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CAPITULO 8

Aplicacdes da nanotecnologia em
tratamentos antivirais

Andréia C. Pinheiro'; Beatriz C. A. O. Faria'?; Patricia L. Costa'?;
Marilia F. Calmong?; Graziella A. Joanitti'?"

1. Introducao

1.1 Estrutura de um virus

Os virus estédo na escala nanométrica e apresentam uma estrutu-
ra bastante simplificada, composta, basicamente, por um ntcleo e
um capsideo. O conjunto desses dois componentes é denominado
nucleocapsideo. H& alguns virus que apresentam, ainda, uma tercei-
ra estrutura, denominada envelope, a qual envolve o nucleocapsideo
(Figura 1). Além disso, os virus possuem em sua estrutura proteinas
gue reconhecem e se ligam aos receptores de membrana das células
hospedeiras, permitindo a penetragdo do seu material genético no
meio intracelular'.
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Figura 1. Estrutura geral de um virus (Hepatitis virus)

Capsidea

Fonte: elaborada pelos autores.

O nucleo de um virus pode ser composto por DNA de fita simples, DNA
de fita dupla ou dupla parcial, ou pode ser composto por RNA (fita
simples). A sequéncia de nucleotideos presente no genoma do virus
apresenta o cédigo para a fabricagdo das proteinas componentes do
capsideo e das proteinas necessarias para a reproduc¢édo do virus?.

O capsideo do virus é composto por proteinas, que podem ser diver-
sificadas ou néo, que, agregadas, formam uma cépsula protetora do
ntcleo. Ha diversas formas de capsideo, podendo ser cilindrico, polié-
drico, arredondados, ou até mesmo apresentar uma “cabeca” e uma
“cauda”, como € o caso dos virus bacteriéfagos®. Tal caracteristica é
de extrema importancia para a classificacédo dos virus.

O envelope viral presente em alguns virus é uma estrutura derivada
de membranas de células parasitadas no momento em que o virus
maduro deixa a célula hospedeira. Entretanto, ela pode ser oriunda do
aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico ou, até mesmo, da mem-
brana nuclear, dependendo do local da célula onde ocorre a replica-
¢do, podendo variar de acordo com o virus. Dessa forma, o envelope é
composto de uma dupla camada lipidica com algumas glicoproteinas
associadas (codificadas pelo virus), que desempenham indmeras fun-
¢Oes, dentre elas o reconhecimento e a ancoragem nos receptores de
membrana das células hospedeiras®*.
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Diante dessa estrutura relativamente simples, composta basicamente
por material genético envolto por uma cépsula de proteina, os virus ndo
possuem organelas e s&o ditos acelulares. Assim, para que consigam
se replicar, obrigatoriamente necessitam estar dentro de uma célula
viva — por isso, sdo denominados parasitas intracelulares obrigatérios'.

1.2 Hospedeiros dos virus

Os virus infectam qualquer organismo vivo — desde bactérias, proto-
zoérios e fungos até vegetais e animais. De um modo geral, os virus
causam doencas ao parasitarem células dos seres vivos, podendo levar
a morte do individuo, diminuir sua qualidade de vida e até interferir
em seu desenvolvimento'. Nesse aspecto, vale ressaltar o impacto
econdmico quando viroses atacam rebanhos, planta¢des, aqudrios,
uma vez que hd um enorme ndmero de mortes e de mas-formacgdes
causadas pelas infec¢Ges de virus.

Em se tratando de seres humanos, diversas doencas virais podem ser
listadas, incluindo sarampo, gripe, resfriados, bouba aviaria, caxum-
ba, hepatite, poliomielite, herpes, raiva, AIDS, febres hemorrdgicas
fatais (como dengue hemorrdgica e ebola), febre amarela, zika e febre
chikungunya®. Algumas delas ja estéo sob controle, outras séo novas
e oferecem risco as populagdes. E hd, ainda, as viroses emergentes®.
A seguir, estdo descritos mais detalhes de virus que acometem seres
humanos.

1.3 Modo de acao dos virus

Devido ao fato de os virus serem acelulares, eles necessitam utilizar a
“magquinaria” de células hospedeiras para se replicarem. De um modo
geral, as formas como eles agem s&o semelhantes, mesmo nos diversos
tipos de virus, e sdo subdivididas nas seguintes etapas'® (Figuras 2
e 3).
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a) Adsorcao

Para que o virus penetre na célula hospedeira, primeiramente ele pre-
cisa reconhecé-la e se ligar a ela. Isso é possivel devido a presencga de
receptores de membrana celular presentes nessas células, as quais
se ligardo as proteinas presentes ou no envelope do virus (geralmente
glicoproteinas), ou em seu capsideo, de modo que cada virus tem sua
célula-alvo, e ndo infecta qualquer célula (Figura 2). Dessa forma, se
ndo houver essa ligagdo, ndo haverd infecgéo.

Figura 2. Interacdo entre virus (ndo envelopado e envelopado) com

célula hospedeira

Virus ndo envelopado Virus envelopado

Membrana plamitica do Membrana plamitica do

hospedeino

_ Capside do rinovirus com
‘-.1;/ capsdmeros
5

1 Envelope vira
Proteina de J ]
membrana I |

Fonte: elaborada pelos autores.

b) Penetraciao

Apés a ligagdo, o nucleo do virus é introduzido para dentro da célula
hospedeira. Em um virus envelopado, ocorre a fusédo da membrana
viral com a da célula hospedeira, sendo liberado o material genético
do virus. Para o ndo envelopado, o nucleocapsideo é internalizado
por endocitose. Em ambos os casos, o nucleocapsideo viral fica no
citoplasma ou em vesiculas endociticas.

c) Desnudamento

O nucleocapsideo é rompido (podendo necessitar da acédo de enzimas)
e o nucleo do virus é liberado para o citoplasma ou para o nucleo da
célula. Dessa forma, o genoma viral pode iniciar seu ciclo replicativo,
para tal associando-se ao nticleo da célula ou replicando cépias por
meio de organelas celulares.
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d) Expressdo génica e replicacao
O material genético do virus é replicado utilizando a “maquinaria”
celular.

e) Maturacéo

Apds replicado o material genético, ocorre a formacéo do capsideo que
vai envolvé-lo. Nos virus envelopados, héd adicdo de uma membrana
celular com dupla camada lipidica provida da célula hospedeira, quan-
do o capsideo atravessa a membrana nuclear, ou aparelho de Golgi,
ou o reticulo endoplasmaético, ou a membrana plasmatica, quando
estd saindo da célula.

f) Liberacao

Quando o virus estd pronto e maturado, ele abandona a célula hospe-
deira. Virus sem envelope saem da célula por meio de lise celular; j&
os envelopados atravessam sua membrana, sem, necessariamente,
matar a célula.

Figura 3. Ciclo de replicagéo viral do virus Hepatite C com todas
as etapas. (A) Absorgdo, (B) Penetragdo, (C) Desnudamento, (D)

Expressdo génica e replicagdo, (E) Maturagdo, (F) Liberacéo

(@) RNA viral
@]
: e ?
) © Virus Hep. C
© o
'\ ®
F ®
®E S
00 ®
e G D
ﬁ 2
" Ntcleo C o)
Os
Célula Hepatica A
S

Fonte: elaborada pelos autores.
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Todas as etapas do ciclo de replicagéo viral séo mediadas por enzimas.
Assim, a inibi¢cdo de qualquer dessas enzimas pode atrapalhar efou
impedir que a replicacéo viral ocorra'.

1.4 Familias de virus de importancia clinica

As doencas virais variam de infecg8es triviais a epidemias, endemias e
pandemias. Novas espécies de virus humanos ainda estdo sendo iden-
tificadas e os virus constituem mais de dois tercos de todos os novos
patégenos humanos’. Os virus patogénicos diferem enormemente em
sua importancia, variando da doenca rara e leve causada pelo virus
Menangle ao impacto devastador do HIV-1 e SARS-CoV-2 na saude
publica. Existem, aproximadamente, 220 espécies de virus reconheci-
dos pelo ICTV divididos em 23 familias que infectam humanos. Nesta
secdo, descreveremos sobre alguns virus patogénicos®.

