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RESUMO 

 

O Herpes simplex vírus tipo 2 (HSV-2) é o agente causador de uma doença 

infecciosa genital que acomete milhões de indíviduos mundialmente e que não 

tem cura nem vacina disponível. Portanto, alternativas terapêuticas para 

melhorar a resposta imune específica da mucosa são extremamente 

necessárias. SSIEFARL é um peptídeo murino de 8 aminoácidos da 

glicoproteína B do HSV considerado um peptídeo imunodominante de células T 

CD8+ em camundongos. Durante a infecção por HSV-2 em camundongos, 

mais de 50 % de todas as células T CD8+ são contra SSIEFARL, e a proteção 

da mucosa mediada por células T CD8+ é crucial para diminuir a recorrência 

do HSV-2 e a transmissão viral. Nanopartículas (NPs) foram descritas como 

sistemas de distribuição de medicamentos para peptídeos. Para avaliar o 

potencial uso do peptídeo imunogênico do HSV em um sistema de drug 

delivery (SDD), desenvolvemos e caracterizamos nanopartículas poliméricas 

contendo SSIEFARL (NanoSSIEFARL) na concentração final de 20 μg/mL e 

volume final de 10 mL. Após a produção das nanopartículas, o sistema foi 

incorporado a um hidrogel termorresponsivo (GelNanoSSIEFARL) para facilitar 

sua aplicação na mucosa e controlar melhor o perfil de liberação da 

NanoSSIEFARL. Além disso, descrevemos uma nova metodologia de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para caracterizar SSIEFARL e 

as nanopartículas. O sistema nanoestruturado desenvolvido e incorporado ao 

gel proporciona resultados promissores e está apto para futuros ensaios in 

vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 
 

ABSTRACT 

 

Herpes simplex 2 (HSV-2) is the causative agent of a worldwide concerning 

genital infection disease that has no cure or available vaccine. Therefore, 

therapeutic alternatives to improve the specific mucosal immune response are 

extremely necessary. SSIEFARL is a murine 8-amino-acid peptide from the 

glycoprotein B of HSV, and it is considered a CD8+ T cell immunodominant 

peptide in mice. During HSV-2 infection in mice, over 50 % of all CD8+ T cells 

are against SSIEFARL, and mucosal protection mediated by CD8+ T cells is 

crucial to decrease HSV-2 recurrence and viral transmission. Nanoparticles 

(NPs) have been described as drug delivery systems (DDS) for peptides. To 

evaluate the potential use of HSV’s immunogenic peptide in a nanodelivery 

system, we developed and characterized polymeric nanoparticles containing 

SSIEFARL (NanoSSIEFARL) at a final concentration of 20 μg/mL with a final 

volume of 10 mL. After producing the nanoparticles, the system was 

incorporated into a thermoresponsive hydrogel (GelNanoSSIEFARL) to facilitate 

its mucosal application and to better control the release profile of 

NanoSSIEFARL. Furthermore, we described a novel High-Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) methodology to characterize SSIEFARL and the 

nanoparticles. The developed nanostructured system incorporated into the gel 

provides promising results and it is suitable for future tests in vivo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Herpes simplex vírus (HSV)  

 

Os vírus Herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) causam herpes 

oral e genital, respectivamente (1,2). Todavia, estudos já demonstraram que 

ambos os tipos podem infectar as duas regiões. Segundo os últimos dados da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) datados de abril de 2023, a grande 

maioria da população mundial já entrou em contato com o herpes, com 

estimativa de que 3,7 bilhões de pessoas com menos de 50 anos estejam 

infectadas com HSV-1 (67 %) e 491 milhões com idades entre 15 e 49 anos 

estejam infectadas com HSV-2 (13 %) (3). A maioria dos casos é 

assintomática, mas os sintomas de herpes incluem bolhas ou úlceras na região 

labial e/ou genital, as quais podem reaparecer com o tempo. Isso porque o 

HSV tem a capacidade de estabelecer uma infecção latente nos gânglios 

nervosos e, após a sua reativação, podem ocorrer novos episódios 

sintomáticos com alta taxa de recorrência.  

A família Herpesviridae inclui mais de 200 membros capazes de infectar 

diferentes espécies e, entre eles, oito são conhecidos por causar doenças em 

humanos (4). Os herpesvírus humanos são  agrupados em três subfamílias, 

Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, com base na 

estrutura do genoma, tropismo tecidual, presença de efeito citopatológico, local 

da infecção, patogênese e manifestações da doença (5). Os membros da 

subfamília Alphaherpesvirinae têm a capacidade de infectar uma ampla 

variedade de hospedeiros. O ciclo reprodutivo curto, a capacidade de se 

espalhar rapidamente entre as células, lisar células infectadas de maneira 

eficiente e o estabelecimento de infecções latentes nos gânglios sensoriais são 

as principais características. A subfamília inclui os seguintes gêneros: 

Simplexvirus – vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 e varicelovírus – vírus varicela-

zoster (VZV). Os membros da subfamília Betaherpesvirinae têm uma faixa de 

hospedeiros restrita e um ciclo replicativo longo, com progressão lenta da 

infecção em culturas celulares. Existem dois gêneros: Citomegalovírus — 

citomegalovírus humano (CMV) e Roseolovírus — herpesvírus humano tipos 6 
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e 7 (HHV-6 e HHV-7). Os vírus da subfamília Gammaherpesvirinae 

estabelecem infecções latentes principalmente nas células linfoblastóides. 

Alguns podem produzir infecções líticas nas células epiteliais e fibroblásticas e 

tem potencial oncogênico. Contém os gêneros: Linfocriptovírus – vírus Epstein-

Barr (EBV) e Rhadinovírus – herpesvírus humano tipo 8 (HHV-8) (4,6). 

O HSV é um vírus envelopado com um genoma linear de DNA de cadeia 

dupla fechado por capsídeo icosaédrico composto de 162 capsômeros. O virion 

é esférico com 186 nm de diâmetro com picos de glicoproteínas ancorados ao 

envelope (7). O genoma consiste em dois componentes ligados 

covalentemente, designados como L (longo) e S (curto). Cada componente é 

formado por sequências únicas flanqueadas por regiões de sequências 

repetidas e invertidas que facilitam a replicação do genoma (5). O peso 

molecular do DNA é estimado em aproximadamente 150 kbp, com conteúdo 

G+C de 68 % para HSV-1 e 69 % para HSV-2 (8). O capsídeo é composto 

pelas proteínas virais (VPs) VP5, VP19C, VP23, VP24, VP26 e pela proteína 

codificada pelo gene UL6 (9). Entre o capsídeo e o envelope, encontra-se uma 

camada proteica amorfa chamada tegumento, o qual é composto por mais de 

20 proteínas importantes na regulação do ciclo replicativo viral e entre elas 

estão: o fator transindutor α (α-TIF), conhecido como VP16, envolvido na 

transcrição de genes precoces imediatos (IE); a proteína de desligamento do 

vírion hospedeiro (VHS) ou VP22, responsável pela degradação do RNA 

mensageiro (mRNA) da célula hospedeira no citoplasma; e a VP1-2 que pode 

desempenhar um papel na liberação de DNA no poro nuclear durante a entrada 

viral. O envelope consiste em uma bicamada lipídica e ancora 

aproximadamente 11 glicoproteínas virais, quatro das quais (gB, gD, gH e gL) 

são essenciais para a entrada do vírus nas células (7) (Figura 1). 
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Figura 1. Estrutura viral do HSV. O HSV é um vírus grande, com um núcleo contendo DNA de 

fita dupla (dsDNA) dentro de um nucleocapsídeo - um icosaedro com 162 capsômeros. O 

diâmetro de uma partícula completa é de 120 a 200 nm e o vírion em si mede cerca de 100 nm.  

O envelope que envolve a partícula é composto com bicamada lipídica, sendo parcialmente 

derivado da membrana nuclear e possuindo espículas de glicoproteína em sua superfície. O 

vírus entra nas células através da fusão da membrana celular após ser ligado a receptores 

específicos através de uma glicoproteína do envelope. O capsídeo é transportado para os 

poros nucleares onde o DNA circulariza após o desenvelopamento e adentra o núcleo (10). 

 

A infecção é iniciada pela adsorção, mediada por glicoproteínas virais 

que se ligam às cadeias de glicosaminoglicanos, presentes na superfície 

celular. Dentre elas, o heparan sulfato (HS) é considerado o principal receptor 

de ligação ao HSV, tendo papel fundamental na adesão das glicoproteínas gC 

e gB na superfície da célula-alvo (11). A interação de gC e gB com o receptor 

HS é instável até a participação de gD no processo. Vários receptores celulares 

para gD são conhecidos como o mediador de entrada do vírus do herpes, as 

nectinas 1 e 2, e uma forma específica de HS chamada 3-O-sulfatado de 

heparan sulfato (3-OSHS) (12). Quando a gD interage com um desses 

receptores, sua cadeia polipeptídica sofre uma alteração conformacional 

permitindo a interação com o heterodímero H/gL. Essa interação expõe os 

domínios de fusão de gB e do heterodímero levando à fusão do envelope viral 
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com a membrana plasmática da célula-alvo (11). Após a penetração no 

citoplasma, o nucleocapsídeo é transportado através dos microtúbulos do 

citoesqueleto até um poro da membrana nuclear, onde o DNA viral é liberado 

no núcleo. No núcleo da célula, a proteína tegumentar VP16 forma complexos 

com uma proteína celular denominada fator de célula hospedeira (HCF) e 

interage com a proteína de ligação ao octâmero Oct-1 associada ao DNA viral, 

formando o ativador ou complexo de pré-iniciação. Os processos de transcrição 

e replicação do genoma viral, bem como a montagem dos capsídeos da 

progênie, ocorrem dentro do núcleo (8). O ciclo lítico do HSV envolve a 

expressão regulada de maneira sequencial e coordenada de três conjuntos de 

genes virais: α ou precoce imediato (IE), β ou precoce (E) e γ ou tardio (L).  

Inicialmente, o DNA viral é transcrito pela RNA polimerase II da célula 

hospedeira e os primeiros genes a serem transcritos são os genes IE. Após a 

formação do complexo ativador, seis proteínas IE são sintetizadas nos estágios 

iniciais de uma infecção produtiva: ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e uma 

proteína codificada pelo gene US1.5. O pico de síntese dessas proteínas ocorre 

aproximadamente 3 horas após a infecção. Uma vez acumuladas em 

quantidade suficiente, as proteínas α retornam ao núcleo para ativar a 

transcrição e tradução dos genes β, em proteínas iniciais ou polipeptídeos β, 

responsáveis pela replicação do ácido nucleico viral, incluindo DNA polimerase 

e timidina quinase. O pico da síntese protéica precoce ocorre 6 horas após a 

infecção. À medida que as proteínas β são expressas, diversas proteínas 

celulares migram para o núcleo e se reúnem para formar o complexo de 

replicação nos locais pré-replicativos onde começa a síntese do DNA viral (13). 

Após a replicação do genoma, o terceiro grupo de genes é expresso. Os genes 

γ são regulados pelas proteínas α e β e codificam proteínas tardias que formam 

as proteínas estruturais do vírus, como proteínas do tegumento e do capsídeo 

e spikes de glicoproteínas. A formação do capsídeo ocorre através de 

proteínas de estrutura que são transportadas para o núcleo (14). A transição do 

nucleocapsídeo do espaço entre as membranas nucleares interna e externa 

para a membrana citoplasmática ainda não está bem definida. Três hipóteses 

foram propostas: envoltório duplo, envoltório nuclear único e envoltório 



19 
 
 
citoplasmático único. O processo de replicação leva aproximadamente 18 a 20 

horas e a saída do vírus das células é dependente de gD e gH (8). 

A transmissão do HSV depende de contato íntimo e pessoal entre um 

indivíduo suscetível e um indivíduo que está excretando o vírus, ou mesmo por 

fômites as quais tenham quantidades significativas de vírus. Para que a 

infecção seja iniciada, o vírus deve entrar em contato direto com superfícies 

mucosas ou pele (15). Geralmente, as infecções por HSV-1 são limitadas à 

orofaringe e o vírus é transmitido por gotículas respiratórias ou saliva, e mais 

frequentemente por beijos. O HSV-2 é principalmente transmitido através da 

atividade sexual (16). 

Após a replicação do vírus no local de entrada, o vírion intacto ou seu 

nucleocapsídeo são transportados através do fluxo axonal retrógrado para os 

gânglios sensoriais, onde a latência é estabelecida, preferencialmente no 

gânglio trigeminal para o HSV-1 e nas raízes sacrais dorsais para o HSV-2. As 

recorrências ocorrem quando o vírus latente é reativado, sendo transportado 

pelo fluxo axonal anterógrado para a região da infecção primária (13). O 

processo de reativação da latência é desencadeado por estímulos locais, como 

lesão ao tecido inervado por neurônios que abrigam o HSV latente, ou por 

fatores sistêmicos como estresse físico ou emocional, febre, exposição à luz 

ultravioleta, menstruação e desequilíbrio hormonal (8). 

As células infectadas sofrem alterações estruturais e bioquímicas 

induzidas pela replicação viral. Entre as alterações estruturais estão 

modificações na cromatina celular, membranas internas e de superfície celular, 

fragmentação e dispersão das membranas do complexo de Golgi, inserção de 

proteínas virais nas membranas celulares, rearranjo da rede de microtúbulos e 

formação de corpos de inclusão intranucleares. Além disso, ocorrem mudanças 

na maquinaria de expressão proteica da célula, como o bloqueio da síntese de 

proteínas, degradação do mRNA, bloqueio da transcrição e redução da síntese 

de RNA, inibição do processamento do mRNA e degradação seletiva de 

proteínas (8). 

