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RESUMO 

Trindade RA. Encapsulação das proteínas do veneno de abelha em microesferas de 
PLGA (poliéster de ácido láctico-co-glicólico) para imunoterapia [tese (Doutorado 
em Biotecnologia)]. São Paulo (Brasil): Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo; 2010. 
 

A Imunoterapia com veneno (VIT) tradicional utiliza injeções do alérgeno 
veiculados em tampão ou adsorvido em Al(OH)3 em um processo caro e demorado. 
Portanto, novas estratégias para melhorar a segurança e a eficácia da VIT, como a 
redução do número injeções, são de interesse geral, e propiciará maior adesão do 
paciente e maiores benefícios sócio econômicos. As microesferas (MS) de ácido poli 
láctico-co-glicólico (PLGA) têm sido amplamente utilizadas no transporte de drogas 
e proteínas. Nesta tese, foi apresentado um estudo sistemático para o 
desenvolvimento de uma nova formulação do veneno de abelha (BV) encapsulado 
em MS-PLGA para VIT. Primeiramente, foi estudada a estabilidade das proteínas do 
BV durante o processo de microencapsulação. Foram utilizados métodos 
espectroscópicos e biológicos para determinar os efeitos dos íons da série de 
Hoffmeister como estabilizantes do BV durante a fase de emulsificação na presença 
de solvente orgânico. Houve uma correlação entre as diferentes soluções salinas e 
as alterações na solubilidade e nas conformações estruturais do BV. Foi observado 
que o conteúdo em α-hélice foi bastante estável, com reduzida agregação de 
proteína ou exposição de resíduos hidrofóbicos, e uma pequena mudança no ângulo 
diédrico S-S. A agregação do BV foi evitada em 20% pelo caotrópico MgCl2. Este sal, 
na concentração 40 mM, foi utilizado para preparar uma formulação BV-MS-PLGA 
estável com atividade biológica preservada. Seguidamente, foram empregados 
métodos físicos e bioquímicos para analisar e caracterizar as diferentes 
formulações BV-MS-PLGA. Obtiveram-se MS com eficiência de encapsulação entre 
49-75% e que apresentaram perfis trifásicos de liberação do BV. As MS-PLGA de 34 
kDa-COOH foram as mais adequadas para a VIT pois apresentaram uma liberação 
inicial pequena (20%) seguida de uma liberação lenta também durante a fase de 
menor degradação do polímero. Ainda que algumas mudanças estruturais tenham 
sido observadas no BV liberado, seu reconhecimento imunológico foi mantido. 
Finalmente, foram realizados ensaios ex vivo e in vivo para analisar a eficiência 
biológica destes sistemas de veiculação. As formulações evitaram as reações 
inflamatórias causadas pelo contato direto do BV com o organismo. Observou-se 
aumento da taxa de fagocitose das partículas contendo BV, proporcionando a 
entrega do alérgeno diretamente ao meio intracelular. Além disso, com o uso 
destas formulações foi possível estimular a produção de anticorpos anti-BV 
comparável à VIT tradicional com as seguintes vantagens: proteção do organismo 
contra os efeitos deletérios das toxinas presentes no BV e a redução do número de 
injeções necessárias para se produzir o mesmo efeito imunológico. Portanto, as MS-
PLGA contendo BV são eficazmente superiores à VIT tradicional, e oferecem uma 
alternativa segura para a sua substituição. 
 
Palavras-chave: Imunoterapia com veneno. Alergia. Microesferas biodegradáveis. 
Liberação controlada de proteínas. Microesferas de PLGA. 



ABSTRACT 

Trindade RA. Encapsulation of bee venom proteins within PLGA (polyester of 
lactide-co-glicolide acid) microspheres for Immunotherapy [PhD thesis 
(Biotechnology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo; 2010. 
 