1.4.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae, que € uma grande familia de patégenos respon-
sdveis por causar doencas em animais e em humanos, é composta por
trés géneros: Flavivirus, que inclui os virus da dengue, febre amarela,
zika virus; Pestivirus; e Hepacivirus, que inclui o virus da hepatite C°.

Os virions dos Flavivirus apresentam um genoma de RNA de fita sim-
ples, polaridade positiva, que é empacotado por um capsideo proteico
em uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira envolto por
glicoproteinas. O genoma dos Flavivirus, de modo geral, apresenta,
aproximadamente, 10 kb, com um sitio de leitura que codifica uma Unica
poliproteina®. De modo geral, o ciclo viral dos Flavivirus se inicia com a
ligacéo dos virions a célula hospedeira e subsequente entrada na célula
por endocitose mediada por clatrina'®. Os Flavivirus devem reconhecer
uma molécula de superficie celular ubiqua ou utilizar mdltiplos recep-
tores para a entrada em células, ja que a infeccéo por Flavivirus tem
sido observada em uma variedade de linhagens de células derivadas
de diferentes espécies hospedeiras"'. Em seguida, a acidificacdo
das vesiculas endossomais ativa as mudancas conformacionais nos
virions, liberando seu genoma no citoplasma. A fita positiva de RNA é
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traduzida em uma poliproteina, que é processada pelas proteases virais
e do hospedeiro. A replicacdo do genoma viral ocorre na superficie do
reticulo endoplasmatico (RE), quando proteinas estruturais e 0 RNA
recém-sintetizado brotam do Iimen do RE. As particulas virais imaturas
e ndo infecciosas sdo transportadas através do sistema trans-Golgi. As
particulas imaturas séo clivadas pela protease furina do hospedeiro,
resultando em particulas maduras infecciosas, que séo liberadas por
exocitose™.

1.4.1.1 Virus da dengue

O virus da dengue possui 5 sorotipos e € uma das mais importan-
tes arboviroses de prevaléncia global, sendo que sua incidéncia tem
aumentado significativamente nas ultimas décadas. Antes de 1970,
somente nove paises apresentaram epidemia de dengue. Atualmen-
te, a doenga é endémica em mais de 100 paises, incluindo regides da
Africa, Américas, Asia e Pacifico Ocidental’>"". Em 4reas endémicas,
os quatro sorotipos de dengue frequentemente circulam concomitan-
temente, ou, em alguns casos, os sorotipos circulam ciclicamente, e
a possibilidade de multiplas infec¢des é comum, sendo que infecgdes
subsequentes com outros sorotipos aumentam o risco do desenvolvi-
mento de dengue hemorragica®?° O virus da dengue é transmitido por
mosquitos fémeas, principalmente das espécies A. aegypti, A. Albo-
pictus e A. Polynesiensis?-23. Apés a picada do mosquito, o virus da
dengue € inoculado na derme e na epiderme, e alguns virus também
sdo injetados diretamente na corrente sanguinea, o que resulta na
infeccdo de macrdéfagos, células dendriticas e células de Langerhans.
Essas células infectadas podem migrar do local inicial da infeccdo
para os linfonodos, o que desencadeia o recrutamento de mondcitos e
macrdéfagos, que se tornam alvos subsequentes da infeccéo pelo virus
da dengue. Como resultado, o nimero e a variedade de células infec-
tadas pelo virus da dengue aumentam, e a infec¢do pode se espalhar
por todo o sistema linfatico, com a infeccédo de células da linhagem
mononuclear, incluindo mondcitos derivados do sangue, células den-
driticas mieloides e macréfagos esplénicos e hepéaticos?#25. Embora a
maioria das infec¢des por dengue seja assintomatica, a doenca pode
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apresentar uma gama de sintomas e sinais clinicos, incluindo febre
alta, dor de cabeca severa, dor na regido dos olhos, dores muscula-
res e nas juntas, ndusea, vomitos e erupcdo cutanea. Os sintomas
frequentemente duram de 2 a 7 dias e aparecem apds um periodo de
incubacgdo de 4 a 10 dias ap6s a picada de um inseto infectado. Casos
fatais associados a dengue hemorragica podem ocorrer em 10% dos
casos, e 90% das mortes ocorrem em criancas menores de 15 anos de
idade?®. Entretanto, nas Ultimas décadas, casos de dengue e dengue
hemorrdgica tém se tornado mais frequentes em adultos?’.

1.4.1.2 Zika virus

O Zika virus, que emergiu como um recente problema de satde publica
mundial, foi isolado de um macaco do género Rhesus na floresta Zika,
de Uganda, em 19472, A primeira infeccdo humana foi reportada na
Nigéria, em 19542°, e o primeiro grande surto, que afetou aproximada-
mente 75% dos residentes, foi reportado na Micronésia, em 2007303,
O segundo grande surto de infecgdo por Zika virus afetou a Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014 e, subsequentemente, o virus espalhou-
-se para outras ilhas do Pacifico®. No inicio de 2015, o Zika virus foi
reportado pela primeira vez nas Américas, no Estado do Rio Grande
do Norte®. Atualmente, a Organizacdo Mundial da Salde estima que
0 Zika virus esteja presente em mais de 60 paises, incluindo a maioria
dos paises da América Central e do Sul, Sudeste da Asia, Oceania e
Pacifico, Africa e Cabo Verde. Assim como o virus da dengue, a princi-
pal via de transmissé&o do Zika virus é a picada do mosquito A. aegypti;
porém ha fortes evidéncias de transmissé&o viral via contato oral e
sexual®4. Além disso, o virus também foi encontrado na saliva, no leite
materno, no sémen e na urina %%, Sabe-se que o Zika virus infecta
fibroblastos dérmicos humanos, queratindcitos e células dendriticas
imaturas®. As anomalias congénitas associadas ao Zika virus sugerem
que ele também é capaz de contornar a barreira placentéria, e evidén-
cias in vitro demonstram que o Zika virus pode infectar macréfagos
placentérios, citotrofoblasto e células progenitoras neurais®®“'. Os
sintomas e sinais dos pacientes afetados s&o similares aos da infecgéo
por dengue, apresentando febre, dores nas juntas, erupgdo cutanea,
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fadiga e conjuntivite, embora a maioria dos casos de infecgdo por Zika
virus permanegam assintomdticos. O quadro clinico da doenca pode
ter duracdo de 5 a 7 dias e os sintomas ainda sdo observados em 50%
dos individuos apds 5 a 8 dias da infecgdo e em 95% apds 12 dias de
infeccdo*?. As manifestagdes congénitas da infecgéo por Zika virus
incluem microcefalia, ventriculomegalia, calcifica¢des intracraniais,
anormalidades no corpo caloso, lesdes na retina, perda de audigdo e
disfagia“*s-s.

1.4.1.3 Virus da febre amarela

A febre amarela é uma doenga hemorrdgica viral aguda, transmitida
por picadas de mosquitos Aedes ssp ou Haemagogus ssp infectados.
O virus da febre amarela é endémico nas zonas tropicais da Africa e
na América Central e do Sul*"*8, Uma vez contraido, o virus da febre
amarela mantém-se em incubagé&o no corpo durante 3 a 6 dias. Ime-
diatamente apds a inoculagdo do virus da febre amarela, este, primei-
ramente, se replica nos linfonodos e, entdo, dissemina para muitos
orgéos, causando lesdes, ou por consequéncia do efeito citopatico
ou em consequéncia das alteracdes secunddrias da resposta imune
do hospedeiro**-*'. O quadro clinico da infec¢do pode variar de uma
doenga néo especifica até uma febre hemorrdgica fatal. Muitas pes-
soas ndo apresentam sintomas, mas, quando estes ocorrem, 0s mais
comuns sdo febre, dores musculares, sobretudo nas costas, dores de
cabeca, perda de apetite, nduseas ou vomitos (periodo de infeccédo).
Um periodo de remiss&o que dura até 48 horas pode seguir o periodo
de infeccéo, caracterizado pelo desaparecimento dos sintomas e da
febre. Os individuos com infec¢Ges abortivas recuperam-se nesse esté-
gio. No entanto, uma baixa percentagem de doentes (~15%) entra na
terceira fase, a fase toxica, no espago de 24 horas, apds a recuperagéo
dos sintomas iniciais. As febres altas voltam a ocorrer e varios 6rgéos
séo afetados, normalmente o figado e os rins. Nessa fase, é provavel
que as pessoas desenvolvam ictericia (amarelecimento da pele e dos
olhos — dai o nome “febre amarela”), urina escura e dores abdomi-
nais com vémitos. Pode ocorrer sangramento da boca, nariz, olhos ou
estdmago. Metade dos doentes que entram na fase téxica morrem no
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periodo de 7 a 10 dias. A faléncia de varios 6rgéos estd associada com
altos niveis de citocinas pré-infamatdrias, similares ao que € observado
em sepse bacteriana e na sindrome da resposta imune sistémica. A
febre amarela é dificil de diagnosticar, especialmente durante a fase
inicial. A doenga mais grave pode ser confundida com paludismo grave,
leptospirose, hepatite viral (especialmente nas formas fulminantes),
outras febres hemorrdgicas, infecgdes com outros Flavivirus (e.g., febre
hemorrdgica do dengue) e envenenamento®. O tipo selvagem do virus
da febre amarela é primariamente viscerotrépico, com o figado sendo
o0 6rgdo mais afetado; entretanto, o rim, bacgo, linfonodos, coragéo e,
provavelmente, outros 6rgéos, também sdo afetados pelo virus da
febre amarela®:.

