cor amarelada brilhante, encontrada no caule

da Curcuma longa (ou açafrão), que possui grande fama por ser utilizada como corante

ou até mesmo como aditivo alimentar [47, 48]. Caracterizado como polifenol, ou (1E,6E)-

1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, com fórmula C21H20O6 e com

massa molecular de 368,4 g/mol (PubChem CID: 969516), este composto tem sido uma

grande aposta no tratamento de doenças crônicas como inflamação, artrite, śındrome me-

tabólica, doença hepática, obesidade, doenças neurodegenerativas e principalmente can-

ceres [48]; efeitos estes que se devem ao grande potencial antioxidante e anti-inflamatório

da curcumina.

Figura 10: Estrutura qúımica da curcumina. Sua estrutura é caracterizada por dois anéis de
fenol ligados a uma cadeia de carbono central com grupos metoxi e hidroxila. Fonte:
Pubchem

Estudos mostram que a curcumina desenvolve um bom papel antibacteriano. Teow &

Ali [49] descrevem em seu trabalho que a curcumina, em combinação com os antibióticos

Amicacina, Gentamicina, Ciprofloxacina, demonstra ı́ndice considerável de inibição con-

tra cepas de Staphylococcus aureus. Izui et al. [50] estuda o efeito da curcumina contra

bactéricas periodontais. Segundo o estudo realizado, o composto apresentou bom ı́ndice

de inibição de crescimento contra as bactérias P. gingivalis, Pre-votella intermedia, Fu-

sobacterium nucleatum, e Treponema denticolain, dependendo da dose utilizada. Gunes

et al. [51] demonstra em seu estudo que, através do método de Concentração Mı́nima

Inibitória (MIC), a curcumina apresenta boa atividade contra as bactérias Staphylococcus

aureus suscet́ıvel à meticilina (MSSA), S. aureus resistente à meticilina (MRSA), Ente-
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rococcus faecalis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae, quando utilizada em altas dosagens em relação à antibióticos padrões.

1.7 Ensaios biológicos

Os ensaios biológicos podem ser definidos como uma ferramenta de pesquisa essen-

cial para determinar a potência de ação ou toxicidade de materiais, visto que algumas

substâncias necessitam de experimentos in vivo para comprovação de suas atividades, que

farão com que este organismo gere algum tipo de reação após o contato com tal mate-

rial [52, 53]. Com os diversos avanços quantitativos na avaliação da toxicidade destas

substâncias, sua análise é realizada por meio da relação da dose utilizada com a resposta

obtida [53], se tornando uma ferramenta de pesquisa eficaz na compreensão da interação

entre as substâncias e os organismos vivos.

No campo dos nanomateriais, os ensaios biológicos são utilizados na análise de na-

nomateriais com finalidade de avaliação em sistemas biológicos [54, 55]. Pela variedade

de propriedades que os nanomateriais possuem, suas aplicações em áreas correlatas à bi-

ologia (como a medicina), bem como em áreas de desenvolvimento de novos materiais,

como a eletrônica, tem sido cada vez mais utilizada e aprimorada. Neste sentido, com-

preender os posśıveis efeitos e/ou impactos da utilização destes materiais em sistemas

animais, ambientais ou humanos se torna crucial [55]. Os ensaios biológicos podem então

ser realizados em escala celular ou até mesmo com organismos vivos maiores, fornecendo

informações sobre a toxicidade dos nanomateriais em contato com organismos biológicos,

a resposta imunológica destes sistemas pós contato com os nanomateriais, seu metabo-

lismo, os impactos de tais interações no meio ambiente, além de ser uma etapa crucial

para o desenvolvimento e validação de padrões de preparo de nanomateriais, dentre outros

[52, 53].

1.7.1 Ensaios biológicos in vitro

O aumento do uso de nanopart́ıculas como drug delivery systems requer a aplicação de

metodologias assertivas na compreensão aprofundada do desempenho desses sistemas em

modelos biológicos, visando aprimorar sua eficácia de entrega e determinar parâmetros

toxicológicos [56, 57, 58]. Os testes in vitro ganham destaque nos estudos biof́ısicos,

permitindo compreender a relação entre a liberação de fármacos in vitro e in vivo, pro-

porcionando informações sobre o mecanismo de interação entre nanopart́ıculas e células

humanas [56, 57]. Essa relação, conhecida como correlação in vitro - in vivo (IVIVC) [56],

tem sido cada vez mais utilizada em estudos que avaliam a liberação modificada e/ou con-

trolada de fármacos, mostrando-se promissora na transposição de barreiras como a falta

de biodisponibilidade in vivo, possibilitando a obtenção da relação de concentração-efeito

em organismos celulares.
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A utilização de linhagens celulares para avaliação da toxicidade de nanomateriais deu

origem a um dos primeiros testes no estudo de sua biocompatibilidade para fins biomédicos

[58, 57]. O ensaio de citotoxicidade in vitro, caracterizado como um sistema bem definido

para estudos da relação estrutura-atividade envolvendo nanomateriais [57], consiste no

contato direto ou indireto da cultura celular com esses materiais, buscando identificar

posśıveis alterações provocadas por essa interação [58]. Este ensaio utiliza mecanismos

de avaliação da toxicidade do material, como a incorporação de corantes na cultura de

células, para definir o parâmetro de viabilidade celular. Dentre suas diversas vantagens,

destacam-se a redução do tempo de desenvolvimento de fármacos e sistemas de entrega

controlada, economia de recursos, maior controle de qualidade no processo de aprovação

de formulações, e a possibilidade de identificação de mecanismos primários de toxicidade

dos nanomateriais em contato com as linhagens celulares, dentre outros [56, 57, 58].

A cultura celular, por definição, é a utilização de células conservadas em local artificial

proṕıcio à sua conservação e/ou proliferação - células estas que outrora pertenciam a um

órgão ou tecido de um animal ou planta - para estudos e testes variados in vitro [59]. Sua

importância se destaca na pesquisa farmacêutica, especialmente em células canceŕıgenas,

onde os ensaios de viabilidade fornecem insights sobre o impacto de novos agentes em

populações celulares.

A viabilidade celular, elemento vital na cultura de células, diz respeito à quantidade

de células saudáveis em uma amostra. Essa métrica é crucial em diversas aplicações,

sobretudo em experimentos como ensaios de toxicidade e na análise de correlações entre

o comportamento celular e a contagem de células [60, 61, 62]. Nos ensaios baseados em

células, a triagem de compostos avalia não apenas a proliferação e citotoxicidade, desem-

penhando um papel crucial na medição de eventos de transdução de sinal. A avaliação

da viabilidade vai além de um papel meramente funcional, tornando-se o foco principal,

especialmente em ensaios de toxicidade. A variedade de métodos, desde os tradicionais

até análises avançadas em célula única, como a microscopia Raman, leva em consideração

fatores como custo, rapidez e complexidade do equipamento.

1.7.2 Susceptibilidade bacteriana

A toxicidade dos nanomateriais se relaciona de forma direta aos impactos negativos

que podem surgir quando há o contato destes materiais com organismos vivos, incluindo

os bacterianos. O resultado desta interação é uma resposta destes organismos à ativi-

dade antimicrobiana destes materiais, denominada de susceptibilidade bacteriana. Tal

susceptibilidade gera um ńıvel de sensibilidade destas bactérias aos efeitos de tais agentes

antimicrobianos, que possuem em sua premissa a intenção de inibir o crescimento bacte-

riano.

A realização de estudos de susceptibilidade bacteriana auxilia na compreensão da

eficácia de tratamentos com nanomateriais, além de fornecer informações quanto a posśıveis
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efeitos colaterais, evitando a utilização de substâncias com atividade antibiótica que já não

possuem mais efeito contra à bactéria analisada. Tal falto leva à situação de resistência

bacteriana, fato extremamente preocupante que surge com o uso indevido e inadequado

de antibióticos. É necessário então o monitoramento constante da susceptibilidade dessas

bactérias e implementar, em escala global, práticas de conscientização, a fim de se garantir

o sucesso dos tratamentos utilizados.

Visando contornar o desafio da resistência bacteriana, o uso de nanopart́ıculas com

atividade antimicrobiana tem sido cada vez mais almejado nos estudos de eficiência far-

macológica. Mas, apesar de significar uma solução temporária eficaz, já há estudos na

literatura relatando o ińıcio de uma posśıvel resistência bacteriana à nanopart́ıculas. Por

tal motivo, a realização de testes de susceptibilidade bacteriana se fazem cada vez mais

essenciais no processo de śıntese de novos materiais antibióticos.

Para o preparo do teste de susceptibilidade bacteriana, alguns métodos são bem padro-

nizados, dentre eles o teste de difusão em disco (ou antibiograma), que fornece informações

sobre a resistência bacteriana através da zona de inibição do crescimento bacteriano no

disco em que a cultura bacteriana cresceu e foi exposta ao antibiótico; ou o teste de

diluição em caldo, que através da Concentração Mı́nima Inibitória (MIC) fornece in-

formações quanto à concentração mı́nima de antibiótico a ser utilizada para inibição do

crescimento bacteriano.

A ação de toxicidade dos nanomateriais aos organismos bacterianos se dá de diversas

formas, como a ação danosa à membrana celular da bactéria, a indução de estresse oxi-

dativo, a interferência nos processos metabólicos, ou até mesmo a indução à alterações

genéticas. Para isto, variáveis referentes aos nanomateriais precisam ser levados em con-

sideração, como sua composição, sua escala de tamanho e até mesmo seu formato. Além

de suas grandes vantagens, como a possibilidade de descoberta de novas estratégias te-

rapêuticas e a ação direcionada à bactérias espećıficas através da funcionalização das

nanopart́ıculas, o uso de nanomateriais para fins antibacterianos traz também grandes

desafios, como a compreensão dos efeitos colaterais, a minimização da resistência bacte-

riana, a garantia de segurança ambiental e a redução da toxicidade destes materiais á

células e tecidos saudáveis.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Tem-se como objetivo geral caracterizar, dos pontos de vista estrutural e funcional,

formulações compostas por cubossomos em presença da lisozima e da curcumina, visando

a obtenção de uma formulação antimicrobiana.