Geralmente, o envolvimento orofaríngeo ocorre na infecção primária por 

HSV-1. Há uma grande variedade de sintomas durante a infecção, que podem 

variar desde assintomáticos até uma combinação de febre, úlceras na 
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garganta, lesões ulcerativas e vesiculares, gengivoestomatite (geralmente, na 

infecção primária por HSV-1 em crianças e adolescentes), edema, 

linfadenopatia localizada, anorexia e dor. Os casos sintomáticos geralmente 

afetam os lábios, língua, gengiva, mucosa bucal e palato (7). A maioria dos 

casos de herpes genital é causada pelo HSV-2, embora a prevalência do HSV-

1 esteja aumentando, principalmente em jovens, devido à prática de sexo oral. 

O herpes genital é caracterizado por vesículas ulcerativas no pênis e no colo 

do útero, vulva, vagina ou períneo (17). A reativação da infecção orofacial - e 

também genital - é anunciada por um estágio no qual o paciente sente dor, 

sensação de queimação, coceira ou formigamento. Outras manifestações 

incluem ceratoconjuntivite, lesões cutâneas por cortes ou abrasões na pele, 

glossite e eritema multiforme, uma erupção cutânea rara na parte de trás dos 

braços e das mãos (7). Em recém-nascidos, a infecção por HSV pode causar 

uma doença generalizada, devastadora e, muitas vezes, fatal, chamada 

“infecção generalizada do recém-nascido”, adquirida intraútero ou durante o 

parto vaginal natural, ou pós-natalmente por membros da família ou ambiente 

hospitalar (5). A encefalite, uma das complicações após a infecção primária, 

está associada a uma alta taxa de mortalidade e sequelas neurológicas entre 

os sobreviventes. Pacientes comprometidos por desnutrição e 

imunossupressão estão em risco aumentado para infecções graves por HSV, 

pois as lesões por HSV podem se espalhar e esses pacientes podem 

desenvolver doença progressiva envolvendo o trato respiratório, esôfago e 

mucosa intestinal (15,18). 

Atualmente, não existem vacinas aprovadas e o tratamento contra os 

HSVs inclui medicamentos antivirais como Aciclovir®, Famciclovir® e 

Valaciclovir®. Embora possam funcionar muito bem para alguns pacientes, a 

sua eficácia é limitada e a resistência viral aos medicamentos tem sido 

amplamente descrita (19–21). Existem várias mutações conhecidas que podem 

levar à resistência dos HSVs ao aciclovir. Uma das mutações mais comuns 

ocorre no gene da timidina quinase (TK), uma enzima viral essencial para a 

ativação do aciclovir dentro da célula infectada. A mutação mais comum é a 

substituição de aminoácidos na região conservada da TK, impedindo sua 

capacidade de fosforilar eficientemente o aciclovir, tornando o vírus menos 



21 
 
 
suscetível aos efeitos antivirais do medicamento. Mutações no gene da DNA 

polimerase viral - enzima responsável pela replicação do DNA viral durante o 

ciclo de replicação do HSV - também podem contribuir para a resistência ao 

aciclovir. Essas mutações podem alterar a estrutura da DNA polimerase, 

reduzindo sua afinidade pelo aciclovir ou aumentando sua capacidade de 

continuar replicando o DNA viral, mesmo na presença do medicamento (22–

25). O processo de desenvolvimento da resistência ao aciclovir pode ocorrer 

durante o tratamento prolongado com o medicamento, já que a pressão 

seletiva exercida pelo aciclovir favorece o crescimento e a propagação de 

variantes virais com mutações que conferem resistência ao medicamento. É 

importante ressaltar que a resistência ao aciclovir pode variar entre diferentes 

cepas de HSV e em diferentes contextos clínicos, podendo ter implicações 

significativas no manejo clínico das infecções por HSV, exigindo abordagens 

terapêuticas alternativas. 

No Brasil, é possível observar uma grande procura para tratamentos não 

convencionais como, por exemplo, o uso de extrato de própolis, extrato de 

camomila ou polivitamínicos, que teriam efeito antiviral e/ou efeito protetor 

relacionado ao sistema imune. O extrato de própolis contém compostos 

bioativos, como flavonoides e ácidos fenólicos, que demonstraram possuir 

atividades antivirais contra o HSV. Esses compostos podem ajudar a inibir a 

replicação viral e reduzir a carga viral, contribuindo para a resolução das lesões 

(26). O extrato de camomila é conhecido por suas propriedades anti-

inflamatórias e cicatrizantes. Ele pode ajudar a reduzir a inflamação e o 

desconforto associados às lesões causadas pelo herpes, além de promover a 

regeneração da pele danificada (27). Em relação à suplementação com 

polivitamínicos, a mesma pode ser benéfica no tratamento do herpes, uma vez 

que vitaminas e minerais desempenham papéis importantes no funcionamento 

do sistema imunológico e manter o sistema imunológico saudável é essencial 

para controlar infecções virais. Vitaminas como a vitamina C, vitamina E, 

vitaminas do complexo B e minerais como o zinco são conhecidos por melhorar 

a função imunológica e podem ajudar a reduzir a gravidade e a duração das 

lesões (28,29).  
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De acordo com os estudos epidemiológicos de HSVs, o número de 

casos de recidivas ou recorrências virais pode chegar a até 10 casos por ano 

(30–34). Diversos fatores podem ocasionar um caso de recidiva viral como 

estresse físico ou emocional, desequilíbrio químico ou hormonal, exposição 

solar, imunossupressão, entre outros (35,36), e a  intensidade e a frequência 

das recidivas podem estar relacionadas ao aumento da transmissão de outras 

infecções, impactando na qualidade de vida e até causando problemas 

psicológicos (37–41). A presença do HSV-2 aumenta em até 50 % o risco de 

aquisição, excreção e transmissão do vírus da Imundeficiência Humana tipo 1 

(HIV-1), podendo acelerar a progressão da doença, e também está associada a 

um aumento de aproximadamente 3 vezes no risco para carcinoma cervical 

invasivo em mulheres positivas para o DNA do Papilomavírus Humano (HPV) 

(42–44). Isso porque, além das lesões genitais herpéticas criarem pontos de 

entrada para outros vírus, a infecção por HSV-2 desencadeia uma resposta 

inflamatória local, recrutando células imunes para o local da infecção. Essa 

inflamação crônica pode aumentar a concentração de linfócitos T CD4+, os 

quais são células-alvo do HIV, e de outros tipos de células imunes no tecido 

genital, tornando-o um ambiente mais favorável para a infecção pelo HIV e 

outros vírus, como o vírus do HPV (45). Ainda, a infecção por HSV-2 pode 

aumentar a expressão de receptores celulares, como as moléculas de adesão 

intercelular (ICAM-1), que são utilizadas pelo HIV e pelo HPV para a entrada na 

célula hospedeira (44).  

 A infecção por HSV-2 também está associada ao herpes neonatal, que 

pode causar sequelas irreversíveis ao recém-nascido. O herpes neonatal é 

uma condição grave e potencialmente fatal na qual ocorre a transmissão 

vertical do HSV-2 para o recém-nascido durante o parto. As lesões ativas, ou 

úlceras, são altamente contagiosas e contêm uma alta carga viral, aumentando 

significativamente o risco de transmissão para o bebê e, mesmo na ausência 

de lesões ativas visíveis, o trauma durante o parto, como lacerações ou 

abrasões na mucosa genital da mãe ou na pele do bebê durante a passagem, 

pode facilitar a entrada do vírus no corpo do recém-nascido. O herpes neonatal 

pode se apresentar de diversas formas, incluindo a forma localizada (lesões 

cutâneas, mucosas ou oculares) e a forma disseminada, que pode ser fatal se 
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não tratada rapidamente. Ainda, fatores de risco maternos, como infecção 

primária por HSV-2 durante a gravidez, aumento da carga viral, histórico prévio 

de herpes neonatal em gestações anteriores e ausência de supressão antiviral 

durante o trabalho de parto podem aumentar o risco de transmissão  (46,47). 

Além disso, os recém-nascidos tem um sistema imunológico imaturo, o que os 

torna mais suscetíveis à infecção pelo HSV-2, já que a capacidade do bebê de 

montar uma resposta imune eficaz contra o vírus é limitada, o que facilita a 

replicação viral. Nos casos de herpes neonatal em que ocorre infecção 

disseminada, órgãos como o cérebro (encefalite herpética), fígado e pulmões 

podem ser acometidos (48).  

Outro fator associado ao herpes genital é que o mesmo possui um forte 

estigma (49), já que os indivíduos acometidos, principalmente aqueles que 

sofrem com frequentes casos de recidivas, têm receio de relatar a sua 

experiência. Isso pode estar associado ao fato de que é de conhecimento 

comum que o herpes genital é uma infecção sexualmente transmissível (IST). 

Contudo, muitos desconhecem a capacidade do vírus de estabelecer latência e 

poder ser reativado sem um segundo contato sexual. Esse estigma associado 

ao herpes genital pode impedir que muitos indivíduos procurem assistência 

médica e, como resultado, há uma lacuna na quantidade de diagnósticos 

realizados, o que tem um impacto direto nos dados epidemiológicos disponíveis 

em todo o mundo. No Brasil, os últimos dados epidemiológicos foram obtidos 

através de estudo transversal realizado entre os anos de 1996 e 1997, que 

analisou 1.090 indivíduos da população geral com idades entre 1 e 40 anos. 

Nesse estudo, as soroprevalências de anticorpos para HSV-1 e HSV-2, 

ajustadas por idade, foram 67,2 % e 11,3 %, respectivamente. Ainda, dados do 

ano de 2010 mostram uma estimativa de 640 mil novos casos de herpes a 

cada ano no Brasil (50). Se levarmos em consideração os dados 

epidemiológicos do Brasil e do mundo, é possível observar que a prevalência 

de indivíduos infectados com HSV-1 é maior do que o HSV-2. No entanto, com 

o estigma associado ao HSV-2 juntamente com a falta de diagnósticos e, 

consequentemente, a falta de dados epidemiológicos, pode-se concluir que os 

dados epidemiológicos acerca do HSV-2 estão defasados tanto no Brasil 

quanto no mundo.  
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Portanto, tendo conhecimento de que o herpes genital pode causar 

recorrências e aumentar as chances de  infecção por outro patógeno como HIV 

e HPV, além da resistência do vírus a medicamentos antivirais disponíveis e da 

subnotificação dos casos, pode-se concluir que esse cenário representa uma 

preocupação significativa para a saúde pública. Por isso, o desenvolvimento de 

um novo tratamento eficaz contra os HSVs com potencial de reduzir o número 

de recorrências se torna extremamente necessário. 

 

1.2 Resposta imune e vacinas  

 

O ponto de partida para a resposta imunológica contra vírus é o 

reconhecimento feito por células sentinelas, como macrófagos e células 

dendríticas, que atuam como as primeiras linhas de defesa, detectando 

padrões moleculares associados a patógenos virais. Essas células apresentam 

fragmentos virais aos linfócitos T, iniciando a cascata de eventos imunológicos 

(51). A resposta imunológica divide-se em componentes celulares e humorais, 

onde as células T citotóxicas desempenham um papel vital na eliminação de 

células infectadas por vírus, enquanto as células B produzem anticorpos 

específicos que neutralizam os vírus circulantes, além do sistema complemento 

e citocinas (52). Além das células, existem os interferons (IFNs), que são 

moléculas-chave na resposta antiviral. Produzidos em resposta à infecção, 

esses mediadores desencadeiam uma série de eventos, inibindo a replicação 

viral dentro das células hospedeiras, bloqueando a síntese de proteínas virais e 

a transcrição do RNA viral, impedindo assim a produção de novas partículas 

virais, além de alertar células como macrófagos e os linfócitos T, aumentando 

sua capacidade de reconhecer e destruir as células infectadas pelo vírus. Eles 

também promovem a diferenciação e a ativação de células natural killers (NK), 

que são células citotóxicas capazes de eliminar as células infectadas. Além de 

sua ação antiviral direta, os interferons desempenham um papel importante na 

modulação da resposta imune adaptativa, pois promovem a maturação e a 

ativação de células apresentadoras de antígeno, como as células dendríticas, e 

aumentam a produção de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras, que 

ajudam a coordenar a resposta imune contra o vírus. (53,54).   
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Os HSVs exibem uma considerável variabilidade genética, tanto dentro 

de uma mesma cepa viral quanto entre diferentes cepas. Essa variabilidade é 

resultado de vários processos, incluindo mutação, recombinação e seleção 

natural. As mutações podem afetar diferentes regiões do genoma viral, 

incluindo genes que codificam proteínas estruturais, enzimas virais e proteínas 

envolvidas na evasão imunológica, e a taxa de mutação pode variar 

dependendo de fatores como a taxa de replicação viral, a atividade da 

maquinaria de reparo de DNA viral e a presença de pressões seletivas. A 

variabilidade genética dos HSVs pode ter importantes implicações clínicas e 

epidemiológicas. Por exemplo, diferentes genótipos virais podem exibir 

variações na virulência, na patogenicidade e na resposta a tratamentos 

antivirais. Essa variabilidade também pode influenciar a eficácia das estratégias 

de prevenção e controle, como o desenvolvimento de vacinas (55–57).  