1.4.1.4 Virus da hepatite C

A hepatite C é uma doenca causada pelo virus da hepatite C (HCV),
pertencente ao género Hepacivirus, e a infeccéo pelo HCV é associada
tanto a infec¢ges agudas quanto a cronicas, podendo variar de uma
doenca sutil e autolimitada, durando de semanas, até uma infeccdo
cronica progressiva, com duracéo de décadas. A infec¢do aguda pelo
HCV é frequentemente assintomética e, segundo a Organizag&o Mun-
dial da Saude (OMS)*, entre 15% e 45% dos pacientes infectados
podem espontaneamente curar-se da infecc@o apds seis meses, sem
auxilio de nenhum tratamento'. A resposta imunoldgica a essa infec-
¢do ainda é controversa, mas é senso comum que o sistema imune
falhe em gerar uma resposta adaptativa adequada, e que a princi-
pal resposta adaptativa contra a infecgéo seja associada as células
T CD4+ e CD8+, e que a exaustdo dessas Ultimas é a principal causa
do estabelecimento da infec¢do crénica®s. Assim, a evolucéo para a
cronicidade acontece entre 55% e 85% dos casos'. O virus da hepatite
C apresenta uma prevaléncia mundial, e as regides mais afetadas séo
a Asia Central, Leste da Asia e o Norte da Africa. O virus da hepatite
C é comumente transmitido via uso de agulhas contaminadas®*7, via
transfusé@o sanguinea de sangue contaminado, ou seja, sem a reali-
zacdo de um sistema de triagem eficiente, e menos usualmente via
sexual e transmisséo vertical. Os sintomas da infecgdo aguda pelo
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virus da hepatite C incluem febre, fadiga, diminui¢&o de apetite, ndu-
sea, vdmitos, dor abdominal, urina escura, dores nas juntas e fezes
de coloracdo cinza®®.

1.4.2 Familia Togaviridae

1.4.2.1 Virus Chikungunya (CHIKV)

Nos ultimos anos, outro agente patogénico transmitido por mosquitos
— o virus Chikungunya (CHIKV) — evoluiu de um patdgeno relativa-
mente desconhecido e geograficamente isolado para uma ameaca
significativa a saude publica. O virus Chikungunya (CHIKV), o agente
causador da febre Chikungunya (CHIKF), é um virus de RNA de fita
simples, envelopado e pertencente a familia Togaviridae. O genoma
tem aproximadamente 12 KB de comprimento e codifica as proteinas
ndo estruturais (nsPs) na extremidade 5’ e as proteinas estruturais
na extremidade 3'%¢. A ligacdo da glicoproteina E viral aos receptores
da célula do hospedeiro medeia a endocitose do virus, mediada pela
clatrina na célula hospedeira. A fusdo do envelope viral e da vesicula
endossdmica libera o nucleocapsideo no citoplasma. O genoma viral é
liberado, seguido pela traducdo de proteinas ndo estruturais, usando
o processo de traducgdo da célula hospedeira, levando a formagéo da
replicase viral. Esta sintetiza uma fita de RNA de sentido negativo, que
serve como molde para gerar o RNA de sentido positivo e RNA sub-
gendmico (26S). Isso leva a expressdo e a maturagéo da poliproteina
estrutural. A poliproteina é clivada em diferentes proteinas estruturais,
e o capsideo, que se arranja com o genoma para produzir o nucleo-
capsideo. O nucleocapsideo brota da membrana plasmética, enquanto
uma parte, originada da membrana plasmadtica do hospedeiro com
glicoproteinas incorporadas, forma o envelope do CHIKV®®.

E uma doenca transmitida por mosquitos aos seres humanos, pelos
onipresentes mosquitos Aedes, incluindo A.aegypti e A. Albopictus®®'.
Tal como acontece com outras infecgdes arbovirais, os sintomas podem
variar de leves a graves®. A fase aguda do Chikungunya (CHIKF)
geralmente surge abruptamente, embora também possa levar alguns
dias. O virus Chikungunya causa febre alta e dor multiarticular grave,
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bem como dor muscular, dor de cabeca, ndusea, fadiga e erupcdes
cutaneas, que seguem um periodo médio de incubagéo de 5 a 7 dias®'.
N&o diferentemente dos sintomas de outros Alphavirus artritogénicos
tropicais, o virus Chikungunya pode causar dor articular muito severa;
ndo diferente da febre de dengue, tem durag&o variavel®2%3. Esse virus
apresenta um tropismo especial pelo tecido ésseo e articular. Apds
a fase aguda, o CHIKF é raramente acompanhado por dor articular
cronica, episddica e frequentemente debilitante, inchacgo, mialgia,
fadiga, até depressdo e problemas cognitivos. Os pacientes podem
desenvolver distlrbios reumaticos crénicos, que néo diferem da artrite
reumatoide e da espondilite anquilosante®“.

1.4.3 Familia Retroviridae

1.4.3.1 Virus HIV

Os Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2) pertencem a
familia Retroviridae e sdo virus envelopados. A principal diferenca entre
as duas infecgGes por esses virus € que a progressdo para a imunode-
ficiéncia ocorre de maneira mais lenta em individuos infectados por
HIV-2, comparados aos individuos infectados por HIV-1. Geografica-
mente, enquanto o HIV-1 apresenta prevaléncia mundial, o HIV-2 ocorre
principalmente na Africa Ocidental e em comunidades da Europa com
ligagbes socioecondmicas a Africa Ocidental®s. O HIV usa a molécula
CD4 como um receptor que esta presente nas células CD4 +, como
linfécitos T, macréfagos, mondcitos, células dendriticas e células apre-
sentadoras de antigeno. Um segundo correceptor, além da molécula
CD4, é necessario para que o HIV entre na célula hospedeira: CCR5
para macréfago com tropismo para HIV e CXCR4 para linfécitos T com
tropismo para HIV. Essa ligagéo traz mudanga conformacional no enve-
lope viral, desencadeando a entrada do virus na célula hospedeira. Uma
vez que a fusdo do virus ocorre com a célula hospedeira, o RNA viral
é liberado no citoplasma. O RNA viral é, entédo, usado para sintetizar
o DNA dupla fita pela enzima transcriptase reversa (DNA polimerase
dependente de RNA). O DNA dupla fita é entéo circularizado e entra no
nucleo da célula hospedeira. Esse DNA circular dupla fita integra-se ao
genoma hospedeiro e o processo é catalisado pela enzima integrase.
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Esse tipo de DNA viral integrado no DNA do hospedeiro é conhecido
como provirus. Uma vez que o DNA viral esteja integrado, a infecgéo
do HIV é permanente. O virus HIV pode, entdo, entrar em laténcia ou
entrar em ciclo produtivo. No ciclo produtivo, o DNA viral é, entéo,
transcrito em mRNA pela RNA polimerase do hospedeiro g, finalmente,
traduzido para proteinas virais. Essas proteinas virais séo processadas
para formar componentes de virion, que s&o, entdo, montados. O virus
da progénie agora amadurece e é liberado por brotamento®®.

