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Resumo

Resumo

Um dos maiores desafios enfrentados atualmente ¢ a busca pela cura da infegao
causada pelo virus da imunodeficiéncia adquirida. Os reservatdrios virais associados ao
HIV representam um obstaculo significativo no tratamento, permitindo a persisténcia do
virus no organismo, mesmo durante a terapéutica antirretroviral. Esses reservatorios sao
locais onde o virus permanece num estado latente apesar da terapéutica, tornando a

erradicacao completa do HIV uma tarefa desafiadora.

Embora existam diversas terapias disponiveis no mercado para mitigar as
condi¢des mais severas da infe¢cao e melhorar as taxas de sobrevivéncia, essas abordagens
enfrentam limitagdes relacionadas com a biodisponibilidade, permeabilidade reduzida e
curta semivida dos medicamentos. A toxicidade, efeitos adversos e a resisténcia do virus

a varios farmacos sdo barreiras adicionais que as terapias atuais precisam superar.

Nanossistemas de veiculagdo baseados em nanotecnologia, como os lipossomas,
as nanoparticulas lipidicas sélidas e as nanoparticulas inorganicas e organicas, oferecem
uma maneira de direcionar os medicamentos aos tecidos e o6rgaos-alvo. A inclusdo de
antirretrovirais em nanossistemas demonstrou potencial para melhorar a libertagdo dos

medicamentos e otimizar os seus perfis farmacocinéticos.

No entanto, a aplicagdo da nanotecnologia no tratamento da infecdo por HIV
enfrenta o desafio de atingir efetivamente os reservatorios virais nos pacientes. Isso pode
ser influenciado por fatores como a distribuicdo heterogénea desses reservatorios e as
barreiras biologicas que dificultam sua veiculacdo. A compreensdo desses obstaculos €
crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes que possam ser bem-sucedidas no

contexto clinico.

Palavras-chave: Nanotecnologia; HIV; Nanoparticulas; Reservatorios virais;
Antirretrovirais.
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Abstract

Abstract

One of the greatest challenges currently faced is the quest for a cure for the
infection caused by the human immunodeficiency virus (HIV). Viral reservoirs associated
with HIV pose a significant obstacle to treatment, allowing the virus to persist in the body
even during antiretroviral therapy. These reservoirs are regions where the virus remains

in a latent state, making the complete eradication of HIV a challenging task.

While various therapies are available in the market to mitigate the most severe
conditions of the infection and improve survival rates, these approaches face limitations
related to drug bioavailability, reduced permeability, and short half-life. Toxicity, adverse
effects, and the virus's resistance to multiple drugs are additional barriers that current

therapies need to overcome.

Nanocarrier-based nanotechnology systems, such as liposomes, solid lipid
nanoparticles, inorganic, and organic nanoparticles, offer a way to target medications to
tissues and organs. The inclusion of antiretrovirals in nanosystems has shown potential

to enhance drug release and optimize their pharmacokinetic profiles.

However, the application of nanotechnology in the treatment of HIV infection
faces the challenge of effectively reaching viral reservoirs in patients. This may be
influenced by factors such as the heterogeneous distribution of these reservoirs and
biological barriers that hinder their delivery. Understanding these obstacles is crucial for

developing effective strategies that can be successful in a clinical context.

Keywords: Nanotechnology; HIV; Nanoparticles; Viral reservoirs; Antiretrovirals.
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Introducdo

Introducao

Quando os primeiros casos de infecdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana,
ou HIV (da sigla inglesa correspondente a Human Immunodeficiency Virus), foram
detetados, a patologia revelou-se letal e desprovida de alternativas terapéuticas vidveis
(Tseng et al., 2015). Na atualidade, a cura permanece inexistente, sobretudo devido a
presenca do virus em tecidos que funcionam como reservatorios virais. Ao longo dos
anos, foram aprovados diversos medicamentos, dirigidos a alvos terapéuticos distintos
para diversificar as estratégias terapé€uticas. Os tratamentos convencionais envolvem
agora uma combinagdo de varios farmacos que visam diferentes fases do ciclo de
replicagdo do virus. Apesar de a terapia antirretroviral combinada ser eficaz na redugdo
da carga viral para niveis indetetaveis, ela ndo estd isenta de desvantagens, tais como
efeitos adversos significativos, frequéncia de administracdo e a possibilidade de
resisténcia devido a elevada taxa de muta¢ao do HIV (Deeks et al., 2014).

Neste contexto, novos farmacos encontram-se atualmente em fase de testes para o
controlo da infecdo. Para além dos novos medicamentos pertencentes as classes
terapéuticas ja conhecidas, estdo também em ensaios clinicos novas classes de farmacos,
dirigidos a novos alvos e apresentando mecanismos de agdo distintos. No que diz respeito
a administracdo de farmacos, estdo a ser efetuados esforcos para modificar a via de
administracdo de alguns antirretrovirais convencionais no sentido de superar alguns
problemas relacionados com a adesdo a terapéutica como a complexidade dos regimes
terapéuticos combinados, os efeitos secundarios provocados pelo tratamento, por parte
dos doentes (Cillo et al., 2014). O curto tempo de semi-vida dos fArmacos administrados
oralmente resulta na necessidade de doses elevadas de antirretrovirais, requerendo
multiplas administragdes diarias. Outra desvantagem da administragdo oral € o efeito de
primeira passagem ao qual os farmacos estdo sujeitos, traduzindo-se a uma baixa
biodisponibilidade (Sosnik & Augustine, 2016) .

A nanotecnologia apresenta uma abordagem inovadora para ultrapassar obstaculos
de formulacdo, nomeadamente a baixa solubilidade dos fairmacos. A encapsulagdo de
antirretrovirais em nanossistemas tem-se revelado igualmente promissora no controlo da
libertacao dos farmacos e na melhoria do seu perfil ~ farmacocinético Yildirimer et al.,

2011).

13
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Com o presente trabalho pretende-se rever a situagdo atual no que concerne a
utilizagdo da nanotecnologia na prevengao e terapéutica da doenca provocada pelo HIV.
Para tal, efetuou-se uma revisao bibliografica, em diversas bases de dados,
nomeadamente PubMed, b-ON, Science Direct, Biomed Central, ¢ Cochrane Library,
usando como critério de selecdo dos artigos o limite temporal dos ultimos dez anos.

Pontualmente e sempre que pertinente pela relevancia, incluem-se artigos mais antigos.

14
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1. Epidemiologia

1.1 Enquadramento

Desde o inicio da epidemia de HIV/SIDA, 84 milhdes de pessoas foram infetadas
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e cerca de 40 milhdes de pessoas morreram

da doenga (Global HIV Programme, 2022).

No final de 2016, cerca de 36,7 milhdes de pessoas, em todo mundo, estavam
infetadas pelo HIV e aproximadamente 1 milhdo de mortes relacionadas foram registadas.
Em 2022, o numero de pessoas infetadas aumentou para 39 milhdes, enquanto o numero
de mortes relacionadas diminuiu para 630 000 mil, espelhando os avangos no tratamento

entretanto feitos.

Dos 39 milhdes de infetados, a regido africana contribuiu com cerca de 25,6
milhdes de casos WHO 2023. A Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) definiu novas
metas (95-95-95) a atingir até 2030, significando que 95% da populacdo infetada com o
virus deve ter conhecimento disso, 95% da populagdo infetada ser tratada com terapéutica
antirretroviral (TARV) e 95% dos que recebem TARV devem ter carga viral (CV)
indetetavel, i.e., CV <50 copias/ml de sangue (EACS, 2023).

