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RESUMO

A Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) causada pelo SARS-CoV-2 e suas
complicagbes neuroldgicas representam um desafio significativo para a saude publica
global. Apesar dos avangos alcangados desde o inicio da pandemia, a identificagao
de terapias multifuncionais que possam abordar simultaneamente as manifestacoes
pulmonares e neuroldgicas da COVID-19 permanece limitada. Estudos anteriores de
nosso grupo demonstraram que biossurfactantes associados a inibidores de protease
exibem potencial antiviral contra o0 SARS-CoV-2 (patente pendente). Este trabalho
teve como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas (NPs) de biossurfactante
iturina contendo o inibidor de protease nafamostat (NPN), avaliar sua interagdo com o
modelo de membrana lipidica suportada (s-BLM) e investigar seus efeitos em modelos
in vitro de inflamacgao e infec¢do viral em astrocitos. As NPN e NPs de biossurfactante
iturina controle (NPC) foram obtidas por microemulsao dupla do tipo agua/dleo/agua
(A/O/A). O tamanho hidrodindmico e a polidispersdo foram analisados por
espalhamento dindmico de luz (DLS). A eficiéncia de encapsulamento do nafamostat
foi calculada através da equagao: EE (%) = [(Ct — Cs)/Ct] x 100. O perfil de liberagao
das NPN foi avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
intervalos de até 1 a 72 horas. A Interagdo das NPC com a s-BLM foi investigada por
voltametria ciclica. A citotoxicidade foi avaliada em culturas primarias de astrocitos e
microglia utilizando o ensaio MTT. Nos ensaios de inflamacao, astrocitos estimulados
com lipopolissacarideo (LPS) foram tratados com NPC e NPN. A liberacao de citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6) foi quantificada por ELISA, enquanto a
imunofluorescéncia foi empregada para avaliar a expressado da proteina fibrilar glial
acida (GFAP). Adicionalmente, a infectividade viral foi avaliada por um modelo
pseudotipado de virus (VSV-SARS-CoV-2-S) em astrocitos tratados, com
quantificacdo da porcentagem (%) de células infectadas pela fluorescéncia da
proteina mCherry. Os resultados indicaram uma eficiéncia de encapsulamento de
nafamostat de 85%, com liberagédo controlada de 22% a 47% ao longo de 72 horas.
As analises de voltametria ciclica sugeriram que as NPC apresentam acao sobre a
membrana s-BLM, premitindo a passagem de ions ferricianeto de potassio [Fe(CN)s]*
apos 4 a 5 horas de interagcdo com as NPC. A viabilidade celular manteve-se superior
a 70% em todas as concentracdes testadas. Nos modelos inflamatoério, apenas as
NPN reduziram a producao de TNF-a, enquanto que para IL-6 tanto NPC e NPN
reduziu a citocina. No modelo viral, as NPC reduziram a infectividade do VSV-SARS-
CoV-2-S (mCherry) in vitro em astrocitos. Conclui-se que, as NPC e NPN de
biossurfactante iturina apresentam agao sobre membranas (s-BLM), possui potencial
para modular processos inflamatoérios in vitro em células do sistema nervoso central
(SNC), e a presenca do biossurfactante iturina em sua composicédo apresenta
potencial para reduzir a infecg¢ao viral in vitro pelo (VSV-SARS-CoV-2-S). Este trabalho
contribui com estratégias inovadoras para entrega de inibidores de protease ao SNC,
ampliando suas aplicagcbes em doencgas neuroinflamatérias.

Palavras-chave: nanoparticulas; iturina; nafamostat; neuroinflamacéao; neuroinvasao.
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ABSTRACT

Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) caused by SARS-CoV-2 and its
neurological complications represent a significant challenge to global public health.
Despite advancements since the onset of the pandemic, the identification of
multifunctional therapies capable of simultaneously addressing the pulmonary and
neurological manifestations of COVID-19 remains limited. Previous studies from our
group have demonstrated that biosurfactants associated with protease inhibitors
exhibit antiviral potential against SARS-CoV-2 (patent pending).This study aimed to
synthesize and characterize nanoparticles (NPs) of iturin biosurfactant containing the
protease inhibitor nafamostat (NPN), evaluate their interaction with a supported lipid
bilayer membrane model (s-BLM), and investigate their effects on in vitro models of
inflammation and viral infection in astrocytes. NPN and control iturin biosurfactant
NPs (NPC) were obtained through a double water/oil/water (W/O/W) microemulsion
technique. Hydrodynamic size and polydispersity were analyzed using dynamic light
scattering (DLS). The encapsulation efficiency (EE) of nafamostat was calculated
using the equation: EE (%) = [(Ct — Cs)/Ct] x 100. The release profile of NPN was
assessed using high-performance liquid chromatography (HPLC) at intervals ranging
from 1 to 72 hours. The interaction of NPC with s-BLM was investigated via cyclic
voltammetry. Cytotoxicity was evaluated in primary cultures of astrocytes and
microglia using the MTT assay. In inflammation assays, astrocytes stimulated with
lipopolysaccharide (LPS) were treated with NPC and NPN. The release of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) was quantified by ELISA, while
immunofluorescence was used to assess glial fibrillary acidic protein (GFAP)
expression. Additionally, viral infectivity was evaluated using a pseudotyped virus
model (VSV-SARS-CoV-2-S) in treated astrocytes, with quantification of the
percentage of infected cells through mCherry fluorescence. The results indicated a
nafamostat encapsulation efficiency of 85%, with controlled release ranging from 22%
to 47% over 72 hours. Cyclic voltammetry analyses suggested that NPC interact with
the s-BLM membrane, allowing the passage of potassium ferricyanide ions
[Fe(CN)6]3- after 4 to 5 hours of interaction. Cell viability remained above 70% at all
tested concentrations. In the inflammatory model, only NPN reduced TNF-a
production, while both NPC and NPN decreased IL-6 levels. In the viral model, NPC
reduced VSV-SARS-CoV-2-S infectivity in vitro in astrocytes. In conclusion, NPC and
NPN of iturin biosurfactant interact with supported lipid bilayers (s-BLM), demonstrate
potential for modulating inflammatory processes in vitro in central nervous system
(CNS) cells, and the presence of iturin biosurfactant in their composition shows
promise in reducing in vitro viral infection by VSV-SARS-CoV-2-S. This study
contributes to the development of innovative strategies for delivering protease
inhibitors to the CNS, expanding their applications in neuroinflammatory diseases.

Keywords: nanoparticles; iturin; nafamostat; neuroinflammation; neuroinvasion.
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1 INTRODUGAO

Os processos inflamatérios no sistema nervoso central (SNC) podem ser
desencadeados por uma variedade de fatores, incluindo infecgbes virais e
bacterianas, traumas, estresse, toxinas, acumulo de proteinas mal dobradas,
doencas autoimunes e neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Adamu et
al., 2024). Durante esses eventos, células gliais, como micréglias e astrécitos, séo
ativadas, resultando na liberacdo de citocinas, quimiocinas e espécies reativas de
oxigénio (ERO), o que perpetua a inflamagdo no SNC (Patani; Hardingham;
Liddelow, 2023). Quando nao controlada, essa resposta inflamatéria pode causar
danos significativos, contribuindo para a progressao de doengas neurodegenerativas
(Adamu et al., 2024).

A entrega de medicamentos ao SNC é um desafio crucial no tratamento de
processos neuroinflamatérios, principalmente devido a barreira hematoencefalica
(BHE), que protege o SNC contra agentes estranhos, mas também dificulta a entrada
de agentes terapéuticos (Claudio et al., 2016). Além disso, fatores como baixa
biodisponibilidade e distribuicdo n&do especifica dos medicamentos complicam ainda
mais o tratamento (Claudio et al., 2016). Para ser eficaz, um medicamento n&o
apenas precisa apresentar atividade terapéutica e seletividade, mas também ser
capaz de atravessar a BHE (Claudio et al., 2016).

A nanotecnologia surge como uma ferramenta promissora para superar esses
desafios. Por meio dela, € possivel sintetizar nanoparticulas (NPs) projetadas para
entregar medicamentos ao SNC, facilitando a passagem pela BHE e permitindo uma
acao direcionada em eventos neuroinflamatérios (Sanchez-Dengra et al., 2023).

As NPs possuem dimensdes nanométricas (1 nandmetro equivale a 1
bilionésimo de metro) e podem ser preparadas com diversos materiais, como
polimeros, lipopeptideos, lipidios, metais e outros; e podem conter agentes
terapéuticos diversos, como farmacos, proteinas ou acidos nucleicos (Wu et al.,
2023). Entre seus beneficios destacam-se a entrega direcionada de medicamentos
a células e tecidos-alvo, a reducéo da exposigcao de tecidos saudaveis a farmacos e
a liberagao controlada dos mesmos, diminuindo a quantidade necessaria para
administragao sistémica (Shah et al., 2015).

As NPs lipopeptidicas, em particular, apresentam potencial para interagir com

receptores de lipoproteinas na BHE, facilitando a entrega de drogas ao SNC (Claudio
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et al., 2016). A inclusdo de surfactantes na composicdo das NPs aumenta a
probabilidade de ultrapassarem a BHE (Claudio et al., 2016).

Um dos avangos mais recentes na area de nanotecnologia € a utilizagao de
biossurfactantes na formulacdo de NPs. Esses compostos naturais oferecem
vantagens em relag&o aos surfactantes comerciais, que frequentemente apresentam
efeitos adversos (Katiyar et al, 2019). Os biossurfactantes melhoram o
encapsulamento de farmacos hidrofilicos, potencializam a eficacia terapéutica dos
nanossistemas e minimizam efeitos téxicos (Katiyar et al., 2019). Além disso,
possuem propriedades anti-inflamatodrias, antibacterianas e antivirais (Smith et al.,
2020). Estudos apontam que biossurfactantes sdo capazes de romper capsulas
virais, sugerindo uma possivel acdo contra o virus SARS-CoV-2 (Smith et al., 2020)

Entre os agentes terapéuticos que podem ser encapsulados por NPs, o
nafamostat destaca-se por seu amplo espectro de acao. Ele € um inibidor de serina
protease, capaz de bloquear componentes das cascatas inflamatéria e de
coagulacao (Li et al., 2016).0 nafamostat modula vias inflamatdrias importantes,
como a NF-kB, e inibe o inflamassomo NLRP3, ambos cruciais na neuroinflamagao
(Li et al., 2016). Além disso, reduz a produgao de mediadores pré-inflamatérios e
promove a expressao de fatores anti-inflamatdrios (Li et al., 2016).

As serinoproteases tém papel central em doencgas inflamatérias degenerativas
do SNC, como acidente vascular cerebral, hemorragia intracerebral e esclerose
multipla (Duan et al., 2018). Elas clivam receptores ativados por proteases (PARS),
amplamente distribuidos no SNC, ativando vias de sinalizagao inflamatoria (Duan et
al., 2018). Durante processos inflamatérios, as serinoproteases liberadas em
excesso exacerbam o dano tecidual. Estudos demonstram que o nafamostat reduz
a inflamagao e a apoptose, promovendo a recuperacao funcional em modelos de
lesdo medular (Duan et al., 2018).

No contexto antiviral, o nafamostat reduz a entrada do SARS-CoV-2 nas
células ao inibir a serinoprotease transmembrana-2 (TMPRSS2), essencial para a
clivagem da proteina Spike e a infec¢gao do hospedeiro (Hempel et al., 2021). O
nafamostat apresenta efeito dose-dependente contra TMPRSS2, sendo promissor
no tratamento de infecgdes por corona virus, incluindo o SARS-CoV-2, e influenza A
(Hempel et al., 2021).

Além de suas propriedades antivirais, o nafamostat apresenta acbes anti-

inflamatérias e antitrombéticas. Ele apresenta acdo antitrombina, antiplasmina e
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antitripsina; e é utilizado no tratamento da coagulagao intravascular disseminada
(CIVD) e da pancreatite (Takahashi et al., 2021).0 nafamostat, apresenta acao anti
trombina sem causar efeitos hemorragicos (Takahashi et al., 2021).De acordo com
Takahashi et al. (2021), o uso combinado de heparina e nafamostat além de ser um
tratamento anti-SARS-CoV-2, melhora drasticamente a hipoxemia grave
provavelmente causada por CIVD e embolia pulmonar.

Estudos relatam ainda que o nafamostat apresenta agdes neuroprotetoras.
Em modelos de AVC, reduziu o infarto cerebral, melhorou fun¢gdes sensoério-motoras
e protegeu estruturas neuronais (Liu et al., 2017). Apesar dessas evidéncias, poucos
estudos exploraram o uso do nafamostat em modelos de neuroinflamacgao no SNC.

As NPs lipopeptidicas a base de biossurfactantes representam uma estratégia
promissora para facilitar a entrega de inibidores de protease ao SNC. Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar NPs lipopeptidicas de
biossurfactante iturina contendo o inibidor de protease nafamostat e avaliar seus
efeitos em modelos in vitro de inflamagao por LPS em células gliais. Além disso,
investigou-se a interacdo das NPs biossurfactante iturina em modelo de membrana
lipidica suportada (s-BLM) e seus efeitos na redugao da infectividade viral em modelo
pseudotipado (VSV-SARS-CoV-2-S) em culturas in vitro de astrocitos de ratos
neonatos. Portanto, os resultados obtidos nesta pesquisa contribuem com uma nova

perspectiva para o tratamento de processos neuroinflamatérios.

1.10BJETIVO

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de biossurfactante iturina contendo o
inibidor de protease nafamostat (NPN), avaliar sua interagdo com o modelo de
membrana lipidica suportada (s-BLM) e investigar seus efeitos em modelos in vitro

de inflamacéo e infeccéo viral em astrocitos.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa foram:

a) sintetizar NPs de biossurfactante iturina associada ao inibidor de protease



b)

0)
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nafamostat;

caracterizar e analisar a morfologia das NPs por técnicas como de
espalhamento dinamico de luz (DLS);

caracterizar as NPs quanto a eficiéncia de encapsulamento e a cinética
de liberagdo dos inibidores;

verificar o potencial das NPs biossurfactante iturina para a formacéo de
canais em modelo de membrana lipidica suportada (s-BLM);

analisar os efeitos das NPs biossurfactante iturina sobre a viabilidade
celular;

analisar os efeitos das NPs sobre a inflamacdo in vitro por LPS em
astrocitos, observando sua acao sobre citocinas pro-inflamatorias;

analisar os efeitos das NPs na reducéo da infeccéo viral in vitro pelo virus
pseudotipado VSV-SARS- CoV-2-S.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 NANOPARTICULAS E SUA IMPORTANCIA

A nanotecnologia tem sido amplamente explorada em diversas areas, como
as industrias biomédica, ambiental, agricola, quimica e militar. Os nanomateriais
apresentam propriedades unicas, incluindo caracteristicas 6pticas, quimicas, fisicas
e biomédicas distintas (Singh et al., 2024).