Traditional venom immunotherapy (VIT) uses injections of the allergen in buffer or 
adsorbed on Al(OH)3, in an expensive and time consuming way. Therefore, new 
strategies to improve the safety and efficacy of VIT, as reduction of the injections, 
are of general interest, and they would provide better patient compliance and 
socio economic benefits. Microspheres (MS) prepared with poly lactic-co-glycolic 
acid (PLGA) have been widely used in drug and protein delivery. In this thesis, it 
was presented a systematic study to develop a new formulation of bee venom (BV) 
encapsulated within PLGA-MS for VIT. First, it was studied the stability of BV 
proteins during the microencapsulation process. Spectroscopic and biological 
methods were used to determine the effects of ions from Hoffmeister series as 
stabilizers of BV during its emulsification in the presence of organic solvent. There 
was a correlation between the different salt solutions and changes in the solubility 
and structural conformations of BV. It was observed that α-helix content was fairly 
stable, with minimal protein aggregation, few exposures of hydrophobic residues 
and small changes in the S-S dihedral angle. The BV aggregations were avoided in 
20% by chaotropic MgCl2. This salt, in the concentration of 40 mM, was used to 
prepare stable BV-PLGA-MS formulations with preserved biological activity. 
Subsequently, we employed biochemical and physical methods for analyzing and 
characterizing the different BV-PLGA-MS formulations. Microspheres showed 
encapsulation efficiencies between 49-75%, and a triphasic release profiles of BV. 
The 34 kDa-PLGA-COOH-MS were most suitable for VIT since they presented a small 
initial release (20%) followed by a slow release, even lower during the polymer 
degradation. Although some structural changes were observed in the released BV, 
its immunological recognition was maintained. Finally, ex vivo and in vivo assays 
were performed to analyze the biological efficiency of these delivery systems. The 
formulations avoided the inflammatory reactions caused by direct contact of BV 
and organism. There was an increase in phagocytosis rate of particles containing 
BV, providing delivery of the allergen directly to the intracellular environment. 
Furthermore, these formulations could stimulate the production of anti-BV 
antibodies comparable to traditional VIT with the following benefits: protecting the 
organism against the deleterious effects of toxins present in BV and reducing the 
number of injections needed to produce the same immunological effect. 
Therefore, PLGA-MS containing BV are effectively superior to the VIT traditional 
and offer a safe alternative to its replacement. 
 
Key words: Venom immunotherapy. Allergy. Biodegradable microspheres. Protein 
delivery. PLGA microspheres. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Imunoterapia com veneno (VIT) 
 

Em países desenvolvidos, cerca de 20% da população sofre em 

decorrência das reações de hipersensibilidade do tipo I (mediada por IgE), que é o 

caso daquelas relacionadas aos venenos de modo geral. No caso do veneno de 

abelha (BV), existe uma estimativa que 0,8% a 5,0% dos indivíduos sofram com as 

reações sistêmicas seguidas às picadas de abelhas (Golden, 1989; Charpin et al., 

1994). As manifestações clínicas mais comuns são: conjuntivite, asma e reações 

anafiláticas mais graves que podem levar à morte (Steen et al., 2005). Estes 

sintomas são todos iniciados pela desgranulação de mastócitos quando suas IgEs de 

superfície interagem de forma cruzada com o alérgeno em questão. Embora 

existam tratamentos que proporcionam alívios imediatos dos sintomas, o único que 

previne novas reações é a VIT (Venom Immunotherapy).  

A VIT consiste de injeções repetidas de alérgenos específicos aos 

pacientes com condições sistêmicas mediadas por anticorpos da classe IgE, com o 

propósito de fornecer proteção contra sintomas alérgicos e reações inflamatórias 

associadas à exposição natural ao alérgeno. Outros termos têm sido empregados 

para a imunoterapia com alérgenos, tais como hipossensibilização ou 

dessensibilização alérgeno-específica. Ao agente alergênico terapêutico empregado 

é dado o termo de vacina de alérgeno (Li et al., 2003; Cox et al., 2007). A base 

imunológica da VIT consiste de uma mudança gradual do padrão da resposta imune 

contra o alérgeno, partindo de uma resposta predominantemente Th2, com 

produção maciça de IgE, para uma resposta Th1, com produção de IgG1 e IgG4 

(Venarske e DeShazo, 2003; Till et al., 2004) (Figura 1). 