O HIV tem como alvo o sistema imunoldgico e enfraquece os siste-
mas de defesa das pessoas contra infec¢des e alguns tipos de cancer.
Como o virus destréi e prejudica a fungdo das células imunoldgicas,
os individuos infectados tornam-se gradualmente imunodeficientes. A
imunodeficiéncia resulta em maior suscetibilidade a uma ampla gama
de infecgBes, canceres e outras doencas, que pessoas com sistemas
imunoldgicos saudaveis podem combater. A infec¢do apresenta trés
estdgios: infecgdo aguda, laténcia clinica e AIDS®"-%8. Dentro de 2 a
4 semanas apéds a infecgédo, muitas pessoas desenvolvem sintomas
semelhantes aos da gripe, frequentemente descritos como “a pior gripe
de todos os tempos”. Os sintomas podem incluir febre, glandulas incha-
das, dor de garganta, erupcdo cutanea, dores musculares e articulares
e dor de cabega. Durante esse periodo inicial da infeccéo, grandes
quantidades de virus estdo sendo produzidas. O virus usa células CD4
para replicé-las e destrui-las no processo. Por causa disso, a conta-
gem de células CD4 pode cair rapidamente. Apés o estdgio agudo da
infeccdo pelo HIV, a doenga entra em um estdgio chamado de “laténcia
clinica”. Durante o estdgio de laténcia clinica, as pessoas infectadas
pelo HIV ndo apresentam sintomas, ou apenas sintomas leves. Nesse
estdgio, o virus HIV continua a se reproduzir em niveis muito baixos,
mesmo que nédo possa ser detectado com exames laboratoriais padréo.
O terceiro estdgio da infec¢do pelo HIV ocorre quando o sistema imuno-
I6gico estd seriamente comprometido, apresentando o nimero de suas
células CD4 abaixo de 200 células por milimetro clbico de sangue.
Esse estdgio, chamado de sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), pode levar de 2 a 15 anos para se desenvolver, dependendo do
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individuo®¢. Nesse ponto, é mais provavel que o individuo infectado
desenvolva infecgdes graves ou doengas bacterianas e flngicas. Essas
infeccdes sdo referidas como “infec¢des oportunistas”. Além disso, o
individuo pode desenvolver certos tipos de cancer ou outras manifes-
tagOes clinicas graves®°.

1.4.4 Familia Orthomyxoviridae

1.4.4.1 Virus Influenza

Existem 3 tipos de virus da influenza sazonal que infectam humanos:
tipos A, B e C. Os virus Influenza A e B circulam e causam epidemias
sazonais da doenca. O virus Influenza C é detectado com menos fre-
quéncia e, geralmente, causa infecgGes leves, ndo apresentando, por-
tanto, importancia para a saude publica™. O ciclo replicativo desses
virus se inicia quando a proteina hemaglutinina (HA), uma glicoproteina
de superficie viral, reconhece o dcido N-acetilneuraminico (sidlico) da
superficie da célula hospedeira. Apds a ligacéo da proteina HA do virus
da gripe (ou da Proteina HEF do virus Influenza C) ao acido sidlico, o
virus é endocitado. A acidez do compartimento endossomal & crucial
para o desnudamento do virus. O pH baixo desencadeia alteragéo
conformacional na HA, expondo um peptideo de fusdo que medeia a
fusdo do envelope viral com o endossomo membrana, abrindo, assim,
um poro, através do qual as ribonucleoproteinas (RNPs) virais sdo
liberadas no citoplasma da célula hospedeira. Uma vez liberadas do
virion, as RNPs sé&o direcionadas para o nucleo da célula hospedeira,
onde ocorrerd a replicacdo do RNA viral. As proteinas do envelope séo
sintetizadas a partir de mRNA de origem viral, em ribossomos ligados
a membrana no reticulo endoplasmatico, onde sdo dobrados e dire-
cionados para o aparato de Golgi para modificac&o pds-traducional e
subsequente montagem do virion™.

A gripe € uma doenca respiratdria contagiosa causada pelos virus
Influenza. Esses virus podem causar doenca leve a grave e, as vezes,
levar a morte. A gripe é diferente de um resfriado e manifesta-se repen-
tinamente. As pessoas que tém a gripe frequentemente apresentam
febre, tosse, dor de garganta, nariz escorrendo ou entupido, dores
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musculares ou corporais, dores de cabeca e fadiga. Algumas pessoas
podem ter vomitos e diarreia, embora isso seja mais comum em crian-
cas do que em adultos. A maioria das pessoas que contraem gripe se
recupera em poucos dias, mas algumas desenvolvem complicag¢es,
como pneumonia, algumas das quais podem ser fatais. As infeccdes
dos seios da face e do ouvido sdo exemplos de complicacdes mode-
radas da gripe, enquanto a pneumonia é uma complicacéo grave, que
pode resultar da infecgdo pelo virus da Influenza isolado ou da coin-
feccdo do virus da gripe e bactérias. Outras possiveis complicagdes
graves desencadeadas pela gripe podem incluir inflamagéo do coragéo
(miocardite), tecidos do cérebro (encefalite) ou muscular (miosite, rab-
domidlise) e insuficiéncia de multiplos érgéos (por exemplo, insuficién-
cias respiratéria e renal)™.

1.4.5 Familia Herpesviridae

1.4.5.1 Virus da Herpes Simples (HSV)

Os virus da herpes simples 1 e 2 pertencem a familia Herpesviridae e
sdo virus envelopados com DNA de fita dupla como material genético.
O virion do HSV tem quatro partes: um ntcleo contendo DNA viral; uma
cdpside icosapentaédrica; um tegumento — uma camada amorfa de
proteinas que envolve o capsideo; e um envelope.

O genoma do HSV é um genoma relativamente longo, com HSV-1 e HSV-
2, cada um codificando, pelo menos, 74 genes. No ciclo replicativo, o
virion invade a célula, fundindo seu envelope com a membrana celular.
Essa fus&o é mediada por glicoproteinas presentes no envelope viral.
Uma vez concluida a fusédo do envelope, o tegumento viral e o capsideo
sdo transportados para o ntcleo da célula infectada. O tegumento
permanece ligado ao capsideo e segue para o nucleo usando as pro-
teinas do citoesqueleto da célula infectada™. Uma vez que o capsideo
atinge o ntcleo, o capsideo injeta o DNA viral linear no nicleo da célula
infectada. Apds, a supressédo da sintese proteica celular do hospedeiro
€ necessdria para o inicio da replicagdo do DNA viral. Esse processo é
conhecido como desligamento antecipado ou desligamento do hospe-
deiro associado ao virion (VHS). As atividades do VHS afetam muiltiplas
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funcdes celulares, incluindo a interrupgéo da sintese de proteinas do
hospedeiro e a degradacdo do mRNA do hospedeiro. O VHS permanece
no citoplasma para realizar essas funcdes, enquanto o capsideo viral
vai diretamente para o nicleo para injetar o genoma viral. Uma vez
replicado, o DNA deve ser clivado e rearranjado em um novo capsideo.
A formacéo de capsideo prossegue por meio de multiplos estédgios,
primeiro pela formagédo de capsideos parciais; depois, pela formacéo
de um intermedidrio de capsideo esférico fechado; e, finalmente, pela
capside icosaédrica fechada™. Apds a formacéo do nucleocapsideo,
o capsideo deve sair do ntcleo. O capsideo move-se em diregcdo a
membrana interna do nicleo imediatamente antes da formacéo do
invélucro do virion primdrio. Uma vez que o capsideo sai do ntcleo, ele
forma o tegumento e envelope secundario. O tegumento é formado em
dois locais, tanto no capsideo, quanto no envelope™. Esses dois locais
de submontagem utilizam dois conjuntos diferentes de proteinas em
suas fungdes. Apds a montagem, um virion maduro é formado dentro
de uma vesicula celular. Essa vesicula, entdo, migra para a membrana
celular e se funde com ela para liberar o virion maduro.

