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RESUMO

As arboviroses sdo infec¢des virais transmitidas por vetores artropodes hematofagos, que
apresentam regides endémicas no Brasil e no mundo todo, principalmente Africa e Asia,
devido a estes serem paises tropicais e subtropicais, auxiliando a proliferacao dos vetores. Os
agentes causadores destas infec¢des sdo conhecidos como arbovirus, e alguns dos principais e
mais endémicos no Brasil sdo: Virus da Dengue (DENYV), Zika virus (ZIKV) e Virus
Chikungunya (CHIKV). Apesar de apresentarem importancia clinica mundial, essas
arboviroses ndo apresentam atualmente formas terapéuticas eficazes com a¢ao contra o virus e
as novas moléculas e compostos bioativos descobertos que apresentam atividade contra os
arbovirus, apresentam limita¢des, como: baixa solubilidade aquosa, baixa biodisponibilidade,
reduzida distribuicdo no sistema nervoso central (SNC), efeitos toxicos, etc. Para superar
estas dificuldades, estudos recentes vém desenvolvendo e aprimorando sistemas de entrega de
farmacos, utilizando-se de nanotecnologia para producdo de antivirais, inclusive contra os
arbovirus. Desta forma, o presente trabalho se propde a expor os recentes nanossistemas de
liberagdo de farmacos para produgcdo de medicamentos contra os virus da Dengue,
Chikungunya e Zika, verificando assim os aprimoramentos em eficicia e seguranca destas

moléculas candidatas.

Palavras chave: Arboviroses; Zika virus; Virus da Dengue; Virus Chikungunya;

Nanotecnologia; Sistema de liberagdo de farmacos por Nanoparticulas.



ABSTRACT

Arboviruses are viral infections transmitted by hematophagous arthropod vectors, which have
endemic regions in Brazil and worldwide, mainly in Africa and Asia, due to these being
tropical and subtropical countries, aiding the proliferation of vectors. The causative agents of
these infections are known as arboviruses, and some of the main and most endemic ones in
Brazil are: Dengue Virus (DENV), Zika virus (ZIKV), and Chikungunya Virus (CHIKV).
Despite their worldwide clinical importance, these arboviruses currently do not have effective
therapeutic forms against the virus, and the new bioactive molecules and compounds
discovered that show activity against arboviruses have limitations such as low aqueous
solubility, low bioavailability, reduced distribution in the central nervous system (CNS), toxic
effects, etc. To overcome these difficulties, recent studies have been developing and
improving drug delivery systems, using nanotechnology for the production of antivirals,
including against arboviruses. Thus, this study aims to expose the recent nanosystems for
drug delivery for the production of medications against Dengue, Chikungunya, and Zika
viruses, thereby verifying the enhancements in the effectiveness and safety of these candidate

molecules.

Keywords: Arboviruses; Zika virus; Dengue virus; Chikungunya virus; Nanotechnology;

Nanoparticle Drug Delivery System.
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1. INTRODUCAO

Dentre os diversos virus existentes por todo mundo, existe um grupo que se destaca
em paises tropicais e subtropicais, como o Brasil, estes sdo os arbovirus, que sdo capazes de
serem transmitidos a hospedeiros vertebrados por vetores artropodes hematdfagos, como
mosquitos do género Aedes (Huang et al., 2019). Ja foram identificados que cerca de 150, dos
mais de 500 arbovirus, causam alguma doenga em humanos e pertencem a quatro familias
virais lideres, sendo os Flaviviridae o grupo mais importante (Young, 2018).

A emergéncia e distribuicdo de arbovirus pelo mundo pode ser influenciada por
diversos fatores, principalmente aqueles relacionados ao meio ambiente, como clima,
temperatura e precipitacdo, ja que sdo estes fatores que afetam diretamente a biologia e o ciclo
de vida dos vetores assim como também afetam as interacdes entre o inseto e o virus (Huang
et al., 2019; Young, 2018). Embora os fatores citados anteriormente sejam de fundamental
importancia para a emergéncia e distribuicdo desses virus, também existem outros fatores que
devem ser considerados, como mudancas na satde publica, mudancas genéticas dos virus,
bem como mudancas demograficas, sociais e agricolas (Gubler, 2006; Marklewitz e Junglen,
2019).

Devido a estes fatores, o Brasil ¢ um pais com caracteristicas propicias para a
proliferacdo destes arbovirus. Alguns destes arbovirus presentes no Brasil sdo: Zika virus,
Virus da Dengue e Chikungunya virus, nos quais apresentaram surtos em periodos
prolongados no pais, e ainda persistem endémicos em algumas regides, principalmente em
periodos chuvosos e de altas temperaturas.

Apesar da importancia clinica das patologias provocadas por estes arbovirus,
atualmente nao existem medicamentos antivirais especificos e eficientes disponiveis contra os
virus causadores dessas doengas, portanto, o manejo clinico dessas infecgdes ¢ feito pelo
controle dos sintomas (Beckham e Tyler, 2015; Donalisio et al., 2017).

Recentemente, foi aprovada para uso em diversos paises, uma vacina tetravalente
(Dengvaxia) produzida pela Sanofi Pasteur contra um destes arbovirus, o virus da Dengue, na
qual apresentou 60,8% de eficacia para os 4 sorotipos de DENYV, com aplicagdo de 3 doses a
cada 6 meses. No entanto, esta apresenta algumas limitagdes, como: ¢ indicada para pessoas
entre 9 e 45 anos, e, apenas para pacientes que ja entraram em contato com o virus e vivem
em areas endémicas (European Medicines Agency, 2024). Além disso, esta ndo ¢ indicada
para pacientes soropositivos, mesmo estes apresentando histérico anterior de infec¢dao por
Dengue (Anvisa, 2022). Desta forma, em pacientes que ndo estiveram em contato com o

virus, a vacina ¢ capaz de aumentar o risco de hospitalizacdo nestes ou até¢ fazer com que o



paciente desenvolva a forma grave de dengue (CDC, 2021). Outra vacina aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2023, foi a chamada Qdenga, da
Takeda Pharma Ltda., também com agdo contra os 4 sorotipos da dengue, administrada em 2
doses e disponivel para pessoas entre 4 - 60 anos (Anvisa, 2023).

Devido a esta falta de medicamentos disponiveis contra as arboviroses e as limitacdes
referentes as vacinas disponiveis contra o virus da Dengue, a busca por novos medicamentos
para essas doengas ¢ de fundamental importancia. Assim, diversas moléculas bioativas, como
fitoquimicos, e farmacos ja conhecidos vém sendo estudados, verificando suas agdes contra os
arbovirus. Porém, estes muitas vezes apresentam limitagdes biofarmacéuticas em funcdo das
suas propriedades fisico-quimicas, que acabam afetando o seu potencial terapéutico. Como
alternativa promissora para contornar essas limitagdes, estd a nanotecnologia.

Nesse contexto, visa-se apresentar uma revisdo dos avangos recentes no campo de
nanomedicamentos contra arbovirus, baseados em solucionar os problemas e limitagdes vistos
nos medicamentos convencionais utilizados e nas moléculas bioativas descobertas.

1.1.  OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS:

Geral: Realizar uma revisdo integrativa dos nanossistemas de entrega de farmacos
recentemente desenvolvidos contra os seguintes arbovirus presentes no Brasil: ZIKV, CHIKYV,
DENWV.
Especificos:
e Buscar artigos, teses e dissertagdes a respeito do desenvolvimento de sistemas de
liberagdo de farmacos baseados em nanotecnologia contra ZIKV, CHIKV ou DENV;
e Apresentar as propriedades fisico-quimicas e biologicas das nanossistemas
encontradas nos estudos buscados;
e Discutir a respeito das vantagens e desvantagens dos sistemas apresentados;
e Desenvolver sobre as perspectivas futuras para estes sistemas de entrega de

medicamentos e sua aprovagao no mercado.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. ARBOVIROSES:

Os virus sdo agentes intracelulares obrigatérios que infectam o hospedeiro, com a
finalidade de utilizar o ‘maquinario” celular do hospedeiro para replicagdo viral. A entrada do
virus nas células hospedeiras ¢ uma das etapas cruciais na instalagdo da infeccdo, sendo
realizada pela ligagdo de proteinas virais de superficie com receptores das células hospedeiras.
Uma das formas promissoras de impedir que a infec¢do acontega € justamente pelo bloqueio
da entrada do virus na célula hospedeira (Geraghty et. al, 2021).

O estabelecimento da infec¢do viral continua pela transcri¢ao e replicagdo do material
genético viral; transducdo de proteinas virais; formagdo do capsideo e envelope viral;
liberacao dos virions para ataque de novas células hospedeiras. Estas etapas também podem
ser alvos no desenvolvimento de antivirais, inviabilizando o desenvolvimento do virus
intracelularmente (Manjarrez-Zavala et. al., 2013).

A complexidade relacionada ao mecanismo de acdo do virus no hospedeiro e a
facilidade de transmissdo da maioria dos virus podem ser razdes para que infecgdes virais
sejam um grande problema de satde publica. Dentre os virus considerados um problema de
satde publica mundial estdo os chamados arbovirus, um grupo bem diversificado de virus,
que s3o assim conhecidos devido a sua transmissdo a hospedeiros vertebrados ocorrer por
vetores artropodes hematofagos (mosquitos, carrapatos, etc) (Young, 2018).

Este grupo de virus é composto por mais de 500 espécies, sendo 150 destas capazes de
provocar doencas em humanos. As principais familias de arbovirus responsaveis por
ocasionar doencas em humanos sdo: Togaviridae, Flaviviridae e Bunyaviridae. Destas
familias destacadas, a Flaviviridae mostra-se a mais impactante com relacdo as doengas
humanas, sendo o género Flavivirus, o principal pertencente a esta familia, composto por
virus da dengue (DENV), virus do Nilo Ocidental (WNV), virus Zika (ZIKV) e virus da febre
amarela (YFV) (Mayer et al., 2017).

O ciclo de transmissdao por meio do vetor destes arbovirus se inicia quando o vetor se
alimenta do sangue de um hospedeiro infectado, onde o virus replica-se no intestino médio,
disseminando-se até as glandulas salivares e por fim, o virus ¢ inoculado pelo vetor, através
da picada, em um novo hospedeiro, dando continuidade ao ciclo de transmissao (Huang et al.,
2019).