2.2 Objetivos Espećıficos

Para conseguir alcançar o objetivo geral, foi buscado de modo mais espećıfico:

• Produzir, de modo reprodut́ıvel, cubossomos em ausência e presença da lisozima e da

curcumina, testando diversas condições experimentais de acordo com a concentração

proteica;

• Caracterizar, estruturalmente, as formulações de cubossomos obtidos no item ante-

rior quanto à sua estrutura interna (SAXS), tamanho e polidispersão (DLS e TEM),

carga superficial (Potencial-ζ), análise da estrutura interna (Crio-EM) concentração

da nanopart́ıcula (NTA), perfil de encapsulação e liberação do fármaco (E.E e E.L);

• Caracterizar, funcionalmente, as formulações de cubossomos quanto à sua citotoxi-

cidade (ensaio de viabilidade celular e concentração mı́nima inibitória).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os materiais utilizados ao longo deste projeto de mestrado estão listados abaixo.

3.1.1 Cubossomos

• Phytantriol (mixed isomers) 3,7,11,15 – tetramethyhexadecane – 1,2,3 – triol (mixed

isomers) (85005560) - Avanti Polar Lipids INC®

• Pluronic® F-127 - Sigma-Aldrich

• Lysozyme from chicken egg white - Sigma-Aldrich

• Direct-Q® Water Purification System - Sigma-Aldrich

• Alcool Et́ılico Absoluto P.A. ACS - Dinâmica Qúımica Contemporânea LTDA

• HEPES - Ácido 4 - (2-HidroxiEtil) - 1 - Piperazin Etanol Sulfônico - Grau Biologia

Celular em pó - LGC Biotecnologia

• Curcumina - Sigma-Aldrichc

3.1.2 Tampão HEPES

• HEPES - Ácido 4 - (2-HidroxiEtil) - 1 - Piperazin Etanol Sulfônico) - Grau Biologia

Celular em pó - LGC Biotecnologia

• Cloreto de Sódio P.A. ACS - Dinâmica Qúımica Contemporânea LTDA

• Hidróxido de Sódio P.A. - Labsynth Produtos para Laboratórios Ltda

3.1.3 Preparo celular

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium - High Glucose (D5648) - Sigma-Aldrich

• Sodium Bicarbonate (S5761) - Sigma-Aldrich

• Phosphate Buffered Saline (P4417) - Sigma-Aldrich

• Solução Tripsina/EDTA 250 mg% (T2077) - Vitrocell Embriolife

• Soro Fetal Bovino (S0011) - Vitrocell Embriolife

• Álcool et́ılico 99.8º INPM – Itajá

• Água ultrapura tipo I (Purelab Option) - Elga
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• AlamarBlue (BUF012A) - BIO-RAD

• Trypan Blue Stain 0,4% (15250-061) - Gilco

• Penicilina/Estreptomicina (P0223) - Vitrocell Embriolife

3.2 Equipamentos

• Balança Anaĺıtica Bel M214-AIH 0,0001G - Bel Equipamentos Anaĺıticos

• Balança Anaĺıtica Marte - Série AY - SHIMADZU AY220

• Elma Elmasonic E30H 2.75 Liter Heated Ultrasonic Cleaner

• Banho maria com circulação Isotemp 2100 Fault - Fisher Scientific

• MA184 - Banho Ultratermostatizado Chiller - Marconi Equipamentos para labo-

ratórios

• Banho maria com circulação Isotemp 2100 Fault - Fisher Scientific

• Evaporador Rotativo para 50 a 150 °C Mod. 804 - 230V - Fisatom

• Rotaevaporador IKA RV 10 Digital

• Micropipetas Monocanal - Labmate Pro

• Micropetas Monocanal - Thermo Fisher Scientific

• Micropipeta Multicanal F1 (8 canais, 30 a 300µL) - Thermo Fisher Scientifi

• Phmetro de bancada PHS3BW - Bel Equipamentos Anaĺıticos

• Phmetro de bancada - Sinergia Cient́ıfica

• Agitador Magnetico com Aqueciemento 5L LGI-MSH-5 - LGI SCIENTIFIC

• Agitador Magnético com aquecimento C-MAG HS 7 - IKA

• Zetasizer Nano ZS - Malvern Panalytical

• Espectrômetro 8453 G1103A - Agilent Technologies

• Enspire 2300 - PerkinElmer

• Countess 3 Automated Cell Counter - Thermo Fisher Scientific

• Fluxo laminar biológico Tipo A/B3 - Thermo Scientific

• NanoSight NS300 – Marvern Panalytical
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• Capela de Exaustão - Oxicamp

• Microscópio TMS Listing 685723 - Nikon

• Purificador de Água Purelab Option - Elga

• Centŕıfuga 5810R - Eppendorf

• Estufa Series II Water Jacketed CO2 Incubator - Thermo Forma

• Sonic Dismembrator Model 100 - Fisher Scientific

3.3 Preparo de amostras

Os cubossomos foram preparados segundo a metodologia apresentada nos trabalhos do

grupo [63, 64]. Em resumo, foram pesadas cinco amostras de fitantriol, cada uma com 100

mg, e cinco amostras de pluronic F-127, cada uma com 25 mg. As amostras de fitantriol

foram solubilizadas em 10 ml de álcool et́ılico, enquanto o pluronic foi solubilizado em 22,5

ml de tampão HEPES (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4). Após a solubilização, as

amostras receberam porcentagens de lisozima e curcumina, para que chegassem às con-

centrações finais, descritas na tabela a seguir. As amostras então foram colocadas em

banho maria, a 45ºC, temperatura esta acima do ponto de fusão do liṕıdio, durante uma

hora. Para a realização dos experimentos, as amostras foram mantidas em temperatura

ambiente. Inicialmente, foi-se utilizado o evaporador rotativo para finalização das amos-

tras (cubossomo branco, cubossomo + lisozima, cubossomo + curcumina, cubossomo +

lisozima + curcumina); posteriormente, todas as amostras foram finalizadas pelo sonica-

dor.

Para o tampão HEPES, utilizado no processo de preparo das amostras, foi pesado 4766

mg de HEPES livre de ácido, e 8766 mg de cloreto de sódio. Ambos foram solubilizados de

forma conjunta em 1000 ml de água ultrapura do tipo I, que logo após recebe o hidróxido

de sódio, também solubilizado em água ultrapura, para que seja corrigido o pH, alcançando

o valor de 7,4. O tampão HEPES é amplamente usado em preparos qúımicos/biof́ısicos

devido a possibilidade de trazer estabilidade qúımica às amostras preparadas [65].

O primeiro objetivo, dentro deste projeto, foi a caracterização de um equipamento

constrúıdo pelo grupo de pesquisa (Fig. 11). Este equipamento foi desenvolvido para tor-

nar posśıvel a obtenção de cubossomos de modo reprodut́ıvel. Um dos desafios enfrentados

no processo de śıntese dos cubossomos é que, mesmo seguindo fielmente o protocolo, pes-

soas diferentes obtém cubossomos de tamanhos diferentes. No entanto, a mesma pessoa

obtém sempre o mesmo tamanho de cubossomo, mesmo reproduzindo o protocolo em dias

diferentes. Em outras palavras, pode-se dizer que o protocolo é sólido, reprodut́ıvel, no

entanto, é dependente de parâmetros experimentais cruciais para determinar o tamanho

do cubossomo, como a velocidade de pipetagem, as condições de umidade, dentre outros.
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Visando corrigir este problema, foi desenvolvido pelo grupo um equipamento home-

made que utiliza eletrônica do tipo Arduino (Fig. 11), todo feito em uma impressora 3D,

que funciona como uma espécie de bomba peristáltica, injetando uma solução A em uma

outra solução B. Além disto, o usuário pode escolher entre 5 diferentes velocidades de

injeção, podendo então caracterizar suas nanopart́ıculas quanto ao tamanho e a polidis-

persão em função destas velocidades.

Figura 11: Sistema home-made constrúıdo para a preparação de cubossomos de modo repro-
dut́ıvel, com velocidade de injeção controlada. Com ele, a solução de F-127 (A)
é transferida de forma automática ao becker contendo a solução de fitantriol (B).
Fonte: o autor.

A primeira etapa refere-se à śıntese e análise dos cubossomos com 5 diferentes concen-

trações de lisozima em relação ao fitantriol. Tais cubossomos foram sintetizados fazendo-se

uso da bomba peristáltica na velocidade 2, conforme ilustrado na figura 11, bem como do

evaporador rotativo para finalização do processo. Esta etapa é importante pois possibilita

a escolha da melhor concentração de fármaco encapsulado para os subsequentes ensaios.

Para isto, foram obtidos a partir destes sistemas dados de DLS, NTA e viabilidade celular,

que revelam informações quanto às dimensões, concentrações e efeitos de citotoxicidade

das nanopart́ıculas na solução utilizada (tampão Hepes pH 7.4).

Na segunda etapa deste projeto, a concentração de lisozima a ser encapsulada foi

fixada em 0,5 mg/ml; tal concentração foi escolhida baseada nos resultados dos testes

outrora citados. Paralelo a isto, a curcumina foi escolhida como um novo ativo a ser

também encapsulado nas nanopart́ıculas. Sua concentração foi fixada também em 0,5/ml

em relação ao fitantriol, para efeito de comparação entre os fármacos escolhidos. Sendo

assim, foram sintetizados cubossomos contendo lisozima e curcumina, na concentração

citada, também em tampão Hepes pH 7.4, utilizando-se o sonicador para finalização do
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processo.

Na tabela a seguir, há mais informações sobre as amostras citadas.

Código Concentração de fármaco Processo de śıntese
cub branco er cubossomo branco evaporador rotativo
cub 0,1 er cubossomo 0,1 mg/ml lisozima evaporador rotativo
cub 0,3 er cubossomo 0,3 mg/ml lisozima evaporador rotativo
cub 0,5 er cubossomo 0,5 mg/ml lisozima evaporador rotativo
cub 1 er cubossomo 1 mg/ml lisozima evaporador rotativo
cub branco s cubossomo branco sonicador
cub liso cubossomo 0,5 mg/ml lisozima sonicador
cub cur cubossomo 0,5 mg/ml curcumina sonicador
cub liso cur cubossomo 0,5 mg/ml de ambos sonicador

Tabela 1: Descrição das amostras sintetizadas e analisadas ao longo do peŕıodo de execução
deste projeto de mestrado.