Na area biomédica, as NPs tém ganhado destaque devido a sua capacidade
de superar barreiras significativas, como a entrega terapéutica, uso em imagens
médicas, medicina regenerativa e no aumento da solubilidade, direcionamento e
biodisponibilidade de medicamentos (Singh et al., 2024)

Por operarem em escala nanométrica, as NPs apresentam tamanhos
compativeis com estruturas celulares importantes. Isso as torna ferramentas
promissoras para encapsulamento e direcionamento de agentes terapéuticos
(Chauhan, Gaurav et al., 2020). O tamanho reduzido confere uma elevada area
superficial, permitindo o encapsulamento de maiores quantidades de medicamentos
(Wu et al., 2023). As NPs possibilitam a entrega seletiva e especifica ao alvo,
aumentam a biodisponibilidade, proporcionam liberacdo controlada e estabilidade
aos medicamentos, além de minimizarem os efeitos colaterais toxicos (Wu et al.,
2023). A funcionalizagcao das NPs com ligantes especificos auxilia na entrada dos
medicamentos em 6rgaos-alvo, promovendo uma liberagcéo precisa e eficiente (Wu
et al., 2023).

As NPs também podem ser projetadas para evitar o reconhecimento pelo
sistema imunolégico. Propriedades fisico-quimicas, como tamanho, morfologia,
carga superficial, rugosidade e hidrofobicidade, desempenham papéis cruciais na
interacdo com o sistema imunolégico e no destino final dos nanomateriais (Singh et
al., 2024).

NPs naturais e biomiméticas, como exossomos, lipoproteinas, lipossomas,
NPs lipidicas (LNP) e NPs revestidas com membranas celulares, tém sido propostas
para facilitar a passagem de agentes terapéuticos pela BHE (Lin; Yu; Gao, 2024). O
carregamento de proteinas e peptideos em NPs protege-os da degradacéo e
depuracédo (Lin; Yu; Gao, 2024).Modificagdes com ligantes especificos permitem o
direcionamento de proteinas e peptideos para lesdes-alvo (Lin; Yu; Gao, 2024).

As NPs facilitam a passagem de drogas por barreiras epiteliais e endoteliais
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(Farokhzad; Langer, 2009). A inclusdo de surfactantes em suas formulagdes
aumenta a eficiéncia na entrega de medicamentos ao cérebro (Battaglia et al., 2018).
Além disso, as NPs protegem os farmacos contra degradagdes bioldgicas, quimicas
e do transporte extracelular mediado por proteinas. Segundo Tenchov et al. (2021),
as NPs s&o componentes essenciais em terapias modernas, desempenhando papel
vital no transporte e protecdo do mRNA em vacinas de COVID-19.

Pesquisas evidenciam o potencial das NPs em terapias antivirais. Hu et al.
(2018) demonstraram a eficacia de inibidores nanoparticulados de V-ATPase contra
a influenza. O encapsulamento de inibidores como difilina e bafilomicina em NPs
melhorou significativamente a aplicabilidade dessas drogas. Além disso, Vogel et al.
(2021) investigaram o uso de NPs lipidicas no desenvolvimento de vacinas pré-
clinicas (BNT162b1 e BNT162b2) que contém RNA mensageiro modificado por
nucleosideo para codificar imunégenos derivados da glicoproteina spike (S) do
SARS-CoV-2.

Portanto uso de NPs sdo aplicadas para diversas finalidades e no
encapsulamento de diversas drogas. Nesta pesquisa foram sintetizadas e
caracterizadas NPs lipopeptidicas de biossurfactante iturina com inibidor de protease

nafamostat.

2.2 BIOSSURFACTANTES E SEU PAPEL EM QUADROS DE SINDROME
RESPIRATORIA AGUDA E QUADROS NEUROLOGICOS

Os biossurfactantes sao metabdlitos secundarios produzidos por
microrganismos, incluindo bactérias (Bacillus, Pseudomonas, Mycobacterium,
Actinobacteria, Nocardia, Arthrobacter), leveduras e fungos (Candida, Starmerella,
Saccharomyces, Pseudozyma) (Kumari et al., 2023). Esses compostos sé&o
classificados em glicolipidios, fosfolipidios, lipoproteinas, lipopeptideos, complexos
polissacarideo-lipidio ou microbianos (Sarubbo et al., 2022). Comparados aos
surfactantes sintéticos, os biossurfactantes apresentam maior seguranga, menor
toxicidade e melhor biocompatibilidade (Kumari et al., 2023).

Os lipopeptideos formam o segundo maior grupo de biossurfactantes, sendo
produzidos principalmente por bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas
(Vecino et al., 2021). Eles consistem em acidos graxos (C12-C18) ligados a cadeias

peptidicas contendo de 4 a 12 aminoacidos. Podem apresentar uma estrutura
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hidrofilica linear ou assumir uma forma ciclica, como ocorre nos lipopeptideos
ciclicos (Vecino et al., 2021).

Entre os principais lipopeptideos ciclicos estado surfactinas, iturinas, fenicinas,
liquenisinas, viscosinas, anfisinas e putisolvinas (Vecino et al., 2021).Essas
moléculas possuem propriedades anti-inflamatérias, antitumorais, antivirais e
antiplaquetarias, além de potenciais aplicagbes em terapias tromboliticas e no
tratamento de doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer, ao interferirem na
agregacéao do peptideo B-amiloide (AB (1-40)) em fibrilas (Zhao et al., 2017).

No estudo de Zhao et al. (2017), foi demonstrado que a surfactina pode atuar
em terapias tromboliticas de emergéncia associadas a doencas pulmonares,
cardiacas e cerebrais. Em um modelo de embolia pulmonar em ratos, a
administragao de surfactina em combinagdo com a prouroquinase aumentou a lise
de coagulos plasmaticos (Zhao et al., 2017).

O SARS-CoV-2 induz uma inflamacao intensa, com recrutamento de células
imunoldgicas e producgao de citocinas pro-inflamatérias, como interleucinas (I1L-1,
IL-6, IL-12), interferon-gama (IFN-y), proteina induzivel (IP10) e proteina
quimioatraente de mondcitos (MCP-1) (Huang et al., 2020). Biossurfactantes
produzidos por Bacillus subtilis apresentam atividade anti-inflamatéria, modulando a
resposta imune por meio da reducgao de citocinas pro-inflamatérias e do aumento da
expresséao de citocinas anti-inflamatarias (Giri et al., 2016).

A capacidade dos biossurfactantes de formar micelas facilita o
encapsulamento de farmacos e sua entrega a locais especificos de infecgdo (Smith
et al., 2020). Em estudos com o biossurfactante VSG 4 de Bacillus subtilis, foi
observada uma reducao na expressao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a,
IL-18 e NF-kB p65, além do aumento de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e
TGF-B (Giri et al., 2016).

O trabalho de Selvam et al. (2009) mostrou que o Bacillus subtilis (PB6),
produtor de surfactina, apresenta efeitos anti-inflamatérios em modelos de colite.
Animais tratados com PB6 apresentaram redugéao significativa nos danos ao célon,
manutencido do peso corporal e reducado dos niveis plasmaticos de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y). Além disso, houve aumento dos niveis de
IL-10 e TGF-B, citocinas com atividade anti-inflamatéria (Selvam et al., 2009).

Segundo Park et al. (2013), a surfactina demonstrou atividade anti-

neuroinflamatéria em células microgliais BV-2 estimuladas por acido lipoteicéico
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(LTA). A surfactina inibiu a produ¢ao de mediadores proé-inflamatérios, como TNF-a,
IL-1B, IL-6, NF-kB, MCP-1, prostaglandina E2 (PGE2), 6xido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (ERO). Além disso, protegeu células neuronais do hipocampo
(HT22) contra toxicidade mediada por microglia ativada (Park et al., 2013).
Biossurfactantes de Bacillus subtilis, como iturina e surfactina, tém sido
amplamente relatados por sua capacidade de modular citocinas pré-inflamatdérias e
anti-inflamatérias. Neste estudo, foram conduzidos experimentos com NPs
lipopeptidicas baseadas em biossurfactante iturina, produzidas por Bacillus subtilis,

encapsulando o inibidor de protease nafamostat.

2.3 BIOSSURFACTANTE ITURINA FORMAM MICELAS E ATUAM NA ENTREGA
DE DROGAS

O Bacillus subtilis € uma bactéria ndo patogénica amplamente distribuida no
ambiente, conhecida pela capacidade de produzir surfactantes biolégicos, como
surfactina, fentromicina e iturina (Yaraguppi et al., 2023). Este microrganismo é
utilizado em diversas areas, incluindo conservagao de alimentos, agricultura,
pecuaria e medicina (Zohora; Oliveira; Rahman, 2016 apud Yaraguppi et al., 2023).

Entre os lipopeptideos derivados de Bacillus subtilis, as iturinas se destacam
por suas propriedades antibacterianas, antifungicas, antivirais e atividades biolégicas
diversas. A iturina € um lipopeptideo ciclico sintetizado por Bacillus subtilis e outras
cepas bacterianas, abrangendo as variantes A, C, D e E (Yaraguppi et al., 2023).

Esses compostos possuem uma estrutura peptidica ciclica compartilhada,
composta por sete a-aminoacidos e um B-aminoacido. As iturinas apresentam
variagdes no tamanho da cadeia de acidos graxos, na localizagdo dos aminoacidos
e no conteudo estrutural (Yaraguppi et al., 2023). Entre elas, a iturina A é
especialmente notavel, caracterizada por um heptapeptideo ciclico e uma cadeia de
acidos graxos a-amino contendo 14 a 17 atomos de carbono. Este composto
demonstra alta atividade antibacteriana e antifungica (Yaraguppi et al., 2023).

As iturinas possuem uma ampla gama de aplicagdes bioldgicas e industriais.
Além das atividades anticancerigenas e hemoliticas, elas podem ser utilizadas na
industria cosmética como emulsificantes, agentes antirrugas e antibacterianos
(Oliveira et al., 1999; Oliveira et al., 2006 apud Yaraguppi et al., 2023).

No trabalho de Shekunov et al. (2023) foram testados 11 lipopeptideos
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ciclicos, e a iturina apresentou atividade antiviral significativa contra o SARS-CoV-2,
interrompendo o processo de fusdo entre as membranas viral e celular.

A iturina A é um surfactante e emulsificante altamente eficaz devido a sua
estrutura anfifilica. Ela é composta por um anel peptidico hidrofilico e uma cauda
hidrofébica de acidos graxos, o que facilita a interagdo com fases aquosas e oleosas,
promovendo a formagao de emulsdes estaveis (Thakur et al., 2020).

Este lipopeptideo também se destaca no aumento da solubilidade e
biodisponibilidade de medicamentos hidrofébicos, gracas a sua capacidade de
formar micelas ou vesiculas espontaneamente (Chauhan, Vivek et al.,, 2023). A
adicao de ligantes ou anticorpos especificos em sistemas de liberacdo baseados em
iturina permite a administracao precisa e direcionada de farmacos (Kourmentza et
al., 2021).

A produgdo de NPs utilizando iturina € uma estratégia promissora para

diversas aplicagdes.

2.4 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTI-VIRAL DA SURFACTINA

A surfactina € um lipopeptideo ciclico produzido por Bacillus subtilis,
conhecido por suas propriedades anti-inflamatdrias e antivirais. No estudo realizado
por Hwang et al. (2005), foi demonstrado que a surfactina apresenta atividade anti-
inflamatdria em células da linhagem de macréfagos de camundongos (RAW 264.7)
estimulados por lipopolissacarideos (LPS). De acordo com os autores, a surfactina
inibiu a expressao de IL-13, INOS mRNA e 6xido nitrico (NO), indicando seu potencial
anti-inflamatério(Hwang et al., 2005).

Zhang et al. (2015) também investigaram os efeitos anti-inflamatérios da
surfactina em macrofagos estimulados por LPS. O estudo revelou que a surfactina
inibiu a expressao de interferon-y (IFN-y), interleucina-6 (IL-6), NO e iNOS. Além
disso, o composto regulou negativamente o receptor do tipo Toll 4 (TLR4) induzido
por LPS, reduzindo a ativagao do fator nuclear-kB (NF-kB), um importante mediador
inflamatério.

De acordo com Gan et al. (2016), a surfactina demonstrou efeitos anti-
inflamatorios tanto in vitro quanto in vivo. Em estudos com camundongos, foi
observado que a surfactina inibiu a inflamacgao cronica em lesdes ateroscleroticas,

induziu fatores anti-inflamatérios como IgA, TGF-B e IL-10 no intestino, e estimulou
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a producgao de linfécitos T reguladores (CD4+, CD25+, FoxP3+) no bago. Esses
fatores contribuiram para a inibicdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e
IFN-y. Os grupos tratados com surfactina apresentaram redugao significativa da
inflamacéo crbnica, associada a uma diminui¢do nos niveis de TNF-a e aumento de
IL-10.

No campo antiviral, Vollenbroich et al. (1997) relataram que a surfactina exibe
atividade contra diversos virus envelopados, incluindo o virus Semliki Forest (SFV),
herpes simples (HSV-1 e HSV-2), herpes suino (SHV-1), estomatite vesicular (VSV),
imunodeficiéncia simia (SIV), calicivirus felino (FCV) e encefalomiocardite murina
(EMCV). Os experimentos in vitro demonstraram que a surfactina causa uma
inativacao bifasica dos virus, promovendo a ruptura da membrana lipidica viral e,
parcialmente, do capsideo viral. Essa atividade € atribuida a interacao fisico-quimica
entre a surfactina e a membrana lipidica dos virus (Vollenbroich et al., 1997).

Kracht et al. (1999) reforcaram esses achados ao demonstrar que a surfactina,
produzida por cepas de Bacillus subtilis, € capaz de inativar virus envelopados como
VSV, SFV e SHV-1. Segundo Zhao et al. (2017), os lipopeptideos de Bacillus subtilis
exibem atividade antiviral significativa, sendo essa especificidade relacionada a
interacdo com a bicamada lipidica viral. Essa interagcéo altera a permeabilidade da
membrana e, em concentragcbes mais altas, provoca a ruptura do sistema de
membranas dos virus (Kracht et al., 1999).

Huang, Wenjing et al. (2018)destacaram que a surfactina, devido as suas
propriedades anfipaticas, tem o potencial de se automontar em NPs sob condi¢des
especificas, podendo atuar como transportador de farmacos hidrofobicos. De forma
semelhante, os lipopeptideos a base de iturina, formam micelas que permitem o
encapsulamento e liberagdo controlada de medicamentos (Chauhan, Vivek et al.,
2023). Essas caracteristicas tornam a surfactina e a iturina compostos promissores
para aplicagcdes terapéuticas.