Os virus da herpes simples estéo entre as infecgGes humanas mais
presentes, sendo que 90% da populagdo mundial possui um ou ambos
os virus, e as infecgdes por esse virus sdo vitalicias. O HSV-1 é o virus
mais prevalente, com 54% das pessoas nos Estados Unidos tendo
anticorpos para o HSV-17°. A epidemiologia na Europa é semelhante,
com, pelo menos, metade da populagéo soropositiva para o HSV-1. Nos
paises em desenvolvimento, o0 HSV-1 é quase universal, e geralmente
adquirido a partir do contato intimo com a familia na primeira infancia’.
O HSV-1 estd normalmente associado a infeccdes orofaciais e ence-
falite, embora a maioria seja assintomatica. As infec¢des por HSV-2
sdo marcadamente menos frequentes que as infecgdes por HSV-1. As
taxas de infecg¢do variam de acordo com o pais, assim como os niveis
de atividade sexual. Em alguns paises, como Espanha e Filipinas, a pre-
valéncia do HSV-2 gira em torno de 10%, aumentando para 20% a 30%
na maioria dos paises europeus e nos Estados Unidos’". Os paises em
desenvolvimento apresentam uma carga muito maior de infecgdo por
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HSV-2, com muitas populagdes na Africa com uma prevaléncia maior
que 50% na populagéo geral®®. Como as infec¢des por HSV-2 sdo trans-
mitidas quase que exclusivamente durante a atividade sexual, o risco
do HSV-2 reflete o nivel de atividade sexual de uma pessoa, o niimero
de parceiros e a prevaléncia de infeccdo na populacgdo. As infecgdes
por herpes, geralmente, ndo apresentam sintomas, ou sintomas leves
que ndo séo reconhecidos. A maioria das pessoas infectadas néo sabe
que estd infectada. Normalmente, cerca de 10%-20% das pessoas com
infeccdo por HSV-2 relatam um diagndstico prévio de herpes genital®'.

1.4.6 Familia Coronaviridae

1.4.6.1 Sars-CoV-2

Os coronavirus séo um grupo diversificado de virus envelopado. O seu
genoma é composto por fita de RNA simples com polaridade positiva
de aproximadamente 30 KB, apresentando o maior genoma entre os
virus de RNA conhecidos até o momento®. Os coronavirus infectam
animais diferentes e podem causar infecgdes respiratdrias leves a gra-
ves em humanos. Em 2002 e 2012, respectivamente, dois coronavirus
altamente patogénicos de origem zoonética, o coronavirus causador
da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) e o coronavirus
causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), sur-
giram em humanos e causaram doenca respiratéria fatal. No final de
2019, um novo coronavirus, designado como SARS-CoV-2, surgiu na
cidade de Wuhan, China, causando uma pandemia®38, Até o presente
momento, foram reportados 62.378.353 casos confirmados mundial-
mente com 1.454.819 mortes, sendo 6.290.272 casos de SARS-CoV-2
detectados no Brasil.

As etapas iniciais da infecgdo do SARS-CoV-2 envolvem a ligagdo espe-
cifica da proteina spike (S) com receptores celulares do hospedeiro.
Os trimeros S projetam-se do envelope viral derivado do hospedeiro
e fornecem especificidade para os receptores de entrada celular. As
particulas de coronavirus se ligam a fatores de fixacdo celular e as
interacGes S especificas com os receptores celulares (como a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2)), juntamente com fatores do
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hospedeiro (como a serina protease da superficie celular TMPRSS2)
promovem a absorcéo viral e a fusdo na membrana celular ou endosso-
mal. Apds a entrada, a liberagdo e o desencapsulamento, o RNA geno-
mico é traduzido em duas grandes estruturas de leitura aberta, ORFl1a
e ORF1b, que traduzirdo as poliproteinas ppla e pplab, que originarédo
as proteinas néo estruturais que formam o complexo de replicacdo
e transcri¢do viral. Concordante com a expresséo das proteinas ndo
estruturais, sdo formadas, com a biogénese de organelas de replicagéo
viral consistindo em vesiculas, membranas convolutas e pequenas
esférulas de membrana dupla abertas, um microambiente protetor para
a replicagédo de RNA gendmico viral e transcrigdo de mRNAs subgend-
micos. Apds a traducdo de proteinas estruturais e acessérias a partir de
RNAs subgendmicos, as proteinas estruturais traduzidas se translocam
em membranas de reticulo endoplasmético (ER) e transitam através
do compartimento intermedidrio ER-para-Golgi, onde a interagdo com
RNA gendmico N-encapsulado recém-produzido resulta em brotamento
no limen dos compartimentos vesiculares secretores. Finalmente, os
virions séo secretados da célula infectada por exocitose®.

Os sintomas mais comuns de pacientes confirmados com infecgdo
por SARS-CoV-2 sdo febre, tosse e mialgia ou fadiga, enquanto a pro-
ducéo de expectoracéo, dor de cabeca, diarreia e vomito s&o menos
frequentes®®-®. Os casos leves apresentam apenas febre baixa e fadiga
leve, sem pneumonia. Casos graves e moderados apresentam como
manifestacgdes clinicas dispneia, linfopenia e hipoalbuminemia, que
ocorrem principalmente em pacientes idosos®¢. E importante notar que
0s pacientes com doenca grave ou critica podem ter febre moderada
ou baixa, ou mesmo nenhuma febre significativa. Os idosos e aque-
les com doencas cronicas, incluindo diabetes, hipertenséo e doencas
cardiovasculares, apresentam progndsticos ruins®.
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1.5 Farmacos antivirais convencionais

Devido a um elevado nimero de patologias virais existentes, diversas
empresas farmacéuticas iniciaram programas para encontrar poten-
ciais fArmacos com atividade antiviral. Entretanto, de acordo com a
ISIRV (International Society for Influenza and other Respiratory Virus
diseases) (2017), poucos, de fato, apresentaram-se eficazes, e somente
alguns foram licenciados®°.

Devido ao fato de o virus ser um parasita intracelular obrigatério, a
eficacia de medicamentos que atuassem contra esse antigeno apre-
sentou-se muito baixa. Com a descoberta da existéncia de enzimas
produzidas pelos virus, as quais muitas vezes estavam diretamente
ligadas a determinadas fases de replicagdo do virus, comegaram a
surgir novos farmacos em potencial, inclusive nanomateriais °'.

A forma de acgdo dos farmacos antivirais varia de acordo com o tipo
de virus a ser combatido e o tipo de composicdo quimica do farmaco;
entretanto, a maioria deles segue 0 mesmo principio: inibir a etapa de
replicacdo do material genético do virus ou inibir a etapa de absorgao®.

De acordo com uma nota emitida pela OMS (Organizag&do Mundial
da Saude), em 2008, alguns virus tém apresentado resisténcia aos
farmacos ja existentes, principalmente de pacientes com tratamento
prolongado e imunocomprometidos. Os farmacos antivirais tornam-se
mais potentes quando utilizados em terapia combinada, uma vez que
a maior parte dos antivirais apresenta baixa poténcia e é suscetivel a
resisténcia por parte do virus®.

Assim, novas alternativas para o tratamento de viroses estdo ganhando
destaque nos laboratérios de pesquisa, sendo o uso de nanomateriais
antivirais uma alternativa promissora para o combate de diversas viro-
ses.
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2. Nanomateriais e virus

A apresentacdo de informacgdes referentes a utilizagdo de nanomate-
riais como antivirais foi dividida em trés subgrupos, de acordo com a
sua atuacdo: (i) atuacdo direta no virus; (ii) atuacéo indireta no virus;
e (iii) nanobiossensores para fins diagnésticos.

2.1 Atuacao direta no virus

Este tépico engloba exemplos de plataformas nanoestruturadas com
atividade antiviral, cuja forma de ac&o envolve acgéo direta na estrutura
viral, ou seja, em seu envelope, em seu capsideo e/fou em seu ntcleo.

2.1.1 Sistemas nanoestruturados inorganicos para
tratamento de infecc¢ao viral

a)Nanoparticulas de prata (Ag-NP)

Nanoparticulas de prata sdo um dos nanomateriais mais descritos
na literatura. O potencial antiviral dessa nanoestrutura associada ao
Mercaptoetano Sulfonato (MES) contra o virus da Herpes Simples Tipo
1 (HSV-1) j& foi descrito, em que se incubaram células com o virus
HSV-1 e diferentes concentracdes da nanoestrutura. De acordo com os
resultados obtidos in vitro, a infeccéo desse virus em células incubadas
com a nanoestrutura foi praticamente inexistente, quando compara-
da as células que receberam o virus sem a adi¢do da nanoparticula,
mostrando que estas inativaram sua a¢do®.