3.4 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS)

A técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz (no inglês Dinamic Light Scattering)

é uma técnica que utiliza a luz viśıvel para analisar o comportamento de moléculas em

solução [66, 67]. Em seu livro publicado nos anos 2000, Berne e Pecora discorrem sobre

a teoria por detrás desse experimento muito utilizado na área de biof́ısica, e será este o

texto base desse tópico do trabalho.

Pode-se dizer que um campo eletromagnético que é incidido sobre as cargas que

compõem o sistema em questão possui a capacidade de polarizar o meio, devido à força

que este campo exerce nessas cargas, fazendo com que eles ganhem uma aceleração no pro-

cesso e irradiem luz. Tem-se ainda que, se cada uma das regiões do material que recebem a

incidência deste campo eletromagnético tiverem as mesmas propriedades ópticas (mesma

constante dielétrica), as ondas espalhadas por cada uma dessas regiões serão iguais, com

somente um fator de fase que as diferem, devido à posição de cada uma dessas regiões

no espaço. Por consequência, a luz é espalhada na direção direta. Se, por outro lado, há

uma diferença na constante dielétrica dessas regiões que compõem o material, as ondas

espalhadas por cada uma dessas regiões serão diferentes entre si, levando à difusão de luz

além da direção direta.

Einstein explica que a dispersão da luz é resultado de flutuações locais na constante

dielétrica do meio [67]. Isso porque, para que haja espalhamento de luz, a constante

dielétrica de cada uma dessas regiões desse material deve flutuar, devido à dependência

da constante dielétrica das posições e orientações das moléculas dessas regiões, que estão

em constante movimentos de rotação e translação.

A função de autocorrelação mede a flutuação na intensidade de espelhamento de luz

em um dado ângulo (que em geral, mas não necessariamente, é de 90o). O decaimento
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desta função de auto correlação está relacionado com o coeficiente de difusão translacional

das part́ıculas no meio. A função de autocorrelação é dada por:

g2(q, τ) =
⟨I(t)I(t+ τ)⟩

⟨I(t)⟩2
(1)

onde τ é o tempo de atraso, I(t) é a intensidade de espalhamento medida no detector do

equipamento.

Adotando que as nanopart́ıculas do sistema possam ser consideradas esféricas, é posśıvel

obter o seu diâmetro hidrodinâmico médio, DH . A dinâmica de espalhamento pode ser

derivada da função de autocorrelação, dada pela já bem conhecida relação de Stokes-

Einstein:

DH =
kBT

3πηD
(2)

3.5 Potencial-ζ (ZP)

O potencial zeta é definido como o potencial elétrico no plano hidrodinâmico de cisa-

lhamento da part́ıcula em estudo, ou seja, logo após a camada de Stern (Fig. 12) [68].

Por exemplo, supond uma part́ıcula coloidal carregada negativamente, como ilustrado na

(Fig. 12). Imediatamente em contato com esta part́ıcula negativa, existirão ı́ons positivos

fortemente ligados a ela. Estes ı́ons se encontram na chamada camada de Stern (Fig. 12),

e irão se deslocar juntamente com a part́ıcula [68]. O potencial zeta é definido, então,

como o potencial elétrico ao final da camada iônica que rodeia a part́ıcula em estudo.
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Figura 12: Representação do potencial zeta. O potencial zeta é uma medida da carga elétrica na
superf́ıcie de part́ıculas dispersas em um ĺıquido. O potencial zeta é uma importante
propriedade f́ısico-qúımica em sistemas coloidais e influencia a estabilidade e o
comportamento de dispersão das part́ıculas. Fonte: UTFPR

De um ponto de vista mais objetivo, o potencial zeta depende não somente da superf́ıcie

da part́ıcula, mas também do meio dispersante como por exemplo do pH, força iônica e

temperatura, já que sua medida está diretamente relacionada à estabilidade de um sistema

coloidal [69]. É consenso na literatura que sistemas coloidais com valores de potencial

zeta da ordem de |ζ|> 30 mV são dito estáveis, já que sua agregação é dificultada pela

existência de um potencial eletrostático repulsivo entre as part́ıculas [70]. Vale a pena

ressaltar que a grandeza f́ısica realmente medida neste experimento não é propriamente

o potencial- ζ, mas sim a chamada mobilidade eletroforética, µE. Em poucas palavras,

aplica-se um campo elétrico constante na solução e as part́ıculas, dependendo de sua carga

efetiva, se deslocam para um dado eletrodo (obviamente sempre o de sinal oposto ao das

part́ıculas). Utilizando então um feixe laser e o efeito doppler (variação da frequência

de luz em função da existência de uma velocidade não nula de uma part́ıcula) mede-se a

35



velocidade escalar dessas part́ıculas (em unidades de µm/s). A mobilidade eletroforética,

então é definida através da razão:

µE =
2ϵζ

3η
f (ka) (3)

onde f (ka) é a chamada função de Huckel e é definida de acordo com a força iônica do

meio (representada pelo inverso do comprimento de Debye, k) e matematicamente como:

f (ka) = 1.5 para sistemas em que (ka) >> 1 ou ainda, f (ka) = 1.0 para sistemas em que

(ka) < 1. A mobilidade eletroforética é definida como a razão entre a velocidade escalar

de uma part́ıcula e o campo elétrico externo aplicado à solução.

Os dados de Espalhamento Dinâmico de Luz foram obtidos através do equipamento Ze-

taSizer ZS90 (Malvern Panalytical Ltd., UK), no Laboratório Nacional de Luz Śıncroton

(LNLS/CNPEM - Campinas/Brasil). Para a obtenção dos dados, o detector esteve posi-

cionado a 173º, com modo automático, e um laser de He-Ne, com comprimento de onda

de 632,8 nm foi utilizado como fonte de luz. Previamente, as amostras foram preparadas

para as leituras. Aĺıquotas de 10 µl de amostra foram dilúıdas em 200 µl de tampão

Hepes, para que a alta concentração da amostra não espalhe a luz utilizada na leitura das

amostras. Para o ensaio de potencial zeta, 10 µl fora dilúıdos em 900 µl de água ultrapura

tipo I. Foram realizadas três medidas para cada amostra, todas na temperatura de 25ºC.
Os dados de DLS apresentados neste trabalho são o resultado da média das 3 medidas

para cada amostra.

3.6 Análise de Rastreamento de Nanopart́ıculas (NTA)

A Análise de Rastreamento de Nanopart́ıculas (NTA) é uma metodologia avançada

empregada na avaliação das propriedades de nanopart́ıculas em uma determinada amos-

tra, permitindo a observação e medição precisa do movimento Browniano de part́ıculas

nanométricas em solução [71].

O procedimento de NTA compreende a iluminação das nanopart́ıculas por meio de

um feixe de laser, seguido pela captura de v́ıdeos em alta velocidade que registram o

movimento individual de cada part́ıcula. Posteriormente, algoritmos de rastreamento são

aplicados para analisar os deslocamentos das part́ıculas ao longo do tempo, fornecendo

informações cruciais sobre tamanho, forma e distribuição das nanopart́ıculas na amostra.

Uma das principais vantagens da NTA reside na capacidade de gerar dados a ńıvel

de part́ıcula, possibilitando a análise de subpopulações espećıficas dentro de amostras

complexas. Além disso, essa técnica é adaptável a uma ampla faixa de tamanhos de

part́ıculas, tornando-a particularmente eficaz na caracterização de sistemas nanométricos

heterogêneos [71].

A fórmula derivada da equação de Stokes-Einstein é comumente empregada na NTA

para calcular a velocidade quadrática média das part́ıculas, estabelecendo relações com
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parâmetros como temperatura e viscosidade do meio em que as part́ıculas estão dispersas.

(x, y)2 =
2kBT

3rhπη
(4)

onde kB é a constante de Boltzmann e (x, y)2 é a velocidade quadrática média de uma

part́ıcula a uma temperatura T , em um meio de viscosidade η, com raio hidrodinâmico

de rh.

Análise de Rastreamento de Nanopart́ıculas representa uma ferramenta valiosa na ca-

racterização de nanopart́ıculas, proporcionando insights precisos sobre suas propriedades

f́ısicas em escala individual. Essa técnica desempenha um papel essencial em diversas

áreas, incluindo pesquisa biomédica, nanotecnologia e ciências dos materiais.

Os dados de NTA foram obtidos através do equipamento NanoSight NS300 (Malvern

Panalytical Ltd., UK), no Laboratório Nacional de Biociências (LNBio/CNPEM - Cam-

pinas/Brasil). Para a obtenção dos dados, as amostras foram previamente dilúıdas, na

proporção de 1 µl de amostra para 7500 µl de água ultrapuraa tipo I filtrada. Os dados

foram coletados em quintuplicata para cada uma das amostras, na temperatura de 20ºC.
As análises apresentadas neste trabalho são então resultado da média dessas 5 medidas

de cada amostra.

3.7 Eficiência de encapsulação (E.E.) e liberação (E.L.)

Neste trabalho, a Eficiência de Encapsulação (EE) dos fármacos nos cubossomos foi

determinada utilizando o método de filtração-centrifugação [72]. As amostras de cubosso-

mos contendo lisozima foram filtradas-centrifugadas a 22 °C, durante 20 minutos e 4000

rpm, em eppendorfs contendo filtros de celulose com poros de 30 kDa (onde o fármaco

livre atravessou o filtro e os cubossomos não). Os filtrados foram dilúıdos com tampão

Hepes 20 mM pH 7,4 e o fármaco presente no filtrado (não encapsulado) foi então quan-

tificado por espectroscopia de absorção eletrônica (UV-vis).

Para o ensaio de eficiência de encapsulação, quatro amostras contendo a lisozima e

curcumina encapsulada passaram previamente por um processo de filtração-centrifugação.