2.5 INIBIDORES DE SERINO PROTEASE E SEU PAPEL EM QUADROS DE
SINDROME RESPIRATORIA AGUDA E QUADROS NEUROLOGICOS

A sindrome respiratéria aguda causada pelo SARS-CoV-2 e suas
consequéncias neurologicas sao um problema de saude publica. As infecgdes virais

podem contribuir para o aparecimento ou progressdo de doengas neuroldgicas,
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proporcionando um risco aumentado para doengas neurodegenerativas (Granholm,
2023).

As doengas neurodegenerativas, como esclerose lateral amiotréfica (ELA),
doencga de Parkinson (DP), doenga de Alzheimer (DA) e esclerose multipla (EM), séo
desencadeadas por fatores ambientais e genéticos que agem em conjunto. No
entanto, a acao de toxinas virais e bacterianas no SNC gera processos inflamatorios
intensos, contribuindo para o avango das doengas neurodegenerativas (Granholm,
2023).

O SARS-CoV-2 pode causar efeitos neuroldgicos diretos devido a entrada do
virus no cérebro ou na medula espinhal, bem como efeitos indiretos devido a
resposta imune no corpo ou no cérebro, que levam a patologias no SNC (Granholm,
2023). A entrada do SARS-CoV-2 nas células ocorre principalmente por meio dos
receptores ECA-2, que sdo carboxipeptidases, com o auxilio da serino protease
TMPRSS2. Além das vias aéreas superiores e inferiores, o receptor ECA-2 esta
presente nas células do SNC, no esbéfago, nos enterdcitos do ileo, no miocardio, nos
rins e na bexiga (Otifi; Adiga, 2022). De acordo com Petra Tavcar et al. (2021), a
enzima ECA-2 é expressa em neurdnios e células ndo neuronais, incluindo
astrécitos, oligodendrécitos, células endoteliais e pericitos presentes na BHE.

Os inibidores de protease, como o nafamostat, atuam na inibicdo da
TMPRSS2, impedindo que a enzima clive a proteina viral Spike (S) do SARS-CoV-
2, reduzindo assim a entrada do virus nas células que expressam ECA-2 (Hoffmann
et al., 2020). O trabalho de Kawase et al. (2012) analisou farmacos inibidores de
serino protease TMPRSS2, observando a possivel capacidade de reduzir a entrada
viral. Em seus experimentos, os autores utilizaram células HeLa-ECA-2 ou Hela-
ECA-2-TMPRSS2, realizando o tratamento das células com farmacos inibidores de
proteases, como benzamidina, aprotinina, gabexato, camostat e TLCK, por 30
minutos. Em seguida, os virus pseudotipados SARS-S e Coronavirus Humano
(NL63-S) foram inoculados junto aos inibidores de protease. Os resultados
demonstraram que o camostat evitou a ativacido da proteina viral S na superficie das
células, bloqueando a entrada viral do SARS-S e do Coronavirus Humano (NL63-S)
em células que expressam TMPRSS2 (Kawase et al., 2012).

No trabalho de Ansarin et al. (2020) e Sagawa; Inoue; Takano, (2020), a
administragdo oral de cloridrato de bromexina reduziu a transferéncia de pessoas

para unidades de terapia intensiva, evitando intubacao e taxa de mortalidade em
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pacientes com COVID-19. O cloridrato de bromexina inibiu a TMPRSS2, evitando a
entrada viral nas células e processos inflamatérios subsequentes.

Na pesquisa de Saglam-Metiner et al. (2024), o nafamostat inibiu a infec¢ao
por influenza A, melhorou a viabilidade celular e reduziu respostas inflamatérias. De
acordo com os autores, foram administradas doses seguras de nafamostat, sendo
10 uM para estudos in vitro e 22 uM para estudos ex vivo, avaliando-se as interagbes
patégeno-hospedeiro. Durante a pesquisa, os autores mediram os niveis de citocinas
inflamatérias IL-6, IL-1a, IL-1B, TNF-a, MIP-2, CCL11 e IFN-y, observando a acéo do
nafamostat sobre a resposta inflamatoria mediada pelo virus HIN1 em células Calu-
3 in vitro e em cultura ex vivo de fatias de tecido pulmonar de corte de precisao
(PCLS) (Saglam-Metiner et al., 2024). Os resultados indicaram que o nafamostat
reduziu os niveis de interleucina-6 (IL-6) em células Calu-3 e em tecido pulmonar
PCLS em ambos os modelos. O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) aumentou
significativamente durante a infecgdo H1N1 + Calu-3; no entanto, a dose de 10 uM
de nafamostat foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a (Saglam-Metiner et al., 2024).
As expressdes de IL-1a e IL-1B aumentaram em células H1N1 e HIN1+ PCLS em
comparagao com os controles; entretanto, a administracdo de nafamostat em
modelos in vitro e ex vivo foi capaz de reduzir os niveis de IL-1a e IL-1B (Saglam-
Metiner et al., 2024).

As enzimas serina proteases sao as proteases mais abundantes no
organismo humano. Alteragdes na atividade das proteases resultam em alteragoes
fisiologicas, como céncer, doengcas neurodegenerativas, doengas inflamatorias,
cardiovasculares e infecgcbes microbianas (Harish; Uppuluri, 2018). As proteases
atuam na degradacgao de proteinas e no reparo tecidual; no entanto, em condi¢des
patolégicas, promovem a degradacdo da matriz extracelular das células e de
proteinas. Os fragmentos celulares e proteicos sdo capazes de ativar vias da
inflamagéao por meio dos receptores Toll-like (TLRs), recrutando células imunes (Guo
et al., 2024). A ativagao de TLRs leva a ativagdo e ao deslocamento do NF-kB para
0 nucleo das células, resultando na produgéao de citocinas proé-inflamatérias (Guo et
al., 2024). O NF-kB é frequentemente ativado em pacientes com condi¢des
inflamatodrias crénicas, como cancer, doencas pulmonares, cardiovasculares,
autoimunes, cutédneas e neurodegenerativas. Diversos agentes podem ativar o NF-
KB por meio de vias candnicas e nao canbnicas (Guo et al., 2024).

Na COVID-19, a via NF-kB desempenha um papel central, particularmente
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nos casos graves. Sua ativagao pelo SARS-CoV-2 promove a liberagao de citocinas
inflamatérias, como IL-6 e TNF-a, que s&o cruciais para a resposta imunoldgica, mas
também estdo associadas as tempestades de citocinas em quadros severos (Guo,
Qing et al., 2024). Apo6s a infecgéo inicial, a ativagc&o persistente do NF-kB contribui
para inflamacgdes continuas, danos teciduais e sintomas prolongados, caracteristicos
das sequelas pés-agudas da COVID-19 (Guo, Qing et al., 2024)

O nafamostat age ligando-se covalentemente ao sitio ativo de serina
proteases. Este composto tem demonstrado eficacia em condigdes como pancreatite
aguda e coagulagao intravascular disseminada (Wei; Huang; Jiang, 2024). No estudo
de Gupta et al. (2010), o nafamostat foi listado entre as pequenas moléculas capazes
de inibir a via NF-kB. Além disso, o nafamostat tem evidenciado efeitos
neuroprotetores e anti-inflamatorios em doengas do SNC (Chen et al., 2014). Entre
suas aplicagdes, destaca-se a capacidade de melhorar os desfechos neuroldgicos e
promover a regeneragao axonal apds acidentes vasculares cerebrais (AVC), além de
proteger contra a isquemia cerebral aguda por meio da preservagao da integridade
da BHE (Kwon et al., 2015). Os inibidores de protease desempenham um papel
crucial na reducao de processos inflamatérios e na desaceleracdo de doencas

neurodegenerativas.

2.6 VIRUS CAUSADORES DE SINDROME RESPIRATORIA AGUDA E
INFLAMACAO NO SNC

As infeccdes virais podem desencadear respostas imunes intensas com
sintomas neuroldgicos a longo prazo. De acordo com Jorgacevski; Potokar, (2023),
alguns virus causadores de sindromes respiratdrias agudas séo capazes de infectar
o SNC, induzindo processos neuroinflamatérios. Esses virus podem acessar o SNC
de diversas formas: cruzando as células endoteliais dos capilares cerebrais, através
da barreira BHE entre o sangue meningeo e o liquido cefalorraquidiano, ou por meio
de neurdnios periféricos e olfatorios infectados (JorgaCevski; Potokar, 2023).

O virus sincicial respiratério (VSR) € um virus de RNA de fita simples
envelopado que pertence a familia Pneumoviridae, ordem Mononegavirales. Ele
causa infecg¢des no trato respiratorio, podendo levar a quadros graves de pneumonia
e bronquiolite (Russell et al., 2017). A patologia pulmonar causada pelo VSR

compromete a BHE, facilitando a entrada do virus no SNC (Bohmwald et al., 2021).
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O VSR infecta astrocitos, gerando processos inflamatérios prolongados no SNC e
aumentando a producgéao de citocinas, interleucinas e quimiocinas (Bohmwald et al.,
2021). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que astrocitos murinos podem ser
infectados pelo VSR (Bohmwald et al., 2021)

No trabalho de Arnold et al. (2009), o virus metapneumovirus humano (hMPV)
foi identificado nas vias aéreas superiores de criancas que apresentavam convulsoes
(Arnold et al., 2009). O virus Influenza também €& associado a sindrome respiratoria
aguda e a infecgdo no SNC (Franci et al., 2016). De acordo com Ng et al. (2018), o
virus Influenza causador da gripe aviaria (H7N9) pode infectar astrécitos e células
neuronais, resultando em processos inflamatoérios. Estudos in vitro com células
cerebrais humanas mostraram a neuropatogenicidade do virus da gripe aviaria
(H7N9). Ng et al. (2018) observaram que células astrocitarias humanas (T98G) e
células neuronais (SH-SY5Y) podem ser infectadas pelo virus H7N9 e pelo Influenza
A (H1N1).

O SARS-CoV-2, pode desencadear sindrome respiratdria aguda e processos
inflamatérios intensos. Este € um virus neurotrépico, capaz de infectar o SNC e
causar sintomas como perda de memodria, tontura, derrames, psicose, cefaleias,
confusdo mental, delirios, cognicdo reduzida e depressdo. Esses sintomas
neurologicos ocorrem tanto em casos leves quanto graves de COVID-19 (Petra
Tavcar et al., 2021). O receptor ECA2, presente nas células endoteliais da BHE, em
neurbnios e em células gliais (astrocitos, microglia e oligodendrécitos), facilita a
infeccao pelo SARS-CoV-2. A morte celular resultante da infecgdo direta ou indireta
das células endoteliais fragiliza as juncées da BHE, permitindo a entrada do virus no
SNC (Maliha; Fatemi; Araf, 2024).

Outra via de entrada do SARS-CoV-2 no SNC ocorre através do epitélio
olfatorio e da cavidade nasal, locais primarios de infeccdo devido a presenga do
receptor ECA2. As células do epitélio olfatorio infectadas liberam o virus, que penetra
na placa cribiforme e alcanga o bulbo olfatério, ingressando no SNC (Maliha; Fatemi;
Araf, 2024). No cérebro, o SARS-CoV-2 infecta neurénios e células endoteliais da
BHE, causando morte celular. Esse processo inicial recruta células imunolégicas,
que intensificam a fragilidade da BHE, facilitando ainda mais a entrada do virus no
SNC (Maliha; Fatemi; Araf, 2024). Linfocitos e macrofagos que expressam o receptor
ECA2 também podem transportar o SARS-CoV-2 ao SNC (Maliha; Fatemi; Araf,

2024). Assim, o SARS-CoV-2 promove a liberagdo de citocinas e quimiocinas
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inflamatdrias, alterando a homeostase cerebral e ativando células imunoldgicas do
SNC, como microglia e astrécitos. Esses eventos resultam em processos
neuroinflamatérios intensos (Maliha; Fatemi; Araf, 2024).

Nesta pesquisa, € demonstrada a acao das NPs de biossurfactante iturina
combinadas com o inibidor de protease nafamostat na redugao da inflamacgao in vitro
por LPS em astrocitos, bem como na diminuicdo da infectividade viral in vitro em

astrocitos pelo virus pseudotipado da estomatite vesicular (VSV-SARS-CoV-2-S).

2.7 ENTRADA DO SARS-COV-2 NAS CELULAS

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples positiva que entra nas
células principalmente pela interagdo com a enzima conversora de angiotensina 2
(ECA2), amplamente expressa em diferentes tecidos do corpo humano. Esse virus
apresenta quatro principais proteinas estruturais: a proteina Spike (S), a proteina de
membrana (M), a proteina do envelope (E) e a proteina do nucleo capside (N)
(Steiner et al., 2024). A proteina Spike (S) € responsavel pela interagcdo com o
receptor ECA2 do hospedeiro, permitindo a entrada do virus nas células (Steiner et
al., 2024).

A proteina (S) do SARS-CoV-2 possui dois dominios principais: S1 e S2, que
sdo clivados por furinas. O dominio S1 apresenta o dominio amino-terminal (N-
terminal, NTD), o dominio receptor de ligagao (RBD), e os dominios carboxi-terminais
(C-terminal, CTD1 e CTD2). O RBD ¢é responsavel por se ligar ao receptor ECAZ2,
sendo, junto com o NTD, um alvo comum de mutacdes (Steiner et al., 2024).

O dominio S2 possui um site de clivagem adicional, denominado S2', que, ao
ser ativado, expde o peptideo de fusdo, permitindo que o virus ancore nas células
hospedeiras para a liberagdo do RNA viral. Dessa forma, a interacéo entre a proteina
(S) e o receptor ECA2 requer uma clivagem adicional no dominio S2' (Steiner et al.,
2024). A clivagem desse dominio é realizada por serino protease transmembrana do
tipo Il (TMPRSS2), processo que permite a fusdo do virus a membrana da célula
hospedeira e a subsequente liberagdo do material genético viral. Quando essa
clivagem ocorre, o RNA viral entra diretamente na célula pela superficie (Steiner et
al., 2024).

Outra via de entrada do SARS-CoV-2 nas células é a endocitose. Nesse

processo, a proteina viral (S) interage com o receptor ECA2, e o virus ¢é internalizado
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em vesiculas endossomais. Posteriormente, o virus € ativado por proteases
lisossébmicas, como catepsina L e catepsina B. A escolha da via de entrada viral
depende do tipo celular: a entrada direta por TMPRSS2 ocorre quando essa enzima
esta amplamente expressa, enquanto a endocitose ocorre em células com baixa
expressao de TMPRSS2, seguida pela ativagdo do virus por proteases lisossdmicas
(Steiner et al., 2024).