Os HIV-1 e HIV-2 partilham aproximadamente 40 a 50% de homologia genética
e tém a sua origem num grupo de virus distribuidos por varias espécies de macacos e
chimpanzés. A epidemia de infecdo por HIV-1 e HIV-2 ¢ o resultado de transmissdes
virais cruzadas do macaco para o Homem, representando desta forma infegdes
zoondticas. No entanto, os HIV-1 e HIV-2 desenvolvem quadros epidemioldgicos
diferentes, o que pode ser explicado pelo facto de as transmissdes ocorreram em ocasides

e locais geograficos distintos.

O HIV-1 ¢ o mais prevalente a nivel mundial, enquanto a infe¢ao pelo HIV-2 se

encontra restrita 2 Guiné-Bissau e paises da Africa Ocidental (Taveira et al., 2014).

Atendendo ao elevado niimero de pessoas infetadas anualmente, ¢ imperativo uma

melhoria dos meios disponiveis para o tratamento pelo HIV.
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A comunidade cientifica tem vindo a desenvolver sistemas terapéuticos
avancados para a prevencao, diagnostico e tratamento das infecdes provocadas pelo HIV,
ndo so6 no sentido de reduzir o nimero de novas infe¢des, mas também de conseguir

melhorar a qualidade de vida das pessoas infetadas.

Efetivamente, com a introdu¢do da terapfutica antirretroviral proporcionou-se
uma melhoria da qualidade de vida e consequentemente uma diminui¢ao da mortalidade

em pessoas infetadas pelo virus.

O HIV continua a replicar-se em niveis muito baixos, mesmo com uma TARV
eficaz. Verificou-se que ocorre uma infe¢ao persistente dos linfocitos T em pacientes com

CV nio detetavel e com sucesso terapéutico (Laird et al., 2015).

1.2. Reservatorio viral

Apos infegdo, o virus HIV escapa ao sistema imunitario de diversas formas, sendo
a mais prevalente a formacao de reservatorios virais latentes (Chen et al., 2022; Theys et

al., 2018).

HIV-1 € um retrovirus que se replica no genoma das células do hospedeiro,
principalmente nas células T CD4+ de memoria. Estas células integram o DNA proviral

em laténcia durante aproximadamente 44 meses (Bruner et al., 2015).

Pensa-se que o reservatorio se forma durante a fase aguda da infe¢cdo, mas ainda
ndo se conseguiu determinar com precisdo onde e como o reservatorio se forma. O
reservatorio do virus tem uma vida 1util longa e ndo responde bem ao tratamento
antirretroviral, resultando numa infe¢do cronica e no retorno do virus quando a TARV ¢

interrompida (Pedro et al., 2019).

Os linfocitos T-CD4+ ativados, quando sdo infetados pelas particulas virais do
HIV, tém a capacidade de retornar ao seu estado de memoria em repouso como parte de
seu processo fisiologico intrinseco apos a resolucao da resposta imune ao antigénio. Isso
culmina na formacao de um reservatorio latente do virus dentro dessas células (Bruner et

al., 2015).

O pro-virus latente encontra-se predominantemente em diferentes subconjuntos de

células naive. As células T CD4+ memoria em repouso sdo em grande parte ndo

16
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permissivas para a expressao de genes virais, € 0 genoma viral persiste na forma de DNA

como um pro-virus integrado que ndo ¢ transcrito (Ruelas & Greene, 2013).

Por esta razdo, as células latentes infetadas ndo sdo alvo do sistema imunitario nem
da terapéutica antirretroviral (Theys et al., 2018). O reservatorio latente que se encontra
nas células T CD4+ memoria ¢ amplamente reconhecido como uma das principais

barreiras para a erradicagdo do HIV-1.

soooees
> S
Celulas T CD4+ Reszervatorio
GO0 - estado de celular Latente x
memoria &%,
: L Yo, 2 ”
£ A Transcriptase %, @%@ @o
E_ntrada RS‘E“E_, soecee %‘*e,,)ob,o "’53,
24 ._'. % - % -?@’i‘
. ; Py
HIV Célula T CD4+ Célula T CD4+ Célula T CD4+ 9
(ativada) (ativada) (ativada)
/of c . Ay
% og\'a A
(] 5 ;
%%P : \i\e"’c . \
] o o Célula T CD4+ '|
e ooy (ativada) \
oo W
Célula T Reservatorio Depuragio
SR celular latente imunolégica

Morte celular

Figura 1. Processo de formagao do reservatorio latente do HIV adaptado de Chen, (2022)

Na Figura 1 sumariza-se o processo de formagao do reservatdrio latente do HIV:
(A) o HIV infeta principalmente os linfocitos T CD4+. Quando entra na célula, o RNA ¢
primeiro transcrito em DNA do HIV, que ¢ entdo incorporado no DNA das células T
CD4+. Algumas células T CD4+ com DNA do HIV integrado entram num estado de
repouso, € o HIV nessas células T CD4+ em repouso torna-se latente; (B) o HIV infeta
diretamente células T CD4+ que revertem para um estado de memoria inativo GO,
permitindo assim que o virus entre em laténcia; (C) o HIV estabelece uma incubacao ao
infetar diretamente células T CD4+ de memoria em repouso (c€lulas Trm) (Thomas et
al., 2019).

O estabelecimento e a manutencdo da infe¢do latente podem ser influenciados por

varios fatores, incluindo a disponibilidade de fatores de transcri¢do do hospedeiro,
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modificacdes epigenéticas, defeitos na proteina Tat do HIV, locais e direcdes de

integracdo, € mecanismos regulatorios pds-transcricionais (Chen et al., 2022).

Reservatorios Celulares

Celulas Microglia Astricito C;f—‘l“l“ Natural
Dendriticas Killer (NK})

Reservatorio Anatomico

Macriofago

SNC, pulmdes, rins,
etc.

Ginglios Linfaticos, baco

Tecido Linfoide Associado ao
Intestino

Figura 2. Ilustracdo esquematica dos maiores reservatorios celulares e anatomicos do HIV, de Cao
Woodrow, (2019).

A Figura 2 representa os principais reservatorios celulares e anatomicos do HIV.
Conforme referido anteriormente, os reservatorios sao locais no organismo onde o virus
se pode esconder e persistir mesmo durante a terapéutica antirretroviral. A dimensao dos
reservatorios na ilustracdo ¢ proporcional ao tamanho dos compartimentos que os

representam.

Na figura representa-se também os diferentes tipos de células T CD4+, bem como
outras células e tecidos, envolvidos na infe¢cdo pelo HIV:
o T CM (células T CD4+ de memoria central)
e T TM (células T CD4+ de memoria de transicao)
e T EM (células T CD4+ de memoria efetora)
e T N (células T CD4+ ndo ativas)
e T SCM (células estaminais de memoria T CD4+)
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Célula NK (célula assassina natural)

SNC (sistema neural central)

LNs (ganglios linfaticos)

GALT (tecido linfoide associado ao intestino)

A autopsia em humanos revelou a presenga do provirus do HIV em vinte e oito
tecidos, incluindo figado, bago, trato genital e cérebro, conforme ilustrado na Figura 3
(Chandra et al., 2021). Varias células importantes do reservatorio, como células T CD4+
de memoaria em repouso, células dendriticas, macréfagos e microglia, estdo amplamente
distribuidas nesses tecidos (Honeycutt et al., 2017). Alguns dos locais estudados sdo
chamados de locais de refigio, protegidos da penetragdo da terapia antirretroviral (como
o cérebro e os testiculos), representando desafios adicionais para os tratamentos do HIV

(Fletcher et al., 2014).