4 ml de cada uma das amostras foram colocados em um tubo com filtro de 30 kDa. Esses

tubos então foram levados à centŕıfuga a 4000 rpm por 10 minutos. O que houve de

sobrenadante dessas amostras, ou seja, o quantitativo de amostra que passou pelo filtro, foi

novamente filtrado e centrifugado nas mesmas configurações por mais 3 vezes, garantindo

assim que as amostras obtivessem um padrão de pureza e uniformidade. O sobrenadante

resultante da última filtração-centrifugação foi levado ao espectrofotômetro no ultravioleta

viśıvel (UV-vis) para que fosse lida a absorbância dessas amostras no comprimento de onda

de 280 nm e 420 nm, comprimentos estes que estão relacionados ao valor de absorbância

da lisozima e da curcumina, respectivamente. Estes dados podem ser relacionados entre si,

fornecendo informações quanto à eficiência de encapsulação da lisozima e da curcumina
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no cubossomo, ou seja, o quanto de lisozima e curcumina o cubossomo foi capaz de

encapsular para que posteriormente essa enzima seja liberada no organismo receptor. Em

um segundo momento, o mesmo processo foi repetido para as amostras finalizadas no

sonicador. Para a leitura da absorbância da curcumina encapsulada individualmente no

cubossomo, no comprimento de onda de 420 nm, foi separada uma aĺıcota da amostra que

é lida após 24 horas de descanso, e comparada com a leitura feita logo após o preparo da

amostra. Este processo foi necessário e se difere do processo de leitura da absorbância

das amostras contendo lisozima pois a curcumina é retida praticamente por completo pelo

filtro utilizado no processo.

Em alternativa a esta metodologia para as medidas de encapsulação da protéına,

também foram utilizadas medidas de diálise dos cubossomos em presença do fármaco.

Nesta metodologia, foi colocada a amostra em um saco de diálise, de 100 kDa, a 37 ºC,
e este dentro de uma solução tampão com volume de 98 ml. Então, foram recolhidas

aĺıquotas desta solução em tempos espećıficos (a cada 10 minutos nas duas primeiras

horas, e cada 60 minutos nas horas sequenciais) e mensurada a absorção dessa aĺıquota

para determinar a concentração proteica e, como consequência, a taxa de liberação da

protéına.

Para preparo do experimento, dois aparatos foram preparados, um para a enzima livre,

e outro com a mesma configuração para a enzima encapsulada no cubossomo. Em um

primeiro instante, o filtro permanecia submerso em um becker contendo água ultrapura do

tipo I durante 10 minutos, para que o mesmo seja umidificado. Logo após, o filtro recebeu

uma solução de 1 ml do sistema em questão (lisozima, cubossomo + lisozima ou cubossomo

+ lisozima + curcumina). Sendo adicionado este volume no filtro, o mesmo foi colocado

em um becker com 49 ml de tampão HEPES, sem deixar que o filtro fique submerso na

solução. Coletou-se 100 µl tanto de dentro do filtro, como de dentro do becker, para que

os mesmos sirvam de solução estoque e forneçam informações da quantidade de fármaco

pré-ińıcio do experimento. O becker com o filtro foi então transferido para a superf́ıcie de

uma placa aquecedora, onde permaneceu na temperatura de 37 ºC, sob a agitação de um

peixe magnético no interior do becker. Nos primeiros 120 minutos de experimento, uma

amostra de 100 µl foi retirada a cada 10 minutos de cada um dos dois filtros, enquanto

que de cada um dos beckers foi coletado 1 ml; logo após a retirada destes volumes, 100 µl
de HEPES foi adicionado a cada um dos filtros, e 1 ml de HEPES foi devolvido a cada um

dos beckers. Este procedimento foi repetido a cada 60 minutos a partir das duas primeiras

horas de experimento. Todos os experimentos tiveram duração mı́nima de 100 minutos,

sendo que os mesmos não possuem a mesma duração em minutos devido à velocidade que

as soluções possuem para passar no filtro. As aĺıcotas de 100 µl das amostras coletadas

do filtro foram então dilúıdas em 900 µl de álcool met́ılico, para que o cubossomo fosse

destrúıdo e os fármacos pudessem ser quantificados. Para a quantificação dos mesmos,

100 µl desta solução foi adicionada a uma cubeta para leitura de absorbância da lisozima

38



e da curcumina no ultravioleta viśıvel (UV-vis). Após a leitura, foram obtidos os valores

de absorbância para cada uma das amostras coletadas em diversos comprimentos de onda,

sendo que para a lisozima foi utilizado o comprimento de onda de 280 nm [73] enquanto

para a curcumina foi utilizado o de 420 nm [74], que correspondem ao comprimento

de onda de excitação dos fármacos em respectivo. Com estes valores, foram obtidas as

porcentagens de liberação dos fármacos em função do tempo de realização do experimento,

ou seja, o quanto da lisozima e da curcumina foi liberado ao receptor no decorrer do tempo.

3.8 Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS)

O Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS) é uma técnica de análise de

tamanho e forma de estruturas na faixa de k-MDa [75]. Através do SAXS, é posśıvel

analisar os padrões de espalhamento das amostras estudadas, sendo posśıvel observar

caracteŕısticas como por exemplo a estrutura interna de uma nanopart́ıcula e sua interação

com a protéına encapsulada, sistema esse de interesse neste projeto [76, 77, 78, 79]. Em

suma, a amostra recebe um feixe de raios x incidente, que irá sofrer um espalhamento

elástico, ou seja, mesmo esta amostra interagindo com o feixe incidente, sua energia interna

não muda, porém, o feixe de raio X espalhado possui mudança de fase em relação ao feixe

incidido na amostra, levando à detecção de padrões de ondas construtivas e destrutivas,

que serão captadas durante o experimento [76]. No caso das amostras de cubossomo, o

sistema será analisado através da difração de raios X [76].

O termo baixo ângulo deriva do fato de que o ângulo do raio-X espalhado no expe-

rimento de SAXS varia de 0.1 a 2 º, fazendo com que a técnica seja eficaz no estudo de

nanoestruturas, ou sejas, materiais na faixa de 10 a 20 Å [80]

Figura 13: Espalhamento de luz a baixo ângulo (SAXS). Os raios-X incidentes (representados
pela linha reta) interagem com as estruturas da amostra, resultando em espalha-
mento de raios-X em direções próximas à da fonte incidente (ângulos pequenos).
Fonte: adaptado de Anton Paar

A análise das curvas de SAXS dos cubossomos em ausência e presença de lisozima é
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feita através das alterações na estrutura cristalográfica das nanopart́ıculas. É bem conhe-

cido que a estrutura cristalográfica que toma uma dada molécula anfif́ılica depende de

diversos fatores, dentre os quais a razão entre os volumes da região polar e apolar deter-

mina a estrutura do auto-agregado. Esta grandeza é chamada de fator de empacotamento

e tem alguns valores associados a diferentes estruturas [81].

Para compreender melhor a estrutura interna dos cubossomos, a saber, as dimensões

dos canais de água que formam a estrutura cúbica dessa nanopart́ıcula, é utilizado o

parâmetro de rede, que de forma generalizada, fornece informações sobre a estrutura

interna do cristal [82].

Tem-se que a intensidade de raios X dispersos que são medidos através da técnica é

dada por:

I ∝ N.V 2.∆ρ2.P (q).S(q) (5)

Onde:

N é o número de centros de espalhamento; V é o volume da estrutura espalhada; ∆ρ

é a densidade eletrônica da estrutura espalhada; P (q) é o fator de forma e S(q) é o fator

de estrutura. No caso da nanopart́ıcula estudada neste projeto, os cubossomos, não é

posśıvel determinar o fator de forma pois é extremamente dif́ıcil descrever como se dá a

densidade eletrônica na bicamada dessa nanoestrutura [76].

Através dos picos encontrados nas curvas de SAXS, é posśıvel organizar os planos de

difração para uma amostra com arranjo periódico; a posição de cada um destes picos

traz informações sobre a estrutura cristalográfica do sistema analisado [76]. No caso

das amostras estudadas através deste projeto, a saber, os cubossomos, que possuem em

sua composição o liṕıdio fitantriol, é posśıvel obter informações quanto a duas posśıveis

simetrias através de seus diagramas de fase: Pn3m e Im3m [4].
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Figura 14: Diagrama de fases da composição de temperatura do sistema binário fitantriol/água.
As diferentes fases, como a fase lamelar, cúbica, hexagonal e isotrópica, são repre-
sentadas por regiões distintas no gráfico. As linhas de transição de fase indicam os
pontos de equiĺıbrio entre diferentes fases na temperatura e composição espećıficas.
Fonte: adaptada de [4]

Para determinar em qual grupo de simetria espacial a amostra se encontra, utiliza-se

todos os picos obtidos através dos dados de SAXS, e é feita uma proporção entre eles, a

saber:

qi
q1

=

√
h2
i + k2

i + l2i√
h2
1 + k2

1 + l21
(6)

As simetrias Pn3m e Im3m, posśıveis de serem visualizadas nas nanopart́ıculas cúbicas

de fitantriol, possuem proporção de q2
q1

=
√

3
2
e q2

q1
=

√
2, respectivamente. Essas pro-

porções entre o primeiro e o segundo pico obtidos com o experimento de SAXS fornecem

informações quanto ao tipo de simetria que a nanopart́ıcula possui, sendo as razões dos

outros picos utilizadas apenas para verificação da estrutura cristalográfica das amostras,

bem como calcular seu parâmetro de rede [76, 83].

Os dados de SAXS foram obtidos linha de luz CoSAXS no laboratório MAX IV (Lund,

Suécia). As faixas de energia e comprimento de onda foram de 5 a 20 keV, respectivamente.

A resolução de energia era 2 x 10−4, e a fonte de fótons apresentava um ondulador de

vácuo com comprimento de 2 m, comprimento de peŕıodo de 19,3 mm e valor K de 2,2.

O foco do feixe e a resolução espacial estavam em um foco de 2m, com um tamanho de

41



feixe na amostra de 150 x 150 µm, no detector de 30 x 5 µm e no tamanho do foco da

amostra de 24 x 5 µm, resultando em um fluxo de fótons esperado na amostra de 1013

@ 12 keV. Foi utilizado um detector Eiger2 4M. Para a obtenção dos dados, 100 µl de
amostra foram utilizados para preenchimento do capilar. As curvas obtidas para o buffer

foram subtráıdas das curvas obtidas para as amostras para evitar interferência nos dados

finais. A intensidade de luz espalhada na amostra (I) foi obtida como função do vetor de

espalhamento q (Å).