A rapida transmissdo dos arbovirus pelo mundo ¢ provocada a partir do
desenvolvimento e disseminacdo dos insetos vetores, das espécies Aedes aegypti e Aedes

albopictus, facilitada pela urbanizag¢ao e desmatamento (Mayer et al., 2017).
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As arboviroses sdo doengas causadas por arbovirus, predominantemente zoonoses que
ocasionalmente afetam humanos. Geralmente apresentam-se como doencas febris sistémicas
com sintomas iniciais inespecificos, o que dificulta o diagndstico precoce e o tratamento.
Além disso, a falta de medicamentos especificos contra esses virus resulta em tratamentos
sintomaticos muitas vezes ineficazes (Halstead, 2019).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no niumero de pessoas acometidas
pelas arboviroses ao longo do mundo todo. Como exemplo disso, podemos citar a
disseminag¢do do virus Chikungunya em La Reunion em 2005, pelo subcontinente indiano,
Sudeste Asidtico e globalmente; a distribuicdo da Chikungunya nas Américas a partir de
2013, apresentando mais de 1 milhdo de casos nos anos iniciais; os surtos do virus da dengue
em paises tropicais como o Brasil, aumentando o nimero de casos de dengue nas Américas de
1,5 milhdes para 16,2 milhdes entre 2010-2019; a epidemia repentina do virus Zika na
América do Sul a partir de 2014 (Young, 2018; OPAS, 2023; OPAS, 2024).

Por isso, estudos recentes buscam o desenvolvimento de métodos de diagndstico
precoce, assim como a pesquisa por compostos bioativos com agdo contra estes virus para a
producao de medicamentos que atuem diretamente contra o virus.

2.2. ARBOVIROSES NO BRASIL:

Os arbovirus desenvolvem-se geralmente em ambientes tropicais e subtropicais,
devido a facilidade de proliferagdo dos vetores em regides deste tipo, assim, paises como o
Brasil sdo favoraveis para sua reproducdao e evolugdo. Um importante vetor, presente no
Brasil, que auxilia na disseminagdo dos arbovirus ¢ o mosquito Aedes aegypti, da familia
Culicidae. Esta espécie ¢ a unica comprovada que transmite este grupo de virus no pais e sua
distribuicdo ocorre, principalmente, em regides tropicais e subtropicais, por isso as
arboviroses sao mais endémicas nestas regides (Brasil, 2021).

A prética de usar grandes recipientes para armazenamento de d4gua, comum no Brasil,
ou até o excesso de dgua parada em vasos de plantas ou outros locais tornam o ambiente
propicio para a evolucdo e desenvolvimento de populacdes de Aedes aegypti, o que acaba
favorecendo na alta disseminacao dos arbovirus (Moyes et al., 2017).

Dentre os arbovirus presentes no Brasil, destacam-se o virus da Dengue (DENV), o
virus da Zika (ZIKV) e o virus da Chikungunya (CHIKV). Atualmente, neste pais, os
arbovirus causam infec¢des virais que tém grande impacto epidemiolodgico e necessitam de
acdes intersetoriais e interinstitucionais por meio do Sistema Unico de Satide (SUS) e outros

setores sociais (Brasil, 2021).
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O virus da dengue ¢ um retrovirus, do género Flavivirus, que pertence a familia
Flaviviridae, com 4 sorotipos com genomas diferentes - DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢
DENV-4. Este virus ¢ responsavel por causar a arbovirose mais prevalente do mundo e a mais
frequente nas Américas (Pinho, 2013; Organizagdo Pan-Americana Da Saude, 2020). Além
disso, recentemente foi descoberto um 5° sorotipo - DENV-5 - identificado em um paciente na
Malasia em 2007 (Mustafa et al. 2015).

Este virus a cada ano, por todo o mundo, provoca a infec¢ao de aproximadamente 400
milhdes de pessoas, atingindo um numero proximo a 22.000 mortes (Bhatt et al. 2013;
Shepard et al. 2016). O primeiro surto deste arbovirus foi verificado em 1779 nos seguintes
locais: Jacarta, Indonésia e Cairo, Egito (Wu et al. 2011). A disseminagdo do DENV ao redor
do mundo ocorreu rapidamente com o passar dos anos, sendo encontrado no Brasil pela
primeira vez por volta dos séculos XVIII e XIX e persistindo ao longo dos anos,
principalmente em endemias na regido do nordeste do pais (Fiocruz, 2013).

A infeccdo por DENV pode apresentar diferentes manifestagdes clinicas, como:
Dengue cléssica, forma mais branda, a febre hemorragica da dengue e sindrome do choque da
dengue, formas mais graves (Gubler, 1998; Martina et al., 2009). A dengue, assim como
muitas das arboviroses, apresentam sintomas de febre aguda em conjunto com outros
sintomas genéricos de infecgdes, sendo em alguns casos até assintomadtica (Brasil, 2016). O
aumento da gravidade desta patologia pode ser adquirido por meio de infecgdes por sorotipos
diferentes (Roy, Bhattacharjee, 2021).

Embora a arbovirose causada pelo DENV cause manifestagdes clinicas graves no
paciente e até seja letal em alguns casos, atualmente nao estdo disponiveis medicamentos com
acdo contra o virus. Desta forma, pesquisadores vém se esforcando ao longo dos anos para
descobrir farmacos e/ou moléculas bioativas capazes de exercer acdo contra o DENV (Abd
Kadir et al., 2013).

O Zika virus € outro arbovirus de importancia clinica presente no Brasil, que também
pode causar sintomas mais comuns, como febre, dor de cabeca, ou até em alguns casos ser
assintomatico, ou provocar alteragdes neurologicas (Musso et al., 2014; Oliveira Souto et al.,
2018). Este virus foi relatado pela primeira vez em abril de 1947 em uma floresta da Uganda,
no qual foi isolado em soro de macaco Rhesus. Ao longo dos anos, o zika virus foi sendo
relatado em outras regides do mundo tanto em animais quanto em humanos, porém foi em
apenas 2007 que o primeiro surto causado por este virus ocorreu, na Ilha de Yap, nos Estados
Federados da Micronésia, onde grande parte da populacdo foi infectada (Kindhauser et al.,

2016; Sampathkumar; Sanchez, 2016; Watrin et al., 2016). J4 no Brasil, este virus foi



13

reportado somente em 2015, tornando-se o 11° arbovirus presente no pais (Zanluca et al.,
2015). A primeira infec¢do ocasionada pelo ZIKV no Brasil aconteceu em Camacari, na
Bahia, o que desencadeou um surto do virus no pais e até em outros paises das Américas
(Figueiredo, 2007; Plourde; Bloch, 2016; Waggoner; Pinsky, 2016).

A forma de transmissdo do ZIKV pode se dar de diferentes maneiras, além da comum
transmissdo pela picada do mosquito, como € visto na figura 1 abaixo.

Figura 1 - Formas de transmissao por virus da zika.

Picada do
mosquito
Aedes

Formas de

Relacdo
sexual;
Transfusdo
sanguinea

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A passagem do virus da mae para o feto foi confirmada em casos de infecgdes por
ZIKV no Brasil, visto que, pelo periodo de outubro de 2015, houve uma alta nos casos de
microcefalia em recém-nascidos no pais, assim, posteriormente, foi comprovado a relagao
entre a microcefalia em bebés e a transmissdo do ZIKV de maneira vertical. Portanto, este
virus € capaz de provocar alteragdes neurologicas durante o periodo gestacional no feto (Basu;
Tumban, 2016; Plourde; Bloch, 2016).

Além de acometer fetos, as alteragdes neuroldgicas podem ocorrer em adultos
infectados pelo ZIKV também, doengas como Sindrome de Guillain-Barré, paralisia cerebral,
podem ser desenvolvidas em pacientes acometidos por este virus (Kindhauser et al., 2016;
Sampathkumar; Sanchez, 2016; Watrin et al., 2016).

A forma de profilaxia existente contra o ZIKV ¢ a protecdo contra picadas do
mosquito, com repelentes e roupas cobrindo grande parte do corpo, principalmente em
gestantes; o uso de preservativo durante a relaciao sexual. J& a forma de tratamento atualmente

¢ sintomatica, ndo existindo medicamento antiviral especifico para este arbovirus (Basarab et
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al., 2016). Por isso, os estudos atuais envolvem a descoberta de molécula ativas contra o
virus, que possam ser administradas como medicamentos, principalmente englobando
compostos naturais, por meio da extragdo de componentes ativos de plantas, raizes e flores
(Gach et al., 2016).

Outro virus de fundamental importancia para a satide publica do pais ¢ o arbovirus
chikungunya (CHIKYV), pertencente ao género Alphavirus, da familia Togaviridae. Assim
como os Flavivirus, os Alphavirus abrigam-se em reservatorios, geralmente vertebrados, € sao
transmitidos também por vetores artropodes. Os virus desta familia costumam apresentar 40 a
70 nm de diametros, compostos por envelopes e capsideo icosaédrico que circunda o genoma
de RNA de fita simples positiva viral (Petersen; Powers, 2016).

O CHIKV foi encontrado pela primeira vez em 1952, isolado em humanos e
mosquitos na Tanzania, porém este arbovirus chamou a aten¢do mundial quando
disseminou-se por ilhas do Oceano indico desde 2005, causando surtos da infecgdo nestas
regides (Figueiredo, 2007; Enserik, 2006). No Brasil, os primeiros casos com transmissao por
vetor (Aedes aegypti) da febre de Chikungunya foram detectados em 2014 (Vigilancia em
saude, 2023).

Este virus € responsavel por provocar doengas febris acompanhadas geralmente por
sinais e sintomas como: erupgdes cutaneas, mialgia, artralgia, dor de cabega, etc. As infec¢des
sdo caracterizadas por possuirem altas taxas de ataque, apresentando 3 fases, de acordo com o
curso da doenga, fase aguda/febril, fase pos-aguda e fase crdonica - sendo a artralgia um

sintoma bem comum da fase crénica, que pode persistir por anos (Borgherini et al., 2008).

Com o aumento da incidéncia de surtos relacionados ao CHIKYV nos ultimos anos, foi
possivel verificar o aumento de casos mais graves da doenca, apresentando casos de
comprometimento neurologico e hepatico (Wielanek et al, 2007; Joubert et al., 1985; Josseran
et al., 2006).

Assim como os arbovirus citados anteriormente, atualmente ndo existe nenhum
tratamento medicamentoso eficaz contra o virus da chikungunya.