A capacidade do vírus de evasão das respostas imunológicas também 

apresenta desafios significativos. Os HSVs podem interferir na apresentação 

de antígenos às células do sistema imunológico, dificultando a detecção e a 

eliminação viral, podendo modular a expressão de moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) classe I nas células infectadas, 

reduzindo assim a capacidade das células T citotóxicas de reconhecer e 

destruir as células infectadas; modulam a resposta imune inata do hospedeiro, 

evitando a detecção e a eliminação precoce do vírus, podendo bloquear a 

sinalização de vias antivirais, interferir na produção de citocinas pró-

inflamatórias ou induzir a expressão de proteínas virais que antagonizam a 

atividade dos interferons; expressam proteínas que mimetizam as moléculas do 

hospedeiro para evitar o reconhecimento imune e proteínas que inibem 

diretamente a atividade das células imunes, como as células natural killers e as 

células T citotóxicas; possuem estratégias para escapar da resposta humoral, 

como a produção de glicoproteínas virais que bloqueiam a neutralização pelo 

anticorpo ou a capacidade de modificar a glicoproteína viral para evitar o 

reconhecimento por anticorpos neutralizantes; e, durante a reativação da 

latência, podem evitar a detecção e a eliminação pelo sistema imunológico, 

uma vez que a replicação viral ocorre predominantemente nas células 

neuronais, que são menos acessíveis às células imunes (58–61). 
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O HSV é um vírus neurotrópico com capacidade de estabelecer um 

estado de latência no hospedeiro, um fenômeno bioquímico complexo que 

influencia a persistência e recorrência das infecções. É dentro dos neurônios 

sensoriais que a infecção latente é estabelecida. Após a replicação primária do 

HSV na mucosa oral ou genital, o vírus é capaz de infectar os dendritos neurais 

dos gânglios sensoriais que inervam esses tecidos e, após o transporte 

retrógrado associado aos microtúbulos até o corpo celular do neurônio, o vírus 

encontra diferentes programas de expressão gênica que ditam o destino do 

neurônio: replicação lítica ou infecção latente. O genoma do vírus latente é 

retido de forma estável dentro dos neurônios sensoriais e é caracterizado pela 

repressão de todos os genes virais líticos. Em resposta a uma variedade de 

estímulos diversos, o vírus pode periodicamente reativar para retomar a 

replicação viral e produzir vírus infeccioso, que é transportado de forma 

anterógrada de volta à periferia para facilitar a infecção das células epiteliais e 

consequente transmissão (62).  

Em contraste com o programa lítico, os únicos transcritos detectáveis 

durante a latência são os genes associados à latência (LATs). Os LATs são um 

conjunto de RNAs colineares transcritos de um locus dentro das regiões de 

repetição do genoma viral das células neuronais, encontrados tanto no gânglio 

trigêmeo quanto no gânglio sacral, locais de estabelecimento da latência do 

HSV-1 e HSV-2, respectivamente (35). Embora diferentes modelos de infecção 

e metodologias específicas possam afetar a eficiência do estabelecimento e 

reativação da latência, esses dados fornecem um argumento convincente de 

que as deficiências observadas na reativação de mutantes deficientes em LAT 

são resultado da ablação de uma função codificada por LAT responsável por 

aumentar a eficiência do estabelecimento da latência. No entanto, outros 

estudos observaram uma competência de reativação pobre de vírus LAT-

negativos quando as cargas de DNA do vírus latente são comparáveis ao vírus 

selvagem tanto em camundongos (63,64) quanto em coelhos (65), sugerindo 

que os LATs influenciam a latência durante múltiplas fases da infecção.  

Os produtos genéticos virais do ciclo lítico geralmente não são 

detectados em neurônios infectados de forma latente e vários estímulos podem 

induzir a reativação. Em neurônios cultivados, também foram identificados 
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vários estímulos, tais como: privação de NGF (66–68), inibidor da histona 

desacetilase Trichostatina A (69), forscolina (70), repressor precoce indutível 

de AMP cíclico (71), ativação de proteína quinase C por forbol miristateacetato 

(72), hipertermia transitória (73) ou adição de dexametasona (74).  

Estudos mostraram que o processo de latência do HSV é controlado por 

linfócitos T CD4+ auxiliares e linfócitos T CD8+ citotóxicos que se mantêm 

justapostos à bainha nervosa (75–77). Essa proximidade permite uma resposta 

imunológica rápida e específica no caso de reativação viral, impedindo a 

disseminação do vírus e a manifestação de sintomas clínicos. As células T 

CD8+ de memória produzem interferon-gama (IFNγ), que exerce uma 

diminuição parcial do efeito sobre a replicação viral inicial dentro dos neurônios, 

enquanto a falta dessas células promove a reativação (78,79). Essas células T 

CD8+ podem direcionar seus receptores para os neurônios infectados e liberar 

grânulos líticos de Granzima B. A Granzima B induz vias apoptóticas em 

fibroblastos, porém não em neurônios, onde cliva a proteína viral ICP4, 

necessária para a transcrição dos genes precoce e tardio, essenciais à 

replicação do HSV. Assim, a replicação viral precoce pode ser limitada, 

favorecendo, em última análise, a latência viral sem efeitos letais para o 

neurônio (80).  

Interações moleculares nos gânglios mostram a relação inversa entre 

LATs e proteínas líticas. A ativação compreende a transcrição ativa de RNA 

viral e alta expressão de proteínas líticas acompanhada por baixa produção de 

LATs. Nesse processo de latência, o material genético viral encontra-se em 

formato epissomal, o qual é uma adaptação que permite ao vírus estabelecer e 

manter a latência de forma eficaz, garantindo ao mesmo tempo a integridade e 

função do neurônio hospedeiro. Ao contrário da integração do DNA viral ao 

genoma do hospedeiro, que pode causar mutações e disfunção celular, a forma 

epissomal do DNA viral permite que o neurônio mantenha sua função normal 

enquanto hospeda o vírus em um estado latente (35).  

Já a latência compreende o controle da expressão das proteínas do HSV 

em neurônios, no gânglio, por células T CD8+ residentes no local. IFN-γ e 

granzima B são liberados pelas células T do hospedeiro e podem inibir a 

expressão proteica, sendo possível observar a alta produção de LATs e a baixa 
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produção de proteínas líticas. A presença estratégica e a coordenação entre os 

linfócitos T CD4+ auxiliares e T CD8+ citotóxicos nas proximidades da bainha 

nervosa destacam a participação de células da imunidade adaptativa na 

regulação do processo de latência do HSV. Essa interação dinâmica fornece 

uma linha de defesa crucial contra a reativação viral, A retenção prolongada 

dos linfócitos T CD8+ nos gânglios nervosos infectados sugere que, mesmo na 

ausência de replicação viral ativa, o sistema imunológico mantém uma 

presença persistente de células de memória no local da latência.  

Além da resposta inicial, a formação de células de memória é crucial 

para uma resposta mais rápida e eficaz em casos de recidiva herpética. Um 

dos avanços mais significativos na história da imunologia e medicina é o 

desenvolvimento de vacinas, que são ferramentas poderosas para prevenir e 

controlar a propagação de doenças virais, uma vez que o reconhecimento 

antecipado de agentes virais é fundamental para uma resposta imunológica 

eficaz. As vacinas capitalizam essa ideia, apresentando ao sistema 

imunológico uma versão inativa (vírus inativo) ou fragmentos do vírus, 

permitindo que as células imunológicas aprendam a reconhecer e responder 

rapidamente ao vírus invasor, formando uma memória imunológica duradoura. 

As vacinas podem induzir imunização ativa artificial, estimulando a produção de 

anticorpos e células de memória que persistem por longos períodos. Ainda, a 

administração de anticorpos específicos (imunização passiva) também é uma 

estratégia, oferecendo proteção imediata em situações de exposição aguda ao 

vírus (81). A evolução das tecnologias de vacinas trouxe inovações 

significativas com vacinas de mRNA, por exemplo, como as desenvolvidas 

contra a COVID-19, representando uma abordagem revolucionária, instruindo 

as células a produzirem proteínas virais para desencadear uma resposta 

imunológica robusta (82).  

Atualmente, não há vacinas disponíveis contra os HSVs e uma das 

hipóteses é devido à natureza recorrente da infecção e a latência do vírus nos 

gânglios nervosos desafiam a criação de respostas imunológicas duradouras 

(83). A prevenção total da infecção primária e da latência pode ser difícil 

porque o vírus ganha acesso aos gânglios nervosos por transporte axonal 

retrógrado e não por disseminação virêmica. Nesse contexto, vacinas 
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terapêuticas - que atuam estimulando o próprio organismo a combater a 

doença - emergem como promissoras ferramentas biomédicas, oferecendo 

uma perspectiva inovadora no combate a essa infecção persistente. O 

desenvolvimento da vacina terapêutica Shingrix para Herpes Zoster e de uma 

vacina profilática para o vírus varicela-zoster aumentou os esforços para a 

vacina contra o HSV devido às similaridades entre os dois vírus, especialmente 

em relação à latência (84).  

Diversas abordagens já foram exploradas em vacinas contra as doenças 

causadas pelos vírus HSVs. Por exemplo: a vacina VC2, que é produzida com 

o vírus vivo atenuado do HSV-1, mostrou-se protetiva contra o HSV-2 em 

modelo de porquinho-da-Índia (85). Ainda: vacinação imunoterapêutica com 

glicoproteína viral gD recombinante (86,87); imunoterapia com a estratégia de 

vacinação prime pull em porquinhos-da-Índia utilizando a proteína 

ribonucleotídeo redutase (RR2) juntamente com a quimiocina CXCL11 (88); 

estratégia de prime pull utilizando quimiocionas (89), aminoglicosídeos (90) e 

adjuvantes como o imiquimod (91); e imunização oral com adjuvante lipídico 

Liporale®, seguido de aplicação vaginal de agentes inflamatórios como DNFB 

ou CXCL9/10 (92). 

Outra estratégia inovadora que vem sendo estudada é a aplicação da 

nanotecnologia no desenvolvimento de uma vacina ou imunoterapêutico contra 

os HSVs. Já existem inúmeros estudos demonstrando nanocápsulas, 

nanoesferas, nanoemulsões, microemulsões e hidrogéis com atividade 

antiherpética (93–105). As nanopartículas são utilizadas como veículos para a 

entrega de moléculas ou fármacos – sistema conhecido como drug delivery – 

pois elas podem ser projetadas para direcionar moléculas especificamente às 

células infectadas por vírus, permitindo a liberação controlada no local da 

infecção. Ainda, devido à sua característica protetora, conseguem manter a 

molécula mais estável e protegida contra a degradação até que alcancem as 

células-alvo. A nanotecnologia também possibilita a combinação de diferentes 

terapias em uma única formulação. Por exemplo, nanopartículas podem ser 

carregadas com múltiplos agentes antivirais ou com moléculas que atuam em 

diferentes estágios do ciclo de vida do vírus herpes, aumentando assim a 

eficácia do tratamento (106–108). No entanto, até o momento, não há 
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nanopartículas aprovadas para o tratamento do herpes genital. A pesquisa em 

nanotecnologia para essa finalidade ainda está em estágios iniciais de 

desenvolvimento e avaliação. Embora haja estudos promissores demonstrando 

o potencial das nanopartículas na entrega de moléculas para diversas doenças, 

incluindo infecções virais, ainda não houve uma aprovação específica para o 

tratamento do herpes genital.  

 

1.3 Tratamentos para os HSVs  

 

Atualmente, o tratamento disponível contra os HSVs inclui 

medicamentos antivirais como Valaciclovir®, Famciclovir® e Aciclovir. O 

Valaciclovir® utiliza o composto ativo aciclovir e atua inibindo seletivamente a 

DNA polimerase viral, interrompendo a replicação do DNA viral, levando à 

redução da carga viral e ao alívio dos sintomas associados às infecções. O 

Famciclovir® possui o mesmo mecanismo de ação que o Valaciclovir®, mas 

utiliza o composto ativo penciclovir. Uma vez incorporado ao DNA viral, o 

penciclovir-TP atua como um terminador da cadeia, interrompendo a síntese do 

DNA viral e inibindo a replicação viral subsequente (109,110). No entanto, o 

medicamento mais utilizado é o aciclovir, que é administrado por via oral, tópica 

ou intravenosa. Após a administração oral, ele é rapidamente absorvido pelo 

trato gastrointestinal. Seu principal método de ativação é através da 

fosforilação por uma enzima viral específica, a timidina quinase, presente nas 

células infectadas com herpes. Essa fosforilação converte o aciclovir em 

aciclovir monofosfato. Após a fosforilação inicial, o aciclovir monofosfato é 

convertido em aciclovir trifosfato (aciclovir-TP) pelas enzimas celulares. Essa 

fosforilação sequencial ocorre por meio de quinases celulares, e é essencial 

para a atividade antiviral do aciclovir. O aciclovir-TP é um análogo de 

nucleosídeo que se assemelha ao desoxiguanosina trifosfato (dGTP), um 

componente fundamental para a replicação do DNA viral. No entanto, quando 

incorporado no DNA viral em replicação, o aciclovir-TP atua como um inibidor 

competitivo da DNA polimerase viral. Ele interrompe a síntese do DNA viral ao 

ser incorporado na cadeia de DNA em crescimento, pois não permite a adição 

de nucleotídeos subsequentes. Uma vez que o aciclovir-TP é incorporado ao 



31 
 
 
DNA viral, ele age como um "terminador" da cadeia. Isso significa que a síntese 

do DNA viral é interrompida precocemente, resultando na produção de 

fragmentos de DNA não funcionais. Como resultado, a replicação viral é inibida 

e a propagação da infecção é controlada. O aciclovir tem uma alta seletividade 

para as células infectadas pelo herpesvírus, pois sua ativação depende da 

presença da enzima viral timidina quinase. Isso significa que as células não-

infectadas pelo herpesvírus têm uma capacidade muito limitada de ativar o 

aciclovir, reduzindo assim a toxicidade para as células saudáveis (111,112). 