Cérebro

Ganglios Linfiticos

Pulmades
Figado Baco
Tecido linfitico
Trato associado ao intestino
Genital
Tecido
adiposo

Figura 3. Principais o6rgaos e tecidos de reservatorio viral de Chen et al. (2018).
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2. Terapéutica antirretroviral

E recomendado iniciar a terapéutica antirretroviral (TARV) para todos os
individuos com HIV, independentemente da contagem das células CD4, com o objetivo
de reduzir a morbilidade e a mortalidade associadas a infecao pelo HIV e para prevenir a
transmissdo do virus (ensaios START ¢ TEMPRANO, estudo HPTN 052, Estudo
PARTNER). As evidéncias mostram que comecgar a TARV no mesmo dia do diagndstico
da infecdo pelo HIV ¢ vidvel e aceitavel para individuos recém-diagnosticados (EACS
Guidelines 12.0, 2018).

Um regime antirretroviral (ARV) para um paciente naive consiste em dois
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (INTRs) administrados em combinagao
com um terceiro farmaco ARV ativo de uma das trés classes de antirretrovirais: um
inibidor da integrase (II), um inibidor ndo nucleosidico (INNTR) ou um inibidor da
protease (IP) com um potenciador farmacocinético (os dois farmacos usados para esse
fim sdo o cobicistat e o ritonavir).

Os regimes da terapéutica antirretroviral recomendados em adultos e adolescentes
naive (What to Start: Initial Combination Regimens for the Antiretroviral-Naive Patient |
NIH, 2023) sdo:

® Bictegravir (BIC) /tenofovir alafenamide (TAF)/emtricitabina (FTC)

® Dolutegravir (DTG) /abacavir (ABC) /lamivudina (3TC) - apenas para
individuos HLA-B*5701 e hepatite B (HBV) negativos

® Dolutegravir + (emtricitabina ou lamivudina) + (tenofovir alafenamide ou
tenofovir disoproxil fumarato)

e Dolutegravir/lamivudina, exceto para individuos com >500.000 copias/mL,
coinfec¢do por HBV, ou quando a TAR ¢ iniciada antes dos resultados do teste
de resisténcia genotipica do HIV para a transcriptase reversa ou testes de HBV
estarem disponiveis

e Raltegravir (RAL) + (emtricitabina ou lamivudina) + (tenofovir alafenamida

[TAF] ou tenofovir disoproxil fumarato [TDF]).
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2.1. Limitacées e vantagens da terapéutica antirretroviral

Na Tabela 1, sdo apresentados exemplos de farmacos antirretrovirais de diversas

classes usados na terapéutica do HIV, juntamente com as suas vantagens e limitagdes.

Tabela 1. Classificagdo e exemplos de fArmacos antirretrovirais contra HIV, suas vantagens e desvantagens

dor abdominal

(,i,l;‘::;gu‘zlc‘;o :;:::;fﬁ)ss Vantagens Desvantagens Ref.
Tempo de semivida
(TNF) | intracelular longo Altamente
INTR propenso a
° (ABC) | Elevada resisténcias (Zulfigar et al
; biodisponibilidade ?
Trzglscrlptase (3TC) oral P Efeitos adversos: 2017a)
eversa mielossupressao,
(FTC) Poucas interagdes nauseas, vomitos
medicamentosas
Altamente ‘
propenso a (Kemnic &
INNTR resisténcia Gulick, 2022)
. Mais seletivos do que :
Transcriptase ) . INTR Efeitos Adversos:
Reversa Bictegravir > rash cutineo
L ~ . ’ (Zulfiqar et al.
(replicagdo Producdo mais barata | vémitos, fatiga, 2017b) >
viral) alteragdes de
humor, depressao,
conjuntivite
Reagoes de
I hipersensibilidade (Arts &
Integrase Viral (DTG) Féarmacos seletivos Efeitos Adversos: Hazuda, 2012)
(Integragdo do (RAL) ra’sh cutan’eo,’ (Zulfiqar et al.,
ADN) nausea, vOmitos, 2017b)
diarreia, perda de
apetite
Alta prevaléncia
IP de resisténcia
; (RTV) Ativo contra HIV-1 e ; (Siegfried et
Protease Viral HIV Efeitos Adversos: | g201 D
(Sintese (NFV) - arritmia, pirose, al,
Proteica) fatiga, tonturas,
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Eficaz apenas em

Antégcol;ﬁ;tas Eﬁf:a% em casos de virus R5
. resisténcia a (Van Der Ryst,
Maraviroc . . .
Co-recetor terapéutica Efeitos Adversos: 2015)
CCR5 convencional nauseas, diarreia,

fadiga, enxaqueca

Diversas estratégias para a cura ou gestao da doenga provocada pelo HIV enfrentam
obstaculos e limitacdes que reduzem a sua eficicia clinica. Uma das restricdes mais
imperativas para o tratamento do HIV ¢ a escassez de adesdo aos regimes terapéuticos de
farmacos antirretrovirais combinados (cART). No que diz respeito a formulagao, a fraca
biodisponibilidade, alta citotoxicidade, maior efeito de primeira passagem e clearance

renal dos farmacos (Joshy et al., 2018).
e Baixa biodisponibilidade oral

Apesar dos notaveis progressos alcancados na terapéutica antirretroviral, esta depara-
se com varias dificuldades. Ainda que a via oral de antirretrovirais seja de facil
administracdo, o farmaco administrado sofre metabolismo de primeira passagem
significativo pela via oral. Dependendo da zona de absor¢do no organismo a
biodisponibilidade varia amplamente (60-90%) (Kumar et al., 2015). A presenca de
proteinas de efluxo resistentes no trato gastrointestinal, como a glicoproteina P, afetam a
biodisponibilidade oral e a concentragdo do farmaco no Sistema Nervoso Central
(SNC)(Ginat et al., 2023). A forte afinidade com proteinas observada na maioria dos
farmacos antirretrovirais impede a sua difusdo através da Barreira Hematoencefalica

(BHE), diminuindo ainda mais a biodisponibilidade (Abadi et al., 2022).

A resisténcia aos farmacos antirretrovirais € outro fator significativo. A replicacdo do
HIV é um processo rdpido e propenso a mutacgdes (todos os dias, sdo geradas 10 mil
milhdes de particulas virais), resultando em pelo menos uma mutagao por genoma. Essas
alteragdes genéticas permitem que o virus adquira resisténcia aos medicamentos
antirretrovirais, especialmente quando ¢ utilizada a monoterapia (Kumar et al., 2015). A
resisténcia aos farmacos esta a tornar-se mais comum, e os pacientes infetados correm o

risco de adquirir uma estirpe de HIV resistente.

23



Nanotecnologia na Veiculagdo de Farmacos Antirretrovirais na Terapéutica do HIV

e Terapéutica a longo-prazo

Apesar da significativa redu¢ao da morbidade e mortalidade associadas a SIDA
devido a terapéutica antirretroviral, ¢ imperativo garantir um tratamento continuo,
administrar farmacos de diferentes classes para evitar o desenvolvimento continuo de
resisténcia (Pennings et al,. 2013). Adicionalmente, o consumo prolongado de
antirretrovirais em individuos com HIV aumenta a probabilidade de desenvolver
comorbidades relacionadas com o envelhecimento, problemas metabolicos e a toxicidade
associada a administracdo a longo prazo destas terapéuticas (Rugemalila et al., 2021). As
dificuldades na adesdo tornam-se uma complicagdo, sendo frequentemente problematicas
(Yavuz et al., 2018). Os farmacos antirretrovirais ndo tém impacto nos reservatorios
virais, como os macroéfagos, mesmo apds o inicio do tratamento antirretroviral, tornando

a erradicagdo um desafio extremamente dificil (Sarma et al., 2020).

e Toxicidade da TARV

A TARYV pode apresentar uma ampla gama de efeitos adversos, desde uma pequena
e auto-limitada intolerancia até complicagdes potencialmente fatais. Pode ser desafiador
diferenciar problemas relacionados com o HIV e reacdes adversas da terapéutica
antirretroviral. As toxicidades mais comuns da TARV incluem toxicidade mitocondrial,

hipersensibilidade, lipodistrofia, dislipidemia e diabetes tipo 2 (Damiri et al., 2022).