2.3.  MOLECULAS ATIVAS CONTRA ARBOVIRUS:

Apesar das arboviroses serem endémicas em diversas regides e apresentarem
importancia clinica para a saude publica mundial, atualmente ainda ndo existem
medicamentos eficazes para eliminagdo ou inativagao dos virus no organismo. Os fairmacos

existentes sdo geralmente para tratar os sintomas provocados pelo virus. Isso acontece devido
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a complexidade de agdo dos virus e ao surgimento de cepas multirresistentes (Chakravarty;
Vora, 2021).

Por isso, a busca por compostos que apresentem agdo contra os arbovirus vém
crescendo com o passar dos anos. Assim, uma variedade de compostos naturais e farmacos
estudados demonstram acdo contra 1 ou mais arbovirus, como a curcumina, que inibe a
ligacdo de componentes dos envelopes do ZIKV ou CHIKYV a superficie da célula hospedeira;
a berberina, que apresentou alta efeito virucida in vitro contra o ZIKV; e o sofosbuvir que
mostraram, em pesquisas, acao inibitoria na replicacdo do ZIKYV, através de sua acdo na RNA
polimerase do ZIKV (Mounce et al., 2017; Batista et al., 2019; Sacramento et al., 2017). No
estudo de Padilla et al., 2014 também foi visto que a curcumina exercia atividade contra o
sorotipo DENV-2.

Outros fitoquimicos como quercetina, naringenina, baicalina, andrografélido, nos
quais as estruturas quimicas estdo representadas na figura 2, demonstram, em estudos,
atividade contra a DENV e até contra o CHIKV, como ¢ o caso do andrografolido (Zandi et
al., 2011; Frabasile et al., 2017; Cataneo et al., 2019; Ahmadi et al., 2016; Moghaddam et al.,
2014; Jiang et al., 2014).

Figura 2 - Estruturas quimicas de fitoquimicos

OH O OH O
Quercetina Naringenina
O
(J) 7" HO"" 0
O~ ~on
0 O (0]
| HO™ i
HO 4A
OH O HO
Baicalina Andrografélido

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Embora uma gama de compostos e até farmacos ja existentes apresentem acao contra
os arbovirus, quando se propde em realizar o desenvolvimento farmacotécnico destes

compostos diversas limitacdes sdo consideradas como baixa disponibilidade, baixa
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solubilidade aquosa, baixa absor¢do no organismo, problemas com a entrega do farmaco ao
alvo especifico, efeitos adversos, entre outros problemas (Carvalho, 2020).

Desta forma, o uso de nanotecnologias para superar essas limitagcdes ¢ de grande
importancia, auxiliando a chegada destes compostos ao mercado.

2.4. SISTEMAS NANOTECNOLOGICOS DE LIBERACAO DE

FARMACOS

Diante das dificuldades encontradas no desenvolvimento de medicamentos com agao
antiviral e vacinas, ao longo dos anos, a nanomedicina usando nanotecnologia vem
revolucionando o campo de desenvolvimento de medicamentos, arquitetando e produzindo
medicamentos baseados em nanoparticulas (Martinho et al, 2011; Jahangirian et al 2017). Por
se apresentaram na escala nanométricas (nm), as nanoestruturas tém facilidade de penetrar
pelas barreiras biologicas chegando até a circulagdo sanguinea, onde permanecem por um
periodo prolongado e permitem a liberagao de farmacos na dose especificada, no local alvo de
acao (Fonseca, 2012). Assim, estes nanomedicamentos causam menos flutuagdes plasmaticas,
reduzindo, consequentemente, os efeitos adversos, e agem diretamente para tratar as células
infectadas com maior eficiéncia (Giiven, 2021).

Dentre os sistemas nanotecnoldgicos de liberagdo de farmacos, podem ser citadas os:
(a) lipossomas, (b) nanoemulsdes, (c)(d) nanoparticulas lipidicas, (e)(f) nanoparticulas
poliméricas, representados na figura 3, que podem superar as limitagdes observadas em
antivirais convencionais e moléculas bioativas, como fitoquimicos, podendo atravessar
barreiras como a placentdria e hematoencefilica, pardmetros importantes por exemplo no
tratamento contra Zika Virus. Adicionalmente, esses sistemas de libera¢dao, podem ser com
perfis de liberacdo controlada, sustentada/prolongada, de dose unica, etc, apresentados na
figura 4, que podem ser ajustado conforme a necessidade, ¢ ainda ¢ possivel a realizagao da
entrega do fairmaco ao local de agdo (Mendes, 2013; Villanueva-Flores,2020).

Figura 3 - Modelagem 3D de sistemas nanoestruturados
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(a) lipossoma; (b) nanoemulsdo; (c) nanoparticula lipidica sélida; (d) carreador lipidico nanoestruturado; (e)
nanocapsula; (f) nanoesfera.

Fonte: Pohlmann et al., 2015
Figura 4 - Perfis de liberaciao de farmacos
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Fonte: Albanez, 2012

Portanto, o desenvolvimento de novos antivirais contra arbovirus utilizando
nanotecnologia pode ser uma alternativa terapéutica de fundamental importancia para superar
os problemas dos antivirais convencionais € mostrar-se como forma de tratamento promissora

para as arboviroses.
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3. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi realizada uma revisdo integrativa da
literatura a respeito de sistemas de liberagcdo de farmacos utilizando nanotecnologia, contra os
seguintes arbovirus: ZIKV, DENV, CHIKV. A pergunta norteadora para auxiliar na produg¢ado
da revisao foi:

“Quais os nanossistemas de liberacdo de farmacos produzidos contra as
arboviroses do Brasil (ZIKV, DENV, CHIKV) nos tltimos 10 anos?

3.1 Fase de busca
Os locais de buscas dos artigos cientificos, teses e dissertacdes, foram em bases de dados,
como: PubMed, BIREME, MedLine, Science Direct ¢ BVS (Biblioteca Virtual em Saude). Os
descritores utilizados durante as pesquisas foram: “Sistema de liberacao de farmacos AND
antivirais”; “Sistema de liberacdo de farmacos AND arboviroses”; Sistema de liberagao de
farmacos AND ZIKA virus”; Sistema de liberagdo de firmacos AND Dengue”; Sistema de
liberagdo de farmacos AND Chikungunya”; “nanoparticulas AND arboviroses” , sendo estes
também pesquisados com a escrita em inglés, fazendo uso dos termos “Drug delivery system”,;
“antivirals”; “nano™’; “arboviruses”.

3.2 Selecio inicial

Os artigos, teses e dissertagdes encontrados através das buscas realizadas de acordo
com o topico anterior, foram analisados pelos seus respectivos titulos e resumos, verificando a
presenca de estudos duplicados e até estudos que ndo estdo em conformidade com o objetivo
deste trabalho.

Portanto, para delimitar ainda mais esta pesquisa e selecionar dados e informagdes
adequados a finalidade desta pesquisa, utilizou-se critérios de inclusdo e exclusao, foram eles:
Critérios de inclusao:

e Trabalhos publicados nos tltimos 10 anos, a partir de janeiro de 2013;

e Trabalhos sobre nanotecnologia relacionada apenas a sistemas de libera¢do de
farmacos;

e Trabalhos a respeito do desenvolvimento de nanossistemas (nanoparticulas
poliméricas, nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas, etc);

e Arboviroses pesquisadas: Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika
(ZIKV).

Critérios de exclusio:
e Trabalhos sobre desenvolvimento de nanoestruturas compostas de particulas

metalicas, inorganicas, quantum dots,



19

e Trabalhos sobre outras arboviroses, como Febre amarela;
e Trabalhos publicados antes de 2013.
3.3 Leitura completa
Apos a selecao inicial dos materiais de pesquisa, a leitura completa de cada um destes
materiais foi realizada, verificando mais uma vez, de maneira minuciosa, se cada trabalho
estava alinhado com os critérios de inclusdo da pesquisa, eliminando aqueles que
apresentavam algum dos critérios de exclusdo citados anteriormente. Os trabalhos escolhidos

de acordo com os critérios foram utilizados no desenvolvimento do conteudo deste trabalho.
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4. RESULTADOS e DISCUSSOES

A partir da execucao da metodologia citada, foram encontrados, na fase de busca, um
total de 323 artigos cientificos, teses e dissertacdes. Deste total, 40 estudos foram
selecionados, na etapa “3.2 selegdes inicial”, sendo analisados os titulos e resumos de cada
um destes trabalhos, verificando se estes estdo em conformidade com o objetivo proposto por
esta pesquisa. Por fim, apos a sele¢do de materiais e estudos relacionados com a finalidade
proposta por este trabalho, a leitura completa foi realizada, totalizando 13 artigos e 1
dissertacdo, que cumpriram os critérios impostos na metodologia e auxiliaram no
desenvolvimento desta pesquisa. A metodologia de busca ¢ demonstrada na figura 5 e os
estudos encontrados, assim como os nanossistemas abordados nestas pesquisas, foram
dispostos na Tabela 1, sendo categorizados pelo tipo de nanossistema utilizado.

Figura S - Esquema de busca por pesquisas para o desenvolvimento do estudo
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 1 - Nanossistemas encontrados nos estudos pesquisado