Dessa forma, o estudo de inibidores de proteases capazes de inibir TMPRSS2
e as proteases lisossémicas (catepsina L e catepsina B), € de extrema importancia.
Esses inibidores poderiam contribuir para a redugcao da entrada viral do SARS-CoV-
2 nas células, além de possuirem potencial para atuar sobre processos inflamatérios

mediados por virus e em condi¢gdes que afetam o SNC.

2.8 ASTROCITOS E MICROGLIA COMO CELULAS DE DEFESA DO CEREBRO

Os astrécitos sdo as células mais abundantes do SNC e desempenham
diversas fung¢des cruciais para a homeostase cerebral. De acordo com (Guo, F.; Ma;
Pleasure, 2014), os astrocitos tém um papel fundamental na manutencdo da
integridade da BHE, sendo responsaveis por assegurar a presenca de linfocitos e
mondcitos para proteger o SNC. Além disso, controlam a eficiéncia da sinalizagao
sinaptica e a propagacgao dos potenciais de agado dos neurdnios (Guo, F.; Ma;
Pleasure, 2014).

Os astrécitos também desempenham fungdes imunes inatas e adaptativas,
reconhecendo padrbes moleculares associados a patégenos, como nucleotideos
virais e lipopolissacarideos bacterianos, por meio de seus receptores. Além disso,
sdo capazes de induzir a producdo de 6xido nitrico, moduladores inflamatérios e
quimiocinas que atraem células imunes ao SNC (Guo, F.; Ma; Pleasure, 2014).

Durante uma invasao viral no SNC, os astrocitos sdo frequentemente as
primeiras células a serem infectadas apds a invasdo da BHE (Petra Tavcar et al.,
2021). Quando os virus atingem o cérebro, alteram o metabolismo astrocitario e
prejudicam o funcionamento neuronal. No entanto, conforme apontado por Najjar et
al., (2020),0 dano neurologico causado pelo virus SARS-CoV-2 é também resultado
da inflamacgéao sistémica induzida pelo virus. Segundo Steardo; Steardo; Scuderi,
(2023), o SARS-CoV-2 desencadeia uma resposta reativa significativa das células

gliais. Essas células atuam no controle dos eventos inflamatérios, protegdo e
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regeneragao. Contudo, a maioria dos pacientes ndao apresenta restauragcao do
estado fisioldgico glial, resultando em falhas homeostaticas subjacentes a sintomas
neuropsiquiatricos relacionados a COVID-19 (Steardo; Steardo; Scuderi, 2023).
Outra célula crucial no SNC €& a microglia, que desempenha importantes
fungdes imunoldgicas, respondendo a infecgdo e inflamagao, além de recrutar
células de defesa. A micréglia representa cerca de 10 a 20% das células gliais e
realiza monitoramento constante do SNC, gerando sinais e parametros para informar
o estado das células e manter a homeostase do SNC (Hanisch, 2014). Quando ha
falha na integridade do SNC, inicia-se o processo de ativagado microglial. A microglia
possui diversos receptores que auxiliam na deteccao de infecgdes, danos celulares,
lesdes teciduais, rupturas vasculares e comprometimento da BHE (Hanisch, 2014).
Além disso, ela reconhece falhas em atividades neuronais, como niveis anormais de
neurotransmissores ou disturbios ibnicos (Hanisch, 2014). Assim, a micréglia
desempenha um papel fundamental na deteccdo de ameacgas ou condi¢des
neuropatoldgicas, protegendo e auxiliando nos processos de reparagao do SNC
(Hanisch, 2014). Embora a ativagdo microglial seja importante para combater
infec¢des, sua intensificagdo, seja aguda ou crdnica, pode gerar efeitos nao
benéficos, como processos autoimunes e/ou neurodegenerativos (Hanisch, 2014).
Diante disso, é de grande importancia realizar pesquisas sobre astrécitos e
microglia em relagdo a processos inflamatérios e infecgbes virais do SNC.
Inicialmente, esta pesquisa realizou o cultivo celular in vitro de astrécitos e microglia,
conduzindo testes de viabilidade celular. No entanto, ao longo do trabalho, os
experimentos foram direcionados apenas aos astrocitos devido a sua abundancia no

SNC e ao seu rapido crescimento celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

A sintese e caracterizagdo das NPC e NPN, foram realizadas no laboratério de
Bioquimica e neurociéncias da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob
a orientacdo do Prof. Dr. George Augusto Veloso de Oliveira. As NPs foram
preparadas com biossurfactante bacteriano iturina (patente em processo de redacgao)
e um inibidor de serino-protease comercial mesilato de nafamostat.

O biossurfactante iturina foi produzido e purificado por colaboradores da
Universidade Federal de Sdo Joao Del-Rei (UFSJ), sendo a equipe composta pelos
Prof?. Dr®. Marina Quadrio Raposo Branco Rodrigues, Prof. Dr. Diego Fernandes
Livio, Prof. Dr. Paulo Afonso Granjeiro e Prof. Dr. José Anténio da Silva. O inibidor de
protease mesilato de nafamostat (lote 0000179260) foi adquirido da Sigma- Aldrich.

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados no setor de Eletroquimica
do laboratério de Bioquimica e neurociéncias da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG), sob orientagéo dos pesquisadores Prof. Dr. José Mauricio Schneedorf
Ferreira da Silva e Prof. Dr. George Augusto Veloso de Oliveira. Os lipidios
fosfatidilcolina e colesterol, usados na preparacdao da membrana bicamada lipidica
suportada (s-BLM), foram adquiridos da Sigma-Aldrich. A lixa d’agua com granulagao
1200 utilizada para limpar levemente a superficie do eletrodo de Pt, foram adquiridas
em loja de materiais de constru¢cdo em Alfenas-MG.

O cultivo celular in vitro de células gliais, bem como os ensaios de viabilidade
celular MTT foram realizados no setor de cultivo celular do laboratério de Bioquimica
e neurociéncias da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob a orientagao
da Prof?. Dr2. Marilia Gabriella Alves Goulart Pereira e da Prof?. Dr? Kris Simone
Tranches Dias. Os reagentes utilizados para cultivo celular incluiram o meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), penicilina-estreptomicina, tripsina-EDTA
(0,25%) e soro fetal bovino, todos adquiridos da Thermo Fisher Scientific. O sal
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H- tetrazélio (MTT) foi obtido da
Sigma-Aldrich.

Os ensaios de inflamacgao, imunofluorécencia e infecgao viral foram realizados
no laboratério de Neuroimunobiologia da Dor (LABNID), localizado na Universidade

Federal de Alfenas, UNIFAL-MG, sob a orientagdo do pesquisador Prof. Dr. Flavio
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Protasio Veras, que disponibilizou todos os reagentes e materiais necessarios.
Portanto, o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) de Escherichia coli, os reagentes
para marcagao celular 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e aglutinina do germe de
trigo (WGA), bem como os anticorpos anti-TNF-a (rabbit), anti-IL-6 (rabbit), anti-
GFAP e Alexafluor488-anti-rabbit, foram todos cedidos pelo Prof. Dr. Flavio Protasio
Veras. Os reagentes 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)(ABTS), avidina,
Vectashield, solugdo tampao salina Tris (TBS), albumina sérica bovina (BSA),
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e Tween-20 foram igualmente
disponibilizados pelo Prof. Dr. Flavio Protasio Veras. O virus pseudotipado VSV-
SARS-CoV-2-S-mCherry, também foi cedido pelo Prof. Dr. Flavio Protasio Veras do
LABNID.
Todos os demais reagentes utilizados, incluindo metanol, cloroférmio, fosfato
de sédio monobasico, fosfato de sodio dibasico, acido férmico e trietilamina, eram

de grau analitico.

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
BIOSSURFACTANTE ITURINA COM INIBIDOR DE PROTEASE
NAFAMOSTAT

A sintese das NPs foi realizada por microemulsdo dupla do tipo
agua/oleo/agua (A/O/A). conforme descrito por (Huang, Wenjing et al., 2018).
Inicialmente, uma solucdo aquosa do nafamostat (1 mg/mL) foi misturada com
excesso de trietilamina (600 uL) e cloroférmio (40 mL), formando uma pré-emulsédo
A/O por agitacao durante 40 minutos. Em seguida, a pré-emulséo foi gotejada em uma
solucéo aquosa de iturina (8 mg/mL) sob emulsificacdo ultrassénica por 40 minutos.
Apos, a solugéo foi mistura novamente por mais 40 minutos. Para a remocao da fase
organica (cloroférmio) a solugcdo de NPs foi incubada em agitacdo constante (90
rpm), 37°C durante uma noite. Apos evaporacao do cloroformio a solugdo de NPs
foram aliquotadas em eppendorfs de 1 mL e foram centrifugadas a 14500 rpm por
20 min, o sobrenadante foi coletado para analise da eficiéncia de encapsulamento e
as NPs foram suspensas em 1 mL de &gua ultrapura. As NPs contendo apenas
iturina (encapsulamento de 4gua) foram produzidas pelo mesmo método, sem a

adicao de nafamostat.
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A distribuicdo de tamanho (size) e o indice de polidispersdo (PDI), foram
avaliadas por espalhamento de Iluz dinamico (DLS) (Soares, 2011). Para
caracterizacao fisico quimica do tamanho das NPs e PDI, 1 mg de cada amostra de
NPs foi suspensa em 1mL de agua ultrapura e avaliada no equipamento Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido), localizado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas. A Figura 1 apresenta

0 esquema do processo de sintese das NPs contendo nafamostat.

Figura 1 — Esquema do processo de sintese das NPs biossurfactante iturina com
inibidor de protease nafamostat.

Sintese de NPs Biossurfactante iturina com nafamostat:

1° Nafamostat Img 2° Gotejar a solugdo inicial 6leo/  3° Homogeneizar.
em 8mL de agua. agua sobre a solugao de iturina m
em emulsificacao ultrassonica. mwin  rpm
Clor(_:_férmio 40min
Trlt\:t]lammﬁz.l_ K > . —_—
1 i 1

: = l
6° Ressuspender 5° Centrifugar 4° Agitar por uma noite
concentrado de NPs  14500rpm/ 20min. para evaporar todo
com ImL de agua. cloroférmio.

v/

3.2.1 Eficiéncia de encapsulamento

Fonte: da autora.

A eficiéncia de encapsulamento das NPN foi calculada pela seguinte equagao:
EE (%) = [(Ct — Cs)/Ct] x 100.

Onde (Ct) representa a concentragdo total de nafamostat utilizada no preparo
das NPN e (Cs) corresponde a concentracdo de nafamostat encontrada no

sobrenadante das NPs, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC).

3.2.2 Deteccao e curva de calibragcao do nafamostat por HPLC

Para a detec¢cdo do nafamostat por HPL no equipamento da (SHIMADZU),
amostras padrao do nafamostat foram preparadas nas concentragdes de (0,5 pM,
2,5 uM, 5 uM, 12,5 uyM, 25 uM, 50 yM e 500 pM) em metanol. A identificacdo do
nafamostat por HPLC foi conduzida seguindo a metodologia descrita por (ZHANG et
al., 2020). A coluna utilizada durante as analises por HPLC, foi uma coluna C18, a
eluicao escolhida foi (A) acido férmico a 0,1% em agua purificada e (B) metanol, o
volume maximo de injecéo foi de 50 yL. Adotou-se a elui¢ao gradiente sendo 100%
de acido férmico (A) em 23% de metanol (B) aos 10 min, aumentando-se linearmente
para 35% (B) aos (15 min) e 55% (B) aos 20 min, se mantendo até ao final da corrida
com tempo 28.10 min. A temperatura da coluna foi 29 °C e a taxa de fluxo foi de 1,0
mL/min.

A curva calibragdo do mesilato de nafamostat foi realizada na concentragao
de 50 uM, os volumes de inje¢do (2 pL, 3 pL, 5 pL, 10 yL, 30 pL, 50 uL). A eluigédo
gradiente utilizada na curva calibragdo foi (A) acido formico a 0,1% em agua

purificada e (B) metanol.

3.2.3 Estudo de liberagao in vitro das NPN

O estudo de liberagao do inibidor de protease nafamostat incorporado nas
NPs de biossurfactante iturina foi realizado conforme descrito por (Zu et al., 2016).0
tampao utilizado no processo de liberagdo das NPs foi tampao fosfato de sddio
monobasico/dibasico, pH 5,9.

A liberacéo foi realizada em falcon de 50 mL, foi adicionado 2ml das NPN em
18ml de tampao fosfato de sédio monobasico/dibasico, pH 5,9. Os tubos falcon foram
fechados e colocados sob agitagao constante a 90 rpom em temperatura de 37°C. Nos
intervalos de tempo de (1h, 3h, 12h, 24h, 36h, 48h e 72h) foram coletadas aliquotas
de 300 uL das amostras, que foram analisadas por HPLC para a quantificacdo do

nafamostat liberado.
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3.3 INTERACAO DAS NPs BIOSSURFACTANTE ITURINA COM O MODELO
DE MEMBRANA LIPiDICA SUPORTADA (s-BLM)

Ensaios de voltametria ciclica foram realizados para verificar a interagcao das
NPC com o modelo de membrana lipidica suportada (s-BLM). Para a realizagao dos
ensaios foi utilizado o sistema potenciostato/galvanostato PG- 39MCSV, Omnimetra
Instrumentos Cientificos Ltda, conectado a um computador para controle do
potencial e aquisi¢gado de dados. Os eletrodos utilizados foram eletrodo de referéncia
(RE)/ eletrodo de Ag/AgCl, contra eletrodo (CE)/ eletrodo de carbono e eletrodo de
trabalho (WE)/ eletrodo de platina (Pt).

Para verificar a interagdo de ions ferricianeto de potassio [Fe(CN)s]*
presentes na sonda eletroquimica com os eletrodos, foi preparado uma solucao
sonda com Ferri/ferrocianeto de K (5mM) em KCI(0,1M) com volume final de 100 mL.
Em seguida foram realizadas analises do eletrodo de Pt limpo sem a s-BLM, para
isso foram realizados enxague dos eletrodos e o polimento da superficie do eletrodo
de Pt com uma lixa D’agua de granulagdo 1200. Em seguida, os eletrodos foram
conectados ao sistema potenciostato/galvanostato através de garras e foram
posicionados proximos uns aos outros, sendo mergulhados com sua superficie de
contato na solucdo sonda de Ferri/ferrocianeto de K (5mM) em KCI (0,1M). Foi
aplicado um potencial de varredura com janela de 50uA e os resultados foram
detectados no computador através do software omnimetra/ PG39M 16CXS 4.0.6 16
bits.