Sabe-se que alguns passos são muito importantes para se alcançar a 

eficiência da VIT, a saber:  

 
(1) Deve-se evitar o tanto quanto possível a interação das IgE de 

superfície de mastócitos com o alérgeno, a fim de que a reação alérgica não seja 

desencadeada. A reação alérgica é em efeito cascata e de reações cumulativas, ou 
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seja, quanto maior a liberação de mediadores químicos alérgicos no local, tais 

como a histamina, maior será a resposta inflamatória subseqüente. Além disto, há 

uma regulação positiva na expressão de receptores para IgE (FCεRI) nos mastócitos 

(Macglashan et al., 1999). 

(2) Os alérgenos devem ser rapidamente retirados do tecido, via 

fagocitose, por células apresentadoras de antígenos (APCs). Isto facilitaria a 

indução da resposta imunológica via linfócito T, pois permitiria um estímulo 

constante contribuindo para a tolerância imunológica e para troca de resposta 

desejada sentido Th1. Esse evento de apresentação de antígeno pelas APCs possui 

tamanha importância que alguns estudos estão sendo realizados visando à 

administração de alérgenos por via intralinfática, de modo a estimular rapidamente 

uma resposta celular adequada via linfócito T sem a passagem pelos efeitos 

causados pela administração de alérgenos via subcutânea, ou seja, via mastócitos e 

basófilos teciduais (Martinez-Gomez et al., 2009). 

 

 
Figura 1 - Modulação da resposta imunológica no sentido Th1 como efeito da Imunoterapia (VIT). 

Fonte: Adaptado de Till et al., 2004. 
 

Apesar de a VIT tradicional ser um método de tratamento 

altamente eficaz (80-90% de prevenção para alergia ao BV), a sua indicação ainda é 

restrita aos casos mais graves de alergia e também aos pacientes que têm 

superexposição ao veneno (ex.: apicultores). Além disso, o custo do tratamento é 

alto e o tempo da VIT é extremamente longo, entre 3 e 5 anos (Muller, 1990; Muller 

e Mosbech, 1993; Golden et al., 1996). Estes fatos desestimulam a adesão do 

paciente ao tratamento.  
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Outra crítica que se faz à VIT é em razão dos efeitos colaterais 

como reações alérgicas sistêmicas graves seguidas às injeções (20-40% dos 

pacientes). Assim, a técnica ainda carece de melhoramentos no sentido de 

aumentar sua segurança e eficácia (Muller, 2003). Entre as novas propostas nesse 

campo, sugere-se: 

 

1. Pré-medicação com anti-histamínicos (Berchtold et al., 1992; 

Brockow et al., 1997; Herman e Melac, 1996; Reimers et al., 

2000); 

2. Venenos alérgicos recombinantes (Dudler et al., 1992; Soldatova 

et al., 1998; Valenta e Kraft, 2002; Jilek et al., 2004; Valenta e 

Niederberger, 2007); 

3. Imunoterapia com peptídeos epítopos específicos para 

receptores em linfócitos T (Dhillon et al., 1992; Carbalido et al., 

1993; Kammerer et al., 1997); 

4. Vacina de DNA (Spiegelberg e Raz, 2002; Jilek et al., 2001 e 

2004; Karamloo et al., 2002; Martinez-Gómez et al., 2007). 

 

Dentre essas novas propostas, e levando em consideração a 

dessensibilização contra alergia ao veneno de artrópodes, a única com eficiência 

clínica comprovada é a pré-medicação com anti-histamínicos. Porém, o que vale 

ressaltar aqui é que em se tratando especificamente do BV, é improvável que 

propostas que visem a dessensibilização utilizando codificantes ou proteínas 

isoladas e/ou purificadas sejam amplamente eficientes para todo e qualquer 

paciente alérgico ao veneno. Nesse caso, seria necessária a determinação 

específica de qual alérgeno, entre os diversos presentes no BV total, o paciente 

responderia, e assim a dessensibilização utilizaria apenas esse alérgeno, isso sem 

levar em consideração que o indivíduo poderia apresentar reações a mais de um 

alérgeno-específico.  