TIPOS DE NANOSSISTEMA TAMANHO COMPOSICA ARBOVIRUS
NANOSSISTEMAS S (Referéncia) (nm); PDI; (0]
POTENCIAL
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ZETA (mV)
Nanoemulsdo de 6leo NI Fase aquosa: agua ZIKV
de copaiba (21) deionizada;
Fase oleosa: Oleo
de copaiba;
Surfactante:
Lecitina de ovo
LIPOID E 80
Nanoemulsdo de 40.85+0.919 Fase oleosa: 6leo DENV
curcumina (88) nm; 0.366 + de mamona;
0.165; -7.039 = Surfactante:
0.532 mV Cremophor RH 40;
Co-surfactante:
PEG 400;
Nanoemulsoes Nicleo:
Curcumina;
Fase aquosa: dgua
deionizada
Nanoemulsio de 58.43 £ 2.1 nm; Fase oleosa: DENV
baicalina (127) -8.18+ 1.2 mV Miristato de
isopropila
Surfactante:
Cremophor RH 40
e EL35;
Co-surfactante:
PEG 400, etanol e
Propilenoglicol;
Fase aquosa: dgua
deionizada
Nanoparticula ~88 nm; ~-22 PLGA-b-PEG ZIKV
polimérica de IVM mV funcionalizadas
(116) com Fc de IgG
Nanoparticula 780 nm; 0,374, PLGA ZIKV
polimérica de 24 +2 mV
curcumina (94)
Nanoparticula <400 nm; <-30 | Quitosana/Alginat DENV
polimérica de mV o
quercetina (5)
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Nanoparticulas Nanoparticula 135+ 8 nm; Goma de DENV
. polimérica de 0,252 + 0,01 améndoa;
P oliméricas quercetina (108) Goma-laca
Estabilizador:
Tween 80
Nanoparticula 430,42 +5.78 Eudragit E100 DENYV, ZIKV,
polimérica de nm; CHIKV
naringenina (27) 0.233+0.089;
+32.14£2.56 mV
Carreadores lipidicos 453 + 26 nm; Fase lipidica: ZIKV
nanoestruturados de 0.228 £ 0.07; -30 | Compritol 888
azitromicina (4) +0.21 mV (so6lido) e oleo de
améndoa (liquido)
Emulsificante:
Fosfatidilcolina
Nanoparticulas NLSs: 74.61+ Fosfolipidio, DENV
Nanoparticu]as lipidicas de quercetina 4.23 nm; <0.3; Compritol (lipidio
e . (69) -7.7 mV+ 0.4 solido) e acetato de
llpldlcas mV tocoferol;
CLNs: 67.46 + Polissorbato -
3.29 nm, <0.3; - aquoso; Tween 80
8,9 mV+ 0.5 mV
OBS.: O acetato de
tocoferol e o
fosfolipidio  ndo
foram wusados na
formulagio de
NLS.
Nanoparticulas 47.68 + 1.65 nm; Fosfolipidio de DENV
lipidicas solidas -0.533 £ 0.115 soja, Compritol
catidnicas PEGladas mV (s6lido), Dc-Chol,
de baicalina (70) Conjugadas com
0X26
Nanoparticulas 98 +£0.61nm; Glicerol DENYV, ZIKV,
lipidicas solidas de 0.258+0.058; monoestearato CHIKV
naringenina (59) -31.4£0.98 mV | Surfactante: Tween

mV

80




Outros

Nanoparticula hibrida
de siRNA (57)

152,14+ 0.36 nm;
<0,5;45.7+4.2
mV

Octadecilamina
(ODA),
Monoestearato de
glicerila (GMS),
colesterol, DOPC,
DPPC (lipidios
auxiliares), DSEP
PEG 2000

CHIKV

Nanossuspensdo de

andrografdlido (123)

500 nm

Povidona 30
(PVPK30) e
tocofersolano

(TPGS)

DENYV, CHIKV

NI - Ndo informado.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Existem farmacos e moléculas ativas que, em diversos estudos, apresentaram ag¢do contra os
arbovirus, porém quando administradas em solugdes ou suspensdes convencionais estas apresentam
diversas desvantagens e limitacdes que interferem no seu potencial terapéutico € no seu perfil de
seguranga, o que faz com que a nanotecnologia utilizada como ferramenta de liberacao de farmacos seja
uma das solugdes para estes problemas, na qual esta ¢ capaz de aprimorar: a solubilidade do farmaco, a
biodisponibilidade, o perfil de liberacdo, a concentragdo plasmaticas maxima, a passagem pela barreira
hematoencefalica (BHE), reduzir a toxicidade, reduzir efeitos adversos, etc. (Singh et al., 2017). Desta
forma, nos estudos pesquisados, foi possivel visualizar o desenvolvimento de nanossistemas contendo
farmacos ou compostos com acdo antiviral contra as arboviroses de interesse, e esta ferramenta na

maioria dos estudos mostrou-se vantajosa com relacdo a superagdo das limitagdes citadas anteriormente.

Os aspectos destes nanossistemas serdo abordados abaixo com maior detalhamento.

4.1 Nanoemulsao (NE)

23

As nanoemulsdes sdo sistemas emulsionados, cineticamente estaveis, que apresentam

em sua composicdo uma fase oleosa, estabilizada por tensoativos, dispersa em uma fase

aquosa (O/A), ou até goticulas de agua dispersas em o6leo (A/O) (Gutiérrez et al., 2008;

Lovelyn; Attama, 2011). E importante salientar que diferente das microemulsdes (O/A), as

nanoemulsdes (O/A) sdo termodinamicamente instaveis, composta por goticulas de pequeno

tamanho dispersas no meio, que variam na literatura, com relag@o ao seu raio, com valores de

1 a 1000 nm (Viana ,2018). Estes sdo sistemas que vém demonstrando resultados promissores

no ambito da nanomedicina, devido as suas caracteristicas, como estabilidade a longo prazo,

facilidade de preparo e facilidade de solubilizagdo do farmaco (Mcclements, 2011). O uso
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deste tipo de sistema € promissor em diversos campos como a industria farmacéutica,
alimenticia e cosmética (Bonferoni et al., 2019).

Devido aos aspectos promissores atrelados as nanoemulsdes, Carvalho (2017)
desenvolveu nanoemulsdes para internalizar o 6leo de copaiba. A Copaiba ¢ uma planta da
familia Leguminosae, do género Copaifera (Tobouti et al., 2017). O 6leo desta planta ¢
composto de diterpenos, sesquiterpenos, etc, € mostra-se bastante promissor devido as suas
diversas propriedades como anti-inflamatorio, antitumoral, antiviral, antioxidante,
antifungico, analgésico, etc (Tobouti et al., 2017; Diefenbach et al., 2018). Devido as
caracteristicas lipofilicas deste dleo, este apresenta dificuldades na absor¢do pelo organismo,
e, consequentemente, dificuldades na sua internalizacdo celular, mitigando seu potencial
terapéutico (Singh et al., 2017). Por isso, Carvalho (2017), para solucionar os problemas
atrelados ao oleo, desenvolveu esta nanoemulsao ¢ sua acao em células infectadas com Zika
virus.

A nanoemulsio de 6leo de copaiba foi produzida utilizando agua deionizada para fase
aquosa ¢ lecitina de ovo (LIPOID E 80 ™) como tensoativo, na propor¢dao 2:1 entre
tensoativo:6leo. Esta apresentou-se ndo citotoxica contra células VERO E6, com uma
viabilidade celular acima de 80% em concentra¢des até 180 pg/mL, e células HuH-7, com
uma viabilidade celular de 67% em 360 pg/mL de nanoemulsdo, ap6s 48 horas de tratamento.
O dleo de copaiba em sua forma livre apresentou altos niveis de citotoxicidade nas células
VERO E6 ¢ HuH-7, o que impossibilitou a continuagdo dos experimentos no estudo para
verificar a atividade do o6leo contra o ZIKV, evidenciando que o encapsulamento deste 6leo
foi benéfico para mitigar a toxicidade. Além disso, outros experimentos foram realizados com
a nanoemulsdo produzida e observou-se que a internalizagdo destas aconteceu em todos os
periodos de analise nas células VERO E6 e HuH-7, justificado pelo tamanho nanométrico das
nanoemulsdes, assim como a inibi¢do viral por estas nanoemulsdes foi exibida nos ensaios
utilizando células VERO E6 infectadas com o ZIKV, nos quais 80% das células tratadas
apresentaram inibicdo do virus pela acdo da nanoemulsdo de 6leo de copaiba. E, como
demonstrado neste estudo, a nanoemulsao produzida também foi capaz de reduzir os niveis de
RNA extracelular de ZIKV. Embora os resultados obtidos at¢ o momento demonstram o
potencial de ambos os NEs para inibir o ZIKV, mais estudos sdo necessarios para confirmar o
mecanismo de acdo que esses sistemas usam para levar a esses efeitos.

A curcumina ¢ um fitoquimico que, semelhante ao 6leo de copaiba, apresenta diversas
acdes clinicas ja relatadas anteriormente. Estudos recentes identificaram uma nova

propriedade deste fitoquimico que ¢ sua agdo contra o virus da dengue, principalmente o
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sorotipo 2 (DENV-2) (Padilla et al., 2014). Porém, assim como muitos fitoquimicos, a
curcumina também apresenta alguns problemas que limitam sua acao terapéutica, como baixa
solubilidade aquosa e rapida hidrolise, apresentando classe biofarmacéutica IV (baixa
solubilidade, baixa permeabilidade) (Rachmawati et al., 2016). Assim, Nabila et al., 2020
utilizou-se da nanotecnologia, para desenvolver uma nanoemulsdo composta de 6leo de
mamona (fase oleosa), Cremophor RH 40 (tensoativo) e polietilenoglicol (PEG) 400
(co-tensoativo), contendo em seu interior curcumina. O tamanho de goticulas apresentou-se
uniforme, nas imagens no microscopio de transmissao eletronica (MET), com valor de 40.85
+ 0.919 nm, com indice de polidispersao igual a 0.366 + 0.165 e potencial zeta -7.039 + 0.532
mV, mostrando-se quase monodispersa. A quantidade de curcumina encapsulada foi de
99.40% e o valor de carregamento do farmaco foi de aproximadamente 2mg/mL. A
viabilidade de células de carcinoma pulmonar humano (A549) foi maior que 80% quando
tratadas com a nanoemulsdes contendo curcumina usando concentra¢des abaixo de 12.5
ug/mL, com excec¢dao do ensaio com DENV-4, que foi por volta de 70%. Por isso, no ensaio
de atividade antiviral foram utilizadas concentragdes testes de 1, 5, e 10 pug/mL. Neste ensaio,
utilizou-se também células A549 infectadas com DENV-1 ou DENV-2 ou DENV-3 ou
DENV-4 que foram tratadas com a nanoemulsdes contendo curcumina, o que resultou em
supressao do crescimento viral, principalmente nos sorotipos 1 e 2, assim como no tratamento
com a solu¢do de curcumina livre. Apesar da preparagdo de nanoemulsdes contendo
curcumina se mostrar viavel em certas concentragdes, quando em comparagcdo com a
curcumina livre, esta apresentou resultados mais satisfatorios, mostrando uma concentracao
citotoxica (CC50) de 61.51 pg/mL, enquanto a nanocurcumina foi de 52.97 pg/mL. Isso pode
ser explicado possivelmente pelas diferengas entre a captacdo celular, sendo a nanoemulsdo
melhor absorvida. Com os achados elencados neste estudo, pode-se concluir que o
encapsulamento da curcumina ndo interferiu no seu potencial inibitdrio contra os 4 sorotipos
da DENV.

A baicalina, glicuronideo da baicaleina, obtido da raiz da Scutellaria, ¢ outro
fitoquimico ativo contra diversos virus, como o virus da dengue (Moghaddam et al., 2014).