A acidose lactica, a toxicidade hepatica, a pancreatite € a neuropatia periférica sao
todos sintomas de disfungdo mitocondrial causada por medicamentos NRTI (Sornsuwan
et al., 2021). A lipodistrofia e outras anomalias metabolicas sdo mais familiares com os
inibidores de protease (IP) e em menor grau com outros NRTI, especialmente a
estavudina. Certas anomalias do tecido adiposo parecem estar associadas a esta classe
mais antiga da TARV (Sornsuwan et al., 2021). Reag¢des alérgicas, incluindo erupgdes
cutineas e reacdes de hipersensibilidade, sdo outra toxicidade comum da TAR,
frequentemente observada com INNRTIs (Guaraldi et al., 2013), mas também podem

ocorrer com NRTIs, como abacavir (ABC).
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3. Nanotecnologia — novas abordagens a veiculacio de
farmacos antirretrovirais

A nanotecnologia lida com o design, producdo e aplicacdo de materiais a
nanoescala. A utilizacdo da nanotecnologia surgiu como uma abordagem promissora a
cura do HIV devido as inumeras vantagens que apresenta € que permitem fazer face as

limitagdes discutidas no capitulo anterior (Kumar et al., 2015) .

Uma das maiores vantagens da sua utilizacdo neste contexto ¢ a capacidade de
encapsular diversos agentes, o que permite coadministragao de varios farmacos, usando
um unico sistema de transporte, ou nanoparticula (Blanco et al., 2015). Adicionalmente,
as nanoparticulas conseguem aumentar o tempo de circulagdo dos farmacos no sangue ¢
nos tecidos, o que permite ao farmaco manter-se durante mais tempo no organismo

havendo, assim, uma maior probabilidade de atingir o alvo terapéutico (Bano et al., 2020).

Outra das vantagens da nanotecnologia, ¢ permitir uma libertagdo prolongada e
controlada dos farmacos, atingindo um nivel terapéutico mais sustentado. As
nanoparticulas podem ainda ser modificadas para chegarem a células ou tecidos
especificos, essa particularidade de vetorizagdo ativa € hoje ja amplamente utilizada em

terapias oncologicas (Shao et al., 2016).

Diversas nanoparticulas t€ém sido estudadas na TARV para conseguir uma
libertagcdo controlada dos farmacos, incluindo lipossomas, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas lipidicas solidas, micelas, dendrimeros e nanoparticulas inorganicas (Shao

etal., 2016). Estes sistemas e suas TARV encontram-se resumidos na tabela 2.
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3.1. Nanoparticulas lipidicas

Nanoparticulas lipidicas tém atividade antivirica contra o HIV apesar de certas
limitagdes (Mobarakeh et al., 2019a). NP lipidicas mais utilizadas sdo representadas por
lipossomas e NP lipidicas so6lidas (SLN). As nanoparticulas sélidas representam uma
resposta aos desafios enfrentados na terapéutica antirretroviral, abordando questdes como
a limitada solubilidade aquosa, semi-vida reduzida e penetracao ineficaz nos reservatorios

virais do HIV.

3.1.1. Lipossomas
Os lipossomas sdo particulas esféricas coloidais compostas por fosfolipidos e
moléculas de colesterol que encapsulam um reservatorio aquoso (Figura 4). O tamanho

de um lipossoma varia entre 25 nm e 10 um (Bruner et al., 2015).

Existem trés tipos de lipossomas: vesiculas pequenas unilamelares, vesiculas
grandes unilamelares e vesiculas multilamelares. Os lipossomas interagem de varias
formas com a superficie celular. Primeiramente, ocorre a troca lipidica, facilitando a
transferéncia de moléculas lipidicas entre os lipossomas ¢ as membranas celulares. Em
segundo lugar, a adsor¢ao difunde-se através da membrana celular, liberando a substancia
encapsulada dentro do lipossoma. Em terceiro lugar, os lipossomas podem transferir o
seu contetido encapsulado para a membrana celular por fusdo (Sailaja et al., 2021). No

entanto, os lipossomas penetram na célula através do processo de endocitose (Chopra et

al., 2013).

Os lipossomas tém a capacidade encapsular farmacos hidrofobicos nas suas
bicamadas lipidicas ou farmacos hidrofilicos no interior do seu ntcleo aquoso,
melhorando a solubilidade e a estabilidade do farmaco. Os lipossomas conseguem ser
formulados para libertar firmacos de forma controlada, permitindo a libertagao
sustentada do farmaco no local alvo e reduzindo a frequéncia de administracao, sendo

esta uma grande vantagem que este sistema apresenta (Bulbake et al., 2017).

Na encapsulagdo de farmacos, o uso de lipossomas pode potenciar a sua
biodisponibilidade, melhorando a sua eficdcia e reduzindo os efeitos secundarios. Os
sistemas de veiculacdo de farmacos lipossomais podem também permitir a terapéutica

combinada, onde multiplos farmacos podem ser encapsulados dentro do mesmo
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lipossoma, possibilitando efeitos sinérgicos, simplificando os regimes de tratamento

(Chen et al., 2018), melhorando assim a adesdo terapéutica.

Algumas limitagdes: baixa capacidade de encapsulacdo, em particular para
moléculas lipofilicas que ficam aprisionadas na dupla camada de fosfolipidos,
estabilidade moderada e libertacdo precoce de agentes ativos hidrofilicos para a corrente

sanguinea.

Os lipossomas tém sido estudados para uma utilizagdo como um sistema de
administracao de vacinas contra o HIV, potenciando as respostas humorais contra os
trimeros de envelope do HIV (Bale et al., 2017). Os lipossomas que apresentam uma
elevada densidade de trimeros do envelope podem vir a desencadear respostas humorais

(Tokatlian et al., 2018).

A zidovudina ¢ um inibidor da transcriptase reversa que ¢ um farmaco anfifilico,
carregado em lipossomas, resulta em melhorias significativas nas propriedades
farmacocinéticas ¢ distribuicdo nos tecidos, incluindo niveis mais elevados de
distribuicao no sistema reticulo-endotelial € no cérebro, maior tempo de semi-vida médio
e menor clearance média em comparagao com a solugdo convencional de zidovudina.
Portanto, a abordagem de lipossomas pro-farmaco pode conduzir a uma redugdo da
toxicidade e a uma eficacia aprimorada da terapéutica anti-HIV baseada em zidovudina

(Shibata et al., 2013).

A andlise de biodistribui¢do de nanoparticulas lipidicas contendo darunavir
revelou uma captagdo significativamente aumentada nos reservatorios do HIV,

nomeadamente no bago e no cérebro (Singh et al., 2014).

Lipossoma carregado com AZT também revelou uma melhoria na captacdo nos
orgaos linfoides. Foi observada uma localizacdo significativa do f&rmaco nos tecidos
linfoides com as nanoparticulas lipidicas associadas ao indinavir (Kumar et al., 2015).
Sistemas de Liberagdao Nanométrica (SLN) de efavirenz evidenciaram uma quantidade
substancial de efavirenz no bago, um 6rgao linfatico crucial para um melhor controlo da

infecao pelo HIV (Gaur et al., 2014).
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3.1.2. Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN)

As nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) sdao outro género de nanoparticula de
base lipidica, estas compostas por lipidos sélidos (Saravanan et al., 2021). Os principais
agentes ativos hidrofébicos ou hidrofilicos podem ser inseridos, respetivamente, nas
bicamadas lipidicas ou no compartimento aquoso. A atoxicidade e biocompatibilidade

destes sistemas coloidais torna-os interessantes para aplica¢des in vivo (Saravanan et al.,

2021).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) sdo estruturadas em volta de um nucleo
lipidico (Figura 4), normalmente baseado em triglicéridos biodegradaveis,
bioassimildveis e ndo toxicos. Os tamanhos destas particulas variam entre 50 nm e 1um

(Iranpur et al., 2019).