Podemos observar a grande variedade de proteínas e peptídeos dos 

mais diversos pesos moleculares e ações biológicas (Silva et al., 2008) no BV 

(Tabela 1). Embora nem todos apresentem alergenicidade, ao menos cinco destas 
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moléculas são responsáveis pelas reações alérgicas, a saber: melitina, fosfolipase 

A2, hialuronidase, fosfatase ácida, e o alérgeno C. Então é de suma importância 

que o indivíduo alérgico seja dessensibilizado com o extrato do veneno total, de 

modo a garantir que seu organismo responda adequadamente, independente da 

especificidade da alergia. 

A composição do BV pode ser dividida em 3 grupos: moléculas de 

baixo peso molecular, grandes peptídeos e enzimas (O’Connor e Nelson, 1968; 

Shipolin et al., 1976). Dentre as de baixo peso molecular, destacam-se as aminas 

biogênicas, que incluem principalmente a histamina, a dopamina, e a 

noradrenalina, as quais auxiliam o desencadeamento do processo inflamatório 

(Habermann, 1972).  

O grupo dos grandes peptídeos inclui a melitina, a apamina e o 

peptídeo MCD (desgranulador de mastócitos). Dentre estes, a melitina é o 

principal, por que embora apresente baixa alergenicidade (Schmidt, 1995; Bergamo 

et al., 2000) constitui cerca de 50% do peso seco total do BV.  A melitina 

desempenha importantes funções no desencadeamento nas reações alérgicas, 

principalmente por suas ações biológicas, tais como hemólise, citotoxicidade e 

cardiotoxicidade (Midoux et al., 1995; Riches et al., 2002; Sumikura et al., 2003; 

Chen et al., 2006). Acredita-se que a melitina seja a principal causa da morte por 

falha cardíaca em casos de picadas de abelhas em massa (Schmidt, 1995). 

No grupo das enzimas, a principal representante é a fosfolipase A2 

(PLA2), correspondendo a 12% do peso seco total do BV (O’Connor e Nelson, 1968, 

Shipolini et al., 1976). É também o principal alergênico, sendo, portanto, o mais 

importante fator desencadeador do processo anafilático (Schmidt, 1995). Além 

disso, possui uma importante ação miotóxica, gerando degeneração da musculatura 

esquelética (Gutiérrez e Ownby, 2003).  Ataques de abelhas em massa causam uma 

série de alterações sistêmicas, sendo a rabdomiólise um fenômeno comum nestes 

casos devido à ação da PLA2 (Franca et al., 1994). 
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Tabela 1 - Composição do veneno de abelha*.  

Componente Peso 
Molecular 

Peso seco 
(%) 

Toxicidade Alergeni-
cidade 

Peso molecular inferior a 1 000 Da 
Feromônios (voláteis)  185 - - - 

Histamina  111 1 Local - 
Dopamina  153 1 - - 
Noradrenalina  169 1 - - 
Aminoácidos  100- 200 1 - - 
Oligopeptídeos  200- 1000 14 - - 
Fosfolipídeos  100- 400 5 - - 
Carboidratos  180 2 - - 

Grandes peptídeos (1000 – 5000 Da) 
Melitina  2840 50 Hiperalgesia local, atividade 

lítica e de fusão em 
membranas biológicas, 
hemólise intravascular 
(Midoux et al., 1995; Riches 
et al., 2002; Sukimura et 
al., 2003; Chen et al., 
2006;). 

+ 

Apamina  2038 2 Convulsões devido à sua 
neurotoxicidade e 
complicações respiratórias 
em camundongos (Janicki et 
al., 1985). 

- 

Peptídeo 401 ou  
Peptídeo- MCD  

2593 2 Liberador de histamina 
(Gutiérrez e Ownby, 2003). 

- 

Tertiapina  2000 0.1 Liberador de histamina 
(Gutiérrez e Ownby, 2003). 