Para analise do eletrodo de Pt com a superficie modificada, foram necessarios
a preparacao da solugcao de s-BLM. A s-BLM foi preparada com fosfolipidio
(fosfatidilcolina) e colesterol, sendo 20:7. Os reagentes utilizados no preparo da s-
BLM foram transferidos para um eppendorf de 2ml, foi adicionado 1ml de cloroférmio
e foi realizada a homogeneizagdo do eppendorf para dissolver os reagentes. A
solugcao de s-BLM foi armazenada em freezer a -20°C.

Para verificar a interagao das NPC com a s-BLM foi utilizado o eletrodo de Pt,
sendo adicionado 10uL da solucdo s-BLM na superficie do eletrodo, esperando a
evaporagao do cloroférmio por 20 segundos. Apds, o eletrodo de Pt contendo a s-
BLM foi mergulhado em solugao de KCI 0,1 M por 40 min.

Para confirmar a formagao da membrana s-BLM na superficie do eletrodo, o

eletrodo foi mergulhado na solu¢do sonda de Ferri/ferrocianeto de K (56mM) em KCI
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(0,1M) e aplicado o potencial de varredura.

Ao confirmar a formacgao da s-BLM na superficie do eletrodo de Pt, o eletrodo
foi mergulhado em solugédo NPC na concentragdo 1 mg/ml por um tempo maximo de
5h. Nos intervalos de tempo de Oh, 1h, 2h, 3h, 4h e 5h, o eletrodo de Pt era colocado
na sonda eletroquimica juntamente com outros eletrodos, sendo verificado se os

sinais de corrente retornavam ao longo do tempo de contato das NPC.

3.4CULTURA CELULAR
3.4.1 Cultura primaria de astrécitos

O cultivo primario de astrocitos e microglia foi realizado a partir de hipocampos
frescos coletados de ratos neonatos (de 2 a 4 dias), sendo cultivadas em meio de
cultura DMEM (Eagle's minimal essential medium) com adigdo de 10% de soro fetal
bovino (SFB) e antibidtico (Penicilina/Estreptomicina). O processo da extracdo das
células e todo projeto foi conduzido de acordo com a orientagdo e aprovagao do
comité de ética para experimentagdo em animais (CEUA 009/2023). Apos
estabelecer um cultivo primario, foram realizados subcultivos para garrafas maiores.
A Figura 2 exemplifica a realizagdo do cultivo primario de astrécitos.

Logo apds o cultivo primario e crescimento celular, foi notado que a maioria
das células aderidas ao fundo das garrafas eram astrocitos, enquanto que a microglia
e outras células ficavam livres sobre o meio de cultura. O achado esta de acordo com
o trabalho de Shi et al., (2023), que também verificaram a presenga de astrécitos
aderidos ao fundo das garrafas e microglia livres sobre o meio de cultura (Shi et al.,
2023).
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Figura 2 — Esquema do cultivo celular primario de astrécitos.
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Fonte: da autora.

3.5ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR MTT

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol- 2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) em cultura de astrécitos in vitro. O
objetivo foi avaliar a citotoxicidade das NPs biossurfactante em células glia,
astrocitarias e microglia. O plaqueamento foi realizado em placas de 96 pocos,
realizando a incubacéao por 48h para fixagdo das células. O tratamento das células
foi realizado com meio de cultivo DMEM + solugao de NPs biossurfactante.

As NPs preparadas na concentragdo 5mg/ml, foram diluidas em diluicées 1:1
em quintuplicata. A primeira diluigao foi realizada da seguinte forma (150 uL de NPs
+ 150 puL de meio DMEM), e a partir desta diluicdo coletamos 150 yL e diluimos
da mesma forma, sucessivamente. As concentracdes de NPs baseada na
concentracéo inicial, foi de 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,62 mg/mL, 0,31 mg/mL e 0,15
mg/ml. O controle positivo foi células + DEMEM, o controle negativo foi somente
DEMEM e o controle com DMSO foi (75 yL de DMSO e 75 uL de DMEM), totalizando
150 uL por pogo. Apos a adigao das NPs biossurfactante, a placa foi incubada por
48 horas. Em seguida foi retirado todo meio de tratamento, realizando a lavagem de

cada pogco com 100 yL de PBS filtrado. Logo, as células foram incubadas com
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solugao (MTT) preparada com DMEM completo na concentragao final de 0,5 mg/mL
(estoque 5mg/ml em PBS) por 4h. O produto final formazan foi dissolvido em DMSO

por 20 minutos, sendo quantificado em absorbancia de 540 nm.

3.6. ATIVACAO DA INFLAMACAO POR LPS

Ao estabelecer um cultivo primario de astrécitos, as células foram plaqueadas
sobre laminulas de vidro (n° 1, 20 mm de didmetro) em placas de 24 pocos, utilizando
aproximadamente 0,5x10° células por poco. A inflamagao celular foi induzida por meio
da estimulagcdo com lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (E. coli), seguindo
dois protocolos distintos.

No primeiro protocolo, os astrocitos foram estimulados com LPS por 24h e, em
seguida, tratados com NPC ou NPN por 48h. O experimento teve uma duragao total
de 72 horas. Apds esse periodo, o meio contendo os fatores inflamatérios liberados
pelas células foi coletado, distribuido em placas de 96 pogos e armazenado a -20°C
para posterior quantificagcao das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6.

No segundo protocolo, as células foram primeiramente tratadas com NPC ou
NPN por 48h e, posteriormente, estimuladas com LPS por 24h. O experimento
também teve uma duracgao total de 72h, e o meio contendo os fatores inflamatérios foi
coletado e armazenado sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Em ambas as condi¢gbes experimentais, cada grupo recebeu tratamento em
quadruplicata. As Figuras 3 e 4 ilustram, respectivamente, a sequéncia de tratamento
dos astrécitos estimulados inicialmente com LPS e daqueles que receberam primeiro
o tratamento com NPC ou NPN. Os tratamentos foram realizados nas concentragdes
de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,5 ng/mL, além da amostra de nafamostat puro na
concentracéo de 62,5 ng/mL.

Para a quantificagao das citocinas pré-inflamatérias, foram utilizados anticorpos
de captura e de deteccdo para TNF-a e IL-6. Os anticorpos de captura foram
preparados diluindo-se 50uL do anticorpo em 5 mL de PBS 1x. Esses anticorpos foram
adicionados as placas de 96 pocos (50 pL/pogo) e incubados por 24h em temperatura
ambiente.

A solucéo de lavagem foi preparada com 1 mL de Tween diluido em 1 L de PBS
1x. Ap6s a incubagéo, os anticorpos foram descartados e as placas lavadas trés vezes

com essa solugao.
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Para o bloqueio, foi preparada uma solugdo de BSA contendo 1g de BSA
dissolvido em 50 mL de PBS 1x. Foram adicionados 100 pL por pogo dessa solugéo,
e as placas foram incubadas por 2 horas, seguidas de trés lavagens com solugéo de
Tween.

O sobrenadante contendo os componentes inflamatérios coletados
previamente foi adicionado (50 uyL/pogo) e incubado por 2h. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com solugéo de lavagem. Em seguida, foram preparados os
anticorpos de detecgado para TNF-a e IL-6 (50 yL em 5 mL de PBS 1x), que foram
adicionados as placas e incubados por 2h em temperatura ambiente. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com solugao de lavagem.

Para a detecgao, foi preparada uma solugao de avidina diluindo-se 2,5 uL de
avidina em 5 mL de PBS 1x. Essa solugéo foi adicionada as placas (50 uL/pogo),
incubadas por 40 minutos em temperatura ambiente, seguidas de trés lavagens com
solugcao de Tween.

Por fim, foi adicionado o reagente ABTS (50 uL/poco), aguardando-se até a
reacdo completa. A leitura das placas foi realizada no leitor de placas ELISA (Synergy

H1 Hybrid Reader) a 630 nm.

Figura 3 — Representacgéo do estimulo inflamatério com LPS em astrécitos por 24h.

Estimulo com LPS e tratamento com NPs

Meio —
LPS+ NPC 62,5ng/mL —>

LPS + NPC 18,75ng/mL—
LPS + NPC 6,25ng/mL —
LPS —

Fonte: da autora.

«— Meio

«— LPS+ NPN 62,5ng/mL
e LPS +NPN 18,75ng/mL
«— LPS +NPN 6,25ng/mL
. LPS

«— LPS + Nafamosat

Legenda: Ordem de tratamento das placas que receberam primeiramente estimulo inflamatério com
LPS (1ug/mL) em astrécitos por 24h e, em seguida, o tratamento com NPs biossurfactante
iturina controle (NPC) ou NPs biossurfactante iturina com nafamostat (NPN).
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Figura 4 — Representacao do pré-tratamento realizado com NPs por 48h.
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Legenda: Ordem do tratamento das placas que receberam primeiro o tratamento com NPs
biossurfactante iturina controle (NPC) e NPs biossurfactante iturina com nafamostat (NPN)
por 48 h de incubagéo e, em seguida, o estimulo inflamatério com LPS (1 pg/mL) por 24h.

3.7 IMUNOFLUORESCENCIA

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado com os astrécitos estimulados do
ensaio de inflamacé&o, sendo 0,5x10° células plaqueadas em placas de 24 pogos, sob
laminulas de vidro (n° 1,20 mm de didmetro). As células foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) por 30 min, em seguida o PFA foi descartado e foram
adicionados 1mL de PBS por pogo.

As células passaram por processo de permeabilizagédo, seguido de bloqueio.
A permeabilizagao foi realizada com 200 puL do permeabilizante por 30 min e o
bloqueio foi realizado com 200 pL da solug¢ao bloqueio por 30 min. Apéds, a solugao
bloqueio foi descartada e foram realizadas lavagens com PBS.

Os anticorpos primarios incubados foram (anti-GFAP) para proteina fibrilar glial
acida e (anti- NF-kB) para fator nuclear kappa B. O preparo dos anticorpos primarios
foi realizado com 6 pL de anticorpo em 1200 pL de solugao bloqueio (1:200). Em
seguida, foram adicionados 100 pL da solugéo de anticorpo primario sobre as células,
ficando em incubagdo por 24h (overnight). Os anticorpos primarios foram
descartados e foi realizada a lavagem dos pogos com solu¢do TBS 1 mL por pogo,

sob agitacdo por (20 min). Em seguida, foi realizada a incubagcdo com anticorpo
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secundario Alexafluor488. O preparo do anticorpo secundario Alexafluor488 anti-
rabbit, foi realizado com (2,4 uL de anticorpo em 1000 uL da solugédo bloqueio).
Foram adicionados junto a solugdo de anticorpo secundario os marcadores
celulares, marcador nuclear DAPI (1 uL) e marcador de membrana fosfolipidica WGA
(1 pL). A solugéo de anticorpo secundario preparada com (Alexafluor488, DAPI e
WGA) foram adicionadas sobre as células, sendo realizada a incubagao por 45 min
a temperatura ambiente.

Em seguida, foram realizadas a lavagem das células com solugdo TBS 1 mL
por pogo, sob agitagdo por 20 min. Apds, as células foram lavadas novamente com
1ml de agua por pogo, também sob agitagao por 20 min. Por fim, foram realizadas as
montagens das laminas de imunofluorescéncia com o0 meio de montagem
(Vectashield), sendo 10 pL para fixagao e conservagéo das laminulas. Na Figura 5,
representacdo de como foi realizada a montagem das laminas de

imunofluorescéncia.

Figura 5 — Representagdo da montagem das laminas de imunofluorescéncia.
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Fonte: da autora.

3.8 INFECCAO VIRAL DE ASTROCITOS COM O VIiRUS PSEUDOTIPADO (VSV-
SARS-CoV-2-S)

A infecgao viral em astrécitos foi realizada com o modelo viral pseudotipado
da estomatite vesicular (VSV-SARS-CoV-2-S) mCherry. Este modelo viral,
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apresenta a proteina (S) do SARS- CoV-2, sendo utilizado como ferramenta de
trafego celular sem nenhum risco de causar processos infecciosos. Neste modelo,
o0 VSV-SARS-CoV-2-S infecta as células e as células passam a expressar mCherry,
emitindo fluorescéncia detectavel por fluorimetria.

Os astrdcitos foram plagueados em uma placa de 96 pogos, placa de parede
preta e fundo transparente. No primeiro ensaio viral, as células receberam o pré-
tratamento com NPC e NPN na concentragao de 62,5 ng/mL e com o nafamostat na
concentragéo de 62,5 ng/mL, incubagéo por 1h. No segundo ensaio viral, as células
receberam o pré-tratamento com NPC ou NPN nas concentragdes de 62,5 ng/mL,
18,75 ng/mL, 6,25 ng/mL e com o nafamostat na concentragcao de 62,5 ng/mL,
incubagao por 72h. O pré-tratamento com NPC e NPN por 72h foi realizado devido
ao processo de liberacdo lento das NPN. Em seguida foram determinados a
multiplicidade de infecgdo (MOI), para verificar a quantidade de virus necessarios ao
experimento. A infeccao viral dos astrécitos com o virus pseudotipado VSV-SARS-
CoV-2-S foi realizada segundo o MOI de 0,1. Foi realizado o preparo da solugao viral
com (1mL do virus em 4mL de meio demem), em seguida foram adicionados 50 pL
do conteudo viral por pogo. A placa ficou em homogeneizagao horizontal por 2h para
que o virus ficasse sempre em contato com as células, facilitando a infeccdo. Logo
apos, o meio viral foi removido ficando somente os virus que foram capazes de
infectar as células. Em seguida, foram adicionados 150 yL de DMEM completo por
poco, e as placas foram incubadas por 24h.

Por fim, foi realizada a leitura por fluorimetria com emissdo de 583nm e
excitacdo 610 nm no leitor de placas Elisa (Synergy H1 hybride Reader). Na Figura
6, representacao do pré-tratamento realizado nas células e a incubagao com o virus
pseudotipado VSV-SARS-CoV-2-S-mCherry.
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Figura 6 — Representagao do pré-tratamento realizado nas células e incubagao com o
virus pseudotipado VSV-SARS-CoV-2-S-mCherry.
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Fonte: da autora.

3.9 APRESENTACAO E ANALISE DE DADOS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Graph Pad
Prism versdo 8.0 e os valores foram expressos como média + erro padrao. Os
resultados foram analisados por One-way ANOVA. Valores de p menores que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. O grau de significancia foi
representado pelo asterisco (*p < 0,05, **p < 0,01 *** p < 0,001, **** p < 0,0001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 SINTESE E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE
BIOSSURFACTANTE ITURINA COM INIBIDOR DE PROTEASE
NAFAMOSTAT

Foi realizado o preparo de NPs lipopeptidicas dispersas em solugéo de
biossurfactante iturina conforme descrito nos materiais e métodos. A caracterizacao
das NPs foi realizada por deslocamento de luz dindmica (DLS) através do

equipamento Zeta-nano ZS90, os resultados foram apresentados na Tabela1.