Pensando na acdo antiviral da baicalina, Wu et al. (2018) produziram uma
nanoemulsdo, com a finalidade de melhorar a exposicdo oral de baicalina e auxiliar na sua
absor¢do. Para formulacao desta nanoemulsdo, através de um estudo de solubilidade, foram
escolhidos miristato de isopropila (IPM) e agua destilada como fase oleosa e fase aquosa,
respectivamente; Cremophor EL35 e Cremophor RH40 foram utilizados como surfactantes;

propilenoglicol, etanol e PEG400 foram utilizados como co-tensoativos. Com base no estudo
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de solubilidade e na pesquisa do diagrama de fases, a nanoemulsdo foi preparada nas
proporcdes desejadas dos componentes. Esta nanoemulsdo apresentou formato esférico com
um tamanho de 58.43 nm, potencial zeta de -8.18 mV e boa estabilidade. O ensaio de
estabilidade a curto e longo prazo indicou que o processamento da preparacgao e a estabilidade
da nanoemulsdo foram adequadas. Também foi realizado o ensaio de absor¢do intestinal, onde
a nanoemulsdo de baicalina apresentou melhor absor¢do em comparacdo a suspensdo de
baicalina. O estudo farmacocinético em modelos de ratos machos Sprangue-Dawley indicou
que a nanoemulsdo de baicalina apresentou uma melhoria de 14,56 vezes na exposi¢do em
comparagdo com a suspensdo de baicalina. As recuperagdes de baicalina na extracdo do
plasma foram todas superiores a 85,0%. Comparado com a suspensao de baicalina, a Cmax e
o Tmax da nanoemulsdo de baicalina aumentaram consideravelmente em 3,39 vezes ¢ 3,0
vezes em plasma. Além disso, a nanoemulsdo exibiu maior capacidade de solubilizar
baicalina (9,8 mg/mL). Ainda que existam resultados satisfatorios quanto aos parametros
fisico-quimicos e farmacocinéticos, ¢ de fundamental importancia que estudos futuros sejam
realizados analisando a agdo bioldgica das nanoemulsdes produzidas frente ao DENV, para
confirmar que a baicalina, ao ser encapsulada, ndo perdeu sua agao contra este virus.

4.2 Nanoparticulas (NPs)

As nanoparticulas sdo particulas de tamanho variado, com escala nanométrica entre
um e centenas de nandmetros. Estes apresentam diversas aplicagdes como veiculos de entrega
de medicamentos, genes, proteinas, agentes de diagndstico por imagem, etc (Kamal et al.,
2012). A classificacdo destas particulas pode ser realizada de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas, sendo consideradas: NPs poliméricos, NPs lipidicas, NPs metalicas, etc
(Khan et al.,, 2019). As NPs poliméricas e lipidicas sdo as principais candidatas como
potenciais antivirais devido a sua composicao, ja que os materiais utilizados para fabrica-los
conferem aos NPs biocompatibilidade e biodegradabilidade, ndo imunogenicidade e nao
toxicidade, e uma alta eficiéncia de aprisionamento de medicamentos (Yetisgin et al., 2020).

4.2.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdao estruturas coloidais que apresentam em sua
estrutura polimeros, sintéticos ou naturais, capazes de encapsular farmacos, com a finalidade
de aprimorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinidmicas destes no organismo
(Mehanna et al., 2014). Um dos polimeros bastante utilizado na composicdo das
nanoparticulas ¢ o poli (acido latico-co-glicolico)(PLGA), pelo fato de que este polimero ¢
biodegradavel, altamente biocompativel, ndo imunogénico, ndo téxico, o que garante

seguranga ¢ estabilidade aos nanossistemas (Molavi et al., 2020). Estes sistemas mostraram-se
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benéficos principalmente devido a possibilidade de ajuste de tamanho, a garantia de prote¢ao
do farmaco, ao seu uso potencial para liberacdo controlada e também a capacidade de
modificagao de sua superficie, auxiliando no direcionamento do farmaco ao seu local de acao
(Janagam et al., 2017; Owens III, Peppas 2006). Relacionado a estas vantagens, muitos
estudos vém sendo realizados para a producdo de antivirais utilizando nanoparticulas
poliméricas, alguns destes serdo comentados no texto a seguir.

A ivermectina (IVM) ¢ uma lactona macrociclica com agdo antiparasitaria de amplo
espectro, principalmente contra nematelmintos. Recentemente, novos estudos mostram que
este farmaco também apresenta acdo contra alguns virus, como o ZIKV. Porém, o farmaco
apresenta limitagdes como baixa solubilidade em 4agua, o que resulta na reducdo da
concentracdo plasmatica ideal para este desenvolver sua agao (Barrows et al., 2016). Por isso,
Surnar et al. (2019) desenvolveram nanoparticulas biodegraddveis contendo IVM, resistentes
a pH acido, funcionalizadas com fragmentos da por¢do Fc de anticorpos policlonais (IgG)
para serem administradas por via oral e com liberacdo gradual do farmaco. Assim estes
produziram uma plataforma biodegradavel baseada no polimero PLGA composta por
copolimeros em bloco de poli(lactideo-coglicolido)-b-poli-etilenoglicol (PLGA-b-PEG). O
Receptor Fc neonatal (FcRn) medeia o transporte de imunoglobulina G (IgG) através das
barreiras epiteliais polarizadas, sendo expresso em um nivel que ¢ muito semelhante a
expressao fetal na regido apical de células epiteliais no intestino delgado e difusa em todo o
colon na idade adulta. O receptor se liga a por¢do Fc de IgG em pH écido (<6,5), sendo o pH
fisiologico (7,4) responsavel por liberar a por¢cdo Fc da ligagdo com o receptor. Por isso a
ideia de funcionalizagdo das nanoparticulas com por¢do Fc de IgG, para que estas sejam
melhor absorvidas oralmente pelo organismo. (Dickinson et al., 1999; Israel et al., 1997)

As nanoparticulas (NPs) foram sintetizadas pelo método de nanoprecipitacao, sendo
utilizadas diferentes concentracdes de alimentacdo de IVM com relagdo ao polimero: 10, 20,
30, 40 e 50%. Com a caracterizagdo fisico-quimica de cada uma das NPs produzidas foi
verificado que a alimentacdo das NPs com até 30% de [IVM mostraram-se mais estaveis e bem
definidas. Com a conjugacdo do fragmento de Fc de anticorpo IgG, as NPs apresentaram
tamanho maior (~88 nm) e potencial zeta (~-22mV).

Durante os experimentos realizados no estudo foi possivel verificar que as NPs
funcionalizadas:
e Apresentaram passagem pela modelo de barreira epitelial intestinal com células

Caco-2 e pelo estudo in vivo em camundongos BALB/C, apresentando boa

distribuicao na corrente sanguinea neste tltimo experimento;
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e Naio induziram imunogenicidade, nem hepatotoxicidade;

e Liberacdo de IVM mais rapida em pHs entre 3 e 5;

e Liberacao controlada na corrente sanguinea;

e Naio apresentaram toxicidade contra células Caco-2;

e Inibiram a expressao da proteina NS1, presente em ZIKV, em células renais humanas
embrionarias (HEK293T);

e Nio atravessaram a barreira placentaria, como a [IVM livre;

e Nio apresentaram toxicidade em linhagens celulares derivadas do tecido placentario
humano (JEG-3), como a IVM livre.

Visando aprimorar as propriedades biofarmacéuticas da curcumina, Pacho et al., 2021
produziram nanoparticulas de PLGA contendo curcumina (NPs-PLGA-CUR), nas quais
apresentaram um tamanho de 780 nm, um indice de polidispersdo de 0,374 e um potencial
zeta de -24 £ 2 mV. O perfil de liberagcdo da curcumina in vitro apresentou 80% do farmaco
liberado, mostrando uma liberagdo mais lenta em periodos mais longos, sugerindo que o
farmaco ¢ liberado de duas formas, inicialmente por difusdo do farmaco das NPs para o
ambiente externo e, posteriormente, por degradacdo do polimero. Além disso, deve-se
considerar que a liberagdo foi realizada em meio aquoso isento de enzimas. No organismo
humano, a presenca de enzimas capazes de hidrolisar o PLGA para produzir acido latico e
glicolico pode permitir uma maior liberagdo de CUR no organismo. O ensaio de
citotoxicidade em células VERO foi realizado neste trabalho e as células tratadas com as NPs
de PLGA-CUR demonstraram uma viabilidade celular superior a 90% até mesmo na
concentragdo maxima avaliada de 140 pM. Em contraste, uma maior citotoxicidade
dependente da dose foi exibida pela CUR livre, atingindo uma redugdo de 50% na viabilidade
das células VERO apo6s tratamento com uma concentragdo de CUR de 68,3 = 0,4 uM. Por
fim, foi realizado o ensaio para avaliar a atividade antiviral das NPs desenvolvidas através de
células VERO infectadas com ZIKV. O resultado deste ensaio foi verificado através da
inibi¢do do efeito citopatico induzido pelo virus, onde as NPs-PLGA-CUR mostraram uma
concentragdo efetiva (EC50) de 3,7 = 0,05 uM. A redu¢do no rendimento do virus observada
em células infectadas com ZIKV pelo efeito de NPs de PLGA-CUR em comparagao com
células infectadas tratadas com PLGA de controle foi superior a 95%. Dada a falta de
toxicidade celular e a eficiéncia antiviral, os NPs de PLGA-CUR podem ser considerados um
agente antiviral potente e seletivo contra o ZIKV. Além disso, ndo ocorreu interagdo entre a
curcumina e o copolimero nas NPs de PLGA-CUR resultantes que apresentaram um perfil de

liberacao satisfatorio. Este estudo foi o primeiro a apresentar a atividade antiviral contra



29

ZIKV de nanoparticulas de PLGA carregadas com curcumina, sugerindo que NPs de
PLGA-CUR s3o candidatos promissores para uma formulagdo de medicamento contra
flavivirus patogénicos humanos.