 

1.4 Peptídeo imunodominante dos HSVs (SSIEFARL) 

 

A grande maioria dos linfócitos T CD8+ justapostos à bainha neuronal 

são mantidos nesse sítio através da expressão de um epítopo imunodominante 

do HSV (113). Os epítopos imunodominantes são peptídeos - fragmentos de 

proteínas virais ou bacterianas - que têm uma forte capacidade de estimular a 

resposta do sistema imunológico. Em contextos virais, esses peptídeos são 

apresentados por moléculas de histocompatibilidade  nas células infectadas, e 

os linfócitos T reconhecem esses complexos MHC/epítopos como sinais de 

infecção. Além disso, peptídeos imunodominantes têm sido explorados como 

candidatos a componentes de vacinas, já que podem induzir respostas 

imunológicas específicas (114,115).  

O SSIEFARL é um epítopo imunodominante murino que está localizado 

na glicoproteína B  viral do HSV (116,117). O primeiro estudo que faz menção 

ao peptídeo demonstrou que as células T reconhecem um complexo antigênico 

de peptídeos ligado aos produtos da classe I ou da classe II do MHC (118) 

(Figura 2). Um estudo posterior realizado em camundongos C57Bl/6 

demonstrou resultados interessantes, sugerindo que acima de 50 % das 

células T CD8+ específicas para HSV-1 direcionam-se ao SSIEFARL (119). A 

ideia de um imunoterapêutico contra HSV utilizando o peptídeo SSIEFARL para 

aumentar a resposta local já foi demonstrada por Rouse, B.T. e colaboradores 

em 2002, imunizando camundongos com oligodeoxinucleotídeos (ODN) 

contendo CpG combinados com SSIEFARL. Os resultados obtidos mostram 

que o sistema conseguiu gerar uma população de T CD8+ específica, porém, 
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com valores mais baixos se comparados ao grupo imunizado com vaccinia 

vírus juntamente com SSIEFARL (120). Ainda, foi possível definir o início da 

resposta mediada por células T CD8+ à infecção cutânea pelo HSV-1 utilizando 

um receptor de células T (TCR) SSIEFARL-específico, demonstrando que a 

resposta imune à infecção viral localizada depende apenas da presença de 

células apresentando antígeno derivado do vírus e começa com uma rapidez 

notável (121).  

Em estudo posterior, no ano de 2004, pesquisadores mostraram que a 

imunização de camundongos com o peptídeo SSIEFARL combinada com o 

ligante Toll-like receptor 9 (TLR9) na ausência de ativação de células T CD4 + 

auxiliares gera uma resposta de memória de células T CD8 + funcionalmente 

prejudicada. No geral, os resultados do estudo indicam que a boa resposta das 

células T CD8 + de memória à imunização com peptídeos pode ser alcançada 

usando procedimentos coestimulatórios no momento da imunização inicial ou 

de recall (122). Ainda, outras estratégias de imunização foram relatadas com o 

peptídeo SSIEFARL juntamente com a interleucina 15 (IL-15) (123) e IL-15 

juntamente com a interleucina 21 (IL-21) (124). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Apresentação de antígeno e reconhecimento celular. Células apresentadoras de 

antígeno (APCs) como células dendríticas e macrófagos capturam o vírus e apresentam seus 

epítopos ligados a moléculas de MHC Classe I para linfócitos T CD8+ naive. Os epítopos, 

como o peptídeo SSIEFARL, se ligam a receptores de células T (TCRs), promovendo a 
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expansão clonal e a geração de linfócitos T CD8+ específicos onde, no caso do SSIEFARL, 

acima de 50 % das células geradas são SSIEFARL-específicas (125). 

 

Muitas das células T CD8+ que se infiltram e são retidas no gânglio 

trigêmeo infectado são específicas ao HSV e potencialmente contribuem para a 

manutenção da latência do HSV-1 (126). Além disso, as proteínas β e γ1 do 

HSV-1, que são expressas antes da síntese de DNA viral, são alvos principais 

de células T CD8+, e a imunodominância de SSIEFARL (acima de 50 %) 

dentro do repertório de TCR é provavelmente devido à frequência ou 

características de expansão e sobrevivência dos precursores de células T 

CD8+ (127). Esse estudo realizado por Hendricks, R.L. e colaboradores 

destaca a importância do SSIEFARL e, juntamente com estudos prévios, 

demonstra que esse peptídeo imunodominante pode ser um candidato 

promissor para uma nova estratégia de imunização contra o HSV. Além disso, 

em 2016, outro estudo mostrou a expansão de células T CD8+ SSIEFARL-

específicas, bem como células T CD8+ produtoras de IFNγ e tumor necrosis 

factor alpha (TNFα), após tratamento com um complexo de Interleucina 2 (IL-2) 

(128).  

Em um contexto de infecção genital por HSV-2, a presença de células T 

citotóxicas é crucial para a resolução da infecção, assim como a presença de 

células residentes de memória (TRM) em tecidos de barreira é crítica para 

respostas imunológicas protetoras duradouras. Trabalhos anteriores mostraram 

que essas células no tecido podem ser estabelecidas “puxando” células T 

efetoras vírus-específicas da circulação para a mucosa genital por meio da 

aplicação vaginal tópica de quimiocinas em camundongos, sinalizando uma 

ativação robusta da via de sinalização de IFN, incluindo a regulação positiva da 

expressão de quimiocinas no tecido (129). Em um estudo promissor, 

pesquisadores demonstraram que uma única aplicação tópica de neomicina, 

um antibiótico barato e não tóxico para a vagina, é suficiente para puxar células 

T CD8+ para a mucosa vaginal e fornecer proteção contra infecção por herpes 

genital em camundongos (90). 

 

1.4.1 Linfócitos T Residentes de Memória (TRM) 
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Existem três tipos principais de linfócitos no sistema imunológico: 

linfócitos B, linfócitos T e células natural killer, cada um desempenhando um 

papel específico na resposta imunológica. Os linfócitos B são responsáveis 

pela produção de anticorpos, que são proteínas especializadas na 

neutralização de patógenos, opsonização para facilitar a fagocitose pelos 

macrófagos e ativação do sistema complemento. Os linfócitos T estão 

envolvidos em respostas imunes mediadas por células e existem dois principais 

subtipos: os linfócitos T CD4+ e os linfócitos T CD8+. Os linfócitos T CD4+ 

auxiliam na ativação de outras células do sistema imunológico, como os 

linfócitos B, macrófagos e células T CD8+, além de desempenhar papéis 

importantes na regulação da resposta imune. Os linfócitos T CD8+, por sua 

vez, são citotóxicos e são capazes de reconhecer e destruir células infectadas 

por vírus ou células cancerígenas. Já as células NK são um tipo de linfócito 

citotóxico que desempenha um papel na resposta imune inata, sendo capazes 

de reconhecer e destruir células infectadas por vírus ou células tumorais sem a 

necessidade de ativação prévia. As células NK também secretam citocinas que 

modulam a resposta imune, influenciando a atividade de outros tipos de células 

imunológicas (130). 

Até então, a literatura relatava a formação de dois subtipos de linfócitos 

T após uma infecção por um determinado patógeno: linfócitos T centrais de 

memória (TCM) e linfócitos T efetores de memória (TEM), ambos circulando 

entre órgõs linfóides secundários e corrente sanguínea, com os TEM circulando 

também em tecidos não-linfóides (131). Os centrais de memória residem 

principalmente nos linfonodos e no baço e são caracterizados por uma alta 

expressão de receptores de coestimulação e pela capacidade de se proliferar 

rapidamente e se diferenciar em células efetoras após reencontrarem seu 

antígeno específico; são considerados também uma reserva de células T de 

memória, prontas para serem recrutadas em resposta a uma reexposição ao 

antígeno. Os linfócitos T efetores de memória têm um maior potencial para se 

proliferar e diferenciar em células efetoras, produzindo citocinas de forma mais 

rápida e eficiente do que durante a resposta primária. Contudo, após o 

descobrimento de células de memória presentes em tecidos não-linfóides por 

muito tempo após a resolução de uma infecção (132), pesquisadores 
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demonstraram um outro grupo de linfócitos chamado de linfócitos T residentes 

de memória  (133), os quais são caracterizados por se estabelecerem em um 

tecido não-linfóide, permanecendo nesse mesmo sítio por um determinado 

tempo, sem sinais de saída pra corrente sanguínea e/ou órgões linfóides 

secundários (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Linfócitos T de memória. Dentre os linfócito T de memória que são produzidos a partir 

de uma infecção, Linfócitos T centrais de memória (TCM) e linfócitos T efetores de memória 

(TEM) circulam entre órgãos linfoides secundários e corrente sanguínea, enquanto os TEM 

também circulam em tecidos não linfoides. Já os linfócitos T residentes de memória (TRM) se 

estabelecem em tecidos não linfoides, permanecendo nesse local por um período específico, 

sem demonstrar sinais de migração para a corrente sanguínea e/ou órgãos linfoides 

secundários (131,133). 

  

Os linfócitos TRM desempenham um papel crucial na resposta 

imunológica adaptativa, fornecendo uma defesa local eficaz contra patógenos 
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previamente encontrados, residindo permanentemente nos tecidos periféricos, 

proporcionando uma resposta imunológica rápida e específica no local de 

infecção. Este subconjunto de células T tem características transcricionais, 

fenotípicas e funcionais distintas que os diferenciam dos linfócitos T centrais e 

efetores de memória.  

Os TRM são caracterizados pela expressão de moléculas específicas e 

a expressão dessas moléculas pode variar de acordo com o tecido (Figura 4). 

A saída da célula de um órgão linfóide depende da expressão da molécula de 

receptor 1 sphingosine-1 phosphate (S1PR1) (134). Quando as células T 

reconhecem um antígeno cognato, elas reduzem transitoriamente a expressão 

do fator de transcrição semelhante a kruppel 2 (KLF2), um regulador positivo 

da transcrição de S1PR1 (135). A regulação negativa de S1PR1 está 

concomitantemente associada à expressão, na superfície celular, da lectina do 

tipo C, a integrina CD69 (136). Isso evita que células T ativadas recentemente 

deixem o órgão linfóide secundário até que estejam totalmente ativadas. Deve-

se notar que o reconhecimento do antígeno cognato não é o único sinal que 

modula o CD69. Por exemplo, interferon tipo I (IFN-I), interleucina 33 (IL-33) e 

TNFα e outras citocinas também induzem a regulação positiva de CD69 nas 

células T (137). Quando as células T naive, as que ainda não entraram em 

contato com nenhum patógeno, são originadas nos órgãos linfóides 

secundários, elas dão origem a células efetoras que migram por todo o 

hospedeiro e deixam uma população de memória que persiste por muito tempo 

após a eliminação do patógeno (138). As células de memória T CD8 + em 

muitos órgãos não-linfóides não possuem a molécula ligante de CD62, a 

CD62L (137), o qual é o fenótipo definidor de uma célula TEM. No entanto, as 

células T de memória derivadas de órgãos não-linfóides também expressam 

muitos marcadores não compartilhados por nenhuma população circulante de 

células T de memória no sangue (137,139). 
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Figura 4. Modelo de célula TRM de pele. A célula apresenta expressão de marcadores 

relacionados à resposta e à ativação (IFN, IL-2 e TNFα), adesão e identificação (CD69, CD49a 

e CD103), retenção (KLRG1, CXCR3 e CXCR6) e ausência de marcadores de saída do tecido 

(CD62L, S1PR1, CCR7 e CX3CR1). 

 

Examinando a dinâmica das alterações fenotípicas entre as células T 

CD8+ antivirais na mucosa do intestino delgado foi possível obter informações 

sobre a ontogenia das células TRM. Após infecções virais agudas em 

camundongos e humanos, as células T efetoras regulam transitoriamente a 

integrina α4β7, o que facilita a migração para o intestino delgado (133,140). 

Após a infecção viral aguda em camundongos, o α4β7 é rapidamente regulado 

negativamente após o tráfego para o intestino, sugerindo que as células T 

CD8+ efetoras recém-chegadas perderam a capacidade de reentrada após o 

ingresso (133). Esta perda de α4β7 está associada à regulação positiva in situ 

da integrina αeβ7 (também chamada de CD103) e CD69, à manutenção da 

granzima B e à regulação negativa da expressão de Ly6C e CD122 (139). Na 

pele, a molécula de CD103 consegue se ligar à molécula de E-cadherin, 

expressa em células epiteliais, apontando um forte indicativo associado à 
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residência tecidual. Estes dados indicam que muitas assinaturas fenotípicas de 

células TRM são adquiridas somente após a migração para os tecidos de 

residência de destino. Assim, as mudanças na localização estão ligadas às 

mudanças no fenótipo. Isso sugere que as células TRM, apesar do seu fenótipo 

semelhante à de uma célula efetora, podem não ser terminalmente 

diferenciadas. Observações recentes mostraram que os precursores das 

células TRM na pele e no intestino delgado são derivados de precursores de 

células T de memória menos diferenciados que expressavam baixos níveis de 

killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG1) (141,142). Por outro lado, muitas 

células T de memória recirculantes perdem a capacidade de adquirir 

assinaturas fenotípicas prototípicas associadas às células TRM após 

reestimulação e migração para a mucosa intestinal (139). Análises de 

componentes principais revelaram que as células TRM exibiam assinaturas 

transcricionais totalmente diferentes em comparação com células T naive, 

células TCM e TEM, sendo estas últimas bastante semelhantes entre si. 