- 

Secapina  2660 0.5 - - 
Cardiopeptídeo  0.7 - - 

Enzimas 
Fosfolipase A2  19 000 12 Miotoxicidade (Gutiérrez e 

Ownby, 2003), hemólise 
intra-vascular (Midoux et al, 
1995; Chen et al, 2006; 
Riches et al, 2002; Sukimura 
et al, 2003). 

++++ 

Lisofosfolipase  22 000 1 Danos a membranas 
biológicas. 

- 

Hialuronidase  45- 50 000 2 Facilita a penetração dos 
constituintes do veneno no 
corpo (Habermann, 1972; 
Schmidt, 1995; Padavattan 
et al, 2007).  

+++ 

α-Glicosidase  170 000 1 - - 
Esterases - 1 - - 
Fosfatase ácida  49 000 1 - ++ 

Outros 
Adolapina  11 092 1 Analgesia, bloqueio do 

metabolismo do ácido 
hialurônico (Riches et al, 
2002). 

- 

Inibidor de protease  9 000 0.8 - - 
Alérgeno C  105 000 1 - + 

* Fonte: Adaptado de Silva et al., 2008. Com permissão do autor. 
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Analisando em conjunto, o que nós propomos nessa tese é algo 

simples do ponto de vista terapêutico e técnico: a microencapsulação do BV em 

microesferas biodegradáveis (MS) de PLGA (ácido poli-láctico-co-glicólico). O uso 

de uma formulação de BV microencapsulado: 

 
1. Possibilitaria reduzir o número de aplicações que o paciente receberia 

no decorrer do tratamento, em razão do efeito de liberação 

controlada desse tipo de carreador. As MS-PLGAs liberariam o BV em 

pequenas doses durante o tempo e isto simularia as múltiplas 

injeções da VIT tradicional.  

2. Diminuiria a toxicidade primária do BV por evitar o contato direto do 

organismo com grandes quantidades de toxinas. 

3.  Se o intuito da VIT de sucesso é impedir o interação cruzada do 

antígeno com os anticorpos da classe IgE anti-veneno de abelha na 

superfície dos mastócitos, ou ao menos reduzir essa interação a níveis 

sub-estimulantes, a encapsulação do veneno em microesferas 

impediria esse contato direto e rápido. Isto evitaria as reações 

subseqüentes à desgranulação dos mastócitos.  

4. O uso de MS biodegradáveis não introduziria no organismo nenhuma 

substância que pudesse ter efeito colateral ou desconhecido, visto 

que os produtos da sua degradação são prontamente metabolizados 

conforme será explicado adiante. 

 

1.2 Microesferas de PLGA 
 

Nos últimos 30 anos, as MS compostas de polímeros biodegradáveis 

e biocompatíveis têm sido amplamente estudadas como sistema de liberação 

controlada de proteínas e peptídeos, além obviamente de fármacos em geral. Por 

definição técnica, MS são formadas quando a substância encapsulada consiste de 

um líquido, solução, emulsão ou dispersão, e o tamanho das partículas estão 

compreendidas entre 1-100 µm de diâmetro (Saez et al., 2007).  
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Polímeros biodegradáveis e biocompatíveis, tais como poliláctico 

(PLA), poliglicólico (PGA), e seus co-polímeros (PLGA) têm sido os mais estudados 

para sistemas de liberação controlada para aplicação farmacológica na saúde 

humana e animal (Duran et al., 2006; Taluja et al., 2007). Entre estes, o PLGA 

(Figura 2) é o mais investigado, em parte devido a sua aprovação pelo FDA (Food 

and Drug Administration) (Taluja et al., 2007; Saez et al., 2007).  Para exemplificar 

sua importância em termos de sistemas de liberação controlada, podemos citar o 

Nutropin DepotTM, recombinante do hormônio de crescimento (GH), a primeira 

aplicação de longa duração aprovada pelo FDA para utilização pediátrica em 

deficiências do hormônio de crescimento. Com esta formulação pôde-se reduzir 

para uma ou duas doses mensais para se alcançar o mesmo efeito da terapia 

convencional, na qual eram necessárias múltiplas doses semanais (Johnson et al., 

1996). Alguns outros estudos também têm sido realizados para reverter vacinas de 

múltiplas doses em doses únicas, tais como antígeno vacinal da hepatite B (Feng et 

al., 2006). 