A quercetina ¢ um flavonoide encontrados naturalmente em frutas e vegetais, como:
cebolas, macas, etc. com diversas propriedades terapéuticas ja relatadas, na qual ja foi
demonstrado em alguns estudos que este ¢ capaz de reduzir a replicacdo viral da dengue,
principalmente do sorotipo 2 (Zandi et al., 2011). Porém seu potencial terapéutico muitas
vezes ¢ prejudicado devido a sua baixa solubilidade aquosa, instabilidade sob condigdes
fisiologicas e baixa biodisponibilidade (Cai et al., 2013). Por isso, no estudo de Aluani et al.
(2017), estes desenvolveram nanoparticulas de quitosana/alginato para utilizad-las como
sistema de liberagao de quercetina. A gelificagdo eletrostatica de alginato de sodio e quitosana
foi realizada para preparacdo de nanoparticulas de quitosana/alginato, sendo a quercetina,
posteriormente, introduzida nas nanoparticulas dispersas no meio. Durante o desenvolvimento
das nanoparticulas, diferentes proporgdes de alginato de sodio e quitosana foram testadas, e
visualizou-se que a maior concentracao de alginato, quando comparada a concentracdo de
quitosana, na formulagdo foi responsavel por garantir um tamanho menor de nanoparticulas
(< 400 nm) e um potencial zeta de valor negativo (< -30mV), o que resultou numa
estabilidade maior. Ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados em células de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2), analisando os resultados utilizando o reagente
3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e verificando a liberagdo da Lactato
Desidrogenase (LDH), e mostraram que as nanoparticulas vazias e as carregadas com
quercetina ndo foram téxicas, mesmo ap6és 72h das células tratadas com as nanoparticulas.
Além disso, as nanoparticulas também foram administradas em camundongos, como forma de
avaliar a toxicidade in vivo das nanoparticulas. Os resultados do ensaio in vivo demonstraram
que as nanoparticulas ndo alteraram o peso corporal, o peso relativo dos figados dos
camundongos, a histologia hepatica, os parametros hematologicos e bioquimicos. Portanto, o
estudo mostrou que o encapsulamento da quercetina em nanoparticulas de quitosana/alginato
resultou em um sistema medicamentoso possuindo perfil de seguranca benéfico para
administracdo oral. Mas, ainda ¢ importante que ensaios bioldgicos, tanto in vitro quanto in
vivo, sejam feitos, analisando o potencial de acdo das nanoparticulas produzidas contra o
DENYV, para verificar se a quercetina ainda apresenta agdo contra o virus, mesmo quando
encapsulada.

Outro estudo encontrado a respeito do encapsulamento de quercetina, onde foram

utilizadas nanoparticulas poliméricas, foi o de Sedaghat et al. (2019). Nele, as nanoparticulas
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de quercetina foram preparadas através de goma de améndoa (AG), tween 80 como
estabilizador e goma-laca (SH) como nucleo, utilizando o método de precipitacao
antissolvente. A goma de améndoa ¢ um polissacarideo arabinogalactano de natureza
anfifilica, produzida por amendoeiras doces (Amygdalus communis L.) (Bouaziz et al., 2014).
Ja a goma-laca ¢ macromolécula ndo toxica, secretada por insetos Kerria lacca, composto de
componentes polares e nao polares (Patel et al., 2013; Farag, Leopold, 2009). O tamanho
médio da particula produzida foi de 135 = 8 nm com indice de polidispersidade de 0,252 +
0,01 e eficiéncia de encapsulamento de 97,7 + 1,2%. O encapsulamento da quercetina foi
responsdvel por aumentar em até 2 vezes a absorcdo do fitoquimico em comparagdo a
quercetina livre em pH 7,4. Os ensaios de citotoxicidade revelaram que nenhuma toxicidade
significativa foi observada para células Caco-2 tratadas com nanoparticulas carregadas de
quercetina com fator de dilui¢ao de 100, sendo esta toxicidade reduzida com o aumento da
dilui¢do e a presenca da quercetina. Os autores do artigo justificaram que a toxicidade em
células Caco-2 vistas durante o experimento, com o tratamento por NPs vazias, foi devido a
presenca de goma-laca e o tween na formulacdao. Além disso, o estado de diferenciagao das
células também pode ser outro fator, j4 que as células Caco-2 usadas no estudo eram
indiferenciadas e em crescimento, sendo estas mais sensiveis a toxicidade em geral em
comparagdo com o células Caco-2 totalmente diferenciadas, semelhantes a enterdcitos.
Portanto, mais pesquisas sao necessarias, com diferentes modelos de cé€lulas intestinais, para
confirmar a toxicidade celular. Com relagao a absorcao da quercetina por células Caco-2, foi
verificado que as células tratadas com quercetina livre em DMSO apresentaram uma absor¢ao
maior do fitoquimico, seguido de células tratadas com nanoparticulas carregadas de
quercetina com fator de diluicdo de 100. As células tratadas com nanoparticulas carregadas de
quercetina com fator de dilui¢ao de 50 apresentaram menor captagdo de quercetina, pois esta
apresenta uma maior citotoxicidade causando danos a membrana celular e prejudicando a
absorgdo da quercetina. E importante destacar que ensaios bioldgicos, tanto in vitro quanto in
vivo, ainda precisam ser feitos, analisando o potencial de agdo das nanoparticulas produzidas
contra 0 DENYV, para verificar se a quercetina ainda apresenta acdo contra o virus, mesmo
quando encapsulada

Outro flavonoide, como a quercetina, ¢ a naringenina (NRQG), presente em toranjas,
uvas, limao, tangerina, etc, (Jayaraman et al., 2009) que também apresenta baixa solubilidade
em agua, como também baixa biodisponibilidade oral, o que restringe suas aplicacdes
terapéuticas. Este exibe uma gama de efeitos farmacoldgicos nos sistemas bioldgicos como

acOes anti inflamatdrias, anticancerigenas, anti aterogénicas, anti fibrogénicas e antioxidantes
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(Yang et al., 2013; Khan et al., 2015). Além disso, estudos recentes in vitro demonstraram sua
capacidade de inibir a replicagdo viral de arbovirus, como DENV, ZIKV e CHIKYV (Frabasile
et al., 2017; Cataneo et al., 2019; Ahmadi et al., 2016).

Para aumentar a biodisponibilidade da naringenina, o estudo de Chaurasia et al. (2018)
desenvolveram um sistema de nanoentrega polimérico composto de NRG e eudragit E100,
através da técnica de alta velocidade de homogeneizagao (emulsificacdo-difusdo-evaporagao).
Este sistema foi caracterizado fisico-quimicamente e quanto aos dados farmacocinéticos e
citotoxicos. As NRG-EE100-NPs apresentaram tamanho de particula 430,42 nm, indice de
polidispersdao de 0,233, potencial zeta de + 32.1 mV com eficiéncia de encapsulamento de
68,83%. Através dos ensaios realizados durante o estudo foi possivel verificar que a liberagao
da NRG das NPs foi governada por uma combinagdo de difusdo de drogas e relaxamento da
cadeia polimérica durante o inchago do polimero. Nos estudos de estabilidade, as
NRG-EE100-NPs eram estaveis a temperatura ambiente (por 9 meses) e & uma temperatura
acelerada (por seis meses) para todos os parametros fisico-quimicos. Com relagdo ao estudo
farmacocinético, os valores de area sob a curva e Cmax foram bem maiores quando a NRG
foi administrada como NRG-EE100-NPs em comparag@o com a suspensao aquosa de NRG, e
a eliminacdo da suspensdo de NRG também foi rapida, apds 2 horas. Assim, os resultados da
farmacocinética corroboram com um aumento da biodisponibilidade oral causada pelas
NRG-EE100-NPs. Esta melhora na biodisponibilidade oral pode ser explicada por alguns
fatores, sdao eles: (i) estado amorfo ou molecularmente disperso do farmaco dentro das
matrizes poliméricas, ou seja, a estrutura cristalina original da droga nao foi encontrada nas
nanoparticulas dependentes de pH, apesar da carga relativamente alta de NRG nas
nanoparticulas; (i1) a boa adesdo das NRG-EE100-NPs pela mucosa gastrointestinal devido ao
polimero EE100; (iii) a natureza catidénica também confere mucoadesividade a membrana do
TGI e permite a absor¢ao das nanoparticulas por um periodo de tempo mais longo. Apesar das
vantagens associadas ao encapsulamento da NRG, ainda sdo necessarios ensaios bioldgicos
para verificar a permanéncia da atividade da NRG contra os arbovirus.

4.2.2 Nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sdo capsulas nanométricas (entre 50 - 1000 nm) a base de
lipidios, divididas em Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) com matriz sélida, que
consiste numa mistura de lipidios solidos e liquidos; Nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs),
com matriz s6lida, rodeada de surfactantes em uma dispersao aquosa, diferindo das NLCs no
nivel de organizagdo da matriz (Mehnert, Mader, 2001; Battaglia, Gallarate, 2012). Em

comparacdo as NLSs, os CLNs apresentam uma capacidade melhor de carregamento dos
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farmacos, assim como sua biocompatibilidade também ¢ vantajosa com relagcdo a outros
nanocarreadores lipidicos (Garg et al., 2022). Devido a biocompatibilidade, baixa toxicidade,
estabilidade, facilidade de funcionalizagdo de superficie e aumento de escala, as
nanoparticulas lipidicas vém sendo empregadas para a entrega de compostos antivirais
(Shadab et al., 2015).

A azitromicina (AZ) ¢ um antibidtico tipicamente utilizado em diversas infec¢des
bacterianas. No entanto, este farmaco mostrou-se ativo contra alguns virus como
SARS-CoV-2, ZIKV, ebola e influenza (Damle et al., 2020). Porém, o farmaco ¢ bastante
associado a diversos efeitos indesejaveis durante sua administragdo prolongada (Bleyzac et
al., 2020). Para aprimorar as propriedades biofarmacéuticas e reduzir os efeitos adversos deste
farmaco, o estudo de Alrashedi et al. (2022) desenvolveu uma Carreadores lipidicos
nanoestruturados de AZ como sistema de liberagao pulmonar.

As nanoestruturas desenvolvidas apresentaram tamanho de 453 + 26 nm, potencial
zeta de —30 = 0.21 mV e com indice de polidispersao igual a 0.228 + 0.07. A liberagdo in
vitro do farmaco mostrou-se crescente, sendo 50% da AZ liberada nas primeiras 2h seguida
de uma liberacdo sustentada. Todas as alterag¢des histoldgicas induzidas em camundongos por
Bleomicina (BLM) foram atenuadas pelo tratamento com as nanoformulac¢des (AZ-CLN) em
dose relativamente baixa em comparacdo a administracdo oral de AZ livre. Para
administracdo pelo sistema pulmonar, as AZ-CLN foram formuladas com sucesso usando o
método de emulsificacao-ultrasonicacdo a quente, nas quais apresentaram caracteristicas
farmacéuticas aceitaveis de tamanho de particula e padrao de liberacdo. Portanto, o presente
estudo representa uma base para estudos adicionais, como estabilidade da formulagdo e
farmacocinética.