Embora possam existir vários subconjuntos de TRM, uma descoberta 

importante foi que as células TRM em diferentes tecidos compartilhavam 

muitas transcrições em comum, sugerindo uma assinatura central (142). 

Evidências sugerem que citocinas dentro dos tecidos são responsáveis 

pelas assinaturas ou características das células TRM, embora apenas um 

número limitado de sinais tenha sido definido até agora (143). Por exemplo, o 

TGFβ induz a expressão de CD103 em precursores de células TRM (142) e o 

mesmo está prontamente disponível em muitas superfícies epiteliais, como na 

epiderme e no epitélio do intestino delgado (144). Ainda, a deficiência do 

receptor de TGFβ impede a regulação positiva do CD103 na pele, pulmão e 

intestino delgado (137,142), mostrando a grande importância dessa citocina na 

regulação das TRM. Funcionalmente, os TRMs humanos podem produzir 

rapidamente IL-2 e outras citocinas inflamatórias como IFNγ eTNFα, mas 

também expressam moléculas que atenuam a ativação, incluindo as moléculas 

inibitórias programmed death 1 (PD-1) e CD101, e a citocina reguladora 

interleucina 10 (IL-10) (145). Algumas moléculas relacionadas à saída da célula 

do tecido estão pouco expressas como o CD62L, marcador de uma célula 

TEM, caracterizando assim uma célula que não recircula e permanece 
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residente (146). Ainda, também apresentam uma reduzida expressão de 

moléculas de circulação, como a molécula de adesão vascular-1 (VLA-1), o que 

limita sua capacidade de entrar na corrente sanguínea (147).  

Estima-se que, durante uma infecção genital por HSV, após a ativação 

de linfócitos T CD8+ citotóxicos com apresentação do antígeno viral ligado a 

moléculas de MHC classe I, células TRM são formadas e mantidas nos tecidos 

genitais, como a mucosa vaginal, desempenhando um papel fundamental na 

vigilância imunológica, proporcionando uma resposta específica contra o vírus 

em locais de entrada. Em estudo realizado por Schiffer e colaboradores no ano 

de 2013 (35) mostrou que a recidiva do HSV-1 e HSV-2 é controlada, 

principalmente, pelos linfócitos T CD8+ residentes no tecido após a infecção 

inicial ou recidiva anterior. Durante uma infecção aguda, a resposta imune é 

mediada por linfócitos T CD8+, que possuem memória imunológica. O modelo 

apresentado na Figura 5 ilustra a dinâmica desses linfócitos na mucosa durante 

a infecção/recidiva do HSV-2 e o mesmo mecanismo pode ser aplicado 

também ao HSV-1 (35).  

 

 

Figura 5. Dinâmica de linfócitos durante a infecção/recidiva do HSV. O modelo mostra que o 

HSV é liberado contínua e lentamente devido à reativação simultânea do HSV em múltiplos 
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gânglios, o que leva à liberação do vírus em múltiplos locais da mucosa espacialmente 

discretos. Periodicamente, as células epiteliais são infectadas, levando à rápida disseminação 

viral, múltiplas células infectadas, formação de microúlceras ou úlceras (onde um grande 

número de queratinócitos são lisados e vírions são eliminados) e infiltração densa de células T 

CD4+ e CD8+. Após a contenção do HSV num único local, as células T persistem nesse local 

durante vários meses numa capacidade de imunovigilância, adquirindo um perfil de TRM. O 

HSV-2 é reativado em outros locais onde a densidade de linfócitos T CD4+ e CD8+ é menor, 

permitindo um episódio de eliminação no trato genital, que se inicia em uma região diferente;  

1) O HSV-2 (vermelho) goteja dos neurônios (células verdes longas) e infecta periodicamente 

células epiteliais (bordô), resultando na formação de lesões, onde altas densidades de 

linfócitos T CD4+ (azuis) e T CD8+ (verdes), e em menor extensão das DCs (roxo), circulam 

para eliminar a infecção viral (lado esquerdo); locais a apenas milímetros de distância da 

replicação do HSV-2 podem permanecer não infectados, e a densidade de células T nessas 

regiões permanece baixa (lado direito); 2) Três meses após a resolução da lesão herpética, o 

ponto de reativação apresenta maior quantidade de linfócitos T CD8+ em relação aos demais 

pontos; 3) Os níveis dessas células imunológicas diminuem gradualmente ao longo do tempo 

(lado esquerdo), tornando esses locais suscetíveis a episódios de eliminação de alto título nas 

semanas seguintes (lado direito). A recidiva acontece no ponto com menor quantidade de 

linfócitos T CD8+ (35). 

 

 Tendo em vista que acima de 50 % dos linfócitos T CD8+ gerados a 

partir de uma infecção por HSV em camundongos são contra o peptídeo 

SSIEFARL e que a geração e presença de células TRM no tecido infectado 

pode proporcionar uma resposta imune tecidual mais robusta, a hipótese é de 

que esse epítopo possa ser um candidato promissor para vacinas ou 

imunoterapia, diminuindo assim a frequência das recidivas virais. 

Embora o SSIEFARL seja um potencial candidato para estudos futuros, 

se trata de um peptídeo pequeno de 8 aminoácidos e, portanto, não pode ser 

aplicado de maneira livre e direta na mucosa genital. Esse fato é devido à 

presença de peptídeos antimicrobianos, células do sistema imune e proteínas 

líticas que estão presença na mucosa e poderiam degradar o peptídeo, 

causando a queda de sua bioatividade. Sendo assim, se faz necessário pensar 

em alternativas para utilização do peptídeo como imunoterapia sem que o 

mesmo seja degradado antes de ser reconhecido pelo sistema imune. 

 

1.5 Nanotecnologia 
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A nanotecnologia é um campo científico-tecnológico abrangente e 

transformador, dedicado à compreensão, controle e aproveitamento das 

propriedades da matéria em escala nanométrica, equivalentes a 1 bilionésimo 

de metro. Materiais com uma dimensão nessa escala podem exibir 

propriedades e características únicas, suscetíveis de serem exploradas em 

diversas aplicações tecnológicas. As propriedades dos nanomateriais estão 

revolucionando não apenas a ciência, mas também os setores industriais, 

impulsionando a criação de novos produtos e serviços. As inovações nessa 

área abrangem diferentes setores como energia, saúde e medicina, produtos 

de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, têxteis, agricultura, alimentos, 

automotivo, aeroespacial, meio ambiente, entre outras. A nanotecnologia é 

reconhecida como uma tecnologia estratégica e vital para o desenvolvimento 

econômico e social de grandes nações e blocos econômicos, incluindo os 

Estados Unidos, Coreia do Sul, Japão, União Europeia, Suíça, Rússia, 

Inglaterra e China. Vários desses países e blocos têm iniciativas nacionais 

dedicadas especificamente à nanotecnologia, destacando sua importância para 

o avanço global da ciência e da indústria (148).  

Richard Feynman, físico norte-americano, introduziu as bases do que 

viria a ser conhecido como nanotecnologia em sua palestra para a Sociedade 

Americana de Física, em 29 de dezembro de 1959, embora o termo em si não 

tenha sido empregado. A palestra entitulada “There's Plenty of Room at the 

Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics” é considerada como o 

ponto inicial da nanociência e da nanotecnologia (149). Contudo, foi o professor 

Norio Taniguchi, em 1974, quem cunhou pela primeira vez o termo 

"Nanotecnologia" para descrever “tecnologias que permitem a construção de 

materiais em uma escala de 1 nanômetro”.  

No Brasil, o Marco Legal da Nanotecnologia altera a Lei de Inovação 

Tecnológica (Lei 10.973/2004) uma vez que que inclui a nanotecnologia no 

conjunto dos setores beneficiados com medidas de incentivo à inovação e à 

pesquisa científica. Conforme o substitutivo, o Marco Legal da Nanotecnologia 

precisa fomentar o avanço científico, a investigação e a capacitação na 

disciplina. As iniciativas inovadoras devem aderir a princípios como precaução, 

sustentabilidade ambiental, solidariedade, responsabilidade do produtor, boa-
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fé, cooperação, lealdade e transparência entre todos os participantes do 

processo. 

A nanotecnologia é aplicada em uma ampla gama de setores, incluindo 

eletrônicos, medicina, energia, materiais, cosméticos, alimentos e agricultura, 

entre outros. Segundo relatórios de mercado e análises de várias fontes, como 

Grand View Research, MarketsandMarkets e Research and Markets, o 

mercado global de nanotecnologia é significativo e está em constante 

crescimento. Estima-se que a nanotecnologia valha centenas de bilhões de 

dólares e continue a crescer nos próximos anos com governos, empresas e 

instituições acadêmicas investindo bilhões de dólares em pesquisa e 

desenvolvimento anualmente. Esses investimentos alimentam a inovação, 

impulsionam a comercialização de novas tecnologias e contribuem para o 

crescimento do mercado global, proporcionando um impacto econômico 

significativo em nível global, criando empregos, impulsionando o crescimento 

econômico, aumentando a competitividade das empresas e gerando receita por 

meio da comercialização de produtos.  

Nas últimas décadas, a nanotecnologia tem sido amplamente aplicada 

na pesquisa farmacêutica para a fabricação de eficientes sistemas de entrega 

de fármacos chamados sistemas de drug delivery (SDDs). Conforme o cenário 

terapêutico tem evoluído, as tecnologias de entrega têm se adaptado 

rapidamente para atender às mudanças nas necessidades de distribuição de 

medicamentos. Há algumas décadas, medicamentos com moléculas pequenas 

dominavam o campo terapêutico e, devido à influência significativa das suas 

propriedades físico-químicas na biodisponibilidade, os esforços iniciais 

concentraram-se em melhorar a solubilidade, controlar a liberação, ampliar a 

atividade e ajustar a farmacocinética desses medicamentos (150,151). Com o 

tempo, novas classes terapêuticas surgiram, incluindo proteínas e peptídeos, 

anticorpos monoclonais, ácidos nucleicos e células vivas, oferecendo novas 

funcionalidades terapêuticas. No entanto, essas novas funcionalidades também 

trouxeram desafios adicionais, como a estabilidade (especialmente para 

proteínas e peptídeos), a entrega intracelular (especialmente para ácidos 

nucleicos) e a viabilidade e expansão celular. Como resultado, as estratégias 

de drug delivery precisaram evoluir para enfrentar esses novos desafios. 
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As nanopartículas apresentam inúmeras vantagens como 

biodisponibilidade, bioestabilidade, biocompatibilidade e facilitação do 

direcionamento de um medicamento de acordo com as características 

fisiopatológicas de um tecido específico (152). Além disso, os sistemas 

nanotecnológicos também podem transportar diferentes substâncias numa 

entrega mais seletiva do que os sistemas convencionais, uma vez que sua 

superfície pode ser funcionalizada com moléculas específicas que reconhecem 

e se ligam a alvos específicos no corpo, como células cancerígenas e essa 

funcionalização permite uma entrega mais direcionada dos ativos. Isso poderia 

minimizar os efeitos colaterais em tecidos saudáveis. Podem ainda ser 

projetados nanossistemas para liberar os fármacos de forma controlada e 

programada através de diferentes mecanismos, como liberação sensível ao pH, 

liberação estimulada por luz ou liberação controlada por enzimas presentes no 

ambiente biológico. Esse controle pode aumentar a eficácia terapêutica, 

proteger os ativos contra a degradação enzimática e a eliminação precoce no 

organismo, aumentando assim sua estabilidade e tempo de circulação no 

corpo. Devido à sua capacidade de entrega mais seletiva e eficaz, os sistemas 

nanotecnológicos podem permitir a redução da dose necessária de fármaco 

para alcançar o efeito terapêutico desejado (153–157).  

A classificação de SDDs é baseada na entrega de substâncias 

farmaceuticamente ativas a um órgão específico, por exemplo, fator de 

crescimento ou entrega de citocinas para acelerar e melhorar a reparação e a 

regeneração de tecidos (158–162). A compreensão do transporte de moléculas 

através do sistema vascular e em tecidos ou células levou ao estabelecimento 

de princípios farmacocinéticos e farmacodinâmicos (163,164). Como o 

relacionamento entre farmacocinética, farmacodinâmica e a eficácia, duração 

da ação e a toxicidade de pequenas moléculas tornou-se mais claro, os 

primeiros esforços concentraram-se no controle da dose e do regime de 

dosagem (isto é, a frequência de infusão e taxa de infusão) para melhorar a 

eficácia do medicamento (165,166). Esses estudos de farmacocinética e 

investigações clínicas lançaram as bases para SDDs de medicamentos 

projetados para alcançar cinética previsível de liberação durante um período 

específico usando quatro mecanismos de liberação de drogas: dissolução, 
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difusão, osmose e troca iônica (167), com a nanotecnologia desempenhando 

papel crucial nesse desenvolvimento de SDDs. 