A matriz lipidica ¢ solida a temperatura ambiente e a temperatura do corpo humano
liquefaz-se. Esta matriz, mais ou menos cristalizada, ¢ estabilizada por uma camada de
tensioativos e os lipidos utilizados sdo ou triglicerideos altamente purificados, ou misturas
de glicerideos ou ceras. Estas particulas possuem estabilidade e uma capacidade de
encapsulacdo de moléculas lipofilicas maior do que os lipossomas. Podem também ser

sintetizadas na auséncia de um solvente organico.

As nanoparticulas lipidicas so6lidas tém sido consideradas como uma abordagem
para ultrapassar os desafios farmacodinamicos e farmacocinéticos relacionados com a
terap€utica antirretroviral. Estes desafios incluem questdes como uma solubilidade
aquosa limitada, meia-vida curta e penetracdo ineficiente nos reservatérios virais do HIV.
Sdo biocompativeis, t€m uma boa aderéncia as células, e podem melhorar a solubilidade
e a biodisponibilidade do principio ativo por meio de diferentes vias de administragdo ao
encapsularem farmacos hidrofilicos, hidrofébicos ou anfifilicos, apresentando uma

grande eficiéncia de encapsulacdo (Faria et al., 2021).

As nanoparticulas lipidicas, para além da sua capacidade de encapsular farmacos,
também demonstram a capacidade de interagir com a proteina gpl120 localizada na
superficie externa do virus, resultando no impedimento da entrada do HIV nas células
CD4. Além disso, estas nanoparticulas tém a capacidade de obstruir os recetores CD4 em
células imunitarias especificas, prevenindo assim a entrada do HIV nessas células. Dessa

forma, apresentam uma atividade antiviral (Faria et al., 2019).
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Liposzoma

Nanoparticula Lipidica Solida

(Bicamada lipidica envolvendo wm ntcleo aguoso) (Monocameds lipidicz envolvendo um niclso
lipidico salida)

Figura 4. Lipossoma e Nanoparticula Lipidica Sélida

No entanto, estas estruturas apresentam um conjunto de desvantagens (Cao &

Woodrow, 2019) como:

a)

b)

g)

Estabilidade limitada — suscetiveis a degradacdo e instabilidade, levando a uma

potencial fuga de farmaco ou a redugdo do prazo de validade do medicamento.

Processo de fabrico complexo — A producao requer equipamento especializado e
especializacdo de recursos humanos, tornando-se um processo complexo e

demorado.

Risco de toxicidade — apesar de consideradas seguras, ainda existe um potencial
de toxicidade associado a sua utilizagdo. E importante selecionar cuidadosamente
os componentes lipidicos e otimizar a sua formulagdo para minimizar quaisquer

efeitos adversos.

Desafios na producao em escala — Aumentar a escala pode representar um desafio,
uma vez que manter a qualidade e a reprodutibilidade consistentes torna-se mais

dificil com tamanhos de lote maiores.

Capacidade limitada de encapsulacdo do farmaco — Podem existir limitacdes em
termos da quantidade de farmaco que pode ser carregado na nanoparticula, o que

pode afetar a eficacia terapé€utica e os requisitos de dosagem.

Resposta imunitaria — como sistemas de particulas, t€m o potencial de induzir uma

resposta imunitaria no organismo, o que pode afetar a sua seguranga e eficécia.

Consideragdes de custo — A produgdo e formulagao podem ser dispendiosas, o que

pode limitar a sua ampla utilizacao e acessibilidade.
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h) Desafios regulamentares — O processo de aprovagao regulamentar como sistemas
de veiculagdo de farmacos pode ser complexo e demorado, exigindo testes e

documentagao extensos para garantir a seguranga e eficacia.

3.2. Nanoparticulas inorganicas

O efeito antiviral das nanoparticulas inorganicas no HIV busca explorar o
potencial dessas particulas para combater a infecdo pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana. Virias classes de nanoparticulas inorganicas tém sido investigadas devido as
suas propriedades Unicas e a capacidade de interagir com o HIV em diferentes fases do

seu ciclo de vida (Correa et al., 2021).

3.2.1. Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo os metais inorganicos nanoformulados
mais eficazes contra as infegdes virais. A eficacia do tratamento com estas particulas ja
foi testada para o HIV-1, Herpes Simplex Virus (HSV), Norovirus, Virus da influenza
(H7N3) e Virus de Coxsackie, (Kerry et al., 2019). Demonstrou-se que os catides de prata
libertados pelas nanoparticulas de prata interagem diretamente com grupos de fésforo e

enxofre de biomoléculas, como 0 DNA e o RNA.
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Figura 5. Mecanismo esquematico da atividade antiviral das nanoparticulas de prata em diferentes fases
da replicagdo do virus de Kerry et al. (2019).
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O mecanismo antiviral das nanoparticulas de prata (Figura 5) pode resultar da
interferéncia destas com o ciclo de replicagdo viral em diferentes fases, como a ligacao
do virus a membrana celular e a sua entrada na célula, a sintese de proteinas, bem como
a replicacdo do DNA e do RNA. Além disso, foi descrito que as AgNPs impediram a
entrada do HIV, em células suscetiveis, ao interagir com glicoproteinas da capsula do

HIV, impedindo a sua ligagdo e fusdo com a membrana celular (Milovanovic et al., 2017).

Apesar das nanoparticulas de prata terem demonstrado potencial na atividade
antiviral do HIV, existem algumas limita¢des a sua utilizacdo. Uma desvantagem ¢ o
potencial de citotoxicidade. Com efeito, as nanoparticulas de prata podem induzir
toxicidade celular, o que limita a sua aplicacdo terapéutica. Adicionalmente, a dosagem
ideal e 0o método de veiculagdo de nanoparticulas de prata para o tratamento do HIV estdo
ainda a ser explorados. Mais pesquisas sao necessarias para determinar a via de

administracdo mais eficaz e segura (Kurd et al., 2019).

3.2.2. Nanoparticulas de ouro

Ao contrario das AgNPs, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) raramente foram
utilizadas pela sua atividade antiviral direta. O seu mecanismo de a¢do consiste no
bloqueio da ligacdo da gpl120 ao CD4, o que resulta na inibi¢do da entrada viral,
interrompendo a replicagio numa fase pods-entrada, maioritariamente associada a

transcri¢do no interior da célula hospedeira (Saravanan et al., 2021).

Di Gianvincenzo et al. (2010), descreveram que as AuNPs com ligandos contendo
10es sulfato terminais, atuam como agentes anti-HIV ao ligarem-se a glicoproteina gp120
do virus, resultando na inibi¢do da infecdo in vitro pelo HIV em células T, conforme se

observa na Figura 6.

A semelhanga das nanoparticulas de prata, uma preocupacao ¢ a estabilidade e a
biocompatibilidade das nanoparticulas de ouro. Os efeitos a longo prazo e a acumulagao

potencial de nanoparticulas de ouro no corpo precisam de ser mais investigados.
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Com infeciio

Figura 6. Nanoparticulas de ouro revestidas com multiplas copias de um ligando com sulfato terminal
inibem in vitro a infecdo pelo HIV em células T. Adaptado de Di Gianvincenzo et al (2010).

3.2.3. Nanoparticulas de silica e carbono

Atualmente, a eficidcia antiviral das nanoparticulas de silica (SiNPs) ¢
comprovada contra o HIV, Papilomavirus, Circovirus suino, HBV (virus da hepatite B) e
HSV (virus Herpes simplex). O mecanismo mais investigado acerca da atividade antiviral
¢ através da imunizagdo do hospedeiro contra o virus e da inibi¢ao da ligacdo viral (De

Souza E Silva et al., 2016.