Kumar et al. (2016) também produziram nanoparticulas lipidicas, porém com o
encapsulamento do fitoquimico, quercetina. A composi¢do das nanoparticulas contou com
fosfolipidios e acetato de tocoferol para ultrapassar a BHE, ja que a quercetina em solucao
apresenta baixa absor¢do pela BHE. Os nanocarreadores desenvolvidos (74,61 nm para
Nanoparticulas lipidicas so6lidas - NLS e 67,46 nm para Carreadores lipidicos
nanoestruturados - CLNs) estavam na faixa nanométrica com valores de PDI <0,3, cargas
superficiais no valor de -7,7 mV para NLSs, e - 8,9 mV para NLCs e o encapsulamento da
quercetina por ambos os nanocarreadores foi >80% (83,27% para NLSs e 89,91% para
CLNs). Durante os 6 meses de estudo, verificou-se a estabilidade dos nanocarreadores, nao
havendo mudangas (<5%) no EE e no tamanho de particula a uma temperatura de

armazenamento de 5°C. Quando as nanoparticulas foram armazenadas em temperaturas mais
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altas (30-40°C) a incidéncia de coalescéncia das nanoparticulas ocorreu, resultando no
vazamento das nanoparticulas, e, consequentemente, redugdo da eficiéncia de encapsulamento
(EE). O ensaio em modelos de células Caco-2 para verificar a permeabilidade dos
nanocarreadores através destas, apresentou as NLSs e CLNs com melhor permeabilidade
intestinal quando comparada a quercetina livre, devido ao design, composi¢do e faixa de
tamanho nanométrico destas. Os nanocarreadores também melhoraram a biodisponibilidade
relativa da quercetina em 3,5 vezes (NLSs) e 5,4 vezes (CLNs) comparando com o
fitoquimico livre. Com relagdo a distribui¢do da quercetina no SNC, as nanoparticulas foram
capazes de aumentar a distribuicdo cerebral de quercetina em 3,2 vezes (NLSs) e 5,6 vezes
(CLNs). Os resultados farmacocinéticos promissores oferecem imenso potencial no
desempenho farmacodinamico.

No estudo de Liu et al. (2015) foram preparadas nanoparticulas lipidicas so6lidas
catidnicas PEGladas conjugadas com anticorpo OX26 foram carregadas com Baicalina
(OX26-PEG-CNLS) para servir como um sistema de entrega de farmaco no cérebro. Estas
foram obtidas por evaporagdo-solidificacdo da emulsdo em baixa temperatura. O anticorpo
monoclonal OX26 contra o receptor de transferrina tem sido utilizado com sucesso em muitos
estudos de direcionamento cerebral in vivo, ja que este receptor encontra-se na superficie de
células da BHE (Hu et al., 2011). Os resultados demonstraram que OX26-PEG-CNLS
apresentou tamanho de 47.68 nm, potencial zeta de -0.533 mV e EE = 83.03%. O tamanho
das nanoparticulas mostraram-se promissores, ja que geralmente a transcitose pelas células
capilares cerebrais ocorre com particulas menores que 200 nm. No estudo farmacocinético, a
area sob a curva (AUC) das NPs mostrou um valor de 11.08 vezes maior que a solugdo de
Baicalina, e a concentracao plasmatica maxima (Cmax) foi 7.88 vezes maior que a solugdo.
As NPs apresentam-se promissoras como sistema de entrega de farmacos através da BHE,
sendo ainda necessario, em estudos posteriores, a avaliagdo bioldgica das NPs produzidas,
para verificar a agdo destas contra o DENV.

Ji et al., 2016 foram outros autores que desenvolveram nanoparticulas lipidicas
solidas(NLSs) para prolongar e sustentar a liberagdo da NRG, com aprimoramento da
estabilidade, toxicidade e aumento da biodisponibilidade. As NRG-NLSs foram preparadas
por emulsificacdo e baixa temperatura de solidificacdo. O glicerol monoestearato (GMS) foi
selecionado para constru¢do das NLSs, j& que apresentou melhor solubilidade do farmaco no
meio, assim como maior compatibilidade com a NRG. O Tween 80 foi utilizado como
surfactante, garantindo menor tamanho para a NLSs e melhor estabilidade. As NRG-NLSs

preparadas obtiveram um formato esférico, com tamanho de 98 nm, indice de polidispersdo de
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0.258, potencial zeta de -31.4 mV , contetdo total do farmaco de 9.76 mg, uma eficiéncia de
encapsulamento de 79.11% e uma liberacdo cumulativa do farmaco de 80% em 48h,
mostrando um perfil sustentado de liberagdo. Pelo ensaio de citotoxicidade utilizando o
reagente MTT e células A549, as NRG-NLSs mostraram-se ndo toxicas, mesmo em
concentragdes altas de 50 pg/mL, e a biodisponibilidade relativa apresentou-se maior que a
suspensdo de NRG 2.53 vezes. Para avaliar se os NRG-NLSs poderiam entregar
eficientemente a droga em células, os autores utilizaram FITC (marcador de fluorescéncia)
para marcar as NLSs e examinar a internaliza¢do. O resultado deste ensaio foi visualizado por
microscopia confocal de varredura a laser, verificando a internalizagdo significativa,,em 2 e 3
horas, de 50 pg/mL de FITC-NLSs nas células A549, ndo penetrando o nucleo. Estes
resultados mostraram que a captacdao celular de FITC-NLSs em células A549 ¢ altamente
dependente do tempo dentro de 3 horas. No estudo farmacocinético, as concentragdes
plasmaticas de NRG foram significativamente mais elevadas em ratos tratados com suspensao
de NRG-NLSs do que naqueles tratados com suspensdo de NRG. Os resultados atuais
mostram o alto potencial de tratamento clinico dos NLSs como uma ferramenta eficaz de
nanocarreador para a administracdo de NRG, sendo ainda necessario, em estudos posteriores,
a avaliacdo biologica das NPs produzidas, para verificar a acdo destas contra o DENV.

4.3 Outros

Além dos nanossistemas apresentados anteriormente, existem varios outros que podem
ser utilizados para entrega de antivirais. Um exemplo de nanossistema que mostrou-se na
literatura, sendo usado como potencial antiviral, foi nanoparticula hibrida, composta por mais
de um tipo de material de encapsulamento. Este sistema é composto por 3 estruturas: matriz
polimérica interna (ntcleo), que transporta o farmaco com alta eficiéncia de carregamento;
camada lipoidal, que ¢ cercada por um ntcleo polimérico que confere biocompatibilidade e
estimula a retencdo do medicamento dentro do nucleo polimérico; e a camada externa que ¢é
composta por PEG lipidico que reveste a camada lipoidal e assim aumenta a estabilidade,
prolonga o tempo de circulacdo in vivo e auxilia na estabilizacdo estérica (Chan et al., 2009).
As nanoparticulas hibridas tém sido bastante estudadas na nanomedicina devido as suas
muitas vantagens sobre outros nanossistemas, como estabilidade, capacidade de liberagao
controlada, alta biocompatibilidade devido a presen¢a de PEG-lipidio (Chan et al. , 2009).

O estudo de Jeengar et al. (2022), ¢ um exemplo de caso de desenvolvimento de
nanoparticulas hibridas, nele foram utilizados lipidios catidénicos e polimeros, preparados,
caracterizados e complexados com siRNA. Estes sistemas foram avaliados quanto a

estabilidade e toxicidade contra o CHIKV. Dentre os varios sistemas de nanoentrega
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produzidos nesta pesquisa, o sistema contendo o lipidio catidénico estearilamina
(Octadecilamina; ODA), com carga catidnica de 45,7 mV, tamanho de 152,1 nm e indice de
polidispersdo <0,5, possibilitou a complexagao méaxima de siRNA, com uma boa estabilidade
e potente inibi¢do da carga viral do CHIKV em células VERO, sendo os efeitos combinatdrios
da ODA com o siRNA responsaveis pela maior inibi¢do do crescimento viral. A atividade
antiviral do sistema também foi avaliada em estudos in vivo usando camundongos C57BL/6
infectados com CHIKV. Apo6s o tratamento com as nanoparticulas contendo o siRNA,
verificou-se redugdo da carga viral no soro, com 99% da viremia diminuida tanto no soro
quanto no tecido muscular. Além disso, este sistema apresentou ndo toxicidade em células
VERO, com CC50 >100 pg/mL. Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelos mesmos
autores, estes projetaram e avaliaram 2 siRNAs com a¢ao contra o CHIKV em camundongos,
porém um problema relatado na pesquisa foi que nucleases endogenas degradaram os
siRNAs, o que reduziu sua meia-vida, e consequentemente, sua eficacia (Parashar et al., 2013;
Gavrilov, Saltzman, 2012). Assim, no atual estudo, o sistema de entrega auxiliou na superagao
desta limitagdo, melhorando a eficicia da terapia. A terapia genética € o tipo de terapia
utilizado pelos autores Jeengar et al. (2022), que vem ganhando forca durante os anos como
uma alternativa de tratamento contra diversas patologias. Esta consiste em tratar através da
alteracdo genética celular do paciente (Verma et al., 2000). Uma das ferramentas que pode ser
utilizada na terapia génica ¢ o RNA de interferéncia (RNA1) que regula a expressdo génica e
os mecanismos de defesa contra os virus. Os Pequenos RNAs interferentes (siRNA) sao
fundamentais para o mecanismo de agdo do RNAI, estes sdo capazes de silenciar genes
especificos sem ativar uma resposta de interferon em células animais, sendo isto muito
promissor no tratamento de canceres e doencgas infecciosas (Kim, Rossi, 2007).

Outro sistema que pode ser destacado ¢ o de nanossuspensao, no qual ¢ uma particula
com menos de lum, composta por uma dispersdo de nanocristais do farmaco em um meio
liquido, que geralmente ¢ dgua. Esta ¢ bem vista devido as suas propriedades termodinamicas
(Nangare et al., 2018). Este sistema apresenta como vantagens: baixo custo, facilidade no
scale up, menor uso de solventes organicos, etc. Estes sistemas t€ém sido muito utilizados para
entrega de fdrmacos que apresentam limitacdes nas suas propriedades biofarmacéuticas
(Nawal, 2018).