As Ag-NP impediram a ligagéo das glicoproteinas virais do HSV-1 ao
sitio de ligagdo da membrana celular hospedeira. Dessa forma, o virus
n&o conseguiu reconhecer a célula-alvo e ndo penetrou pela sua mem-
brana (Figura 4). O potencial citotéxico dessas nanoparticulas de
prata associadas ao MES foi testado em células de mamiferos, que
apresentaram 100% de viabilidade. O Mercaptoetano Sulfonato livre
apresenta expressiva citotoxicidade; entretanto, quando nanoestrutu-
rado, essa toxicidade foi expressivamente minimizada®.
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Figura 4. Representagdo do modo de acédo de nanoparticulas de
prata (AgNP) contra o virus HSV-1. As Ag-NP impedem a ligag&do das
glicoproteinas virais do HSV-1 ao sitio de ligagdo da membrana da

célula hospedeira

y \f‘ﬂ
L1 foas

Célula
hospedeira

Fonte: adaptada de BARAM-PINTO (2009)°*

Particulas metdlicas, em especial a de prata e a de ouro, normalmente
apresentam atividade contra uma grande variedade de virus. Para
tal, sugestivamente, hd interacdo direta entre essas nanoparticulas
e a proteina viral, uma interagdo com o nucleo do virus, ou, ainda, a
interacdo da nanoparticula com glicoproteinas da membrana viral®.

b) Nanoparticula de silica (Si-NP)

Nanoparticulas de silica sdo comumente descritas na literatura. Isso
ocorre devido as suas caracteristicas atrativas, tais como notével bio-
compatibilidade, funcionalidade, facilidade de manipulacéo e, ainda,
por ndo apresentarem citotoxicidade®.

Nanoparticulas de silica ja foram utilizadas no tratamento de células
in vitro infectadas pelo virus da AIDS, o HIV. Quando n&o ha adig&o
da nanoparticula de silica, o virus HIV consegue realizar a transdugéo
do seu material genético em todas as células (Figura 5 A). Quando
os virus, incubados anteriormente com nanoparticula de silica, foram
adicionados as células, observou-se que a nanoparticula apresentou
potencial para se ligar as glicoproteinas do virus, impedindo que ele se
ligasse e se conectasse as células hospedeiras, e, por consequéncia,
blogueou sua infecgdo (Figura 5 B). Entretanto, quando a incubacéo
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das nanoparticulas foi realizada com a célula, e ndo com o virus, obser-
vou-se que a nanoparticula néo foi capaz de bloquear todos os sitios
de ligagédo célula-virus, ocorrendo a infecédo da célula (Figura 5 C). A
nanoparticula de silica ndo apresentou citotoxicidade as células ndo
infectadas pelo virus®.

Figura 5. Ilustracdo do processo de atuacgédo da nanoparticula de silica
em virus HIV. Células verdes representam células normais; células

amarelas representam células infectadas

IO Nanoparticula de silica © Virus HIV I

Fonte: adaptada de DE SOUZA E SILVA (2016)".

c) Nanotubos de carbono
Nanotubos de carbono pertencem a familia dos fulerenos e apresentam
uma nanoestrutura cilindrica, com propriedades de conducéo elétrica,
térmica e mecanica, e por tal caracteristica tém diversas utilidades,
dentre elas, medicinais®®.

J4a foram desenvolvidos nanotubos de carbono associados a porfirina,
um composto amplamente utilizado em terapias fotodinamicas para
inibir a proliferacéo do virus Influenza. Quando esse nanomaterial
foi submetido a luz visivel (emitida por lampada fluorescente), houve
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expressiva producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio). Sabe-
-se que a oxidagao produz diversos danos ao virus, inclusive atuando
diretamente no seu material genético, e, por isso, apresentou elevada
atividade contra o virus testado. Entretanto, devido ao fato de a oxi-
dacgdo causar danos as células do organismo, sua agdo in vitro ndo
foi vidvel. Dessa forma, a utilizagdo desse nanotubo foi considerada
efetiva apenas em modelos in vitro, sendo utilizado para combater
viroses de dguas residuais, podendo, inclusive, ser reutilizado'®.

2.1.2 Sistemas nanoestruturados organicos para
tratamento de infeccéo viral

a)Dioxido de titanio (TiO,)

O dioxido de titanio é um cristal frequentemente utilizado nas indus-
trias de construcdo (na producéo de tintas, soldaduras, por exemplo),
sendo empregado também em pesquisas relacionadas a sua agdo
contra virus. Por apresentar estabilidade estrutural, biocompatibilida-
de e atividades fotocataliticas importantes, é bastante utilizado para
diversos fins''.

Utilizou-se essa capacidade fotocatalitica de TiO, para testar sua efi-
ciéncia contra o virus H,N, (gripe aviaria) in vitro. Ao receber ondas
de luz com comprimento de 365 nm (luz negra), esse nanomaterial'®
produziu espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse potente oxidante
atuou contra o virus, inativando-o sob sua totalidade quando, suges-
tivamente, oxidou proteinas importantes do virus. Dessa forma, essa
nanoparticula apresentou importante atividade antiviral.

b) Nanomicelas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas geralmente apresentam como caracte-
ristica a flexibilidade, a estabilidade e o baixo indice de polidisperséo,
sendo comumente utilizadas como carreadores de farmacos, ampla-
mente empregadas para vetorizagdo de farmacos, principalmente para
inibicdo de crescimento de células cancerigenas e bacterianas'®.
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Apesar disso, micelas poliméricas em escala nanométrica foram uti-
lizadas para destruir uma ampla variedade de virus, principalmente o
HIV, hepatite, influenza e raiva. Essa nanoparticula atua bloqueando
os sitios de ligagdo do virus, impedindo que este reconhega e se ancore
a célula-alvo. Entretanto, sua agéo vai além de bloquear os sitios de
ligacdo; ela se funde ao envelope viral, penetrando na estrutura viral,
inativando o virus 104105,

A utilizacé@o de nanoviricideos (nome da micela polimérica desenvol-
vida pelo laboratdrio NanoViricides, Inc) como antiviral apresentou
diversas vantagens, dentre as quais destacam-se a especificidade
ao alvo (virus) sem gerar efeitos metabdlicos adversos; seguranca
na utilizac&o in vivo, por ser biodegraddvel no organismo; e pela sua
acdo a um amplo espectro de virus, incluindo VZV, herpes oral e geni-
tal, doencas virais do olho, incluindo EKC e ceratite por herpes, HINT1,
gripe suina, gripe avidria H5N1, gripe sazonal, HIV, hepatite C, raiva,
dengue e virus Ebola, entre outros, por diversas rotas de administra-
cdo — como intravenosa, vacinas — com custos reduzidos'®*'%¢, Dessa
forma, nanoviricideos encontram-se em testes pré-clinicos, sendo um
potencial farmaco antiviral.

c) Nanoemulsdes

Nanoemulsdes sdo exemplos de nanomateriais, por serem constituidas
por uma fase oleosa, fase aquosa e um agente surfactante que, juntos,
formam goticulas na escala nanométrica "%, Devido a capacidade
de a nanoemulsdo se associar a diversos farmacos e direcioné-los as
células-alvo, a eficacia do fa&rmaco é aumentada, sendo a dose total
necessdria para o tratamento reduzida, diminuindo, assim, os efeitos
colaterais'®. Além disso, a nanoemuls&o diminui a exposicéo do far-
maco as agdes externas, como oxidacgéo e hidrélise, preservando sua
atividade'®”"°. Assim, o uso de nanoemulsdes tem ganhado atencéo,
pois supera limitagdes apresentadas pela administragéo convencional
de farmacos™2,
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Em um estudo recente, avaliou-se o potencial antiviral contra HIV de
nanoemulsdes associadas a melitina, um peptideo anfipatico encon-
trado abundantemente no veneno de abelhas, apresentando impor-
tante atividade hemolitica. Sua capacidade de interagir e desestabi-
lizar membranas artificiais ja é conhecida na literatura, sendo notéria
sua atividade antifliingica e antibacteriana*""¢. Observou-se que essa
nanoemuls&do agregou-se ao envelope viral, causando uma alteragdo
em sua estrutura. Dessa forma, o envelope viral foi destruido e, por-
tanto, teve sua atividade inibida. A melitina livre apresenta elevada
citotoxicidade; entretanto, quando associada a nanoemulsao, essa
toxicidade foi amplamente reduzida e direcionada apenas ao virus
em estudo in vitro'.