3.9 Criomicroscopia Eletrônica de Transmissão (Cryo-TEM)

A Criomicroscopia Eletrônica de Transmissão, conhecida como cryo-TEM, emergiu

como uma técnica fundamental para investigar ĺıquidos nanoestruturados. Em primeiro

lugar, essa abordagem revela diretamente os elementos estruturais fundamentais do sis-

tema, com uma resolução impressionante de 1 a 2 nanômetros [84, 85]. Para muitos sis-

temas, essa informação direta no ńıvel supramolecular é valiosa e dispensa a necessidade

de processamento adicional da imagem. Além disso, ao contrário de métodos em larga

escala, como espalhamento, que dependem de modelos e avaliam propriedades médias, as

imagens obtidas por cryo-TEM fornecem informações espećıficas sobre agregados. Isso é

particularmente benéfico em sistemas nos quais coexistem múltiplas estruturas com dife-

rentes morfologias, tamanhos ou ordens internas complexas [84, 85].

A estratégia eficaz na cryo-TEM envolve a construção de um modelo f́ısico básico da

estrutura com base nas imagens, utilizado como ponto de partida para análises quan-

titativas por métodos indiretos. Essa técnica é bem-sucedida no estudo de processos

dependentes do tempo [84], sendo crucial para capturar intermediários metaestáveis em

estruturas complexas e compreender mecanismos de auto montagem.

Embora poderosa e esclarecedora, a cryo-TEM é uma técnica exigente, demandando

prática e profundo entendimento dos prinćıpios, sendo considerada uma habilidade es-

pecializada. O microscópio eletrônico de transmissão (TEM) é concebido como um mi-

croscópio de luz invertido, iluminando a amostra com feixes de elétrons. O canhão de

elétrons na coluna superior, com lentes eletromagnéticas, focaliza o feixe na amostra. A

obtenção de contraste em TEM ocorre pela interação dos elétrons com o material, com

metais pesados como chumbo, urânio e platina frequentemente usados para melhorar o

contraste [85]. A resolução em TEM é diretamente proporcional à voltagem de aceleração

dos elétrons. Na cryo-TEM, a amostra é visualizada no estado congelado e hidratado,

exigindo adaptações ao microscópio convencional. O suporte crio é crucial, contendo

um recipiente para nitrogênio ĺıquido, resfriando a ponta e garantindo o contato térmico

adequado com a grade. Durante o transporte, sistemas de proteção evitam danos por

formação de gelo. Essas ferramentas permitem observações tridimensionais e remoção de

moléculas de água durante a observação.
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Os dados de cryo-TEM foram obtidos através do equipamento Talos Arctica G2

(Thermo Fisher Scientific, EUA), no Laboratório Nacional de Nanotecnologia (LNNano/

CNPEM - Campinas/Brasil). Aproximadamente 3 µl de amostra foram utilizados para a

aquisição dos dados. A voltagem de aceleração foi de 200 kV, e as imagens foram obtidas

através da câmera CMOS 4k x 4k, com detector direto de elétrons.

3.10 Espectroscopia no ultravioleta viśıvel (UV-vis)

Os dados de Espectroscopia no ultravioleta viśıvel (UV-vis) foram obtidos através

do equipamento 8453 G1103A (Agilent Technologies, EUA). A técnica foi utilizada para

obtenção dos dados referentes à Eficiência de Encapsulação e de Liberação. Para ambas

as técnicas, foram coletados os comprimentos de onda de 190 a 1100 nm; porém, para a

obtenção da absorbância da lisozima e da curcumina, os comprimentos de onda utilizados

foram os de 280 e 420nm, respectivamente. O comprimento de onda de 600nm foi utilizado

para a subtração em ambos os casos. Inicialmente, é medida a absorbância do metanol,

que por ser utilizado no processo de diluição das amostras, é considerado o branco dos

dados obtidos. As amostras então são dilúıdas no metanol, na proporção de 50: 450 µl,
e então são lidas em triplicata. Os dados então são recolhidos e analisados conforme as

especificações de cada um dos ensaios citados. As análises de E.E e E.L. são resultado da

média dessas 3 medidas realizadas em cada amostra.

3.11 Viabilidade celular

As linhagens celulares utilizadas no teste de viabilidade celular foram MDA-MB-

231 e HaCat, cultivadas em meio dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), suple-

mentado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de solução de antibiótico (penici-

lina/estreptomicina). Foram realizados repiques de 1 a 3 vezes por semana, em ambiente

estéril dentro do fluxo laminar, utilizando materiais esterilizados.

A linhagem MDA-MB-231 é uma linhagem de células de câncer de mama. É uma das

mais utilizadas em estudos experimentais in vitro, tendo sua origem em um adenocarci-

noma mamário humano extráıdo de uma paciente caucasiana de 51 anos de idade. Esta

linhagem apresenta alterações numéricas em seu cariótipo, além de apresentar tripla ne-

gatividade, referente aos receptores de estrogênio (ER), receptores de progesterona (PR),

e receptores 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), demonstrando que

possui alto grau de agressividade [86, 87].

A HaCat, queratinócito epidérmico humano, é uma linhagem celular derivada de

células da periferia distante de um melanoma humano. Possui fácil reprodução, além

de não apresentar a capacidade de formar neoplasias in vivo [88]. Por estes motivos, esta

linhagem é amplamente utilizada em ensaios de viabilidade celular.

Aproximadamente 104 células, contadas automaticamente com lâminas Countess™
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(Thermo Fisher Scientific, EUA) foram adicionadas às placas de cultura celular de 96

poços. Inicialmente, as células incubadas tiveram seu meio de cultivo antigo aspirado,

seguido por uma lavagem com solução de PBS para remover reśıduos do meio antigo. O

PBS foi então aspirado, e uma solução de tripsina-EDTA 0,02% foi adicionada às células.

Em cinco minutos, as células aderidas à placa tornaram-se sobrenadantes. A solução foi

então transferida para um falcon de 15 ml, juntamente com 8 ml de meio, e centrifugada a

300 força centŕıfuga relativa (RCF) durante 5 minutos. O meio sobrenadante foi aspirado,

e uma nova aĺıquota de meio foi adicionada, para que as células fossem ressuspendidas.

Uma aĺıquota dessa solução contendo células foi pipetada e misturada com o corante

trypan blue. Essa mistura foi colocada em uma câmara de contagem de Countess™, e a

concentração celular foi determinada. As concentrações desejadas foram incubadas a 37

°C em atmosfera contendo 5% de CO2 durante 24 horas para crescimento. Posteriormente,

o meio de cultura foi substitúıdo por um novo meio contendo diferentes concentrações das

drogas em estudo, seguido de incubação por 24 horas.

A viabilidade celular foi então avaliada através do teste de alamarBlue™ (DAL1025,

Thermo Fisher Scientific) conforme as instruções do fabricante. Para isto, após a in-

cubação de 24 horas, as drogas foram aspiradas, e uma solução de Alamar Blue a 10%

em meio foi adicionada aos poços. O teste foi realizado no Laboratório Nacional de Bi-

ociências (LNBio/CNPEM - Campinas/Brasil).

3.12 Susceptibilidade bacteriana

Os testes de susceptibilidade bacteriana foram realizados para os mesmos sistemas ana-

lisados no ensaio de viabilidade celular. Para isto, foi realizado o ensaio de Concentração

Mı́nima Inibitória (MIC). O ensaio foi realizado no Laboratório Nacional de Biociências

(LNBio/CNPEM - Campinas/Brasil). Foram utilizadas uma amostra bacteriana de Ba-

cillus subtilis (ATCC 23857) e uma de Escherichia coli (5880).

Escherichia coli, ou E. coli, é uma bactéria Gram-negativa, pertencente à famı́lia

Enterobacteriaceae, encontrada na microbiota intestinal humana por se tratar de uma

região com acesso à mucosa dos tratos digestivos [89].
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Figura 15: Microscopia eletrônica de varredura de Escherichia coli, cultivada em cultura e
aderida a uma lamı́nula. A microscopia eletrônica de varredura fornece uma visão
detalhada da morfologia e organização das bactérias em ńıvel microscópico, Fonte:
Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH - NIAID.

Bacillus subtilis ou B. subtilis, do gênero Bacillus, é uma bactéria Gram-positiva muito

utilizada em estudos microbiológicos pois possui grande capacidade de captação de DNA

extracelular, que facilita a simples modificação genética e a ocorrência de esporulação, um

dos primeiros processos de diferenciação de células bacterianas estudados [90]. Nomeada

como Bacillus subtilis por Ferdinand Cohn em 1872, é o primeiro genoma sequenciado de

uma bactéria classificada como Gram-positiva. Possui grande variedade de aplicações, que

vão desde a produção de enzimas, fermentação de alimentos entre outros, pois é posśıvel

isolá-la de vários ambientes, como o solo ou até mesmo regiões marinhas [90]. É uma

bactéria referência nos estudos de que envolvem processos celulares e afins.
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Figura 16: Microscopia eletrônica de varredura de Bacillus subtilis. Bacillus subtilis é uma
bactéria gram-positiva comumente encontrada no solo e conhecida por suas propri-
edades metabólicas diversificadas e sua capacidade de formar esporos resistentes.
Fonte: adaptada de Trends in Microbiology.

Para a realização do teste, 200 µl de solução bacteriana contendo 1x106 UFC/ml foi

incubado por 24 h em meio de cultura - Caldo de Soja Tryptic (TSB) para a Bacillus

subtilis e Luria Bertani (LB) para a Escherichia coli. O ensaio foi realizado baseado em

[91], onde os inóculos bacterianos foram preparados pela suspensão de colônias, previa-

mente crescidas em caldo Mueller Hinton (Difco™), em solução salina 0,9%. A densidade

óptica da suspensão do inóculo foi ajustada em espectrofotômetro com absorbância de 0,5

a 600 nm. 100 µl de solução estoque de bactérias foram adicionados a parte dos poços,

enquanto outros 100 µl foram adicionados a poços que serviram como parâmetro de con-

trole. Os poços foram então preenchidos até o volume de 200 µl com as soluções contendo

os cubossomos nas concentrações também utilizadas no teste de viabilidade celular, com

microdiluições seriadas 1:2, de modo que a faixa de concentração de cada material foi de 4

a 33 µg/ml de cubossomo por amostra. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por

24 h. Os dados foram obtidos em quadruplicata e em cada placa foram mantidos controles

negativo e positivo de cada bactéria. A avaliação de inibição de crescimento é feita, vi-

sualmente: os poços cujas concentrações de antimicrobiano inibiram o crescimento ficam

com a coloração transparente, enquanto os poços nos quais houve crescimento bacteriano

se tornam turvos.
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4 Resultados e discussões

Nesta seção serão apresentados e discutidos os resultados obtidos através deste projeto

de mestrado. A análise será dividida em 2 partes, a saber: cubossomos com variação na

concentração de lisozima, e cubossomos em combinação da lisozima e da curcumina.