 

 
Figura 2 - Estrutura do poliéster de ácido láctico-co-glicólico. 

 

Os PLGAs são poliésteres obtidos pela poli-condensação de 

hidroxiácidos, ou pela polimerização a partir da abertura do anel de suas 

respectivas lactonas (Figura 3) (Gilding e Reed, 1981).  
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Figura 3 - Obtenção de poliésteres de PLGA.  

Fonte: Adaptado de Saez et al., 2007. 
 

O termo biodegradável refere-se à hidrólise espontânea de suas 

ligações ésteres no contato com fluídos biológicos ou artificiais. Essa reação produz 

ácido láctico e glicólico (Figura 4A) os quais são completamente metabolizados no 

ciclo de Krebs produzindo água e CO2 (Figura 4B) (Barbanti et al., 2005; Tamber et 

al., 2005). O termo biocompatível refere-se à carência de toxicidade (Athanasiou 

et al., 1996). 

As variáveis que afetam a velocidade de liberação do encapsulado 

podem ser controladas pela velocidade de degradação do polímero. Por sua vez, o 

polímero é degradado de acordo com sua constituição (ex.: a relação entre os 

ácidos glicólico e láctico), peso molecular e terminação carboxila, a qual pode ser 

livre (-COOH) ou metilada (-COOCH3). A morfologia e tamanho das MS também 

podem controlar a velocidade de saída do soluto encapsulado (Freiberg e Zhu, 

2004). O interessante é que existe no mercado PLGAs de diferentes pesos 

moleculares e composições (L/G), os quais podem ser escolhidos de acordo com a 

aplicação desejada (Taluja et al., 2007). 
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A. 

B. 

Figura 4 - A. Hidrólise do PLGA. B. Biometabolização via ciclo de Krebs.  
Fonte: Adaptação de Barbanti et al., 2005. 

 

Polímeros hidrofílicos (PGAs, ou PLGAs com terminações carboxila 

livres) facilitam a entrada de água na matriz das MS e consequentemente 

aumentam a velocidade de degradação da matriz e, consecutivamente, a 

velocidade de liberação do encapsulado. Já os polímeros mais hidrofóbicos (PLAs ou 

PLGAs com terminações carboxila metiladas) aumentam o tempo de residência dos 

solutos dentro da matriz polimérica porque a entrada de água necessária para a 

hidrólise é dificultada. Assim, a modulação da proporção de cada ácido presente, 

em casos de co-polímeros (PLGAs), controla para uma liberação mais lenta ou mais 

rápida do soluto (Jiang e Schwendeman, 2001; Bilati et al., 2005). Quanto maior for 

o peso molecular do polímero, também maior será o seu tempo de degradação e 

mais longo será o tempo de liberação do encapsulado. O perfil de liberação dos 

solutos encapsulados em MS-PLGA também depende, por sua vez, de fatores 

intrínsecos ao próprio soluto (Blanco e Alonso, 1998; Rouse et al., 2007). 

Proteínas encapsuladas em MS-PLGA são comumente liberadas 

seguindo um padrão trifásico. Inicialmente ocorre uma fase de “burst” (que é a 
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liberação ocorrida logo após as MS serem reidratadas). Essa liberação se dá nas 

primeiras horas de incubação. As proteínas que são liberadas nessa fase são aquelas 

que se encontram na superfície e nos poros mais superficiais das MS e saem por 

difusão. O perfil de liberação geral juntamente com os dois principais fatores que 

suportam essa liberação, difusão e erosão, é mostrado na Figura 5. Num segundo 

momento, ocorre uma fase de liberação lenta, que é dependente da hidrólise do 

polímero (degradação), que, portanto levará à liberação das proteínas retidas nas 

cavidades mais internas das MS, essa é a fase de maior influência do tipo de 

polímero utilizado na preparação das microesferas, como já citado anteriormente. 