Ao considerar aplicações de drug delivery, uma ampla categoria de NPs 

é explorada, pois elas oferecem a viabilidade de serem sintetizadas usando 

materiais orgânicos e inorgânicos que variam de lipídios, proteínas, polímeros, 

compostos naturais, metais e nanomateriais à base de carbono (Figura 6) 

(168,169). Recentemente, há um interesse crescente em nanopartículas 

biodegradáveis obtidas a partir de diferentes métodos, propriedades e 

características de liberação controlada, como as nanopartículas poliméricas. 

Nanopartículas poliméricas são sistemas vesiculares coloidais que 

incluem nanocápsulas, micelas poliméricas, nanogéis, nanofibras, nanoesferas 

e dendrímeros (170), dependendo de sua estrutura e organização. As 

nanocápsulas são compostas por um núcleo oleoso rodeado por um envelope 

polimérico, que pode ser constituído com diferentes tipos de polímeros como 

poli(lactídeo) (PLA), poli(glicolídeo) (PGA), poli(ácido lático-co-ácido glicólico) 

(PLGA)  e policaprolactona (PCL) (171), no qual moléculas podem ser 

dissolvidas dentro do núcleo ou presas na membrana polimérica (172–174). 

Esses polímeros têm inúmeras vantagens pois oferecem degradação 

controlada, minimizando a toxicidade e permitindo a liberação gradual de 

substâncias ativas (175). 
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Figura 6. Modelos de nanopartículas. Existem diversos tipos de nanopartículas contendo 

compostos orgânicos ou inorgânicos que podem ser utilizadas como sistemas de drug delivery. 

A escolha da nanopartícula ideal se dá de acordo com as propriedades de seus compostos e 

com as características da molécula a ser associada (176).  

 

Dentre os diversos polímeros que podem ser utilizados, destaca-se a 

PCL, a qual é um polímero biodegradável hidrolisado em condições fisiológicas 

no corpo humano e é considerado promissor para um SDD, pois também pode 

ser combinado com outros polímeros, propiciando diferentes propriedades 

físico-químicas à nanoestrutura e modular a cinética de degradação e os perfis 

de liberação (177,178). A cinética de degradação do polímero resultante 

dependerá das propriedades intrínsecas de cada componente na mistura. Por 

exemplo, se a PCL for misturada com um polímero que degrada mais 

rapidamente, como o PLA ou o PLGA, a taxa de degradação geralmente será 

aumentada. Por outro lado, se for misturada com um polímero que degrada 

mais lentamente, como o poli(óxido de etileno) (PEO), a taxa de degradação 

pode ser reduzida (179–181). 

A degradação in vivo da PCL, a qual possui uma temperatura de fusão 

de 59°C a 64°C (182), é caracterizada pela hidrólise das ligações éster da sua 

estrutura principal, além do ataque enzimático (183). A hidrólise do PCL ocorre 

de forma mais rápida em pH básico e em temperaturas mais elevadas, 

enquanto é mais lenta se comparada a outros polímeros, como o PLA e o 

PLGA (184). Por isso, essa característica torna a PCL mais adequada para 

aplicações de administração de medicamentos a longo prazo. 

Muitas vezes, as formulações podem ser incompatíveis com certas 

moléculas. Portanto, compreender as características dos compostos é 

essencial para garantir a eficácia do sistema. Nanocápsulas de núcleo lipídico 

formadas por um núcleo de organogel (mistura de monoestearato de sorbitano 

e triglicerídeo de cadeia média) demonstraram a capacidade de aumentar a 

capacidade de encapsulamento de ativos lipofílicos em até 40 vezes (185,186). 

Os  triglicerídos de cadeia média (TCMs) são triglicerídeos compostos por 

ácidos graxos de cadeia média, conhecidos por sua rápida absorção e 

metabolismo no organismo e sua natureza lipofílica os torna ideais para a 

incorporação e transporte de compostos hidrofóbicos (187). As nanopartículas 
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baseadas em TCM têm emergido como uma estratégia promissora na entrega 

eficaz de fármacos, pois utilizam as propriedades desses lipídeos para 

melhorar a biodisponibilidade e a estabilidade de agentes terapêuticos. A 

escolha do TCM como núcleo de nanopartículas oferece diversas vantagens, 

desde a capacidade de transporte de diferentes tipos de fármacos até a 

minimização de efeitos colaterais (188). 

Como as nanopartículas ficam em suspensão aquosa, o uso de 

tensoativos hidrofílicos em nanoformulações é fundamental para evitar a 

agregação das nanopartículas na suspensão com formação de micelas na 

interface (189). O polissorbato 80 (Tween® 80) é um dos mais utilizados em 

nanoformulações. Sua estrutura química consiste em um grupo hidrofílico de 

polioxietileno (POE) ligado a uma cadeia lipofílica de sorbitano e essa 

combinação de características hidrofílicas e lipofílicas confere ao Tween® 80 

uma característica de estabilizador da suspensão durante a formulação das 

nanopartículas através da capacidade de adsorção na interface entre a fase 

aquosa e a fase lipídica, reduzindo assim a tensão superficial, podendo 

também influenciar na cinética de liberação de compostos encapsulados, 

proporcionando uma liberação controlada e prolongada (190–192).  

Com a nanotecnologia sendo amplamente aplicada a compostos 

hidrofóbicos, como fármacos, é possível observar um gap na literatura em 

relação ao encapsulamento e entrega de compostos hidrofílicos, que é o caso 

de biomoléculas, como os peptídeos, já que elas podem não ser encapsuladas 

de forma eficiente em núcleos orgânicos ou oleosos de nanocápsulas 

poliméricas. 

 

1.5.1 Nanotecnologia no carreamento de peptídeos 

 

Os peptídeos, fragmentos de proteínas e, principalmente os que 

apresentam propriedades bioativas, têm despertado crescente interesse nas 

áreas farmacêuticas e biomédicas em razão de suas propriedades 

imunoterapêuticas. Por exemplo, peptídeos tumor-específicos ou tumor-

associados podem ser usados para estimular respostas imunes direcionadas 

contra células cancerosas (193). Em doenças autoimunes, situação na qual o 
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sistema imunológico ataca erroneamente tecidos saudáveis do corpo, os 

peptídeos podem ser usados para modular as respostas imunes e restaurar a 

tolerância imunológica (194). Ainda, peptídeos podem ser usados como 

imunoterapia para combater doenças infecciosas, incluindo infecções virais, 

bacterianas, fúngicas (195) e também em doenças inflamatórias crônicas, 

como artrite reumatoide, doença inflamatória intestinal e psoríase (196).  

A aplicação dos peptídeos como moléculas terapêuticas clinicamente 

viáveis começou com a descoberta e isolamento do hormônio insulina, de 51 

aminoácidos, que se tornou  o primeiro medicamento peptídico comercialmente 

disponível, permitindo que pacientes diabéticos atingissem um controle 

glicêmico rígido (197). A oxitocina, o primeiro hormônio peptídico a ser 

disponibilizado sinteticamente em 1954, também tem sido exemplificada há 

muito tempo por sua eficácia clínica na indução do parto em caso de não-

progressão do parto (198). Após essa descoberta, o progresso foi lento até 

1963, quando Bruce Merrifield desenvolveu uma maneira rápida e fácil de 

produzir peptídeos por síntese em fase sólida  (199). Desde então, a síntese 

química de peptídeos foi revolucionada e muitos peptídeos foram preparados 

para essa abordagem terapêutica (200).  

No entanto, a aplicação clínica de peptídeos, muitas vezes, é limitada 

por sua instabilidade, degradação rápida e por sua biodisponibilidade poder 

variar dependendo da rota de administração, formulação e suas propriedades 

específicas (201–205). Uma alternativa para superar esses desafios é o uso da 

nanotecnologia, que proporciona o encapsulamento ou associação de 

peptídeos, envolvendo a incorporação dessas moléculas em sistemas de 

entrega para melhorar sua estabilidade e eficácia (201,202). Além disso, 

peptídeos em um sistema de drug delivery apresentam muitas vantagens 

quando comparados aos sistemas sintéticos, pois apresentam melhor 

biocompatibilidade, propriedades bioquímicas e biofísicas, e redução/ausência 

de toxicidade (202). A conjugação de nanopartículas com ligantes específicos, 

como peptídeos de reconhecimento, pode melhorar a seletividade e direcionar 

os sistemas de entrega encapsulados para os locais desejados no organismo, 

aumentando a eficácia terapêutica e reduzindo os efeitos colaterais (202,206). 
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Até o momento, existem cerca de 60 peptídeos que atingiram o 

mercado, mais de 150 peptídeos estão em ensaios clínicos ativos, cerca de 

260 peptídeos estão, atualmente, sendo testados em humanos e mais de 400 

peptídeos em estudos não-clínicos (207). Estudos recentes têm se concentrado 

no desenvolvimento de métodos eficientes de carreamento de peptídeos. Por 

exemplo, o encapsulamento de peptídeos anticancerígenos como um SDD tem 

o potencial de reduzir a toxicidade hemolítica (para peptídeos catiônicos) (208), 

superar o problema de curta circulação das moléculas, melhorar a estabilidade 

sérica e metabólica, e oferecer proteçãocontra a rápida eliminação pelo corpo 

(209). Ainda, há vantagens como a liberação controlada das moléculas, 

especificamente no local do tumor, através do projeto de sistemas de 

distribuição de medicamentos responsivos a estímulos (pH, temperatura e 

formulações acionadas magneticamente) ou via funcionalização de ligantes de 

nanocarreadores (210), além de facilitar a entrega intracelular eficiente da 

substância para atingir alvos subcelulares graças ao uso de materiais 

fusogênicos e endossomolíticos e a coentrega de múltiplos medicamentos para 

efeitos sinérgicos usando um único SDD (202).  

Diversos sistemas de entrega têm sido explorados, incluindo lipossomas, 

micelas, nanogéis, nanocápsulas e nanofibras, cada um com suas vantagens e 

desvantagens (211–215). Os lipossomas são vesículas formadas por 

bicamadas lipídicas que podem encapsular peptídeos hidrofílicos e 

hidrofóbicos. Estudos demonstraram que lipossomas modificados com 

polímeros biocompatíveis podem melhorar a estabilidade dos peptídeos 

encapsulados e promover uma liberação controlada, aumentando assim a 

eficácia terapêutica (206,215,216). Nanocápsulas poliméricas também tem se 

destacado como uma excelente alternativa e pesquisas mostram que elas 

podem proteger peptídeos contra a degradação enzimática, facilitar sua 

absorção e prolongar sua circulação sanguínea, resultando em uma melhoria 

significativa na eficácia terapêutica (217–219). Ainda, o desenvolvimento de 

nanofibras também tem ganhado destaque, proporcionando um meio eficaz de 

encapsulamento de peptídeos (170,220–222). Embora os avanços no 

encapsulamento de peptídeos estejam adiantados, desafios persistem, como a 

otimização da formulação para diferentes tipos de peptídeos e a garantia de 



49 
 
 
sua eficácia e segurança para uso a longo prazo. No entanto, representa uma 

abordagem inovadora para superar os desafios associados à entrega de 

peptídeos específicos.  

A formulação de nanopartículas de núcleo lipídico, onde seus 

componentes nucleicos exibem altos valores de equilíbrio hidrofílico-lipofílico 

(EHL), pode melhorar a eficiência de associação (EA) de moléculas hidrofílicas, 

como peptídeos (223). Uma nanopartícula polimérica contendo óleo de babaçu 

(BBS) foi recentemente desenvolvida para encapsular o fármaco diclofenaco 

sódico como um modelo de substância polar (223) e, portanto, mostra que o 

óleo de babaçu pode ser uma excelente alternativa para encapsular outras 

moléulas polares, como é o caso do peptídeo SSIEFARL. 

O uso do óleo de babaçu como matéria-prima para nanoformulações 

ainda é pouco investigado, entretanto sua incorporação dentro do núcleo das 

nanopartículas pode melhorar o encapsulamento de moléculas, já que é sólido 

em temperatura ambiente e pode promover a formação de um núcleo viscoso. 

(224). Contudo, ainda não há certeza sobre o seu ponto de fusão dentro do 

núcleo da nanopartícula. Um estudo conduzido por Rodrigues e colaboradores, 

em 2014, revelou que o EHL do óleo de babaçu é de 11,5 (225). Esse valor, 

que é considerado alto, sugere uma interação com moléculas polares. O EHL é 

uma propriedade crucial que auxilia na previsão do comportamento do 

processo de emulsificação, indicando o tipo de emulsão que será formada. 

Emulsionantes com baixo valor de EHL tendem a favorecer a formação de 

emulsões água-em-óleo (A/O), enquanto emulsionantes com alto valor de EHL 

resultam em emulsões óleo-em-água (O/A). Assim, ao conhecer o valor de 

EHL, é possível antecipar o comportamento esperado da emulsão, oferecendo 

orientação prática durante o processo (226,227).  