4.1 Cubossomos com diferentes concentrações de lisozima

Nesta primeira parte da seção, serão apresentados os resultados para os cubossomos

encapsulando as 5 diferentes concentrações de lisozima, como descrito em 3.3. Como ante-

riormente descrito, tais amostras foram sintetizadas fazendo-se uso da bomba peristáltica

e do evaporador rotativo.

4.1.1 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS/ Potencial Zeta)

Através da técnica de DLS, foram obtidos dados referentes à média de tamanho hidro-

dinâmico e à carga superficial. Os dados de z-average, ı́ndice de polidispersão e potencial

zeta são exibidos abaixo.
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(a)

(b)

Figura 17: Distribuição dos tamanhos (a) e polidispersão (b) das nanopart́ıculas cúbicas pela
técnica de DLS.

Os cubossomos com lisozima encapsulada em diferentes concentrações apresentaram

tamanho médio de 217 nm, com ı́ndice médio de polidispersão de 0,15. Tais resultados

se mostram em conforme com os encontrados na literatura [92, 29, 93], indicando que o

acréscimo na concentração do fármaco não induz ao aumento do tamanho hidrodinâmico
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do cubossomo.

Figura 18: Carga superficial das nanopart́ıculas cúbicas pela técnica de DLS.

Para análise de potencial-ζ, os dados obtidos para as 5 formulações analisadas revelam

carga superficial média de -3,15 mV. Através destes dados, também é posśıvel observar

que o acréscimo na concentração de lisozima encapsulada não leva ao aumento da carga

na superf́ıcie dos cubossomos, como relatado na literatura em [94]. Tais resultados são

considerados dentro do esperado, pois todos os componentes utilizados na śıntese do

mesmo não apresentam carga, fazendo com que o cubossomo formado tenha o perfil de

neutralidade. Além disto, a encapsulação da lisozima não influenciou em tal caracteŕıstica

observada nessas nanopart́ıculas.

4.1.2 Análise de Rastreamento de Nanopart́ıculas (NTA)

Através da técnica de NTA, foram obtidos dados de tamanho e concentração das

amostras analisadas. Tais dados são de extrema importância pois, a partir deles, são

calculadas as concentrações de cubossomos na ausência/presença do fármaco a serem

utilizadas no ensaio de viabilidade celular, que será discutido no próximo tópico.
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Figura 19: Dados de tamanho das nanopart́ıculas obtidos através da técnica de NTA.

Através destes dados, não é posśıvel observar indução no aumento de tamanho dos

cubossomos quando a concentração de lisozima é aumentada. Os cubossomos apresenta-

ram tamanho médio de 203,2 nm, que se mostram compat́ıveis com os dados obtidos pela

técnica de DLS.
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Figura 20: Dados de concentração para as nanopart́ıculas em solução através da técnica de
NTA.

Para os dados de concentração das part́ıculas em solução, também obtidos pela técnica

de NTA, é posśıvel ver uma variação mı́nima entre os valores para as amostras analisadas,

que variam entre 2,4 e 4,6 x1012 part́ıculas/ml (figura 20). Novamente, não é posśıvel

relacionar o acréscimo da concentração com o aumento da concentração da lisozima en-

capsulada no cubossomo. A análise de cubossomos pela técnica de NTA não possui muitos

relatos na literatura, levando à dificuldade de comparação com resultados obtidos em ou-

tros estudos realizados. Há, porém, alguns relatos de concentração de cubossomos de

fitantriol entre 4,09 a 6,67 x1012 part́ıculas/ml [64], dados estes que se aproximam dos

obtidos neste projeto de mestrado.

4.1.3 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o cubossomo de fitantriol, nas con-

centrações descritas na tabela 2. Para o ensaio, foram utilizadas as células HaCat e

MDA-MB-231, como anteriormente relatado neste texto.
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Amostra Composição
cel célula (branco)
cub1 cubossomo 4 µg/ml
cub2 cubossomo 16,5 µg/ml
cub3 cubossomo 33 µg/ml
liso1 lisozima 0,06 µg/ml
liso2 lisozima 0,3 µg/ml
liso3 lisozima 0,5 µg/ml
cub1liso1 cubossomo 4 µg/ml e lisozima 0,06 µg/ml
cub2liso2 cubossomo 16,5 µg/ml e lisozima 0,3 µg/ml
cub3liso3 cubossomo 33 µg/ml e lisozima 0,5 µg/ml

Tabela 2: Concentrações de cubossomo e de lisozima utilizadas no ensaio de viabilidade celular

Nos gráficos abaixo, é posśıvel ver os resultados obtidos para o ensaio de viabilidade

celular.

Figura 21: Dados de toxicidade obtidos através do ensaio de viabilidade celular com a linhagem
HaCat.

Através dos resultados obtidos com a teste realizado com a linhagem HaCat, é posśıvel

observar o comportamento não tóxico do cubossomo, se tornando indiferente a presença

ou a ausência do fármaco encapsulado. Apenas as amostras de lisozima pura na con-

centração de 0,5 µg/ml apresentou perfil de toxicidade; porém, quando incorporada no
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cubossomo, não houve efeito citotóxico. É posśıvel que a liberação da enzima tenha ocor-

rido de forma mais lenta quando internalizada no cubossomo, fazendo com que o contato

com a célula ocorra de forma mais tardia. Zatloukalová et al. [95] obtém resultados de ci-

totoxicidade células HaCat expostas a cubossomos de monoléına a partir da concentração

de 90 µg/ml; já Al-Zuhairy et al. [96], encontra valores de viabilidade celular superiores

a 98% para cubossomos formados por cristais ĺıquidos de petrolato nas concentrações de

100 a 500 µg/ml, que decresce de forma suave para 90% com o aumento da concentração

das formulações para 1000 µg/ml. Tais resultados fundamentam a baixa toxicidade das

formulações de cubossomos nas concentrações testadas ao longo deste projeto de mestrado

para células da linhagem HaCat.

Quanto às concentrações escolhidas, estudos realizados previamente pelo grupo mos-

tram que em concentrações próximas a 40 µg/ml, o cubossomo de fitantriol já se mostra

tóxico às células. Uma posśıvel alternativa é o aumento da concentração da enzima en-

capsulada, a fim de se obter valores maiores de citotoxicidade celular.

Figura 22: Dados de toxicidade obtidos através do ensaio de viabilidade celular com a linhagem
MDA-MB-231.

Para a linhagem MDA-MB-231, valores similares de citotoxicidade foram encontra-

dos. Apenas a amostra de lisozima na concentração de 0,5 µg/ml induziu às células a

uma viabilidade inferior à 70%, de aproximadamente 4%. Zaki et al. [97] relata valores

de viabilidade celular para a linhagem MDA-MB-231 em tratamento com cubossomos de
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monoléına carregados com sinvastatina de aproximadamente 70 e 40% para as concen-

trações de 25 e 50 µg/ml. Pramanik et al. [98], encontra valores de viabilidade de 41 e

63% para as células MDA-MB-231 tratadas com cubossomos de monoléına marcado com

ácido hialurônico nas concentrações de 75 e 100 µg/ml, respectivamente. Novamente,

estudos publicados demonstram que, para haver toxicidade dos cubossomos em contato

com células tumorais de mama, é necessário a realização do ensaio com concentrações

relativamente maiores.

4.2 Cubossomos com lisozima e curcumina encapsuladas

Na segunda parte da seção, serão apresentados os resultados para os cubossomos

encapsulando a lisozima e a curcumina, ambas na concentração de 0,5 mg/ml, como

descrito em 1. Nesta etapa, as amostras foram finalizadas pelo uso do sonicador.

4.2.1 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS)

A técnica de DLS foi utilizada para obtenção dos dados de média de tamanho hidro-

dinâmico e carga superficial das amostras de cubossomo em combinação com a lisozima

e a curcumina, como descrito na tabela 1. Os dados são exibidos nos gráficos a seguir.
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(b)

Figura 23: Distribuição dos tamanhos (a) e polidispersão (b) das nanopart́ıculas cúbicas na
presença da lisozima e da curcumina pela técnica de DLS.

Pela técnica de DLS, foi posśıvel obter uma média de tamanho hidrodinâmico de

228nm para as amostras analisadas. Os tamanhos não variam de forma linear em função

das concentrações de fármacos, sendo a amostra de cubossomo + curcumina 0,5 mg/ml

a apresentar o maior valor obtido. Apesar da diferença nas concentrações dos fármacos e

55



no processo de finalização das amostras, é posśıvel observar valores próximos aos obtidos

para os cubossomos com as diferentes concentrações de lisozima, exibidos no gráfico 17.

Para os dados de polidispersão, foi obtido um valor médio de 0,26, também próximo dos

valores obtidos para os cubossomos encapsulando as diferentes concentrações de lisozima.

É posśıvel observar que as amostras de cubossomo + lisozima 0,5 mg/ml e cubossomo

+ curcumina 0,5 mg/ml apresentam valores maiores, se comparado com as amostras

de cubossomo branco e cubossomo + lisozima + curcumina 0,5 mg/ml; mas, devido ao

desvio dos dados obtidos, não é posśıvel associar tão diferença à concentração dos fármacos

encapsulados.

Por fim, foram obtidos os dados de carga superficial das amostras, também pela técnica

de DLS. A média de potencial zeta foi de -2,9 mV, sendo as amostras de cubossomo +

curcumina 0,5 mg/ml e cubossomo + lisozima + curcumina 0,5 mg/ml as com maior valor

de carga em módulo. Novamente não é posśıvel observar um comportamento linear dos

dados obtidos em função do aumento da concentração dos fármacos, levando a hipótese

de que o fármaco e sua respectiva concentração não alteram tais caracteŕısticas da na-

nopart́ıcula. Em comparação com os dados de potencial zeta mostrados na seção 4.1.1,

também não é posśıvel ver diferença significante nos valores obtidos.

