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Resumo: O uso generalizado de antibidticos tem sido considerado um dos principais
fatores da propagacdo de patégenos multirresistentes. O desenvolvimento de
nanopolimeros de fontes naturais surgem como uma alternativa a essa problematica.
As cianobactérias sdo promissoras, devido as vantagens de aplicacédo biotecnoldgica e
sintese de varios de metabdlitos secundarios. Nesse sentido, esse projeto busca avaliar
a acdo antimicrobiana e toxicol6gica de produtos naturais poliméricos de PLGA de
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa, e elaborar um bioproduto
sanitizante. Os extratos organicos das cianobactérias serdo submetidos a cromatografia
liquida de alta eficiéncia e Ressonancia Magnética Nuclear de **C e *H para isolamento
e identificacdo de metabdlitos secundarios. Os nanopoliméros serdo preparados em
diferentes concentracdes dos produtos naturais obtidos, seguidos da avaliagdo do
potencial antimicrobiano e toxicidade frente Artemia salina, com posterior elaboragéo do
bioproduto sanitizante. Espera-se que o bioproduto obtido possa gerar impactos
econdmicos, e que seja viavel para producdo em larga escala.

Palavras-chave: Cianobactérias. Nanopolimeros de PLGA. Atividade
antimicrobiana. Bioprodutos.

1. Introducéo

A incidéncia de infec¢cbes causadas por microrganismos patdégenos
resistentes a multiplos antibioticos tem avancado em escala mundial nos ultimos
anos (BASSETTI et al., 2022). Como alternativa a essa problematica, a
elaboracdo de nanopolimeros de fontes naturais podem oferecer propriedades
favoraveis no desenvolvimento de bioprodutos capazes de combater esse
fendmeno, como facil disponibilidade e maior compatibilidade, protecéo do ativo
no combate a fatores externos, liberacdo controlada, solubilidade em solucfes
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aquosas, além de permitir um maior espectro de acdo de bioprodutos
(ACHARYA e PAL, 2020)

Entre as fontes naturais, as cianobactérias, popularmente conhecidas como
algas-azuis, possuem algumas vantagens de aplicacdo biotecnolégica como a;
i) exigéncia de crescimento de baixo custo, ii) curto tempo de geracao e, iii)
facilidade de manipulacdo genética (YADAV et al.,, 2017). Como estratégia
evolutiva para lidar com os estresses bioticos e abidticos, as cianobactérias
sintetizam uma diversidade de metabdlitos secundarios, além disso, esses
compostos desempenham inumeras bioatividades, incluindo; antimicrobiana,
anticancerigena e antioxidante.

Portanto, esse projeto tem o objetivo de avaliar a acado antimicrobiana de
produtos naturais poliméricos de poli (acido latico-co-acido glicolico) — PLGA das
cianobactérias Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa, no
controle das bactérias multirresistentes Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e fungos patégenos Candida albicans,
C. tropicalis e C. Krusei, bem como verificar a toxicidade frente Artemia salina,
com possivel elaboracdo de um novo bioproduto sanitizante.

Assim, o desenvolvimento desse projeto busca contribuir de forma
sustentavel com a producdo de uma novo agente desinfetante que possa atender
demandas industriais no contexto da resisténcia antimicrobiana.

2. Objetivo

Obter produtos naturais poliméricos de PLGA das cianobactérias
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa e avaliar a acéo
antimicrobiana frente a patégenos multirresistentes com vistas na elaboracao de
um nano bioproduto sanitizante.

3. Metodologia

3.1 Coleta e preparo das amostras

Os extratos organicos das cianobactérias Cylindrospermopsis raciborskii e
espécies formadoras de floracdo Microcystis aeruginosa, serdo obtidas da
Colecao de Culturas de Algas do laboratério SELAQUA da Universidade Federal
do Ceara e liofilizadas antes das extracoes.

3.2 Andlises cromatogréficas

Os procedimentos para preparacéo de fracbes organicas e isolamento das
substancias serao realizados, especialmente, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM) e Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
(CL/IEM). Os métodos e as técnicas a serem escolhidas e os parametros
analiticos a serem adotados dependerdo do andamento das pesquisas.
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3.3 Preparacgéo dos nanopolimeros PLGA

Os nanopolimeros de PLGA serdo obtidos pelo método de deposicdo
interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al. 1989), a partir da mistura de
duas fases. A primeira fase sera a preparacao de uma mistura organica contendo
o polimero de PLGA 50:50, fosfatidilcolina de soja, Span, e 0s extratos
solubilizados em acetona (15 mL), seréo introduzidos lentamente na fase aquosa
constituida de Tampao Fosfato pH 7, sob agitacdo magnética por 10 min. Na
sequéncia, o solvente orgéanico deve ser eliminado em evaporador rotativo
(FLORES et al., 2011). A caracterizagdo das formulagbes serédo avaliados; o
tamanho meédio, polidispersdo e potencial zeta, pH, analises morfologicas e
estabilidade.