Tabela 1 — Caracterizagdo das NPs quanto ao seu tamanho e polidisperséo,
resultados referentes a NPs biossurfactante iturina controle NPC e NPs
biossurfactante iturina com nafamostat NPN.

NPs Tamanho (nm) Polidispersao (PDI)
NPC 4425 +- 34,5 nm 0,393 +- 0,002
NPN 198,0 +- 16,0 nm 0,231 +- 0,015

Fonte: da autora.

De acordo com os resultados, as NPC apresentaram tamanhos aproximados
de 442,5 +- 34,5 nm e polidispersao (PDI) de 0,393 +- 0,002. Enquanto que as NPN,
apresentaram resultados de 198,0 +- 16,0 nm e PDI de 0,231 +- 0,015. Ambos
resultados foram satisfatérios, no entanto as NPN demonstraram melhores
resultados com tamanhos mais reduzidos. A redugcédo no tamanho das NPN pode ter
ocorrido devido a interagdo cation-1r entre a trietilamina que possui pK 10,8 e
nafamostat que apresenta grupos funcionais que apresenta delocalizagao eletronica
devido as trés ligacbes de anéis aromaticos. A interacdo entre trietilamina e
nafamostat pode ter favorecido a formacdo das NPN menores, permitindo melhor
estabilizagao.

De acordo com Chen et al. (2004), NPs de 100 a 200 nm apresentam melhor
estabilidade na corrente sanguinea e sdo menos detectadas por células

imunologicas (Chen et al., 2004). Quanto menor o tamanho das NPs maior sera sua
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relacao superficie-volume, permitindo encapsular e transportar uma quantidade de
farmaco maior (Scott, 2011).

A polidispersao (PDI) é um resultado adimensional utilizado como indicativo
da distribuicdo do tamanho das NPs devendo ficar proximo a 0,1, indicando que as
NPs estdo na mesma faixa de tamanho (Scott, 2011). A redugédo no tamanho e a
presenca de biossurfactante em sua composicdo € uma estratégia importante que
auxilia para que as NPs nao sejam facilmente removidas da corrente sanguinea por

células imunoldgicas (Claudio et al., 2016).
4.1.1 Deteccao e curva de calibragcao do nafamostat por HPLC

A identificacdo do nafamostat foi realizada por HPLC, seguindo a metodologia
descrita por (Zhang, Yuxin et al., 2020). De acordo com os resultados, o pico de
identificacdo do nafamostat se iniciou no tempo de (7.6 min), de acordo com a Figura
10.

Figura 7 — Pico de identificagdo do nafamostat por HPL, com inicio de identificagao
no tempo de (7.6 min).
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Fonte: da autora.

A curva de calibracao foi realizada com massa crescentes do nafamostat na
faixa de 0,03 ng a 0,87 ng do analito e foi representado na Figura 8. Os resultados
permitiram a comparagdo com os resultados de liberacdo, visto que as NPs
apresentavam baixa concentragao do nafamostat, dificultando a sua identificacdo por
HPLC.
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Figura 8 — Curva de calibracdo realizada com concentragdes crescentes do
nafamostat na faixa de 0,03 ng a 0,87 ng, identificada por HPLC.
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10000 - = -
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Fonte: da autora.

4.1.2 Eficiéncia de encapsulamento
A eficiéncia de encapsulamento das NPN foi calculada através da equagao:
EE (%) = [(Ct — Cs)/Ct] x 100.
EE(%) = [(1mg — 0,1414 mg)/1 mg]x100

A eficiéncia de encapsulamento (EE) das NPs de biossurfactante iturina
contendo nafamostat foi de 85,86%, conforme calculo realizado. Esse valor indica
uma boa eficiéncia de encapsulamento, demonstrando que o sistema desenvolvido
€ promissor para a encapsulagao do nafamostat.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos relatando especificamente o

encapsulamento de nafamostat utilizando NPs de biossurfactante iturina. No entanto,
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diferentes estratégias foram empregadas para encapsular o nafamostat em sistemas
nanoparticulados, permitindo uma comparagao indireta dos resultados.

Reus et al. (2023) desenvolveram formulagdes lipossomais de nafamostat para
administragao sistémica e intranasal. Os lipossomas apresentaram tamanhos entre
119 e 147nm, com baixa polidispersao (PDI< 0.2), indicando boa homogeneidade. A
eficiéncia de encapsulamento nao foi quantificada diretamente, mas a auséncia de
nafamostat livre no meio de suspensao sugere uma encapsulacgao eficiente. A principal
vantagem da formulagdo lipossomal foi a melhoria na estabilidade metabdlica e
quimica do nafamostat, além do direcionamento eficaz ao tecido pulmonar, principal
sitio de infeccédo pelo SARS-CoV-2 (Reus et al., 2023).

Cho et al. (2021) utilizaram um sistema de liberagao de farmacos baseado na
glicirrizina como carreador para o nafamostat. As NPs obtidas apresentaram
tamanho entre 300 e 400 nm, morfologia esférica e estabilidade confirmada por DLS
e potencial zeta. A eficiéncia de encapsulamento do nafamostat nesse sistema foi
superior a 90%, conforme avaliagao por espectroscopia UV (Cho et al., 2021).

Portanto, de acordo com o resultado obtido a encapsulagao do nafamostat em
NPs de biossurfactante iturina apresenta uma eficiéncia comparavel aos trabalhos
descritos, com valores préximos ao sistema baseado em glicirrizina e possivelmente
superiores a formulacao lipossomal. Além disso, NPs biossurfactante iturina pode

apresentar vantagens em termos de biocompatibilidade e estabilidade.

4.1.3 Estudo de liberagao in vitro das NPN

As amostras colhidas do ensaio de liberagdo realizado com NPN foram
identificadas por HPLC os resultados estdo demonstrados na Figura 9. O ensaio teve
por objetivo definir a porcentagem (%) da liberagdo do nafamostat ao longo tempo,

observando o perfil de liberagao das NPs.
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Figura 9 — Porcentagem (%) de liberagdo das NPs biossurfactantes com nafamostat
NPN ao longo do tempo de 72 h do ensaio.
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Fonte: da autora.

A coleta das amostras em tempos pré-determinados foi essencial para avaliar
o tempo necessario para a liberagdo do nafamostat das NPs em contato com a
solugcao tampao de fosfato de sddio. Os resultados indicam que a liberacao ocorre
de forma lenta ao longo do tempo e apresenta uma cinética linear apos 10h de
ensaio. Nos primeiros 60 minutos, 22% do nafamostat foi liberado; em 3h, 26%; em
12h, 28%; em 24h, 31%; em 36h, 34%; em 48h, 38%; e, ao final de 72h, 47% do
nafamostat foi liberado. Dessa forma, aproximadamente metade do nafamostat
encapsulado foi liberado em 72h, destacando a importancia de prolongar o ensaio
para avaliar a liberagao total do nafamostat ao longo do tempo.

A liberacao lenta sugere uma forte interacao entre o nafamostat e a iturina,
favorecendo uma distribuicdo controlada e prolongada do farmaco. Além disso, o
menor tamanho das NPN, possivelmente decorrente da interacéo cation-1r entre a
trietilamina e os anéis aromaticos do nafamostat, pode ter promovido uma melhor
estabilizagdo das NPN, contribuindo para uma liberagcdo mais gradual do
nafamostat.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos sobre o encapsulamento do

nafamostat em NPs de biossurfactantes, especificamente de iturina. Huang,
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Wenjing et al. (2018) relataram que NPs de surfactina, outro biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis, liberaram 66,5% da doxorrubicina em 48h, indicando
uma liberagao mais rapida em comparacgao as NPs de iturina. Essa diferenca pode
estar associada as caracteristicas estruturais dos biossurfactantes e a afinidade
especifica entre o farmaco e a matriz da NPs. Enquanto a surfactina favorece uma
liberagcao mais rapida, a iturina apresentou um perfil de liberagdo mais prolongado,
0 que pode ser vantajoso para aplicagdes que requerem uma liberagdo controlada
e sustentada do farmaco.

O uso de NPs biossurfactante pode facilitar a passagem das NPs por paredes
celulares, tecidos e membranas (Claudio et al., 2016). Assim, as NPs de iturina
poderiam favorecer a entrega do nafamostat ao SNC, facilitando sua passagem
pela BHE.

4.2 INTERACAO DAS NPs BIOSSURFACTANTE ITURINA COM O MODELO
DE MEMBRANA LIPIDICA SUPORTADA (S-BLM)

As imagens seguir demonstram os resultados da voltametria ciclica do eletrodo
de (Pt) em solucao Ferri/ferrocianeto de K (5mM) em KCI (0,1M). A Figura 10 em (A)
resposta do eletrodo de Pt ndo modificado pela s-BLM e em (B) resposta do

eletrodo de Pt modificada com a s-BLM.

Figura 10 — Voltametria ciclica do (a) eletrodo de Pt limpo ndo modificado pela s-BLM
e (b) eletrodo de Pt modificado com s-BLM em solugdo sonda de
Ferri/ferrocianeto de K (5mM) em KCI (0,1M).
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Fonte: da autora.

Portanto, quando o eletrodo de Pt estava limpo sem a s-BLM, a interagao dos
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ions ferricianeto de potassio [Fe(CN)s]*~ presentes na sonda com o eletrodo de Pt
permitia a formagdo de um voltamograma ciclico com 100% de detecc¢éo dos sinais
eletroativos. Quando o eletrodo de Pt apresentava a s-BLM, os ions presentes na
sonda nao interagiam com o eletrodo de Pt, os sinais de corrente eletroativa eram
reduzidos ndo formando o voltamograma ciclico.

Os resultados apresentados a seguir Figura 11 demonstra se a integridade da
s-BLM era mantida apds interagdo com NPC 1mg/mL por um periodo de Oh a 5h.
Figura 11 — Voltametria ciclica do eletrodo de Pt modificado com s-BLM em solug&o

sonda de Ferri/ferrocianeto de K (5mM) em KCL (0,1M) apds interacéo

com NPs biossurfactante iturina 1mg/mL por tempos crescentes de Oh,
1h, 2h, 3h, 4h e 5h.
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Fonte: da autora.

Em 1h de contato das NPC com o eletrodo de Pt modificado com a s-BLM, os
sinais eletroativos ndao foram detectados e a s-BLM permaneceu formada na
superficie do eletrodo. Ao longo de 2h de contato das NPC com o eletrodo de Pt
modificado com a s-BLM, a s-BLM teve uma leve modificagdo, no entanto os sinais
de deteccao continuaram baixos. Logo com 3h de contato das NPC biossurfactante
iturina com o eletrodo de Pt modificado com a s-BLM, foi notado que os sinais
eletroativos retornavam lentamente.

Apos 4h de contato das NPC com o eletrodo de Pt modificado com a s-BLM,

os sinais eletroativos aumentaram mais. O aumento dos sinais eletroativos, foram


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Ferricianeto&action=edit&redlink=1
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mais significativos com 5h de contato das NPC com a s-BLM. No entanto, mesmo
com 5h de contato das NPC com a s-BLM, os sinais eletroativos nao retornaram
completamente quando comparado com a superficie do eletrodo de platina limpo
sem a s-BLM.

Na imagem a seguir Figura 12 demonstra a porcentagem (%) de area
eletroativa, devido ao tempo de contato com as NPC com a superficie do eletrodo

de platina Pt.

Figura 12 — Porcentagem (%) de area eletroativa do eletrodo de Pt modificado com a
s-BLM apds interagcdo com NPs biossurfactante iturina controle NPC por
tempos crescentes de Oh, 1h, 2h, 3h, 4h e 5h.
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Fonte: da autora.

De acordo com a Figura 12, a area eletroativa (IpA) foi maior nos tempos de
4h e 5h de contato com as NPC. Portanto, com 4h o eletrodo de Pt apresentava 19 %
de area eletroativa e com 5h cerca de 35% de area eletroativa. Mesmo com 5h de
contato das NPC com a superficie do eletrodo de Pt modificado com a s-BLM, os
sinais eletroativos nao retornaram completamente, sugerindo que as NPC permitiram
a formacao de canais na s-BLM.

De acordo com o trabalho de Maget-Dana et al. (1985), a iturina induz a
formagdo de poros condutores em membranas lipidicas biomoleculares (BLM).
Segundo os autores, a membrana plasmatica parece ser o alvo principal das iturinas
(Maget-Dana et al., 1985)
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Os resultados indicam que as NPC poderiam formar canais em modelo de
membrana lipidica suportada (s-BLM), permitindo que os ions presentes na sonda
entrem em contato com a platina presente na superficie do eletrodo, fazendo com
que os sinais eletroativos retornem lentamente. Tendo em vista que as NPS foram
desenvolvidas para o tratamento de infecgcdes e processos inflamatérios no SNC, é
importante que as NPC tenham a capacidade de formar canais, para que consigam
alcancar o SNC. Porém, essa formacgéao de canais deve ser controlada, de forma que

a NPs consiga ultrapassar a BHE sem causar danos.

4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR MTT

O ensaio de viabilidade celular MTT foi realizado conforme descrito nos

materiais e métodos. Os resultados foram demonstrados a seguir na Figura 13.

Figura 13 — Viabilidade celular em cultura de astrécitos e microglia apds tratamento
com NPs biossurfactante iturina controle NPC em diferentes diluicdes
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Fonte: da autora.

De acordo com os resultados, os astrécitos e microglia permaneceram viaveis
quando expostos a diferentes diluicdes mg/ml das NPs. As células permaneceram
com atividade metabdlica ativa, sendo capaz de reduzir o sal MTT de coloragéo

amarela a um composto insoluvel de coloragao roxa, formando “cristais insoluveis”.
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A reacao acontece na mitocéndria das células, somente células metabolicamente
ativas com atividade mitocondrial estaveis conseguem realizar esta reagao. De
acordo com os resultados, as NPs nao tiveram efeitos na viabilidade dos astrdcitos,
enquanto para a microglia, houve uma diminuicdo de 25% na viabilidade celular para
a maior concentracdo. Entretanto, observa-se que astrocitos e microglia
permaneceram com viabilidade celular acima de 70% em diferentes diluigbes mg/ml
das NPs, ndo atingindo o IC50 concentragéo capaz de provocar morte em 50% das

células, ndo alterando a viabilidade celular in vitro de astrocitos e microglia.

4.4 ATIVACAO DA INFLAMAGAO POR LPS

A ativacao da inflamagao in vitro em astrocitos foi realizada conforme descrito
na metodologia. O ensaio teve como objetivo estimular o processo inflamatério em
cultura in vitro de astrocitos e verificar se as NPC e NPN poderiam reduzir os niveis
das citocinas pro-inflamatdérias TNF-a e IL-6.