Martinez et al. (2019), relataram uma atividade antiviral eficaz de derivados de
fulereno durante a replicagdo viral do HIV-1 em células T CD4+ humanas num ensaio in

vitro (Dong et al., 2017).

As nanoparticulas de silica e carbono (Macchione et al., 2020) apresentam
desvantagens tais como: (a) investigagdo limitada sobre a potencial toxicidade e efeitos a
longo prazo da silica e das nanoparticulas de carbono no tratamento do HIV/SIDA; (b)
desafios na obtencao de uma cinética 6tima de carregamento e libertagdo de farmacos; (c)

potencial imunogenicidade e respostas inflamatdrias associadas ao seu uso.

3.2.4. Quantum dots

Os quantum dots funcionam como semicondutores com dimensdes entre 2 e 10
nm. Os quantum dots podem apresentar-se como materiais com um componente Unico e
composi¢des internas uniformes como, por exemplo, CdTe e PbS, ou consistir num
nucleo de semicondutor inorganico e com um revestimento para melhorar as propriedades

oticas, podendo apresentar fluorescéncia quando estimulados pela luz (Dong et al., 2017).

Os quantum dots tém demonstrado um papel significativo como

nanotransportadores para veiculacao de farmacos antivirais (Aftab et al., 2019).
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A barreira hematoencefalica (BHC) possui um recetor de transferrina que pode
ser explorado como mecanismo de veiculagdo ativa, i.e. mediado por recetor. Num estudo
in vitro, a transferrina foi conjugada a quantum dots e, posteriormente, carregados com
um farmaco antiviral, o saquinavir. A nanoformulacdo obtida demonstrou uma
capacidade significativa de atravessar um modelo in vitro da barreira hematoencefalica,
além de uma redugdo consideravel na replicagdo viral do HIV-1 em células
mononucleares infetadas do sangue periférico (Saravanan et al., 2021). Dado as suas
propriedades, os quantum dots estao a ser cada vez mais usados como biossensores para

detecao de virus.
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Figura 7. Representagdo grafica da captura/imagem do HIV usando a técnica de imagem de dupla
coloragdo e imagens fluorescentes com aumento 100x a partir das particulas de HIV usando a técnica de
imagem de dupla coloragdo, Qdot525/anticorpo (Kim et al., 2009).

i
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A Figura 7 demonstra como o dispositivo microfluidico captura o HIV, através de
uma substancia chamada gp120-FITC em diferentes quantidades. O dispositivo consegue
capturar as proteinas-alvo e reconhecé-las, mesmo em baixas concentragoes, > 20 ng/pl.
Através deste dispositivo microfluidico, capturou-se o virus a partir de sangue infetado e
elaborou-se imagens usando quantum dots e proteinas especificas do HIV.

As particulas de HIV capturadas foram reconhecidas por quantum dots e anticorpos
especificos. Para confirmar os virus capturados, utilizou-se uma solu¢ao de ConA lectina
e, em seguida, uma substancia chamada Qdot655 estreptavidina no dispositivo. Os sinais
amarelos que se observam nas imagens mostram onde o HIV esta. Isso ¢ importante para
a criacdo de um dispositivo de ponto de identificagdo do HIV conseguindo ver usando

um microscopio com uma lente de 10x.
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3.3. Nanoparticulas organicas

As nanoparticulas organicas (NPOs) representam uma oportunidade para um
tratamento eficaz, dado serem um material biocompativel, biodegradavel e nao toxico
(Mitragotri & Stayton, 2014). As seguintes nanoparticulas organicas estdo a ser

investigadas como eficazes no tratamento de infe¢des virais.

3.3.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas t€m sido estudadas como um sistema de veiculagao
eficaz para a encapsulagdo de farmacos e sdo atualmente consideradas como um veiculo
de terapéuticas insoluveis, por diversas vias de administracdo (Kurd et al., 2019). Varias
nanoparticulas poliméricas t€m sido estudadas e exploradas para a terapéutica do HIV,
bem como de outras diferentes infe¢des virais.

As nanoparticulas poliméricas possuem uma excelente estabilidade quimica e
mecanica, o que significa que podem suportar varias condigdes ambientais e manter a sua
integridade estrutural. Isto ¢ importante para garantir a eficacia e a longevidade do sistema
de veiculacao de farmacos (Macchione et al., 2020). As nanoparticulas poliméricas tém
uma capacidade de encapsular o farmaco mais elevada e o potencial de serem
direcionadas aos reservatorios de HIV por meio da alteracdo das suas caracteristicas a
superficie (Ogunwuyi et al., 2016).

Nanoparticulas poliméricas sdo preferencialmente absorvidas pelas células M
presentes nas placas de Peyer, localizadas no GALT (tecido linfoide associado ao
intestino). Apesar de as células M terem a capacidade de translocar nanoparticulas
sintéticas, essa absor¢dao ocorre em niveis muito reduzidos. Dessa forma, existe uma
oportunidade para aplicar o conceito de direcionamento especifico (ativo) das
nanoparticulas com farmacos antirretrovirais (ARV) para as células M, visando aprimorar
a eficacia dos ARVs administrados por via oral (Akala et al., 2014).

Nanoparticulas poliméricas foram carregadas com quatro medicamentos
antirretrovirais (ARVs) diferentes: zidovudina (nucleosideo inibidor da transcriptase
reversa), lamivudina (nucleosideo inibidor da transcriptase reversa), nevirapina (inibidor
ndo nucleosidico da transcriptase reversa) e raltegravir (inibidor da transferéncia de

cadeia da integrase do HIV). A eficiéncia de encapsulagdo e libertagdo dos ARVs foi
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testada, bem como o efeito das nanoparticulas carregadas com ARVs em células T e
macrofagos durante a infecdo por HIV-1 (Ogunwuyi et al., 2016).

Dois tipos de nanoparticulas peguiladas foram sintetizados usando a técnica de
polimerizagao por dispersao: nanoparticulas a base de metil metacrilatos e nanoparticulas

a base de e-caprolactona.
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Figura 8. Quantidade acumulada libertada vs tempo para nanoparticulas a base de polimetilmetacrilato-
PEG carregadas com medicamentos antirretrovirais (Raltegravir: € = 8,15-31,28 pg; Nevirapina: € = 7,5—
36,84 pg; Lamivudina: € = 1,20-3,59 ng; ¢ Zidovudina: € = 2).
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Figura 9. Quantidade acumulada libertada vs tempo para nanoparticulas a base de policaprolactona-PEG
carregadas com farmacos antirretrovirais (Raltegravir: € = 6,31-30,2 ug; Nevirapina: € = 6,7-57 pg;
Lamivudina: € = 0,14-4,71 pg; e Zidovudina: € = 0,56-37,46 ng).
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Parece que as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, como a solubilidade,
controlam a carga e a libertacdo a partir das NP. Por exemplo, o raltegravir utilizado neste
trabalho (MM: 443,42 g/mol) apresenta baixa solubilidade em dgua (ou seja, >1 mg/mL);
¢ muito pouco soluvel, enquanto o sal de potéssio do raltegravir ¢ significativamente mais
soluvel em dgua. Conforme mostrado nas Figuras 8 € 9, as nanoparticulas carregadas com
raltegravir, com a maior carga, libertaram também a maior quantidade de farmaco,
seguidas por nevirapina (MM: 266,31 g/mol), lamivudina (MM: 229,26 g/mol) e
zidovudina (MM: 267,4 g/mol). Com base nos dados do Programa de Pesquisa e
Reagentes para a SIDA do NIH (Informagdes sobre Reagentes, setembro de 2011), a
ordem de classificagdo de suas solubilidades aquosas ¢ a seguinte: nevirapina (0,1
mg/mL: soltivel em 4gua) > zidovudina (20 mg/mL: pouco soltivel) > lamivudina (70
mg/mL: soluvel). Assim, os medicamentos ARV mais hidrofébicos tém uma maior
afinidade pelos nucleos hidrofobicos das nanoparticulas, e apresentam alta capacidade de

carga das NP e de libertagdo do farmaco.