8N8 é um surfactante ndo idnico, que ja apresentou rdpida atividade
antibacteriana e antiviral. Uma nanoemuls&o contendo esse surfac-
tante apresentou atividade antiviral contra o HIV, Herpes, Influenza A e
contra vaccinia, atuando de forma similar a nanoemulséo estruturada
com melitina, inativando a agédo viral pela degradacdo da membrana
lipidica viral. Observou-se também que quando virus ndo envelopados
foram submetidos a esse nanomaterial, estes permaneceram ativos,
mostrando que a acdo dessa nanoemulsdo estd relacionada a intera-
¢do com bicamadas lipidicas™®.

Outro exemplo do uso de nanoemulsdes no tratamento de viroses
€ a nanoemulsdo de polissorbato 80 e Indinavir para tratamento de
HIV. O Indinavir € um medicamento utilizado no tratamento de HIV
para controlar carga viral por mecanismo de inibicdo de protease; no
entanto, ndo é capaz de atravessar a barreira hematoenceféalica. Essas
nanoemulsdes contendo o farmaco aumentaram o seu actimulo no
cérebro, por estudo in vivo"®, sendo este um exemplo de como a nano-
tecnologia pode ser utilizada para aprimorar tratamentos j& existentes.
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2.2 Atuacao indireta no virus

Este topico engloba nanomateriais com atividade antiviral cuja forma
de acéo foi indireta, ou seja, néo teve relagdo com a estrutura viral,
mas impediu a sua proliferacéo, atuando contra o vetor transmissor,
ou ainda, induzindo melhor resposta imunoldgica por meio de vacina,
ou, ainda, carreando fdrmacos antivirais convencionais. Este ultimo
foi considerado como modo de agdo indireta, pois quem atua direta-
mente no virus é o farmaco, e ndo o nanomaterial, sendo este apenas
carreador da substancia.

2.2.1 Atuacao contra o vetor transmissor

Muitas viroses sdo transmitidas por inimeros vetores. Varias doencas
que atingem plantas séo transmitidas por insetos, em sua maioria. Isso
também € valido para doengas humanas, como a dengue, a febre ama-
rela, a chikungunya e a zika. Devido a tal fato, o mosquito transmissor
dessas doencas tem sido alvo de inimeras pesquisas, visando ao seu
combate como forma de prevenir as viroses''2,

Nanoparticulas de prata associadas ao extrato vegetal extraido de
Hedychium coronarium (lirio-do-brejo) foram desenvolvidas, sendo
avaliado seu potencial contra o mosquito A. aegypti, inseto transmis-
sor da dengue, febre amarela, chikungunya e zika. O nanomaterial
apresentou expressiva toxicidade contra o mosquito em diferentes
estdgios de desenvolvimento, sendo bastante eficiente em todos os
estdgios larvais e no individuo adulto, e menos ativo em pupa. Houve,
ainda, notavel penetrabilidade a cuticula do animal, devido ao tamanho
extremamente pequeno do nanomaterial'??,

Nanoemulsfes também sdo amplamente utilizadas para o combate
de mosquitos transmissores de doengas, em especial, 0 A. aegypti,
pois sdo facilmente associadas a diversos éleos vegetais. O uso de
tais 6leos associados a nanoemulséo é encontrado em abundancia na
literatura, tal como R. officinalis, O.basilicum L., apresentando expres-
siva toxicidade contra a larva do mosquito'?®. O uso de nanomateriais
associados a extratos vegetais apresenta vantagens quando compa-
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rados a inseticidas convencionais. Por se tratar de extratos vegetais,
séo biodegraddveis, causando menos polui¢cdo ao meio ambiente. Além
disso, devido a sua alta efetividade, doses pequenas de extratos asso-
ciados a nanoemulsado seriam suficientes para combater o mosquito,
reduzindo os custos e diminuindo os impactos ambientais'®.

H4, ainda, o uso de nanomateriais como antivetores apenas de alguns
mosquitos transmissores de doencas infecciosas, como o A. aegypti
e A. stephensi. Esses vetores sdo responsdveis pela transmisséo de
doencas como maldria, dengue e Zika '?°. Sabendo que hé& outros inu-
meros vetores transmissores de virus, a busca por novas nanoestru-
turas aparenta ser um potencial para novas pesquisas.

2.2.2 Vacinas

Vacina é um método utilizado para imunizar um organismo contra
determinado patdgeno. Trata-se de um método preventivo, em que
se busca preparar o sistema imunoldgico do ser vivo para uma even-
tual infeccdo. A vacinagéo é baseada na inoculacdo do microrganis-
mo dentro do organismo, de forma que este produza anticorpos que
atuem contra o agente invasor. Entretanto, para que a manifestagao
da doenca n&o ocorra, utiliza-se o microrganismo morto, ou parte de
sua estrutura (antigeno), ou, ainda, ele vivo, mas incapaz de causar
a doenga'?s,

Os programas de vacinacéo foram responsaveis pela erradicagéo de
algumas doengas, como a poliomielite, hepatite A, difteria, tétano,
rubéola, entre outras. No entanto, hd viroses que sofrem mutacdes,
por exemplo, o virus da gripe, sendo a imunizagéo realizada ante-
riormente nédo eficaz a nova estrutura viral. Além disso, ndo existem
vacinas para todos os virus causadores de doengas, como o virus da
AIDS. Dessa forma, novas alternativas para combater esses antigenos
sdo interessantes no aspecto medicinal. A nanotecnologia tem sido
utilizada como ferramenta para o desenvolvimento e o aprimoramento
de vacinas, pois se utilizando nanoparticulas poliméricas, por exemplo,
pode-se conferir ao sistema maior atividade imunogénica; protecédo
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contra atividade enzimédtica e direcionamento a tipos especificos de
células’?’128,

Os principais tipos de nanossistemas utilizados para a imunizacéo e a
encapsulacdo de antigenos s&o os lipossomos, as vesiculas multilame-
lares com bicamada interligadas (ICMVs — do inglés, interbilayer-cross-
linked multilamellar vesicles), nanomicelas catidnicas e aprisionamento
por polimeros biocompativeis, como a quitosana'’.

Nanoemulsdes do tipo dgua/dleo/agua, associadas ao virus da Influen-
za H5NT1 inativado, foram testadas como vacinas in vitro. De acordo com
os resultados obtidos, houve uma resposta imunolégica do organismo
semelhante a vacinacéo sem a utilizacdo de nanoestrutura; entretan-
to, a resposta com o sistema nanoestruturado foi mais rdpida e mais
potente. Isso representa uma relagéo de custo-efetividade em relagéo
a producéo das vacinas e imunizacdo mais rapida da populacgéo, evi-
tando que ocorram pandemias'?®12°,

2.2.3 Carreadores de farmacos

A utilizac&o de farmacos convencionais utilizados para o combate de
virus causadores de doencas é bastante aplicada em inimeras viro-
ses. Entretanto, ha alguns pontos que devem ser levantados quanto
a sua eficacia. Primeiramente, quando o medicamento entra no corpo
do organismo, ele estard exposto a todas as células, e néo apenas ao
virus; desse modo, diversos medicamentos acabam agredindo células
e tecidos néo alvo, causando diversos efeitos colaterais. Além disso,
as doses comumente sdo mais elevadas e podem sobrecarregar o
organismo.