Os astrdcitos foram submetidos a dois protocolos de tratamento. No primeiro,
as células foram pré-tratadas com NPC ou NPN por 48h, seguidas pela estimulagao
inflamatéria com LPS por 24h. Em seguida, o sobrenadante foi coletado para

quantificacdo das citocinas. A Figura 14 apresenta os resultados do ensaio com
NPC.
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Figura 14 — Ensaio de inflamagao sendo realizado em primeiro o pré-tratamento das
células por 48h com NPs biossurfactante iturina controle NPC, seguido
por estimulo inflamatério com LPS por 24h e verificagdo de TNF-a a
630nm.
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Fonte: da autora.

Legenda: Quantificacdo de TNF-a em astrécitos pré-tratados com nanoparticulas (NPs)
biossurfactantes iturina controle (NPC) nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e
6,25 ng/mL por 48 horas. Apds o pré-tratamento, os astrdcitos foram estimulados com LPS
(1 pg/mL) por 24 horas para indugdo da resposta inflamatéria. Os grupos controles
incluiram células cultivadas apenas com meio de cultura e células tratadas com LPS (1
pg/mL). Os graficos apresentam os valores de absorbancia a 630 nm para a quantificagao
de TNF-a. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média (SEM) e
analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi indicado por asteriscos: *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.

O tratamento com LPS induziu um aumento significativo dos niveis de TNF-a
em relagéo ao controle sem inflamagao (p<0,05). No entanto, o grupo tratado com
NPC na concentragdo de 62,5 ng/mL apresentou um aumento significativo do
processo inflamatoério (p<0,05). Ja as concentragdes de 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL
nao apresentaram diferencas significativas na redugcdo do TNF-a. Assim, o pré-
tratamento com NPC por 48h ndo contribuiu para a reducao da inflamacéo, nao
apresentando resultados significativos para a redugdo do TNF-a. A Figura 15

apresenta os resultados do ensaio com NPN.
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Figura 15 — Ensaio de inflamagao sendo realizado em primeiro o pré-tratamento das
células por 48h com NPs biossurfactante iturina com nafamostat NPN,
seguido por estimulo inflamatério com LPS por 24h e verificagdo de TNF-
a a 630nm.
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Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagdo de TNF-a em astrécitos pré-tratados com nanoparticulas (NPs)
biossurfactante de iturina/ nafamostat (NPN) nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75
ng/mL e 6,25 ng/mL, além de nafamostat puro na concentragdo de 62,5 ng/mL, por 48
horas. Apos o pré-tratamento, os astrécitos foram estimulados com LPS (1 ug/mL) por 24
horas para indugdo da resposta inflamatéria. Os grupos controles incluiram células
cultivadas apenas com meio de cultura e células tratadas com LPS (1 ug/mL). Os graficos
apresentam os valores de absorbancia a 630 nm para a quantificacdo de TNF-a. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM) e analisados por
One-way ANOVA. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p <
0,05. O grau de significancia foi indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
e **** p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.

O pré-tratamento das células com NPN mostrou uma reducéo significativa dos
niveis de TNF-a. No entanto, o tratamento com NPN na concentragao de 62,5 ng/mL
nao reduziu a inflamagao e, pelo contrario, levou a um aumento do TNF-a (p<0,05).
O tratamento com NPN na concentracdo de 18,75 ng/mL também n&o mostrou
efeitos significativos na redugdo de TNF-a. No entanto, a concentragdo de 6,25
ng/mL reduziu significativamente os niveis dessa citocina (p<0,05). Adicionalmente,
o nafamostat puro na concentragao de 62,5 ng/mL também demonstrou uma redugéo
significativa de TNF-a (p<0,05).

Na segunda abordagem experimental, as células foram inicialmente
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estimuladas com LPS por 24h para indugao da inflamagao, seguidas pelo tratamento
com NPC ou NPN por 48 h. AFigura 16 mostra os resultados do ensaio de inflamagéao
realizado com o estimulo inflamatério com LPS por 24h, seguido pelo tratamento das

células com NPC por 48h.

Figura 16 — Ensaio de inflamacéo sendo realizado em primeiro o estimulo inflamatério
com LPS por 24h, seguido pelo tratamento com NPs biossurfactante
iturina controle NPC por 48h e verificagdo de TNF-a a 630nm.
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Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagdo de TNF-a em astrécitos previamente estimulados com LPS (1 ug/mL) por 24
horas, seguidos de tratamento pds-LPS com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes de
iturina controle (NPC) nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, por 48
horas. Os grupos controles incluiram células cultivadas apenas com meio de cultura e
células tratadas exclusivamente com LPS (1 ug/mL). O gréfico apresenta os valores de
absorbancia a 630 nm para a quantificagao de TNF-a. Os resultados foram expressos como
média * erro padrao da média (SEM) e analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi
indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.

A Figura 16 mostrou que o tratamento pds-LPS com NPC né&o reduziu
significativamente os niveis de TNF-a. As concentragdes de 62,5 ng/mL e 18,75
ng/mL resultaram em um aumento dos niveis dessa citocina proé-inflamatéria,
enquanto a concentragao de 6,25 ng/mL n&o apresentou resultado significativo.

A imagem a seguir Figura 17 demonstra o resultado do ensaio de inflamacéo,
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onde foi realizado primeiro o estimulo do processo inflamatério com LPS por 24h e, em

seguida, o tratamento das células com NPN por 48h.

Figura 17 — Ensaio de inflamagéo sendo realizado em primeiro o estimulo inflamatério
com LPS por 24h, seguido pelo tratamento com NPs biossurfactante
iturina com nafamostat NPN por 48h e verificagcdo de TNF-a a 630nm.
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Fonte: da autora.

Legenda: Quantificacao de TNF-a em astrdcitos previamente estimulados com LPS (1 pyg/mL) por 24
horas, seguidos de tratamento pds-LPS com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes de
iturina/nafamostat (NPN) nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, além
de nafamostat puro na concentragdo de 62,5 ng/mL, por 48 horas. Os grupos controles
incluiram células cultivadas apenas com meio de cultura e células tratadas exclusivamente
com LPS (1 pg/mL). O gréfico apresenta os valores de absorbancia a 630 nm para a
quantificacdo de TNF-a. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(SEM) e analisados por One-way ANOVA. Diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p
< 0,01, **p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism 8.

A Figura 17 demonstrou que o tratamento com NPN p6s-LPS resultou em uma
reducao significativa de TNF-a, especialmente na concentragdo de 62,5 ng/mL
(p<0,05). Embora a concentragdo de 18,75 ng/mL nédo tenha mostrado efeitos
significativos, observa-se uma tendéncia de resposta dose-dependente.

Os efeitos sobre a IL-6 também foram analisados. A Figura 18 demonstra o
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resultado do pré-tratamento das células com NPC por 48h, seguido por estimulo

inflamatdrio com LPS por 24h, sendo realizado a verificagdo de IL-6 a 630nm.

Figura 18 — Ensaio de inflamagao sendo realizado em primeiro o pré-tratamento das
células por 48h com NPs biossurfactante iturina controle NPC, seguido
por estimulo inflamatério com LPS por 24h e verificagao de IL-6 a 630nm.

Pré-tratamento com NPC

Meio

LPS 1ug/mL
62,5 ng/mL
18,75 ng/mL
6,25 ng/mL

Absorbancia (630 nm)

Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagéo de IL-6 em astrocitos pré-tratados com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes
de iturina controle (NPC) nas concentra¢des de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL por
48 horas. Apos o pré-tratamento, os astrécitos foram estimulados com LPS (1 pyg/mL) por
24 horas para inducdo da resposta inflamatéria. Os grupos controles incluiram células
cultivadas apenas com meio de cultura e células tratadas exclusivamente com LPS (1
pg/mL). Os graficos apresentam os valores de absorbancia a 630 nm para a quantificagao
de IL-6. Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (SEM) e
analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi indicado por asteriscos: *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.

Conforme os resultados apresentados na figura 18, o pré-tratamento com NPC
por 48h reduziu significativamente os niveis de IL-6 nas concentragbes de 18,75
ng/mL e 6,25 ng/mL (p<0,05).

A Figura 19 demonstra os resultados do pré-tratamento com NPN por 48h,

seguido por estimulo inflamatério com LPS por 24h e verificacdo de IL-6.
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Figura 19 — Ensaio de inflamagao sendo realizado em primeiro o pré-tratamento das
células por 48h com NPs biossurfactante iturina com nafamostat NPN,
seguido por estimulo inflamatério com LPS por 24h e verificagdo de IL-6
a 630nm.

Pré-tratamento com NPN

Meio

62,5 ng/mL
18,75 ng/mL
6,25 ng/mL

LPS 1pg/mL
NAF 62,5 ng/mL

fnannin

Absorbancia (630nm)

Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagcao de IL-6 em astrdcitos pré-tratados com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes
de iturina/nafamostat (NPN) nas concentragbes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL,
além de nafamostat puro na concentragdo de 62,5 ng/mL, por 48 horas. Apds o pré-
tratamento, os astrocitos foram estimulados com LPS (1 ug/mL) por 24 horas para indugéo
da resposta inflamatoria. Os grupos controles incluiram células cultivadas apenas com meio
de cultura e células tratadas com LPS (1 pg/mL). Os graficos apresentam os valores de
absorbancia a 630 nm para a quantificagdo de IL-6. Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo da média (SEM) e analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi
indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.

Conforme apresentado na Figura 19, o pré-tratamento com NPN também
resultou em redugéo significativa de IL-6 em todas as concentragdes testadas, com
um efeito mais acentuado nas concentragdes menores. De acordo com os
resultados, o tratamento com NPN na concentragao de 62,5 ng/mL demonstrou
reduzir IL- 6, p<0.05. Os tratamentos realizados com NPN nas concentragbes mais
baixas de 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, demonstrou resultados ainda mais
significativos para a redugao de IL- 6, p<0,001. O tratamento com nafamostat puro

na concentracao de 62,5 ng/mL também reduziu significativamente a IL-6 (p<0,01).
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A Figura 20 demonstra o resultado do estimulo inflamatério realizado com LPS

por 24h, seguido pelo tratamento NPC por 48h e verificagao de IL-6.

Figura 20 — Ensaio de inflamagéo sendo realizado em primeiro o estimulo inflamatério
com LPS por 24h, seguido pelo tratamento com NPs biossurfactante
iturina controle NPC por 48h e verificagdo de IL-6 a 630nm.

Tratamento pos-LPS com NPC

Bl Meio
Bl 62,5 ng/mL
Bl 18,75 ng/mL

Bl 6,25 ng/mL
Bl |LPS 1pg/mL

Absorbancia (630 nm)

Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagdo de IL-6 em astrdcitos previamente estimulados com LPS (1 pyg/mL) por 24
horas, seguidos de tratamento pds-LPS com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes de
iturina controle (NPC) nas concentragées de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, por 48
horas. Os grupos controles incluiram células cultivadas apenas com meio de cultura e
células tratadas exclusivamente com LPS (1 ug/mL). O grafico apresenta os valores de
absorbancia a 630 nm para a quantificacdo de TNF-a. Os resultados foram expressos como
média 1 erro padrdo da média (SEM) e analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi
indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.

A Figura 20 mostrou que o tratamento com NPC pds-LPS também resultou
em reducao significativa dos niveis de IL-6 nas concentragdes de 62,5 ng/mL e 18,75
ng/mL (p<0,001), enquanto a concentragéo de 6,25 ng/mL mostrou um efeito ainda
mais expressivo (p<0,0001). Portanto, as NPC também apresentaram redugéao
significativa de IL-6 quando realizado o tratamento pds-LPS.

Na Figura 21 demonstra o resultado do estimulo inflamatério realizado com

LPS por 24h, seguido pelo tratamento com NPN por 48 h e verificagdo de TNF-a a
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630nm.

Figura 21 — Ensaio de inflamagao sendo realizado em primeiro o estimulo inflamatério
com LPS por 24h, seguido pelo tratamento com NPs biossurfactante
iturina com nafamostat NPN por 48h e verificagao de IL-6 a 630nm.

Tratamento p6s-LPS com NPN

Bl Meio

Bl 62,5 ng/mL
Bl 18,75ng
Bl 6,25 ng/mL
Bl | PS 1pg/mL

Absorbancia (630 nm)

Fonte: da autora.

Legenda: Quantificagcdo de IL-6 em astrocitos previamente estimulados com LPS (1 pg/mL) por 24
horas, seguidos de tratamento pdés-LPS com nanoparticulas (NPs) biossurfactantes de
iturina/nafamostat (NPN) nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, além
de nafamostat puro na concentragdo de 62,5 ng/mL, por 48 horas. Os grupos controles
incluiram células cultivadas apenas com meio de cultura e células tratadas exclusivamente
com LPS (1 pg/mL). O grafico apresenta os valores de absorbancia a 630 nm para a
quantificacao de IL-6. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(SEM) e analisados por One-way ANOVA. Diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas para p < 0,05. O grau de significancia foi indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p
< 0,01, **p < 0,001 e **** p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism 8.

De acordo com os resultados da Figura 21, o tratamento realizado com NPN
apo6s o estimulo inflamatério com LPS demonstrou reducédo de IL-6 em todas as
concentragdes testadas (p<0,001 para 62,5 ng/mL e 18,75 ng/mL e p<0,01 para 6,25
ng/mL e nafamostat puro).

Portanto, os ensaios inflamatérios realizados com LPS em cultura in vitro de

astrocitos permitiram a avaliagao dos efeitos das NPC e NPN sobre os niveis de
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TNF-a e IL-6. As NPC nao foram eficazes na reducédo de TNF-a, independentemente
do protocolo utilizado. No entanto, as NPN e o nafamostat puro demonstrou
resultados significativos na redu¢ao de TNF-a. Em relagao a IL-6, tanto NPC quanto
NPN demonstrou efeitos positivos na redugéo dos niveis da citocina em ambos os
protocolos. Apesar da auséncia de efeito significativo das NPC sobre TNF-a, elas
apresentaram uma agao importante na reducao da IL-6. Por outro lado, as NPN se
destacaram com a reducao significativa de TNF-a e de IL-6.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos especificos sobre o
encapsulamento do nafamostat em NPs de biossurfactantes, especialmente de
iturina. Entretanto, pesquisas anteriores fornecem evidéncias que corroboram os
efeitos observados em nosso estudo.