A terceira fase ocorre após a erosão quase que completa do polímero, onde a 

liberação do restante das proteínas retidas volta a ocorrer de uma forma mais 

rápida (Hora et al., 1990; Cohen et al., 1991; Tamada e Langer, 1993; Göepferich, 

1996; Saez et al, 2007). 
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Figura 5 - Perfis de liberação de solutos de MS-PLGA. O perfil trifásico está em azul e o contínuo 

está em vermelho.  
 

Nesta tese, propusemos trabalhar com polímeros de diferentes 

massas molares e regiões carbóxi-terminais, a saber, polímero de 12 kDa, 34 kDa, e 

63 kDa, com carbóxi-terminal livres (COOH) ou metilados (COOCH3). Deste modo foi 

possível estudar a influência destas variáveis na liberação do BV.  

São empregadas várias técnicas para a produção de MS contendo 

peptídeos e proteínas:  

1. Método de emulsão simples (S/O/W), onde a proteína é 

diretamente dissolvida no solvente orgânico (Griebenow e Klibanov, 1996). 
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2. Método da suspensão, que envolve uma fina dispersão da 

proteína (previamente dissolvida em um excipiente sólido) em um solvente 

orgânico (Johnson e Herbert, 2003) 

3. Método da dupla emulsão (W1/O/W2) (Langer, 1990).  Este 

método é também conhecido como técnica da dupla emulsificação com evaporação 

do solvente. Nesse método o PLGA dissolvido em um solvente orgânico (geralmente 

CH2Cl2) é emulsificado em um meio aquoso. Essa dupla emulsão resultante é então 

agitada, sob baixa rotação, para evaporação do solvente. Após a precipitação do 

polímero são formadas MS sólidas contendo o encapsulado (Figura 6A) (Langer, 

1990).  

Esse método tem sido preferencialmente utilizado principalmente 

por permitir a encapsulação de compostos hidrofílicos. Entretanto quando se trata 

de proteínas ou peptídeos algumas considerações devem ser ressaltadas. Há 

formação de interfaces solvente orgânico/proteína ou solvente orgânico/solução 

aquosa que desestabilizam as proteínas resultando em adsorção, desnaturação e 

subseqüente agregação (Figura 6B). A agregação também pode ser causada pelo 

contato hidrofóbico entre PLGA e proteína durante o próprio processo de 

fabricação das MS (Figura 6).  
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A. 

 

B. 

 
Figura 6 - Esquema de preparo das microesferas de PLGA pelo método da dupla emulsão W1/O/W2 

(A) e efeitos deletérios pós-encapsulação (B).  
Fonte: Adaptado de Namur et al., 2007 e Taluja et al., 2007. 

 

Diante disso, e para amenizar esses efeitos deletérios sobre a 

proteína têm sido criadas algumas estratégias para protegê-las como: modificações 

do método; uso de aditivos de diferentes classes e modificações químicas. 

Dentre as modificações do método de preparo, podemos citar 

sucintamente a substituição da homogeneização pela sonicação ou agitação em 

vortex (Morlock et al., 1997; Zambaux et al., 1999). Outra possibilidade é eliminar 

a fase da primeira emulsão dissolvendo as proteínas diretamente na fase orgânica 

juntamente com o polímero, esse processo é chamado de sólido/óleo/água (s/o/w) 

(Castellanos et al., 2001). Em teoria, a proteína quando dissolvida no solvente 

orgânico demonstra menor flexibilidade do que em soluções mistas de solvente 

orgânico/água, levando à preservação das estruturas secundárias e, portanto 

menor desnaturação, mas para isso a proteína precisa ser liofilizada antes da 

microencapsulação e esse processo por si só poderá desestabilizar a molécula 

(Griebenow e Klibanov, 1996). Outra tentativa para se minimizar a interação do 

soluto na interface água/solvente orgânico é o congelamento da fase aquosa antes 

da primeira emulsificação seguido por pulverização do material congelado e 

emulsificação sob baixas temperaturas. Esta técnica tem mostrado bons resultados 
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na microencapsulação de DNA plasmidial e do próprio GH (Johnson et al, 1997; 

Ando et al., 1999; Cleland et al., 2001). Resumindo, do ponto de vista tecnológico, 

não há mais nenhum obstáculo técnico para encapsulação de proteínas em MS-

PLGA.  