 

1.5.1.1 Babaçu 

 

O babaçu pertence à família Arecaceae (Palmae) e aos gêneros 

Orbignya e Attalea, sendo mais comumente encontrado no Norte e Nordeste do 

Brasil (228). O fruto desta planta produz amêndoas que são compostas por 

mais de 60 % de óleo (229). O óleo é extraído do côco de babaçu (Figura 7)  e 
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tem sido utilizado para diversos fins medicinais, pois apresenta propriedades 

laxantes, vermífugas, antitumorais e anti-inflamatórias (230–234). A exploração 

do babaçu representa uma excelente estratégia para o uso sustentável da 

biodiversidade brasileira, devido às suas múltiplas aplicações e usos 

potenciais. Por ser fonte de renda crucial para muitas famílias do estado do 

Maranhão (235) - responsável por cerca de 93 % da produção total de babaçu 

no Brasil -, a exploração do babaçu  gera recursos sustentáveis e promove o 

sustento das comunidades locais e do país (236). Todas as partes da palmeira 

são aproveitadas: as flores são utilizadas em artesanato, as folhas para 

construção de telhados e alimentação animal, enquanto o fruto possui diversas 

aplicações, dependendo da camada correspondente. Por exemplo, o 

mesocarpo é usado na produção de farinha, etanol e possui também 

finalidades medicinais (237).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Babaçu e óleo extraído do côco do babaçu. (Imagem adaptada de 

https://www.conceptaingredients.com/wp-content/uploads/2021/04/babacu-oil.png. Acesso em 

24 de fevereiro de 2024). 

 

Amplamente utilizado nas regiões tropicais do Brasil, o óleo do babaçu  

possui um perfil nutricional notável e demonstra potencial em várias áreas, 

desde a alimentação até a indústria cosmética (229). É composto por uma 

variedade de ácidos graxos (238), incluindo láurico (40–55 %), mirístico (11–27 

%), oleico (ômega 9) (10–16 %), esteárico (1,8 –7,4 %), palmítico (5–11 %), 

cáprico (1,2–8 %) e caprílico (6 %) (239,240). Sistemas nanoestruturados 

contendo BBS tem sido investigados como terapia para hiperplasia prostática 

benigna (241,242). Na imunologia, o extrato de babaçu consegue ativar células 

https://www.conceptaingredients.com/wp-content/uploads/2021/04/babacu-oil.png
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responsáveis pela fagocitose, como os macrófagos e as células dendríticas, 

podendo ativar o sistema imunológico (243). 

 

1.5.2 Nanotecnologia na produção de produtos imunoterapêuticos 

 

As diversas estratégias e sistemas de entrega desenvolvidos até agora 

mostram grande potencial para a imunoterapia baseada em peptídeos 

associados à nanotecnologia. As nanopartículas poliméricas representam uma 

classe versátil e promissora de nanomateriais com aplicações significativas na 

medicina e têm sido amplamente exploradas para uma variedade de 

aplicações, desde a entrega controlada de fármacos até a terapia gênica. 

Inclusive, muitas já são aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) 

para uso em diversas aplicações biomédicas, incluindo medicamentos, 

diagnóstico médico e terapia genética (Tabela 1).  
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Recentemente, nanopartículas em forma de haste (244) e  
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A biodisponibilidade de insumos farmacêuticos ativos (IFA) é um fator 

importante no desenvolvimento e aplicação desses ativos, com alguns sendo 

rejeitados pela indústria farmacêutica devido à baixa biodisponibilidade e/ou 

desempenho abaixo do ideal. A biodisponibilidade dos fármacos é limitada 

devido à sua baixa solubilidade em água e/ou baixa permeabilidade da 

membrana. Sessenta e cinco por cento do corpo humano é composto de água, 

portanto, um medicamento deve ter uma certa hidrofilicidade ou polaridade 

para ser solúvel em água. Ao mesmo tempo, estes fármacos devem apresentar 

uma certa lipofilicidade ou apolaridade para serem capazes de atravessar as 

membranas celulares lipofílicas.  

Esses requisitos levaram ao sistema de qualificação biofarmacêutica de 

medicamentos onde: medicamentos de Classe I tem alta biodisponibilidade e 

não oferecem nenhum desafio; por outro lado, os medicamentos da Classe IV 

provavelmente nunca chegarão ao mercado; já os medicamentos de Classe II e 

Classe III tem biodisponibilidade reduzida devido à sua baixa solubilidade e 

baixa permeabilidade da membrana, respectivamente. O sistema de 

qualificação biofarmacêutica de medicamentos é um conjunto de práticas e 

testes utilizados para avaliar e garantir a qualidade, segurança e eficácia dos 

medicamentos. Essa abordagem é essencial para garantir que os 

medicamentos produzidos e comercializados atendam aos padrões regulatórios 

e ofereçam os resultados terapêuticos esperados aos pacientes. A qualificação 

biofarmacêutica envolve uma série de etapas, incluindo a caracterização dos 

ingredientes ativos e excipientes utilizados na formulação do medicamento, a 

avaliação da estabilidade do produto ao longo do tempo, a determinação das 

vias de administração e dosagem adequadas, entre outros. Isso é fundamental 

para garantir que as diferentes formulações produzam resultados terapêuticos 

comparáveis (245). Muitas pesquisas são dedicadas à obtenção desses 

medicamentos baseada no desenvolvimento de SDDs e indicam que polímeros 

biodegradáveis naturais, seminaturais, sintéticos e híbridos servem como um 

marco no design e desenvolvimento de SDDs, melhorando o manejo e cura do 

tecido danificado, diminuindo os efeitos colaterais e melhorando a 

farmacodinâmica do substância (246,247). 
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1.5.3 Nanotecnologia para drug delivery em mucosas 

 

As nanopartículas enfrentam várias barreiras biológicas durante seu 

transporte no corpo, o que pode restringir a eficácia da entrega de SDDs 

baseados em NPs (248). O muco, uma camada viscosa e pegajosa de hidrogel 

que reveste a superfície de tecidos mucosos, como os olhos, vias aéreas 

pulmonares, trato gastrointestinal e trato genitourinário, é um exemplo típico de 

barreira biológica (249). O muco é principalmente composto por fibras de 

mucina interligadas e entrelaçadas, formando uma estrutura semelhante a uma 

malha. Assim, o muco evoluiu sua função para proteger a mucosa contra 

corpos estranhos por meio de obstrução estérica e/ou interações de ligação. As 

nanopartículas entregues aos tecidos mucosos são facilmente aprisionadas e 

removidas pelo muco, limitando assim a eficácia desses sistemas (250). Para 

superar a barreira do muco, nanopartículas mucoadesivas e mucopenetrantes 

têm sido propostas sucessivamente. Por exemplo, pesquisadores que foram 

pioneiros no desenvolvimento de nanopartículas muco-penetrantes descrevem 

que, conjugando as nanopartículas com uma alta densidade de polietilenoglicol 

(PEG) de baixo peso molecular, é possível observar a absorção aprimorada de 

fármacos e a melhora no tratamento localizado (251,252).  

Outro exemplo é o caso de nanopartículas semi-elásticas relatadas 

como capazes de atravessar rapidamente o muco intestinal para alcançar uma 

maior biodisponibilidade oral (253). Esses achados sugerem a viabilidade de 

modular as propriedades físico-químicas das nanopartículas para superar a 

barreira do muco, possibilitando a aplicação de sistemas de drug delivery em 

mucosas. 

Estima-se que 70 % de todos os patógenos que infectam um hospedeiro 

o fazem através das mucosas. Isso é devido à proximidade desses sítios com o 

ambiente externo como, por exemplo, a mucosa vaginal, a qual é 

continuamente exposta a substâncias externas e patógenos infecciosos (254). 

Infecções vaginais afetam principalmente mulheres em idade reprodutiva, 

tornando-se assim a razão mais frequente para consultas ginecológicas. 

Embora as infecções vaginais não tenham uma taxa de mortalidade alta, esses 

distúrbios podem estar associados ao parto prematuro, aborto espontâneo, 



55 
 
 
doença inflamatória pélvica, endometriose e aquisição ou contágio de várias 

infecções sexualmente transmissíveis, além do estigma associado à infecções 

genitais (255). O tratamento para tais infecções pode incluir o uso de 

medicamentos tópicos e/ou sistêmicos. No caso de uma doença ou distúrbio 

local, o uso tópico de um produto vaginal evita que quantidades significativas 

do fármaco atinjam o sistema circulatório, reduzindo efeitos colaterais. Além 

disso, esse tipo de formulação também permite a autoadministração e 

raramente requer auxilio para a aplicação (256).  

Recentemente, tem havido um crescente interesse em nanocarreadores 

para fármacos vaginais, pois são considerados uma estratégia que oferece 

propriedades desejáveis como liberação controlada,  direcionamento específico 

para penetração no tecido e entrega intracelular ou extracelular (257,258). Em 

uma infecção por herpes genital, por exemplo, a maioria dos medicamentos 

disponíveis são análagos de nucleosídeos que bloqueiam a replicação do DNA 

viral (259). Esses tratamentos para o HSV são eficazes na redução das 

manifestações clínicas; no entanto, não previnem casos de recidivas, não 

curam a infecção e seu uso prolongado pode levar ao desenvolvimento de 

resistência aos medicamentos (260). Portanto, novas alternativas têm sido 

exploradas no desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevenção 

contra o herpes genital.  

Encapsular peptídeos em nanopartículas pode ser uma estratégia para a 

entrega do mesmo na mucosa. Além disso, SSIEFARL é um bom modelo 

murino para condução de estudos in vitro e in vivo na infecção por HSV-2. Em 

modelo humano, estudos também demonstraram peptídeos específicos de 

HSV-1 e HSV-2 reconhecidos por células T CD4+ e T CD8+ em biópsias do 

trato reprodutivo feminino ou por análise de predição de epítopos, mostrando 

que a utilização de epítopos imunodominantes pode ser uma excelente 

alternativa para o desenvolvimento de um tratamento eficaz (261,262). Em 

estudo prévio, o SSIEFARL já foi considerado adequado para 

nanoencapsulação e o sistema produzido apresentou, ainda, algumas 

propriedades imunoadjuvantes, mostrando a possibilidade do sistema em ser 

utilizado para melhorar a resposta imune contra o herpes (97). 
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Atualmente, nanopartículas estão sendo estudadas para controlar 

infecções por HSV-2. Como exemplo, nanopartículas de óxido de zinco 

mostraram atividade antiviral significativa tanto nos modelos in vitro quanto nos 

modelos in vivo de infecções por HSV-2. Em um estudo conduzido por Antoine 

et al. (2012), foram utilizados três diferentes estratégias de tratamento: 

profilático, terapêutico e de neutralização. Em todos, as nanopartículas de 

óxido de zinco mostraram resultados  no bloqueio de infecções por HSV-2 

(263,264). Outro estudo demonstrou a possibilidade de usar nanopartículas 

poliméricas de PLGA como agentes antivirais, pois as mesmas têm a 

capacidade de penetrar o muco, mostrando que nanopartículas de aciclovir 

monofosfato penetram o muco e possuem uma maior retenção e distribuição 

do fármaco proporcionando assim uma proteção eficaz contra o desafio com 

HSV-2 (265). Orlowski et al. (2014) desenvolveram nanopartículas de prata 

modificadas com ácido tânico com boas propriedades antivirais tanto in vitro 

quanto in vivo, bloqueando diretamente a ligação e a penetração viral. No 

geral, os autores demonstraram que as nanopartículas de prata modificadas 

com ácido tânico representam um potencial microbicida para infecção por HSV 

nos tecidos mucosos (266). Produtos antivirais com propriedades adjuvantes 

adicionais impulsionaram a resposta imunológica  antiviral, não apenas durante 

a infecção primária, mas também mais tarde, durante infecções recorrentes 

(267).  

Outros estudos envolveram o desenvolvimento de nanopartículas de 

PLGA carregadas com moléculas para a administração intravaginal de siRNA 

para a prevenção de infecções genitais por HSV-2 em camundongos. As 

nanopartículas de PLGA foram projetadas para interferir na infecção por HSV-2 

por meio da redução mediada por siRNA da nectina, uma proteína da célula 

hospedeira. Dessa forma, a sobrevivência dos camundongos, inoculados 

intravaginalmente com uma dose letal de HSV-2 e tratados com nanopartículas 

de PLGA, aumentou consideravelmente para mais de 28 dias em comparação 

com os camundongos não-tratados. Além disso, esse sistema oferece uma 

plataforma de entrega segura que emprega materiais já aprovados pela FDA e 

que podem ser modificados para melhorar a entrega de outros microbicidas 

(268). Em outro estudo, as nanopartículas carregadas com o fármaco 
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Ftibamzone, o qual é utilizado no tratamento para HSVs pois inibe a replicação 

viral, aumentaram significativamente a solubilidade e a absorção da ftibamzona 

em comparação com o fármaco livre, e mostraram um potencial para serem 

usadas como um sistema de entrega eficaz para tratar o herpes genital (269). 

Mais recentemente, pesquisadores mostraram que a entrega de nanopartículas 

de curcumina no trato vaginal poderia reduzir a inflamação local nos tecidos 

causada pelo HSV-2, e as suas propriedades anti-inflamatórias no trato vaginal 

poderiam potencialmente reduzir a gravidade da infecção por HSV-2 (270).  

No entanto, a principal limitação da via vaginal é representada pelos 

mecanismos fisiológicos de remoção devido à dinâmica dos fluidos vaginais e 

às forças biomecânicas naturais que são responsáveis pela baixa permanência 

das formulações no local de ação/absorção (271). Uma abordagem proposta 

na literatura para solucionar esse problema consiste no uso de formulações 

mucoadesivas, que são capazes de prolongar a permanência do medicamento 

na mucosa vaginal ao formar ligações físicas e químicas com o muco, como os 

hidrogéis. Os hidrogéis têm emergido como uma plataforma versátil para drug 

delivery. Estudos como o de García-Astrain et al. (2021) indicam que hidrogéis 

podem ser projetados para fornecer uma liberação sustentada de fármacos, 

sendo particularmente úteis em aplicações locais, como no tratamento de 

feridas ou doenças articulares (272). 