3.3.1.1. Acido poli(latico-co-glicélico)

O 4cido poli(latico-co-glicélico), também conhecido como PLGA ¢ um polimero
biodegradavel que ¢ utilizado em muitos dispositivos aprovados pela FDA, e também
como matriz de nanoparticulas destinadas a veiculacdo de farmacos, incluindo os

antirretrovirais (Mohideen et al., 2017).

O HIV utiliza o cérebro como um reservatorio da infecdo, portanto, este 6rgao ¢
um alvo importante para combater esta patologia (Hong & Banks, 2015). Como a maior
parte dos farmacos (por exemplo, efavirenz) ndo conseguem atravessar a barreira
hematoencefalica, as nanoparticulas baseadas em PLGA sdo exploradas dado o seu

tamanho reduzido como veiculos do farmaco até ao cérebro (Saravanan et al., 2021).

O PLGA ¢ um polimero que, embora muito utilizado em sistemas de veiculacao
de farmacos, apresenta algumas limitagdes. Uma desvantagem ¢ a sua taxa de degradagao
relativamente lenta, que pode afetar a cinética de libertacao de farmacos e prolongar a sua
presenca no organismo. As nanoparticulas de PLGA podem ter uma estabilidade limitada,
especialmente em ambientes aquosos, o que pode afetar a sua efici€éncia na veiculagdo de

farmacos (Singh et al., 2016).
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A eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de PLGA pode variar consoante
os parametros fisico-quimicos do farmaco e da formulacdo, o que pode afetar a eficacia
terapéutica. Nanoparticulas de PLGA podem induzir uma resposta imunitaria em alguns

casos, levando a inflamagao ou dano tecidual (Mobarakeh et al., 2019b).

A lamivudina pertencente a classe de inibidores da transcriptase reversa. O virus
reside nos macrofagos e ndo podem ser completamente eliminados através da terapéutica
convencional. A biodisponibilidade cerebral da lamivudina varia de 0,05% a 1,14%,
enquanto a CI50 viroldgica da lamivudina no cérebro esta entre 0,78% e 4,90% (Patel et

al., 2018).

As nanoparticulas poliméricas manosiladas (NPs) possibilitam o aumento da
biodisponibilidade cerebral e a reducdo da dosagem devido a veiculagdo eficiente do
farmaco no local alvo (Kirimlioglu et al., 2019). As NPs conseguem atravessar a BHC e
entrar na corrente sanguinea cerebral pelo efeito de retencdo (Nair et al., 2016). Os
recetores de manose encontram-se presentes na superficie dos macrofagos, logo as NPs
manosiladas, que contém farmacos antirretrovirais, t€ém como alvo os macrofagos, o que
melhora o resultado terapéutico e reduz a toxicidade dos farmacos antirretrovirais (Ekinci

et al., 2022).

Patel et al., (2018) concluiram que as nanoparticulas de Mn-PLGA carregadas
com lamivudina podem representar um sistema terapéutico promissor para a veiculacao
eficiente do farmaco nos macrdfagos cerebrais, apresentando, assim, potencial como

agente imunoterapéutico no tratamento do HIV-1.

Figura 10. (A) Macrofagos em branco; (B) Nanoparticulas de Mn-PLGA marcadas com FITC; (C)
Nanoparticulas de PLGA marcadas com FITC. Ampliacdo 500xde Patel et al,. (2018)
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A Figura 10 indica que ocorreu uma intensidade de fluorescéncia mais alta das
nanoparticulas de Mn-PLGA (vetorizagdo ativa) em comparagdo com as nanoparticulas
de PLGA (vetorizacao passiva) nos macrofagos, sugerindo que as nanoparticulas de Mn-
PLGA tém maior suscetibilidade para a captacdo pelos macrofagos em comparagdo com
as nanoparticulas de PLGA, devido a interagdo especifica entre as moléculas de manose

e o recetor de manose.

Num estudo in vitro sistematico, efetuado por Latronico et al., 2021 foram
projetadas, preparadas e caracterizadas nanoparticulas de PLGA rastreaveis oticamente
através de quantum dots luminescentes (C-Dots), de forma a avaliar o seu tamanho,
forma, estabilidade coloidal e eficiéncia de encapsulacdo de darunavir (DRV);
finalmente, avaliou-se a sua adequagao como nanovetores para a veiculagdo de DRV para
o cérebro (Figura 11). Avaliou-se in vitro, principalmente, a sua seguran¢a e capacidade
de atravessar a barreira hematoencefalica, bem como a eficacia na inibigdo de MMP-9,

que representa um fator patogénico chave no curso da SIDA no sistema nervoso (Nair et

al., 2016).
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Figura 11. Nanoformulagéo a base de PLGA carregada com C-Dots e DRV de Latronico et al,. (2022).
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Figura 12. Avaliagdo da capacidade do DRV de atravessar o modelo in vitro da barreira hematoencefalica.
Adaptado de Latronico et al. (2021). Os valores sdo médios + desvio padrio (n = 3 replicados; teste t de
Student; ** =p < 0,001).

Na Figura 12 apresenta-se em esquema de ensaio in vitro realizado para investigar
a difusdo do darunavir, sozinho ou incorporado em NPs de PLGA, através da barreira
hematoencefalica artificial (A) e os resultados obtidos num histograma (B) representando
as quantidades de darunavir, sozinho e incorporado nas NPs (DRV/C-Dots/PLGA NPs),
que permearam o modelo de BHC, calculadas em percentagem do teor do farmaco na
camara inferior em relacdo a quantidade inicial na camara superior.

A atividade inibitoria retida do DRV incorporado em nanoparticulas a base de
PLGA em relagdo a MMP-9 destaca o grande potencial desses nanossistemas para o
tratamento ndo apenas das disfun¢des neurocognitivas associadas ao HIV, mas também
de outros disturbios neurologicos que poderiam beneficiar clinicamente da inibicao das

MMPs, com melhor eficacia terap€utica e toxicidade reduzida.

Embora esses resultados tenham sido alcangcados usando um modelo in vitro, eles

representam um pré-requisito necessario antes da validagdo num modelo in vivo.

3.3.1.2. Alginato

Os sais de sodio e potassio do acido alginico sdo amplamente utilizados na area
biomédica e farmacéutica devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e capacidade
de ser facilmente eliminado. No entanto, o tamanho consideravel e o elevado peso
molecular do &cido alginico reduzem a sua solubilidade em agua e, por consequéncia,

afetam o transporte eficiente de fArmacos. Para superar essas limitag¢des, o acido alginico
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¢ modificado quimicamente para ser aplicado em sistemas de veiculacdo de farmacos. A
presenga em grande quantidade de grupos hidroxilo no alginato possibilita a ligagao deste
composto a farmacos e proteinas. Esta unido ndo s6 aumenta a solubilidade das
substancias, mas também prolonga o tempo em que permanecem na corrente sanguinea e

estabiliza os agentes terapéuticos que foram ligados ou encapsulados.

Os sais do acido alginico sdo dos polimeros mais utlizados e considerados em
aplicagdes na veiculagdo de medicamentos (Saravanan et al., 2021). As vantagens que
justificam que os alginatos sejam amplamente utilizados na veiculagdo de farmacos sdo a

sua biocompatibilidade, ndo-toxicidade e rapida eliminacao do corpo.

Foi realizado um estudo em que se encapsularam nanoparticulas de alginato
(AZT-GAAD NPs) com zidovudina através do método de evaporagdo de solvente em
emulsdo. A novidade deste estudo foi a auséncia de agentes de reticulagdo quimica para
a preparacdo das nanoparticulas. Os resultados sugeriram que as nanoparticulas de
alginato sdo um vetor capaz de veiculacdo eficaz de farmacos antivirais na terapéutica do

HIV/SIDA (Figura 13).