No trabalho de Xu et al. (2017), foi desenvolvido um sistema nanoautoemulsionado contendo
andrografolido. O andrografolido ¢ um composto diterpendide lactona isolada de
Andrographis paniculata Nees (Acanthaceae), que apresenta moderada solubilidade em 4gua,

baixa biodisponibilidade oral, sendo da classe biofarmacéutica II (baixa solubilidade, alta
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permeabilidade), e ¢ bem instavel em meios acidos e basicos, o que consequentemente faz
com que exista uma certa dificuldade de utilizar este fitoquimico como farmaco, apesar de sua
atividade contra chikungunya e dengue ( Jiang et al., 2014). Assim, o estudo de Xu et al.
(2017) se propde a melhorar a biodisponibilidade deste fArmaco, por utilizagdo de um sistema
de entrega baseado em solid self nanodispersion. Inicialmente, os autores prepararam um
sistema de nanossuspensdo de andrografolido (Andro-NS), contendo PVPK30 e TPGS, que
apresentou tamanho de cerca de 500 nm, preparados por tecnologia de homogeneizacdo de
alta pressdo, e posteriormente convertidos em nanocristais secas (Andro-NP) por meio de
secagem por pulverizagdo para aprimorar a estabilidade da formulacdo. Por fim, o Andro-NP
foi misturado com lactose e celulose microcristalina formando o sistema final de solid self
nanodispersion (Andro-SNDS), preparado através da tecnologia de compressdao direta. Na
analise de resultados, foi visto que a dissolucdo in vitro do Andro-SNDS, Andro-NS e
Andro-NP seco por pulverizacdo foram superiores aos do pd bruto do andrografélido e
mistura fisica de Andrografélido com os constituintes dos sistemas, respectivamente. No
ensaio farmacocinético, a Andro-SNDS apresentou Tmax (0.86h), concentracdo plasmatica
maxima (Cmax) (299,32 + 78,54 ng/mL) e area sob a curva (AUCO0-o0) (4440,55 + 764.13
mg/L - h) maiores do que o Andro livre (1h47, 77,52 + 31.73 ng/mL e 1437,79 + 354.25
mg/L-h), sendo semelhante aos resultados dos ensaios in vitro. Apesar dos resultados
promissores quanto as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos sistemas
desenvolvidos, ainda sdo precisos ensaios bioldgicos, tanto in vitro quanto in vivo, para
comprovar que o encapsulamento ndo limitou a acdo anti-CHIKV e anti-DENV do
andrografolido.

Dado os resultados apresentados, foi possivel verificar que pardmetros como:
biodisponibilidade, solubilidade e viabilidade celular foram aprimorados a partir do
encapsulamento dos farmacos/moléculas bioativas. Além disso, em muitos dos estudos
citados, as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram liberagdo sustentada ou prolongada in
vitro e/ou in vivo, o que auxilia em um melhor potencial terapéutico do principio ativo, assim
como pode reduzir os efeitos toxicos.

A passagem pela BHE, em arboviroses como a provocada pelo ZIKV, ¢ um fator
primordial para o bom funcionamento do antiviral desenvolvido. Assim, alguns dos estudos
apresentados tinham como finalidade a entrega dos fdrmacos no Sistema Nervoso Central
(SNC), o que também foi possivel através da utilizagdo da nanotecnologia, principalmente
com o uso de nanoparticulas funcionalizadas. A funcionalizagdo das nanoparticulas ocorre

geralmente por meio de modificagdes quimicas na superficie da nanoparticula com a
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introdugdo de um grupo funcional neste local. Este grupo funcional pode ser : uma molécula,
um ion, um peptideo, uma vitamina, etc, sendo este acoplado a nanoparticula com o objetivo
de aprimorar as aplicagdes terapéuticas do sistema, tornando a nanoparticula mais seletiva
e/ou especifica (Figuerola et al., 2010).

Desta forma, foi verificado que ao trabalhar com compostos bioativos encapsulados
em escala nanométrica, as propriedades fisico-quimicas e terapéuticas das moléculas bioativas
foram modificadas. Isso ¢ caracteristico da nanotecnologia, que a partir da utilizagdo desta
ferramenta, ¢ possivel ajustar a solubilidade do composto, o tempo de entrega deste ao local
de acdo, assim como direcionar o principio ativo ao alvo (Caruthers et al., 2007).

Outro fator que pdde ser analisado durante a pesquisa, foi o grande uso de polimeros
biodegradaveis, assim como, o uso também de lipidios para produgdo das nanoparticulas.

Os lipidios geralmente sdo usados como transportadores de firmacos por vantagens
como: biodegradabilidade, ndo toxicidade, disponibilidade, custo beneficio, etc (Puri et al.,
2009). Além disso, os lipidios apresentam a capacidade de carregar bem o farmaco, gerar uma
grande area de superficie e liberar controladamente o medicamento (Mukherjee et al., 2009).
O uso de surfactantes ¢ co-surfactantes nas formula¢des estudadas, auxiliaram na
estabilizagdo fisico-quimica das nanoparticulas, assim como no aprimoramento da
solubilidade do farmaco.

Ja os polimeros que geralmente sdo utilizados na composi¢cao das formulacdes sao os
hidrofilicos naturais, como alginato e quitosana, e sintéticos, como PLGA e PEG (Kaushik,
2020). O grande uso de polimeros na composicdo de nanoparticulas estd associado a
facilidade de manipulacao e modificagdo destas estruturas, além de que alguns dos polimeros
sintéticos utilizados também sdo biodegradaveis, como o PLGA. A modificacao da superficie
dos polimeros vem sendo realizada como forma de reduzir a captagdo por células fagocitarias
ou até interagdo com regides diferentes do alvo de acdo. Outro tipo de alteragdo que pode ser
feita facilmente em nanoparticulas poliméricas ¢ a liberagdo do farmaco estimulada por
fatores como pH, temperatura ou estimulos quimicos do organismo. Isso auxilia,
principalmente, na redu¢do da degradagao do farmaco antes de atingir o alvo de agdo (Ratemi,
2018).

Apesar do encapsulamento dos principios ativos apresentar diversas vantagens, a
maioria dos estudos foram desenvolvidos através de ensaios in vitro, sendo apenas alguns
parametros analisados in vivo. A falta de mais ensaios in vivo analisando o perfil
farmacocinético, a farmacodinamica, toxicidade, seguranca e eficidcia das nanoparticulas

desenvolvidas acaba dificultando a confirmagdo da exceléncia dos produtos desenvolvidos,
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sendo assim necessario a continuidade destes experimentos para que os medicamentos
cheguem no mercado.

A nanotecnologia, como ja foi discutido, aprimora diversos fatores, porém fatores
como aumento de poténcia do farmaco, de area superficial, etc, podem ndo sé trazer
beneficios, mas também prejuizos como interagdo com locais inespecificos, toxicidade e até
efeitos adversos Sukhanova et al., 2018). Uma das causas mais encontradas por trds da
toxicidade de nanosistemas ¢ a capacidade destes gerarem estresse oxidativo e estimulacao de
mediadores inflamatoérios em diversos tecidos (Fu et al., 2014). Porém, ¢ importante salientar
que isto ¢ muito observado em nanoparticulas inorganicas com uso de metais como prata,
carbono, etc; o uso de compostos biodegradaveis como polimeros ou lipidios, que foram
vistos nas nanoparticulas apresentadas neste trabalho, apresentam menores efeitos toxicos
como foi visto nos resultados, sendo compostos que apresentam maior biocompatibilidade.

Por isso, a escolha dos componentes do nanossistema ¢ uma etapa crucial para o
funcionamento adequado e seguro do medicamento. Isso foi evidenciado em 2 estudos
apresentados, o da nanoemulsdao de curcumina (Nabila et al., 2020) e o da nanoparticula de
quercetina composta de goma-laca e tween 80 (Sedaghat et al. 2019), onde as formas
encapsuladas apresentaram maior citotoxicidade em comparagdo ao composto livre. Além
disso, ¢ importante salientar que, apesar da toxicidade ser menor com o farmaco livre, o
encapsulamento nestes dois estudos atribuiu outras vantagens ao composto bioativo
aprimorando a eficacia deste. Desta forma, ¢ importante sempre comparar o farmaco livre
com o farmaco encapsulado, verificando se os ensaios, no geral, realizados mostraram
resultados satisfatdrios para o farmaco livre ou para o farmaco encapsulado.

Outro ponto importante a ser destacado com relagdo a nanotecnologia ¢ que apesar das
promissoras vantagens associadas a este tipo de ferramenta, apenas 51 nanomedicamentos
foram aprovados pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
(FDA dos EUA) até 2018 (Patra et al., 2018). Um dos motivos para esta baixa aprovagao de
nanomedicamentos no mercado pode ser justificada pela auséncia de legislagdes especificas
para este tipo de medicamento, e também pelo conhecimento limitado, até o momento, acerca
dos riscos a saude relacionados ao uso de nanoparticulas (Mahmoudi et al., 2011). Além
disso, a escassa quantidade de protocolos de ensaios in vitro e in vivo padronizados para
avaliar as propriedades dos nanofarmacos também pode auxiliar na ndo continuidade do seu
desenvolvimento, o que faz com que este ndo chegue a fase final de aprovacdo. Isto ¢

verificado nos estudos apresentados nos resultados, j& que muitos destes mostraram-se nas
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fases de teste in vitro e iniciais in vivo, o que comprova o baixo niumero de estudos em fases

mais avancadas.

5. CONCLUSAO

O encapsulamento de principios ativos em nanossistemas de liberagdo de farmacos
téem demonstrado beneficios notaveis, contribuindo para um potencial terapéutico mais eficaz
e minimizando potenciais efeitos toxicos.

A utilizacdo de polimeros biodegradédveis e lipidios na produ¢do das nanossistemas
revela-se como uma abordagem comum e vantajosa. E a modificacdo da superficie dos
polimeros e a capacidade de liberacdo estimulada por fatores como pH, temperatura ou
estimulos quimicos oferecem flexibilidade no direcionamento das nanoparticulas para o alvo
desejado, minimizando a degradacgao do fArmaco antes de atingir seu local de agao.

Contudo, ¢ crucial destacar que a maioria dos estudos se baseou em ensaios in vitro,
com poucos parametros analisados in vivo. A escassez de ensaios in vivo dificulta a
comprovagao dos resultados obtidos, sendo de extrema importancia a continuidade desses
experimentos para viabilizar a chegada desses medicamentos ao mercado.

Ademais, ¢ necessario considerar que, embora a nanotecnologia oferega vantagens
substanciais, como aumento da poténcia do farmaco e da area superficial, alguns desafios,
principalmente devido a falta de estudos necessarios sobre a seguranca e toxicidade deste
sistema, também podem surgir. Desta forma, como os resultados in vifro mostraram-se
promissores, ¢ importante dar continuidade aos estudos nesta area para impulsionar o

desenvolvimento e aprovacao dessas inovagoes.
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