 

1.5.4 Nanopartículas em um sistema de hidrogel 

 

Géis são redes que possuem tanto as propriedades coesivas dos sólidos 

quanto as características de transporte difusivo dos líquidos. Copolímeros em 

bloco são amplamente utilizados industrialmente nos estados sólido e 

borrachoso e são utilizados como elastômeros termoplásticos, com aplicações 

em modificação de impacto e adesão sensível à pressão (273). São sólidos 

porosos e tendem a ser elasticamente macios e reativos osmoticamente. Géis 

reversíveis referem-se àqueles que têm a capacidade de criar, quebrar e 

modificar as ligações responsáveis por manter a rede unida. Géis que não têm 

essa capacidade porque são mantidos juntos por ligações covalentes são 

chamados de géis permanentes (274).  
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O Pluronic® F-127 (Poloxâmero 407, PF-127) é um gel (275–278) 

utilizado como veículo para a maioria das vias de administração, incluindo 

tópica (279,280), intranasal (281), vaginal (282), retal (283), e o potencial uso 

do PF-127 como uma pele artificial também foi relatado (275). Nos últimos 

anos, o PF-127 tem atraído interesse no desenvolvimento de sistemas de 

entrega dérmica e transdérmica, com o objetivo de promover, melhorar ou 

retardar a permeação de medicamentos através da pele, considerando que, 

para sistemas de entrega tópicos, é desejável a acumulação na pele com 

permeação mínima, enquanto para entrega sistêmica, o comportamento oposto 

é preferido (284). Ainda, é considerado termossensível e termorreversível, uma 

vez que permanece solúvel em temperaturas de 2 a 10º C e geleifica acima 

dessa temperatura (283), podendo ser transformado da forma solúvel para a 

forma geleificada e vice-versa.  

Esse polímero tribloco, composto por blocos de polietileno e 

polipropileno, demonstra propriedades únicas que o tornam ideal para 

formulações nanotecnológicas (278,285). Uma das aplicações mais notáveis do 

gel na nanotecnologia é sua capacidade de formar micelas inversas na 

formulação de micelas nanométricas, proporcionando um sistema eficaz para a 

solubilização de compostos hidrofóbicos, essencial em diversas áreas, como a 

entrega de fármacos (286). Pesquisas exploraram o uso de géis 

termossensíveis como o PF-127 para a entrega localizada de fámacos, 

permitindo a liberação controlada e prolongada (287–291). Além disso, o gel 

tem sido empregado como agente redutor e estabilizante na síntese de 

nanopartículas metálicas (288,292–294) e na engenharia de tecidos e 

regeneração celular (295–297). Ainda, podem ser adaptados para fornecer 

suporte mecânico e ambiental para o crescimento celular, permitindo a criação 

de estruturas tridimensionais que mimetizam o microambiente natural (298).  

NanoSSIEFARL é uma suspensão aquosa esbranquiçada. Todavia, 

esse sistema é demasiado líquido para ser aplicado na mucosa genital de 

camundongos, uma vez que os animais precisariam ser anestesiados durante 

um longo período para que ocorresse a absorção das NPs na mucosa antes 

que os animais pudessem lamber a região, removendo a suspensão. 
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Portanto, uma alternativa seria transformar a nanopartícula em um 

sistema de hidrogel para facilitar sua aplicação in vivo na mucosa. 

Alguns testes foram feitos utilizando o PF-127 com a NanoSSIEFARL – 

denominado GelNanoSSIEFARL (Figura 8), transformando o sistema 

líquido em um termohidrogel para facilitar a aplicação na mucosa. Outros 

estudos já demonstraram o uso do PF-127 para aumentar a permeação 

das nanopartículas e o uso do gel no desenvolvimento de medicamentos 

já foi aprovado pelo FDA em concentrações de até 40 % (299,300). 

Estudo desenvolvido por Cone et. al em 2012 mostrou que 

nanopartículas de poliestireno penetram rapidamente no muco 

cervicovaginal humano se o mesmo foi pré-tratado com concentrações 

suficientes de PF-127 (301). Portanto, o pré-tratamento das mucosas 

com PF-127 pode melhorar a eficácia das nanotecnologias 

convencionais de drug delivery de forma segura e se torna uma 

alternativa promissora para o desenvolvimento de nanopartículas a 

serem aplicadas na mucosa vaginal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. GelNanoSSIEFARL. A nanopartícula previamente produzida contendo o peptídeo 

SSIEFARL (NanoSSIEFARL) foi incorporada ao gel PF-127 na concentração de 20 %.  
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1.5.5 Aplicações da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) na 

Nanotecnologia 

 

Para caracterizar sistemas de drug delivery como nanopartículas 

poliméricas, são necessários métodos de quantificação adequados e validados 

para avaliar parâmetros farmacêuticos, como o teor. A pesquisa conduzida por 

Li et al. em 2017 destaca como a técnica é empregada para determinar a 

pureza de nanofármacos, avaliar a eficiência de encapsulação de fármacos em 

nanocarreadores e monitorar a liberação controlada de fármacos ao longo do 

tempo (302). 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) tem desempenhado 

um papel crucial na análise e caracterização de moléculas associadas à 

nanoestruturas. A capacidade da CLAE de separar, identificar e quantificar 

componentes em uma amostra, aliada à sua sensibilidade e precisão, tornou-a 

uma ferramenta essencial para assegurar a qualidade dos produtos na escala 

nanométrica e a técnica tem sido amplamente utilizada para a análise de 

moléculas associadas à nanopartículas, nanotubos, nanofibras e 

nanocompósitos, pois representa uma importante ferramenta para a 

caracterização físico-química desses sistemas (303). Vários parâmetros 

cromatográficos são avaliados para otimizar e validar um método analítico: 

deve-se encontrar uma fase móvel apropriada, temperatura da coluna, 

comprimento de onda e gradiente que proporcione compatibilidade e 

estabilidade adequadas da substância, bem como dos produtos de degradação 

e impurezas.  

A validação de metodologia analítica é um processo crucial na indústria 

farmacêutica para garantir que os métodos utilizados para testar a qualidade, 

segurança e eficácia dos produtos sejam confiáveis, precisos e robustos. O 

Conselho Internacional de Harmonização de Requisitos Técnicos para Registro 

de Medicamentos de Uso Humano (ICH) fornece diretrizes abrangentes para a 

validação de metodologia analítica, conhecidas como ICH Q2(R1) (304). De 

acordo com as diretrizes do ICH, a validação de metodologia analítica deve 

abordar os seguintes parâmetros principais:  
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• Especificidade: o método deve ser capaz de distinguir a 

substância de interesse de outros componentes presentes na 

amostra, como impurezas, degradantes e matriz da formulação; 

• Precisão: refere-se à proximidade entre resultados obtidos em 

repetições do mesmo experimento, indicando a reproducibilidade 

e a variabilidade do método; 

• Exatidão: avalia o quão próximo o valor medido está do valor real 

ou aceito, fornecendo uma medida da acurácia do método; 

• Linearidade: verifica a resposta do método em relação à 

concentração da substância analisada dentro de um intervalo 

específico, demonstrando se a resposta é proporcional à 

concentração; 

• Intervalo: determina a faixa de concentração em que o método é 

preciso, exato e linear; 

• Limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ): são os 

níveis mais baixos de concentração da substância que podem ser 

detectados e quantificados com precisão e confiabilidade pelo 

método. 

 

Além desses parâmetros, o ICH também enfatiza a importância da 

validação do sistema cromatográfico, se aplicável, incluindo a escolha da fase 

móvel, coluna cromatográfica, condições de separação e detecção. Após a 

conclusão da validação, um relatório de validação deve ser preparado, 

documentando todos os experimentos realizados e os resultados obtidos. Este 

relatório é submetido às autoridades regulatórias como parte do processo de 

registro do novo medicamento. A conformidade com as diretrizes de validação 

analítica do ICH é essencial para garantir a confiabilidade dos resultados dos 

testes e a segurança dos produtos farmacêuticos. 

Outro aspecto relevante é a caracterização de nanomateriais em 

produtos comerciais, já que a CLAE tem sido utilizada para verificar a 

uniformidade de lotes de nanomateriais em produtos como protetores solares, 

produtos cosméticos e alimentos, podendo ser aplicada para analisar a 

presença e a concentração de substâncias em formulações comerciais, 
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garantindo a conformidade com regulamentações de segurança (305). Além 

disso, a CLAE é frequentemente complementada por outras técnicas, como a 

Espectrometria de Massas (MS), para uma caracterização mais abrangente.  

Neste projeto, foi possível desenvolver, caracterizar e validar uma 

metodologia específica para a quantificação do peptídeo imunodominante 

SSIEFARL do HSV utilizando a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com 

detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).  

Uma metodologia de cromatografia já foi previamente apresentada na 

análise de uma nanopartícula para encapsular o peptídeo SSIEFARL (97). 

Contudo, a metodologia não tinha sido validada seguindo as recomendações 

do ICH e foi feita utilizando CLAE com detector de fluorescência. Ainda, se 

tratava de uma nanopartícula com propriedades diferentes. Portanto, a 

importância de uma metodologia analítica específica e validada para o 

SSIEFARL é porque a mesma poderia ter a capacidade de ser aplicada para a 

detecção e caracterização de outras nanopartículas poliméricas que 

encapsulam diferentes peptídeos, já que, como mencionado anteriormente, o 

encapsulamento de biomoléculas é um processo que possui inúmeras 

dificuldades e a validação de uma metodologia é um grande passo para que 

novas nanopartículas e metodologias possam surgir. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

• Desenvolvimento de um sistema nanoestruturado para o 

encapsulamento de peptídeos para aplicação em mucosa genital e 

validação de metodologia analítica específica. 

 

2.1.1 Específicos 

• Validação de metodologia analítica para SSIEFARL utilizando 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência; 

• Associar o peptídeo SSIEFARL a nanopartículas poliméricas de núcleo 

lipídico contendo óleo de babaçu; 

• Caracterizar as nanopartículas em termos de distribuição de tamanho, 

índice de polidispersão, potencial zeta e pH; 

• Incorporar SSIEFARL às nanopartículas e caracterizá-las quanto 

distribuição de tamanho, índice de polidispersão, potencial zeta, pH, 

morfologia, teor e eficiência de encapsulação; 

• Avaliar o perfil de liberação in vitro do SSIEFARL associado nas 

nanopartículas; 

• Avaliar a citotoxicidade e a fagocitose de NanoSSIEFARL.  
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3 ARTIGO CIENTÍFICO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
POLYMERIC NANOPARTICLES INCORPORATING SSIEFARL: 
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4 PRODUÇÃO DE GelNanoSSIEFARL 
 

Considerando que um dos objetivos seria utilizar NanoSSIEFARL para 

aplicação tópica na mucosa de camundongos, a nova formulação de 

nanopartículas incorporadas em uma matriz de hidrogel foi preparada utilizando 

o polímero Pluronic® F-127 (Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) como 

termohidrogel para facilitar seu uso em locais da mucosa e para aumentar a 

mucoadesão (306–309).  

 
 
5 EXPERIMENTOS IN VIVO 
 

Para avaliar se havia a presença de infiltrado inflamatório na mucosa 

tratada com NanoSSIEFARL, foram utilizados camundongos C57BL/6 fêmeas 

com 8 semanas de idade (n = 4).  

 
 

6 DISCUSSÃO  
 

Nosso grupo já desenvolveu uma nanopartícula contendo SSIEFARL 

com uma metodologia específica de CLAE  (97). Porém, a mesma apresentou 

baixa eficiência de associação do peptídeo (< 5 %), se tornando uma 

nanopartícula inviável para ensaios futuros. Ainda, a metodologia desenvolvida 

se baseava nos compostos da nanopartícula, os quais possuem diferenças 

para esta nova NP apresentada. Além disso, não foi demonstrada a validação 

da metodologia CLAE de acordo com as diretrizes do ICH. Portanto, aqui 

desenvolvemos uma nova formulação e validamos uma metodologia de acordo 

com o ICH considerando os seguintes parâmetros: seletividade, linearidade, 

precisão, robustez, limite de detecção e limite de quantificação.  

 
 

7 CONCLUSÕES 
 

Esta tese de doutorado teve como objetivo validar uma metodologia 

específica de CLAE para quantificar o peptídeo SSIEFARL – metodologia essa 

inédita na literatura - que apresentou parâmetros ótimos de caracterização 

exigidos pelo ICH. Ainda, produzir e caracterizar uma nanopartícula polimérica 
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de núcleo lipídico contendo óleo de babaçu para associar o peptídeo 

imunodominante SSIEFARL (NanoSSIEFARL).   
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ANEXO C – COAUTORIA DE ARTIGO 1 (PROJETO COVIDa*) 

*Projeto desenvolvido junto ao Laboratório de Imunoterapia durante a pandemia da COVID-19. 
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ANEXO D – COAUTORIA DE ARTIGO 2 (PROJETO COVIDa*) 

*Projeto desenvolvido junto ao Laboratório de Imunoterapia durante a pandemia da COVID-19. 
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ANEXO E – COAUTORIA DE CAPÍTULO DE LIVRO – “Interfaces entre Saúde e 

Educação” 
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