Figura 13. Encapsulagdo de zidovudina em nanoparticulas conjugadas de alginato revestidos PF-68 para
veiculagdo de farmacos anti-HIV de Joshy et al. (2018).
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3.3.1.3. Quitosano

O quitosano ¢ um polimero bioldgico derivado da quitina, um polimero natural
presente nas conchas de crustiaceos € no exosqueleto dos insetos. As nanoparticulas de
quitosano possuem propriedades Unicas, tais como area de superficie elevada,

biocompatibilidade e biodegradabilidade (Mobarakeh et al., 2019).

Adicionalmente, o quitosano ¢ um polimero conhecido pelas suas propriedades
mucoadesivas e reduzida imunogenicidade, que sdo vantagens de significado relevante

em muitos campos de estudo (Mobarakeh et al., 2019).

Um péptido inibidor do HIV-1 derivado do virus GB-C foi carregado em
nanoparticulas poliméricas revestidas com glicol-quitosano (Ariza-Séenz et al., 2017).
Estas nanoparticulas localizaram-se na mucosa epitelial da camada superior dos
macrofagos e libertadas no local onde ocorre a transmissdo do HIV sem efeitos
secundarios. Os resultados sugeriram que os péptidos inibidores de fusdo carregados nas
nanoparticulas revestidas com glicol-quitosano podem representar uma nova abordagem
no combate ao HIV-1, uma vez que esta formulacao pode alcangar a mucosa epitelial

humana e, consequentemente, libertar o péptido S.

Iranpur Mobarakeh et al. (2019) formularam nanoparticulas carregadas com
siRNA anti-HIV utilizando diferentes propor¢cdes de quitosano, polietilenimina e
dextrano carboximetilado. Estas nanoparticulas reduziram de forma encorajadora a
expressao de RNA e a expressdo da proteina do HIV-1 em células estdveis e podem

potencialmente ser utilizadas em terapéutica génica contra a infecao por HIV.

O saquinavir, inibidor da protease, carregado em nanoparticulas de quitosano
apresentou maior potencial de encapsulacdo, e a eficiéncia no direcionamento celular
resultou no controlo da proliferacdo viral das células T-alvo. As nanoparticulas
demonstraram em serem eficazes contra duas estirpes de HIV, NL4- 3 e Indie- C1, em
concentragdes muito baixas quando comparadas com outros nanofarmacos sem quitosano

(Ramana et al., 2014).

3.6. Nanomicelas e nanoparticulas hibridas
As nanomicelas sdo nanoestruturas coloidais formadas por agregados de
moléculas tensioativas ou anfifilicas em solugdo aquosa (Figura 14). Estas nanoestruturas

consistem em numa parte hidrofilica e uma parte hidrofobica, que se organizam
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espontaneamente de modo a minimizar a energia livre do sistema. A parte hidrofilica fica
na parte externa da micela e interage com a agua, enquanto a parte hidrofobica se
interioriza, evitando o contato com a agua. Deste modo formam-se nanoestruturas
esféricas ou globulares com tamanho nanométrico, que podem servir como veiculos

eficazes para a solubilizagdo e veiculag@o de substancias lipofilicas em meios aquosos.

De facto, as nanomicelas sdo particulas eficazes no combate ao virus devido as
suas propriedades unicas. Como referido, estas particulas sdo eficazes pois podem
encapsular o virus, o que significa que podem capturar o virus no seu interior e prevenir
que este infete outras células. Outra propriedade importante das nanomicelas ¢ a sua
estabilidade coloidal, o que significa que podem permanecer estdveis numa suspensao
liquida por muito tempo sem se depositarem ou aglomerarem (Talelli et al., 2015). As
nanomicelas tém um tempo de circulagdo prolongado, o que significa que podem
permanecer na corrente sanguinea por mais tempo e ter melhores hipdteses de encontrar

e combater o virus.

As nanoparticulas hibridas sdo o resultado da combinagdao de duas ou mais
variedades distintas de nanoparticulas que atuam em conjunto para combater virus. Estas
particulas combinadas sdo eficazes contra uma variedade de virus, tais como o HIV, virus

da gripe, virus da hepatite, adenovirus e ébola (Talelli et al., 2015).
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ARYV: farmacos antirretrovirais; SNC: sistema nervoso central; LRA: agentes de inversdo latentes; IN: intranasal; [V:

intravenoso; PEG-PLGA: poli(etileno glicol) metil eter-poli(co-glicol); PEO-PPO: poli(6xido etileno)-poli(6xido

propileno); SC: subcutaneo
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4. Conclusoes e perspetivas futuras

A terapéutica antiretroviral convencional apresenta inumeras limitacdes,
nomeadamente baixa eficacia dos farmacos antirretrovirais e efeitos secundarios nas

células nao alvo, o que resulta em toxicidade e limita a dose a administrar aos doentes.

Os nanoveiculos, aparentam ser uma abordagem promissora no tratamento da
infecdo pelo HIV, aumentado a eficidcia dos medicamentos através de combinagdes
sinérgicas ou direcionando-os a locais especificos e de dificil acesso aos farmacos
convencionais, que servem como reservatorios do virus. A nanoveiculagdo permite
resolver algumas das limitagcdes dos farmacos convencionais como incapacidade de
atravessar barreiras fisioldgicas ou insolubilidade em 4gua, promovendo a libertacio
prolongada do farmaco, a administragdo de uma dose mais baixa em compara¢ao com 0s
as terapéuticas convencionais, com menos efeitos secundarios e melhor
biodisponibilidade. Apesar das inimeras vantagens a nanotecnologia apresenta

obstaculos na transi¢ao dos ensaios laboratoriais para os ensaios clinicos.

A abordagem interdisciplinar desempenha um papel crucial no desenvolvimento
e avaliacdo de nanotransportadores para o tratamento do HIV. Colaboragao entre diversas
areas, incluindo quimica, biologia, farmacologia e medicina, sdo fundamentais para
otimizar a eficacia da nanotecnologia. Modelos in vitro, ex vivo € in vivo sdo ferramentas
essenciais nesse processo, proporcionando uma compreensdo abrangente da interagdao

entre os nanotransportadores e as células, bem como a eficicia e seguranga.

Apesar do entusiasmo em torno das promissoras propriedades que a
nanotecnologia apresenta, ha desafios substanciais na transicdo dessas inovacdes do
laboratorio para ensaios clinicos no contexto do HIV. A complexidade da resposta
imunoldgica, a variabilidade individual na resposta aos tratamentos e a necessidade de
avaliacdo de seguranca a longo prazo sdo alguns dos obstidculos que devem ser

cuidadosamente abordados.

Além disso, a nanotecnologia no tratamento da infe¢do por HIV enfrenta o desafio
de atingir efetivamente os reservatdrios virais em pacientes, o que pode ser influenciado
por fatores como a distribui¢@o heterogénea desses reservatdrios e as barreiras bioldgicas

que limitam a sua veiculagdo. A compreensdo desses obstaculos € crucial para o

45



Nanotecnologia na Veiculagdo de Farmacos Antirretrovirais na Terapéutica do HIV

desenvolvimento de estratégias eficazes que possam ser traduzidas com sucesso para o

contexto clinico.

Assim, ¢ imperativo continuar a aprimorar as colaboragdes interdisciplinares,
explorar modelos mais representativos da infecdo e desenvolver abordagens inovadoras
para superar os desafios especificos relacionados a nanotecnologia no contexto do HIV,
a fim de viabilizar sua transi¢ao eficaz para ensaios clinicos e, eventualmente, contribuir

para a redu¢do da transmissao e cura da infecao pelo HIV.
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