Figura 24: Carga superficial das nanopart́ıculas cúbicas na presença da lisozima e da curcu-
mina pela técnica de DLS.
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Comparando os dados das amostras sintetizadas com o uso da bomba peristáltica e

finalizadas com o evaporador rotativo 4.1.1 com os dados desta seção, é posśıvel afirmar

que o processo de finalização das amostras não interferiu de forma efetiva nos valores

obtidos através da técnica de DLS. Sendo assim, a escolha por prosseguir utilizando o

sonicador para finalização da śıntese das amostras foi pautada no menor tempo gasto

para tal.

4.2.2 Estabilidade coloidal das amostras ao longo do tempo

A estabilidade coloidal das amostras estudadas na segunda etapa deste projeto de

mestrado 1 foi analisada através das medidas de DLS. Tais medidas foram repetidas com

as mesmas amostras em suspensão ao longo de 30 dias. A estabilidade das nanopart́ıculas

é um fator desejável e necessário, para que possam ser utilizadas com a finalidade de drug

delivery systems em meios biológicos [4, 36, 99]. Para isto, foram coletados dados das

amostras de cubossomo encapsulando a lisozima e a curcumina finalizadas pelo sonicador,

como descrito na tabela 1. Os dados foram coletados nos dias 0, 1, 2, 3, 7, 15 e 30 em

relação ao dia do preparo das amostras. A seguir, são exibidos os dados coletados.
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(b)

Figura 25: Distribuição dos tamanhos (a) e polidispersão (b) das nanopart́ıculas cúbicas na
presença da lisozima e da curcumina no intervalo de 30 dias pela técnica de DLS.
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O gráfico (a) apresentado na figura 25 apresenta os valores de tamanho hidrodinâmico

obtidos para as amostras analisadas. Através dele, é posśıvel observar que o tamanho

das nanopart́ıculas se manteve estável em aproximadamente 232 nm, indicando que as

amostras provavelmente não tiveram aumento de aglomeração ao longo dos 30 dias. Há

porém uma variação considerada na coleta realizada no 15º dia de análise, onde todas as

amostras (em especial a de cubossomo + lisozima 0,5 mg/ml, com valor médio de 414 nm)

apresentaram valores muito acima dos obtidos nos demais dias. Tais variações podem ser

relacionadas a um erro na leitura executada pelo equipamento, uma vez que a próxima

medida realizada no 30º dia de análise volta a exibir valores próximos dos outrora obtidos.

Para os dados de polidispersão, foi obtido um valor de aproximadamente 0,2 ao longo

dos 30 dias de análise. Apesar do valor indicar boa homogeneidade das amostras, há

variações consideráveis nos valores obtidos para o ı́ndice de polidispersão no 15º dia de

análise; tal fato se assemelha ao ocorrido com os dados de tamanho hidrodinâmico, in-

dicando de fato uma posśıvel interferência das configurações do equipamento nos dados

obtidos.

Figura 26: Carga superficial das nanopart́ıculas cúbicas na presença da lisozima e da curcu-
mina no intervalo de 30 dias pela técnica de DLS.

Quanto à carga superficial das amostras, foi obtido um valor médio de -0,8 mV, indi-

cando que a estabilidade coloidal foi mantida em relação à mobilidade eletroforética das

amostras. A amostra de cubossomo branco apresentou grande desvio padrão na segunda
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coleta de dados, indicando um posśıvel erro de medida.

4.2.3 Análise de Rastreamento de Nanopart́ıculas (NTA)

As amostras foram analisadas através da técnica de NTA, a fim de se obter informações

quanto ao tamanho e à concentração das nanopart́ıculas em solução.

Figura 27: Dados de tamanho das nanopart́ıculas na presença da lisozima e da curcumina
obtidos através da técnica de NTA.

Com os dados obtidos pela técnica de NTA, foram obtidos tamanhos entre 175 e 210

nm. Tais valores se diferem minimamente dos valores encontrados através da técnica

de DLS (4.2.1); Tais diferenças podem ser atribúıdas ao fato de que o DLS faz suas

análises a partir da dispersão da luz em part́ıculas maiores, enquanto que o NTA realiza

suas medições individualmente em cada nanopart́ıcula, fazendo-se posteriormente a média

ponderada em função da concentração dessas nanopart́ıculas em solução [100, 101]. Além

disto, o aumento do tamanho das nanopart́ıculas não pode ser relacionado ao aumento

da concentração de fármaco encapsulado nos cubossomos.
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Figura 28: Dados de concentração para as nanopart́ıculas em solução, na presença da lisozima
e da curcumina através da técnica de NTA.

Quanto à concentração das nanopart́ıculas em solução, foram obtidos valores entre

5 e 9,2 x1012 part́ıculas/ml, que não se apresentam de forma linear. Apesar de não ser

posśıvel relacionar o acréscimo nos valores de concentração ao aumento da concentração

dos fármacos encapsulados, novamente é posśıvel observar a proximidade dos valores en-

contrados neste projeto com os relatados na literatura [64].

4.2.4 Eficiência de Encapsulação

Os dados de Eficiência de Encapsulação foram obtidos através da quantificação da

concentração dos fármacos encapsulados pela técnica de UV-vis. Cada medida foi feita

em triplicata, para que depois os dados pudessem ser tratados, e representar o percentual

real de encapsulação. Os dados são exibidos na tabela a seguir.

Através dos dados obtidos, é posśıvel observar que os fármacos possuem valores próximos

entre si quanto às suas encapsulações. É posśıvel então relacionar os valores de concen-

tração com o percentual efetivo de encapsulação, sendo que o resultado percentual é obtido

em função da concentração inicial de fármaco que desejou-se encapsular [101]. Além disto,

é posśıvel encontrar trabalhos na literatura com valores de encapsulação em cubossomos
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Amostra E.E [%]
cub liso 90
cub cur 82
cub liso cur 83 (liso), 80 (cur)

Tabela 3: Dados de eficiência de encapsulação para as amostras de cubossomo e os respectivos
fármacos encapsulados

próximos aos obtidos neste projeto [102, 103].

4.2.5 Eficiência de Liberação

O ensaio de liberação dos fármacos encapsulados no cubossomo foi realizado conforme

metodologia apresentada em 3.7. A fim de acompanhar a cinética de liberação de ambos

os fármacos, foi realizado o experimento de diálise, para obtenção dos dados de eficiência

de liberação. As figuras abaixo apresentam os resultados do ensaio, e as discussões serão

feitas em sequência.

Figura 29: Dados obtidos através do ensaio de liberação para a lisozima encapsulada pelo cu-
bossomo.

Para o sistema cubossomo-lisozima, é posśıvel observar que a difusão para o meio
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externo alcança sua totalidade próximo aos 100 minutos após ao ińıcio do experimento.

A liberação não segue um padrão linear, e pelo fato do experimento não ter sido replicado,

não há como afirmar que tal comportamento de liberação não sofre influências dos erros

atribúıdos ao próprio experimento.

Além disto, é posśıvel observar que a liberação começa com cerca de 20% do fármaco

já liberado; Tal comportamento é atribúıdo ao fato de que previamente é realizado o

experimento de quantificação de fármaco encapsulado, e que neste peŕıodo o fármaco já

sofre liberação do cubossomo que o encapsula.

Figura 30: Dados obtidos através do ensaio de liberação para a curcumina encapsulada pelo
cubossomo.

Para o sistema cubossomo-curcumina, a liberação total do fármaco acontece em 420

minutos. O tempo de liberação do fármaco é maior, se comparado ao experimento reali-

zado com o sistema cubossomo-lisozima, que alcança a totalidade de liberação da enzima

em 1/4 do tempo estimado para a liberação da curcumina. Novamente, tal sistema ne-

cessita de novas replicatas para que possa ser analisado o tempo de liberação, bem como

para obtenção do desvio padrão das medidas.
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Figura 31: Dados obtidos através do ensaio de liberação para a lisozima e a curcumina encap-
suladas pelo cubossomo.

Para o sistema cubossomo-lisozima-curcumina, a liberação dos fármacos ocorreu de

forma similar. Tanto a lisozima quanto a curcumina tiveram sua liberação máxima em

110 minutos, e ambos os fármacos já haviam sido liberados em cerca de 40% quando o

experimento aconteceu, fato este relacionado ao experimento de encapsulação que também

foi realizado de forma prévia a este experimento.

O tempo de liberação se assemelha ao obtido com o experimento realizado no sistema

cubossomo-lisozima. Apesar disto, não é posśıvel afirmar que o tempo de liberação ob-

tido para o sistema cubossomo-curcumina extrapola o tempo esperado para este sistema,

devido à falta de reprodutividade do experimento para as três amostras. Poucos estudos

sobre liberação de fármacos encapsulados em cubossomos de fitantriol são encontrados

na literatura, principalmente sobre a lisozima e a curcumina, para que sejam utilizados a

fim de comparação com os resultados obtidos neste projeto de mestrado. Apesar disto,

os resultados encontrados na literatura sugerem tempos de liberação variados, que vão

desde poucas horas [104] até dias [105]; estes resultados diferem dos encontrados através

deste projeto de mestrado, e tais diferenças podem ser atribúıdas ao uso do tampão He-

pes pH 7.4 como simulador do meio externo, além das diferenças na própria execução dos

experimentos, como filtração prévia, diâmetro do filtro, umidade local, dentre outros. A
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interação dos agentes encapsulados com os cubossomos, bem como o liṕıdio utilizado para

śıntese do mesmo (sendo posśıvel a utilização do fitantriol ou da monoléına) também são

fatores a serem considerados.

4.2.6 Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS)

Os dados de SAXS obtidos foram analisados, a fim de se obter informações quanto à

estrutura interna das nanopart́ıculas liṕıdicas de fase cúbica. Com os dados iniciais, foi

plotado o gráfico da intensidade de raios-x em função do vetor de espalhamento. Abaixo,

tem-se o respectivo gráfico:

Figura 32: Dados obtidos através da técnica de SAXS para as amostras de cubossomo em
presença ou ausência dos fármacos.