Altin-Celik et al. (2024) investigaram os efeitos dos biossurfactantes Iturina A
e Gramicidina A em células de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7),
observando propriedades antiproliferativas, anti-inflamatérias e antitumorais. Os
biossurfactantes induziram apoptose nas células tumorais, aumentando a expressao
do gene pro-apoptodtico BAX e reduzindo o gene antiapoptotico BCL2. Além disso,
regularam a expressao de citocinas e quimiocinas inflamatadrias, incluindo IL-2, IL-6,
TNF-a e VEGF, sugerindo um efeito anti-inflamatdrio significativo. Esses achados
reforcam que nossas NPs preparadas com biossurfante iturina pode contribuir para
a modulacao da resposta inflamatéria.

Duan et al. (2018) analisaram o efeito do nafamostat na lesdo medular (LM) e
destacaram seu potencial neuroprotetor, principalmente devido a sua atividade anti-
inflamatdria. O tratamento com nafamostat reduziu significativamente a expressao
das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6, além de diminuir a apoptose, conforme
evidenciado por coloracdo TUNEL e expressao de caspase-3 e Bcl-2. O nafamostat
também reduziu a expressao de trombina na medula lesionada e aumentou os niveis
de neurotrofinas, sugerindo um efeito protetor contra os danos inflamatoérios. Esses
achados estdo alinhados com os nossos resultados, onde o nafamostat puro e as
NPN com nafamostat demonstraram reducdao de TNF-a e IL-6, reforcando seu
potencial anti-inflamatério.

Niemeyer et al. (2022) relataram que o nafamostat inibiu a producéo de
citocinas pro-inflamatérias em epitélios bronquiolares humanos mucociliados, com
reducdes significativas na secrecao de CXCL5 e Fator Estimulador de Colénias 1
(CSF1) apés o tratamento (P < 0,01). Outras trés quimiocinas, MCP1, CSF2 e Matrix
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Metalopeptidase 2 (MMP1), também tiveram niveis reduzidos, reforgando o efeito
anti-inflamatério do nafamostat. Essa observagdo complementa nossos achados,
onde o nafamostat encapsulado em NPN demonstrou uma acao anti-inflamataria,
bem como o nafamostat puro.

Por fim, Yates et al. (2022) investigaram o efeito do nafamostat em um modelo
de inflamagao induzido pelo agonista TLR7/8 R848, observando uma redugao
significativa da inflamagéao hepatica por meio da diminuigdo da expressao de TNF-a
e IFN-y. Apesar de nao ter alterado a producao de citocinas no pulm&o ou no cérebro,
o nafamostat foi eficaz na restauragdo dos leucdcitos circulantes esgotados pelo
R848. Esses resultados reforgam a capacidade do nafamostat de modular processos
inflamatérios sistémicos e corroboram nossos achados quanto a sua acao anti-
inflamatéria.

A literatura aponta que tanto a iturina e o nafamostat possuem propriedades
anti-inflamatérias, sugerindo que a combinagdo desses compostos pode ter um
efeito benéfico em processos inflamatérios. Nossos achados ampliam o
conhecimento sobre o uso de NPs de biossurfactantes iturina como veiculos de
farmacos anti-inflamatérios, abrindo novas perspectivas para o tratamento de

condicdes neuroinflamatodrias.

4.5 IMUNOFLUORESCENCIA

O anticorpo primario GFAP, conjugado a um anticorpo secundario
fluorescente, permite a caracterizacdo da estrutura morfolégica dos astrocitos
(Nazli et al., 2023). Além disso, a marcagao para GFAP pode indicar astrogliose
reativa em processos inflamatorios (Rauf et al., 2022).

As Figuras 22 e 23 apresentam os resultados da imunofluorescéncia realizada

para GFAP em astrécitos.
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Figura 22 - Imunofluorescéncia com marcacao para GFAP em astrécitos, utilizando
de anticorpo secundario anti-rabbit com fluorescéncia em verde.

Fonte: da autora.

Legenda: Imagem de microscopia confocal de astrécitos com marcagao de astrocitos através da
proteina glial fibrilar acida (GFAP) (verde) e marcagéo do nucleo da célula com DAPI em
(azul). Barra de escala: 200 ym.

Figura 23 — Imunofluorescéncia para GFAP em astrécitos com marcagao nuclear
com DAPI e marcagao de membrana fosfolipidica com WGA.

Overlay

Fonte: da autora.

Legenda: Imagem de microscopia confocal mostrando sobreposi¢cdo (overlay) dos marcadores
fluorescentes. GFAP (verde) marcagdo de astrocitos, WGA (vermelho) marcagdo da
membrana fosfolipidica e DAPI (azul) marcagdo dos nucleos celulares. Barra de escala:
200 pm.

Os resultados obtidos demonstram que GFAP marcou a morfologia dos
astrécitos, DAPI marcou os nucleos celulares, e WGA permitiu a visualizacdo da

membrana fosfolipidica. Esses achados confirmam que os ensaios foram conduzidos
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em culturas de astrocitos.

A via do fator nuclear kappa B (NF-kB) é um dos principais mecanismos
envolvidos na reativacao dos astrécitos. O NF-kB é um fator de transcricdo chave,
que é translocado para o nucleo durante processos inflamatérios em astrécitos
reativos (Hyvarinen et al., 2019).

O LPS utilizado nos ensaios de inflamacgéao desta pesquisa é capaz de induzir
uma resposta inflamatéria in vitro em astrécitos e microglia (Shi, Fu Dong, 2015).
Astrécitos expressam receptores capazes de reconhecer padroes moleculares
associados a patdégenos, como os receptores Toll-like (TLRs). O LPS, ao se ligar
ao TLR4, pode ativar vias de sinalizagdo que culminam na ativacdo do NF-kB,
levando a sua translocagdo nuclear e consequente indugdo da expressao de
citocinas inflamatorias, como TNF-q, IL-18 e IL-6 (Luo et al., 2023).

Além disso, a translocacdo nuclear do NF-kB em astrocitos pode ser
estimulada por diversos mediadores proé-inflamatérios, incluindo TNF-a, IL-1p3, IL-
17, espécies reativas de oxigénio (ROS), mielina fagocitada, ativagdo de TLRs,
além de esfingolipidios como esfingosina-1-fosfato e lactosilceramida (Luo et al.,
2023).

Portanto, os ensaios de imunofluorescéncia realizados confirmam a marcagao
especifica para GFAP. Como etapas futuras, pretende-se aprofundar a analise da
morfologia astrocitaria e investigar possiveis alteracbes na expressdo e

translocacao do NF-kB em resposta ao tratamento com NPs.

4.6 INFECCAO VIRAL DE ASTROCITOS COM O VIRUS PSEUDOTIPADO (VSV-
SARS-CoV-2-S)

A infeccdo viral de astrécitos in vitro com o virus VSV-SARS-CoV-2-S foi
realizada conforme descrito nos materiais e métodos. A Figura 24 ilustra o resultado
da infeccao viral de astrdcitos in vitro apds o pré-tratamento das células com NPC e
NPN na concentracdo de 62,5 ng/mL, durante uma hora. Os resultados foram
analisados por fluorimetria e expressos como a porcentagem relativa de infecgéo

mCherry nas células.
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Figura 24 — Infecgao viral de astrdcitos in vitro apos pré-tratamento das células com
NPs biossurfactante iturina controle NPC, NPs biossurfactante iturina com
nafamostat NPN todos na concentragéo de 62,5 ng/ml, por 1h.

1504 i W VSV-SARS-CoV-2-S
: Bl VSV-SARS-CoV-2-S+NPC
é M VSV-SARS-CoV-2-S+NPN
100~ B V/SV-SARS-CoV-2-S+NAF

% de infeccdo relativa
(mCherry)

Fonte: da autora.

Legenda: Infecgao viral in vitro de astrdcitos utilizando o modelo pseudotipado do virus da estomatite
vesicular (VSV-SARS-CoV-2-S) mCherry. Os astrécitos foram pré-tratados com
nanoparticulas controle (NPC) e nanoparticulas nafamostat (NPN) na concentragéo de 62,5
ng/mL, além do tratamento com nafamostat livre (62,5 ng/mL), por 1 hora. Em seguida, a
infeccao foi realizada com uma multiplicidade de infecgao (MOI) de 0,1. A infecgao viral foi
quantificada por fluorimetria, com emissdo em 583 nm e excitagdo em 610 nm, utilizando o
leitor de placas ELISA (Synergy H1 Hybrid Reader). O grau de significancia estatistica foi
indicado por asteriscos: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.

Conforme demonstrado na Figura 24, as NPC apresentaram uma redugao
significativa da infecgéo viral pelo virus pseudotipado VSV-SARS-CoV-2-S, com
p<0,05 em comparagao ao grupo controle (virus sem tratamento). Isso sugere que
as NPC atuam de maneira eficaz na redug¢ao da entrada viral. Por outro lado, o
grupo tratado com NPN na concentragédo de 62,5 ng/mL, bem como o nafamostat
puro na mesma concentracdo, nao apresentaram reducao significativa na taxa de
infecgao viral.

A Figura 25 apresenta os resultados da infecgao viral in vitro de astrécitos pelo
virus pseudotipado VSV-SARS-CoV-2, apés pré-tratamento das células com NPC ou
NPN por 72 horas. As NPs foram testadas nas concentragées de 62,5 ng/mL, 18,75
ng/mL e 6,25 ng/mL, enquanto o nafamostat foi utilizado na concentracao de 62,5
ng/mL. A quantificagdo da infeccédo foi realizada por fluorimetria, considerando a

porcentagem relativa de infeccdo mCherry emitida pelo virus nas células.
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Figura 25 — Infecgao viral de astrdcitos in vitro apds pré-tratamento das células com
NPs biossurfactante iturina controle NPC, NPs biossurfactante iturina com
nafamostat NPN em diferentes concentragées ng/mL por 72h.

B VSV-SARS-CoV-2-S

VSV-SARS-CoV-2-S

+ NPN 62,5 ng/mL

VSV-SARS-CoV-2-S

+ NPN 18,75 ng/mL

VSV-SARS-CoV-2-S

+ NPN 6,25 ng/mL

VSV-SARS-CoV-2-S +
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VSV-SARS-CoV-2-S +

NPC 62,5 ng/mL

VSV-SARS-CoV-2-S +

NPC 18,75ng/mL

] VSV-SARS-CoV-2-S +
NPC 6,25 ng/mL

% de infeccao relativa
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2 0 B N
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Fonte: da autora.

Legenda: Infecgao viral in vitro de astrécitos utilizando o modelo pseudotipado do virus da estomatite
vesicular (VSV-SARS-CoV-2-S) mCherry. Os astrocitos foram pré-tratados com
nanoparticulas controle (NPC) ou nanoparticulas cnafamostat (NPN) nas concentracbes de
62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL, além do tratamento com nafamostat livre (62,5
ng/mL), por 72 horas. Em seguida, a infeccdo foi realizada com uma multiplicidade de
infecgdo (MOI) de 0,1. A quantificagdo da infecgdo foi realizada por fluorimetria, com
emissdo em 583 nm e excitacdo em 610 nm, utilizando o leitor de placas ELISA (Synergy
H1 Hybrid Reader). O grau de significancia estatistica foi indicado por asteriscos: *p < 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001 e ****p < 0,0001.

Os resultados demonstram que a infeccdo viral de astrdocitos pelo virus VSV-
SARS-CoV-2-S foi confirmada, apresentou 100% de infec¢do. O pré-tratamento com
NPN nas concentragdes de 62,5 ng/mL, 18,75 ng/mL e 6,25 ng/mL nao resultou em
reducao significativa da infeccao viral, quando comparado ao grupo virus. O pré-
tratamento com NPN a 18,75 ng/mL resultou em um aumento da taxa de infecgéo
viral, ultrapassando 100% de infec¢gao. Ademais, o nafamostat puro na concentragao
de 62,5 ng/mL também n&o demonstrou redugéo significativa da infeccéo viral em
comparagao ao grupo virus.

Em contraste, o pré-tratamento com NPC apresentou reducdes significativas
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na infecgao viral. Comparando-se NPC 62,5 ng/mL (65% de infecgdo) com o grupo
virus (100% de infecgéo), houve uma reducao de aproximadamente 35% na infec¢ao
viral (p<0,05). A concentracao de 18,75 ng/mL de NPC resultou em 50% de infecgéo,
indicando uma redugao de 50% (p<0,0001), enquanto NPC 6,25 ng/mL resultou em
40% de infecgao, correspondendo a uma redugéo de 60% (p<0,0001).

Portanto, os resultados apresentados na Figura 25 confirmam que as NPN
nao reduziram significativamente a taxa de infecgao viral. No entanto, as NPC foram
eficazes na reducdo da infeccdo viral em todas as concentracdes testadas,
demonstrando um efeito dose-resposta. O grupo tratado com NPC 6,25 ng/mL
obteve a maior redugao, atingindo uma diminuigéo de até 60% na infec¢ao pelo virus
pseudotipado VSV-SARS-CoV-2.

Assim, independentemente do tempo de pré-tratamento 1h ou 72h, as NPC
apresentaram um desempenho superior na redugdo da infec¢do viral in vitro em
astrécitos. Esses achados estdo alinhados com pesquisas anteriores conduzidas
pelo nosso grupo, que demonstraram a atividade antiviral do biossurfactante iturina
contra 0 SARS-CoV-2.

Embora as NPN nado tenham reduzido significativamente a infec¢do viral, é
relevante considerar a acdo do nafamostat sobre a TMPRSS2, conforme descrito na
literatura, bem como seu potencial efeito anti-inflamatério e neuroprotetor.

Como perspectivas futuras, investigagdes adicionais sobre a inibicdo de
proteases, como a tripsina, poderiam elucidar melhor o papel das NPN na modulagao

da TMPRSS2 e nos processos inflamatorios.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as NPs de biossurfactante iturina
contendo o inibidor de protease nafamostat (NPN) apresentaram caracteristicas
favoraveis, como menor tamanho e baixa polidispersao. No ensaio de liberagao, as
NPN exibiram uma liberagao lenta do nafamostat. A analise por voltametria ciclica
sugere que as NPC permitem a formagé&o de canais na s-BLM. As NPC n&o afetaram
a viabilidade celular em culturas de células gliais in vitro, mantendo a atividade
metabdlica estavel. No ensaio de inflamacgéo in vitro induzido por LPS em astrdcitos,
as NPC néo reduziram os niveis de TNF-a, enquanto a diminuigdo dessa citocina foi
observada apenas com as NPN e o nafamostat puro. No entanto, tanto as NPC
quanto as NPN, assim como o nafamostat puro, reduziram significativamente os
niveis de IL-6. No ensaio de imunofluorescéncia in vitro a marcagdo da membrana
fosfolipidica em astrécitos por (WGA) e a marcagao especifica para a GFAP, confirma
que os experimentos foram realizados em astrécitos. No ensaio de infecgdo viral in
vitro, as NPC demonstraram capacidade de reduzir a porcentagem de infecg¢ao viral
pelo virus VSV-SARS-CoV-2-S (mCherry).
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