A utilizacdo de plataformas nanoestruturadas como carreadores des-
ses farmacos antivirais diminui expressivamente os efeitos adversos
causados ao organismo, uma vez que tais sistemas atuam diretamente
nos virus ou nas células infectadas, e podem ser efetivos em doses
reduzidas'’®.
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Dentre os diversos tipos de nanomateriais que podem servir como car-
readores de farmacos antivirais, os lipossomos mostraram-se bastante
eficientes quando associados a anticorpos especificos de determinados
virus, como os virus da familia Hepatite, Influenza e RSV'®'. Baseado em
outro modelo de carreamento de farmacos (nanoparticulas poliméri-
cas), um modelo de vacina foi desenvolvido para HIV-1 com agonistas
TRL5, que aprimorou a imunizag&o em estudo in vivo'.

2.3 Nanobiossensores para fins diagndsticos

Biossensores s&o elementos bioldgicos que reconhecem determinado
organismo ou substancia. A principal caracteristica de um bom modelo
de diagndstico é a deteccdo de moléculas exclusivas da doenca em
seus estdgios precoces e converter essa molécula em um sinal sufi-
cientemente forte diante dos sinais emitidos por outras moléculas que
ndo sdo de interesse’.

A utilizacdo de materiais nanoestruturados tem proporcionado aos
métodos de diagndstico ja existentes maiores niveis de sensibilidade
e especificidade. Adicionalmente, novos modelos de deteccéo estdo
sendo desenvolvidos, utilizando tal tecnologia. Nanoparticulas poli-
méricas ou magnéticas podem ser utilizadas para carrear anticorpos
em imunoensaios, assim como sensores de tamanhos nanométricos
estdo sendo desenvolvidos para aumentar os sinais de deteccdo'.

Desse modo, este tépico aborda alguns nanomateriais utilizados na
deteccdo prévia dos virus, indicando suas presencgas em determinado
organismo in vitro ou in vivo, e, ainda, a classificagdo quanto aos tipos
de virus.

2.3.1 Silica magnética modificada

Silica magnética modificada ja foi utilizada para reconhecer trés virus
considerados letais: HIV (virus causador da AIDS) e os virus causadores
de herpes: HVB e HCV, melhorando o progndstico dessas morbidades.
A partir do magnetismo do nanomaterial por eles nanoestruturados,
foi possivel purificar o 4cido nucleico do virus, mesmo em pequenas
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quantidades, devido a sua alta sensibilidade. Posteriormente, marcou-
-se esse acido nucleico com fluorescéncia e, por quimioluminescéncia,
conseguiu-se detectar a presenca desses virus. Dessa maneira, apenas
uma pequena quantidade de amostra é necessdria para identificacdo
da presenca de virus, mesmo em seu estagio inicial de contaminacgao,
permitindo um diagndstico mais rdpido e eficiente'®.

2.3.2 Nanoparticula de ouro

Nanoparticulas de ouro estdo sendo amplamente utilizadas como nano-
biossensores para a detecgdo de virus. A obtencéo de nanoparticulas
de ouro associadas a anticorpos especificos de determinados virus
pode ser um grande avanco para diagndsticos clinicos. O nanometal
foi estruturado com o anticorpo especifico do virus da dengue. Esse
anticorpo se liga ao antigeno NS1, que é exclusivo desse virus. Essa
nanoestrutura emite sinais mecanicos e 6pticos, capazes de sinalizar
a presenca do virus em células de mosquito A. albopictus, e, ainda, a
qual tipo ele pertence’e.

Nanoestruturas de ouro associadas a um anticorpo, com a finalidade
de detectar o antigeno p24 do HIV, também ja foram evidenciadas. O
diagndstico da doencga pode ser obtido muito mais rapido que as formas
convencionais de deteccdo'®’. Outros estudos com o virus HIV est&o
sendo desenvolvidos com nanotecnologia e detecgdo por microscopia
eletrénica, assim como antigenos combinados com espectrometria,
para deteccdo desse virus em estdgios mais iniciais de infecgéo'®.

De uma forma geral, esses nanobiossensores podem contribuir signi-
ficativamente para o controle e a prevencgéo da propagacéo de viroses
contagiosas, como é o caso do HIV, herpes virus, entre outras.

2.4 Antivirais a base de nanotecnologia: testes clinicos e
comercializacao

Alguns materiais nanoestruturados ja estdo sendo comercializados ou
em fase de testes clinicos. O InflexalvV® é um exemplo de uma vacina
que utiliza nanotecnologia para imunizagdo. Com os lipossomos, é
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possivel mimetizar a estrutura do virus da Influenza e produzir ati-
vidade imunogénica'™®. Adicionalmente, ja se encontram em fase de
testes clinicos os antirretrovirais nanoencapsulados NANOEfavirenz®
e NANOLopinavir®“°. Os medicamentos Epaxal® e Influvac® s&o vaci-
nas lipossomais, utilizadas para imunizag&o contra hepatite A e virus
Influenza, respectivamente.

Os medicamentos silenciadores de genes Fluquit™ e Cervisil® sédo
nanoformulacdes baseadas em polimeros da empresa Sinaomics, e
estdo em estdgio de teste pré-clinico para tratamento do virus H5N1 |
H1N1 e HPV, respectivamente. Em fase de testes clinicos estdo os medi-
camentos Doravirine®, uma formulag&o a base de nanoparticulas para
tratamento de HIV, e 0 ARB-001467 TKM-HBV, nanoparticula lipidica
carreando trés diferentes RNA de interferéncia, para ser utilizada no
tratamento do virus da hepatite B™'.

2.5 Nanotecnologia e SARS-CoV-2

A redacdo deste capitulo de livro foi concluida antes do inicio da pan-
demia causada pelo SARS-CoV-2. Por isso, o texto nédo traz detalhes
da utilizacdo da nanotecnologia especificamente contra esse virus,
mas as abordagens aqui discutidas também se aplicam. De qualquer
forma, os autores gostariam de destacar que inlimeras estratégias
promissoras foram desenvolvidas durante o periodo da pandemia, e
mais informacdes especificas podem ser encontradas nas referéncias
indicadas'?152,

3. Conclusao

Apesar de serem extremamente simples, os virus podem infectar prati-
camente qualquer organismo vivo, uma vez que sdo parasitas obriga-
térios. De um modo geral, os virus influenciam a vida de seus hospe-
deiros, podendo interferir em seu desenvolvimento, em sua qualidade
de vida e até mesmo ocasionar o 6bito. Economicamente, as viroses
podem acarretar perdas importantes quando se abordam plantagdes
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e rebanhos. J4 quanto aos aspectos sociais, estdo associados a pan-
demias, novas doencas e até mesmo viroses reemergentes, causando
diversas mortes.

Como os virus ficam ativos dentro das células, farmacos com acgéao
especifica sdo dificilmente encontrados, além do fato de estes serem
altamente suscetiveis a mutacdes, apresentando resisténcia a muitos
farmacos desenvolvidos. Por esse aspecto, tem-se investido cada vez
mais em componentes farmacolégicos capazes de inativar os virus,
ou até mesmo impedi-los de penetrar nas células hospedeiras; inibir
seu desenvolvimento, atuando em seus vetores; em vacinas; e em
biossensores para detectar a presenca dos virus, sendo a utilizacéo
de nanomateriais bastante promissora e amplamente estudada para
esse fim.

H4 diversos nanomateriais com atividade antiviral na literatura, sendo,
em sua maioria, nanometais. A forma de ag&o dos nanomateriais, de
um modo geral, estd relacionada a inibicdo da ligagdo do virus com
sua célula hospedeira ou a transcricdo do material genético. Estudos
com nanomateriais antivirais apontam resultados promissores, com
alguns ensaios pré-clinicos e clinicos iniciados.

Adicionalmente, a utilizagdo de nanomateriais como nanobiossenso-
res apresenta um grande potencial para a melhora de diagnésticos
precoces e mais precisos de diversas doencgas virais. Nesse mesmo
aspecto, a nanovacina pode contribuir para a diminuicdo de gastos
para sua producdo, apresentando uma capacidade de imunizacdo
mais rdpida e mais eficiente. Por ultimo, a perspectiva da utilizagdo
de nanomateriais como antivetores pode ser potencialmente benéfica
ao combate de viroses transmitidas por insetos ou, até mesmo, outros
vetores, uma vez que estudos tém levantado a hipdtese de que cau-
sem menos impactos ambientais e sejam mais eficientes, devido as
baixas dosagens dos fdrmacos associados a nanomateriais e a alta
efetividade contra o vetor.
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