A partir dos picos de difração obtidos pela técnica, foi calculado o parâmetro de rede.

A tabela abaixo mostra os valores obtidos para as amostras analisadas.
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Amostra pico q1 [Å] pico q2 [Å] pico q3 [Å] pico q4 [Å] pico q5 [Å] pico q6 [Å]
cub branco 0,131 0,161 0,186 0,228 0,263 0,279
cub liso 0,13 0,159 0,184 0,225 0,26 0,277
cub cur 0,133 0,163 0,189 0,231 0,267 0,283
cub liso cur 0,13 0,16 0,185 0,226 0,262 0,277

Tabela 4: Posição dos picos obtidos através da técnica de SAXS.

Sabe-se que, para as amostras de cubossomos, duas posśıveis simetrias são esperadas,

a saber: Im3m ou Pn3m. Para confirmação da simetria encontrada, basta encontrar a

relação entre os picos q2 e q3 em relação ao pico q1. A tabela abaixo mostra os valores

encontrados para esta relação.

Amostra
Relação
pico
q2/q1

Relação
pico
q3/q1

Valor de re-
ferência sime-
tria Im3m

Valor de re-
ferência sime-
tria Pn3m

cub branco
cub liso
cub cur
cub liso cur

1,229
1,223
1,225
1,230

1,419
1,415
1,421
1,423

q2/q1 = 1,414
q3/q1 = 1,732

q2/q1 = 1,224
q3/q2 = 1,414

Tabela 5: Comparação dos valores de referência para as simetrias In3m e Pn3m com os valores
encontrados para as amostras analisadas através dos picos de SAXS.

Comparando os resultados obtidos com os valores de referência para as duas posśıveis

simetrias do cubossomo, confirma-se que as amostras apresentam valores próximos aos

encontrados para a simetria Pn3m, confirmando então a estrutura destes cubossomos

de fitantriol. E, apesar, de haver um deslocamento da curva obtida para a amostra de

cubossomo + curcumina, atribúıdo à diminuição dos canais de água dessas nanopart́ıculas,

a estrutura deste cubossomo não se altera, sendo desejado novas análises de SAXS desta

amostra para investigação de tal deslocamento.

4.2.7 Criomicroscopia Eletrônica de Transmissão (Cryo-TEM)

As imagens de criomicroscopia eletrônica de transmissão foram obtidas para critério

de avaliação da morfologia das nanopart́ıculas, bem como obtenção do tamanho. Devido

à disponibilidade do equipamento, somente foi analisada através da técnica a amostra de

cubossomo + lisozima, na concentração já citada em 1.
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Figura 33: Imagem de Cryo-TEM para a amostra de cubossomo com 0,5 mg/ml de lisozima
(cub liso) preparada através do método de sonificação, e seus padrões correspon-
dentes de Transformada Rápida de Fourier (FFT).

As imagens de Cryo-TEM permitiram verificar cubossomos de tamanho médio de

200 nm, que se aproxima do valor médio obtido pela técnica de DLS. A imagem obtida

pela técnica de Cryo-TEM foi analisada pelo software ImageJ, para que fosse posśıvel

obter os padrões de Transformada Rápida de Fourier (FFT). Através destes padrões,

foi posśıvel analisar a estrutura interna dos cubossomos. Os cubossomos apresentaram

simetria hexagonal, que é esperado quando se tem a projeção em duas dimensões da rede

cúbica tridimensional (Pn3m) alinhada na direção de visualização [106].

4.2.8 Susceptibilidade bacteriana

O ensaio de susceptibilidade bacteriana foi realizado a fim de se quantificar as con-

centrações ideais para que a nanopart́ıcula não interfira na homeostase do organismo ao

receber tal fármaco nanoencapsulado. Para a realização do ensaio, foram utilizadas as

concentrações de 4, 16.5 e 33 µg/ml de cubossomo, com ou sem os fármacos encapsulados.

Os gráficos abaixo mostram os resultados obtidos.
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Figura 34: Resultados obtidos para a bactéria Bacillus subtilis em função das concentrações de
cubossomo utilizadas

Quanto aos resultados obtidos para o ensaio realizado com a Bacillus subtilis, foi

posśıvel verificar que o cubossomo na sua menor concentração já mostrou efeitos antimi-

crobianos. Quando houve a adição dos fármacos, nenhum efeito foi observado além do

obtido para o cubossomo puro. Tal resultado é interessante pois demonstra que o próprio

cubossomo pode ser utilizado como agente antibacteriano, sem a necessidade de adição

de fármacos em sua composição.
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Figura 35: Resultados obtidos para a bactéria Escherichia coli em função das concentrações de
cubossomo utilizadas

Já para a bactéria Escherichia coli, os resultados obtidos mostram que as bactérias não

sofreram nenhum efeito quando expostas aos cubossomos, diferentemente do resultado ob-

tido para a bactéria Bacillus s.; além disto, nenhum efeito foi observado quando expostas

aos fármacos encapsulados no cubossomo. Este resultado revela que para se determinar a

concentração mı́nima necessária para ação na bactéria em questão, são necessários novos

testes com aumento significativo da concentração dos fármacos e do cubossomo.
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5 Conclusão

Neste projeto de mestrado, foram sintetizadas nanopart́ıculas liṕıdicas de fase cúbica,

através da utilização do liṕıdio fitantriol, na presença do estabilizador f-127. O tampão

Hepes pH 7.4 foi utilizado para manter as nanopart́ıculas em estado neutro.

Na primeira etapa de execução, amostras de nanopart́ıculas em presença de 5 concen-

trações diferentes da lisozima foram analisadas. Dados de DLS revelaram tamanho médio

de 217 nm, com PDI de 0,15. O potencial zeta médio encontrado foi de -3,15 mV. Pela

técnica de NTA, o tamanho médio obtido foi de 203,2 nm, se aproximando aos valores

obtidos pelo DLS, e os dados de concentração de mostraram próximos aos encontrados

na literatura. Para a viabilidade celular, os nanocompósitos foram testados nas células

HaCat e MDA-MB-231. Tais resultados mostraram que as concentrações de lisozima uti-

lizadas não se mostraram tóxicas às células utilizadas, sendo necessário outros testes com

concentrações maiores para visualização dos seus efeitos.

Na segunda etapa do projeto, foram sintetizados cubossomos na presença de concen-

trações definidas de lisozima e curcumina. Tais sistemas foram analisados pelas técnicas

utilizadas na primeira etapa de execução deste projeto. Pelo DLS, o tamanho médio ob-

tido foi de 228 nm, que não se distancia do valor obtido para a encapsulação de somente

um fármaco. Com PDI médio de 0,26, e potencial zeta médio de -2,9 mV, é posśıvel

observar que os valores não se alteram de forma substancial quando é encapsulado um

segundo fármaco no cubossomo, mesmo quando a lisozima apresenta perfil hidrof́ılico en-

quanto a curcumina apresenta perfil hidrofóbico. Com a análise de estabilidade coloidal

das amostras ao longo de 30 dias, foi posśıvel observar que não são obtidas alterações

nos dados de DLS para as amostras, indicando o potencial dos cubossomos em manter

suas caracteŕısticas f́ısicas ao longo do tempo. Através da técnica de NTA, o tamanho

médio obtido se aproximou dos valores obtidos pelo DLS, bem como a concentração que

novamente esteve em conforme com os encontrados na literatura. Os cubossomos apresen-

taram grande capacidade de encapsulação dos fármacos, que esteve entre 80 e 90 %, bem

como uma boa liberação temporal dos fármacos, que esteve entre 100 e 420 minutos. Pela

técnica de SAXS, a estrutura cúbica Pn3m se confirmou, mesmo com o deslocamento de

pico observado para a amostra contendo curcumina encapsulada. Já pelas imagens obti-

das pela técnica de Cryo-TEM, o tamanho médio obtido de 200 nm confirma os dados de

tamanho obtidos pelas técnicas de DLS e NTA, bem como se relaciona de forma visual à

estrutura interna obtida pelo SAXS. Quando testadas nas culturas de bactérias Bacillus

subtilis e E. coli, as nanopart́ıculas puras mostraram comportamentos desejados para a

primeira bactéria citada; porém, a adição de fármacos ao cubossomo não resultou em

nenhum efeito citotóxico para ambas as bactérias.

Em suma, as nanopart́ıculas liṕıdicas cúbicas demonstram resultados f́ısicos promisso-

res, destacando-se como sistemas eficazes para a entrega controlada de fármacos. Resulta-
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dos promissores também são obtidos para os cubossomos branco, indicando uma posśıvel

ação desta nanopart́ıcula como próprio agente antimicrobiano. Contudo, novos testes

biológicos são essenciais para obter dados mais precisos sobre a capacidade citotóxica

desses sistemas, especialmente para fins antimicrobianos. Propõe-se, assim, a realização

de encapsulação dos fármacos em maior concentração no interior do cubossomo, ou até

mesmo a śıntese do cubossomo a partir de outros compostos. A partir desses novos siste-

mas, sugere-se a condução de estudos estruturais utilizando técnicas como o SAXS para

verificar posśıveis mudanças internas nas nanopart́ıculas, bem como novos ensaios de sus-

ceptibilidade bacteriana para avaliar os efeitos citotóxicos.

É desejável que os sistemas sintetizados continuem a ser analisados pelo grupo de pes-

quisa. A partir dos ensaios realizados, é posśıvel realizar modificações na formulação dos

cubossomos visando diminuir a toxicidade ao organismo. Além disso, expor os sistemas

sintetizados a diferentes condições ambientais pode ser explorado para analisar posśıveis

variações em sua estabilidade coloidal. Variar a concentração de fármacos é uma abor-

dagem interessante para verificar um posśıvel incremento na capacidade de encapsulação.

Testar os sistemas em diferentes modelos biológicos também é uma estratégia relevante

para entender sua interação com as nanopart́ıculas. Outras possibilidades incluem marcar

os cubossomos com um marcador fluorescente para melhor visualização de sua interação

com as células, entre outros.
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Figura 36: Fluxo de trabalho realizado durante a execução deste projeto de mestrado. Em
verde, os experimentos/análises que foram executados; em vermelho, os que com-
plementam o trabalho e ainda não foram realizados para os sistemas apresentados.
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