3.4 Ensaios antibacterianos

Os testes antibacterianos serdo avaliados pelo método de concentracao
inibitoria minima (CIM), frente as linhagens Gram-negativas; Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Gram-positivo; Staphylococcus aureus. A
concentracgao inibitdria minima (CIM) sera definida como a menor concentracao
do extrato em inibir o crescimento de bactérias (COUTINHO et al.,2008)

3.5 Avaliacéo da atividade moduladora por contato direto

Para avaliar o efeito potencializador da resisténcia frente aos antibidticos da
classe dos aminoglicosideos e B-lactamicos, serdo utilizadas as linhagens
bacterianas que obtiverem CIMs < 512 ug/mL (COUTINHO et al., 2008).

3.6 Ensaios antifangicos

Para a determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM), seréo
analisadas as cepas; Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei,
fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS)—FIOCRUZ. A atividade antifungica sera avaliada usando o método de
microdiluicdo conforme descrito por Javadpour et al. (1996) com adaptacfes
guanto aos controles e concentracfes. Assim, sera feita ainda a analise da
modulacdo da resisténcia antifungica, atividade combinada dos extratos e
fluconazol que sera determinada usando o extrato em uma concentracdo
subinibitéria baseada na Concentracdo da Matriz (CM/16) (MORAIS-BRAGA et
al. 2016b).

3.7 Testes toxicoldgicos feitos in vitro

A toxicidade contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach), ocorrerd em
triplicata, em diferentes concentracdes, acompanhadas de um controle positivo
preparado com dicromato de potassio e controle negativo agua marinha. Apos o
periodo de 24 horas, sera feita a leitura de larvas sobreviventes para calculo de
ICs0. sera realizado por regressao linear, sendo considerado significativo quando
CL50 < 1000 pg/mL (HIROTA et al., 2012).
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3.8 Elaboragbes do bioproduto sanitizante

O desenvolvimento do bioproduto sanitizante a base de produtos naturais
encapsulados de cianobactérias visa reduzir e/ou eliminar a presenca de
patdbgenos multirresistentes em superficies contaminadas, além de permitir
menor custos econdmicos e vantagens biodegradaveis. Assim, a metodologia
gue sera desenvolvida buscara comparar os efeitos do nano sanitizante obtido
com sanitizantes atualmente comercializados.

3.9 Andlises estatisticas

As analises estatisticas serdo realizadas em triplicata e os dados expressos
como média (n=3) + desvio padrao (DP) usando a Analise de Variancia (ANOVA)
sucedida pelo teste de Tukey de comparacdes mdultiplas para dados com
distribuicdo normal e desvios padrdes significativamente semelhantes.

4. Resultados

Os avancos nas formulacfes nanobiotecnolégicas apresentam aspectos
promissores no desenvolvimento seguro de bioprodutos provenientes de fontes
naturais, como as cianobactérias. Assim, mediante os resultados que serdo
alcancados, espera-se que as nanoestruturas com diferentes concentragcdes de
produtos naturais isolados e elucidados das cianobactérias apresentem
potencial antimicrobiano e niveis seguros de toxicidade, capazes de elaborar um
novo bioproduto sanitizante que seja eficiente para eliminagdo/controle de
patdgenos multirresistentes em ambientes contaminados. E importante destacar
gue, a obtencdo desse bioproduto tera grande impacto econdmico e social,
devido aos menores custos agregados, caracteristicas sustentaveis,
biodegradaveis e ndo-toxicas, sendo viavel sua producdo em larga escala.
Assim, espera-se que esta pesquisa possa contribuir de forma positiva e efetiva
para eliminac&o/controle da disseminacao de patdgenos multirresistentes, e que
paralelamente a isso, proporcione beneficies sobre um desenvolvimento
tecnoldgico sustentavel com fins lucrativos para futuras producdes.

5. Consideracdes finais

Considerando os impactos da resisténcia bacteriana a salde humana
mundial e a urgéncia na busca e desenvolvimento de novas alternativas
antibacterianas, espera-se que 0 projeto alcance com éxito os objetivos de
nanoencapsular produtos naturais bioativos isolados de cianobactérias sensiveis
a diferentes patégenos multirresistentes, e potencial de aplicacao biotecnolégica
no desenvolvimento de um novo bioproduto com potencial sanitizante e
capacidade de aplicacdo em ambientes contaminados.
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