Para se evitar ou minimizar as degradações das proteínas durante 

ou após o processo de microencapsulação, podem-se usar como estratégias de 

melhoramentos na formulação: 1. Mudar os componentes da formulação de forma a 

se obter a estabilidade desejada; ou 2. Mudar o processo de microencapsulação. O 

esquema 1 descreve cada etapa do processo da dupla emulsão para a produção de 

MS-PLGA. De forma sucinta, o processo de microencapsulação de proteínas pode 

ser dividido em 6 etapas (de 1 a 6) até a degradação do polímero (etapa 6) onde 

ocorre a liberação do soluto.  

A etapa 1 tem sido descrita como a que causa mais desnaturações e 

agregações. A emulsificação submete a proteína a altas pressões; gradientes de 

temperaturas; forças de cisalhamento; possibilidades de oxidação e à ação de 

radicais livres. Com o cisalhamento da fase aquosa aumentam-se as interfaces 

hidrofóbicas (o que é uma grande desvantagem do método) que levam à adsorção 

da proteína, seguidas por desenovelamento e agregação (Xing et al., 1996; Sah, 

1999 a e b; Weert et al., 2000; Diwan e Park, 2001; Pérez et al., 2002b; Castellanos 

et al., 2002; Pérez-Rodrigues et al., 2003; Wei et al., 2007).  

Na etapa 2 podem ocorrer aumentos de temperaturas e de 

possibilidades de oxidação (Weert et al., 2000). Na etapa 3, os fenômenos de 

evaporação do solvente, precipitação do polímero e encapsulação de micro-

gotículas contendo o soluto ocorrem in tandem. Nesta fase, parte da proteína 

adsorvida externamente às microesferas é lavada. Na etapa 5, as proteínas podem 

ainda sofrer danos de desnaturação causados por abaixamento de temperatura e 

desidratação (Carpenter et al., 1994). 

Na etapa 6, a proteína encapsulada em MS-PLGA é liberada para o 

meio durante a degradação da matriz polimérica. Internamente são formados 

microambientes ácidos por causa da liberação dos ácidos láctico e glicólico 

componentes do PLGA (Namur et al., 2004; Jiang et al., 2005b). A degradação da 

matriz polimérica ocorre durante todo o tempo, mas, a erosão só ocorre após certo 
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grau de degradação. Na erosão da matriz são liberados os oligômeros de PLGA que 

podem retardar a liberação da proteína adsorvida a ele ou mesmo impedir 

estéricamente a liberação do soluto (Namur, 2007). 

 
[Etapa 1]: CH2Cl2 + PLGA (O)+ Proteína (A1)  → Emulsificação → emulsão primária (A1/O) 

[Etapa 2]: (A1/O) + ácido polivinínico (PVA, que é a fase A2) → Emulsificação → emulsão 
secundária (A1/O)/A2 

[Etapa 3]: (A1/O)/A2 → Evaporação do solvente → precipitação do polímero → encapsulação do 
soluto na matriz de PLGA 

[Etapa 4]: Microesferas contendo o soluto e com algumas moléculas do soluto adsorvidas 
externamente (MS) → lavagens 

[Etapa 5]: MS livres de soluto adsorvido externamente → congelamento → desidratação 

[Etapa 6]: Degradação do polímero e erosão da matriz de PLGA → liberação da proteína 
encapsulada 

Esquema 1 - Etapas do processo de produção de MS de PLGA pelo método de dupla emulsão. 
Fonte: Namur, 2007. Com permissão do autor). 

 

Neste contexto, o uso de aditivos em processos de 

microencapsulação tem sido mais extensivamente estudado e representa a 

estratégia mais empregada para alcançar a estabilização das proteínas terapêuticas 

(Meinel et al., 2001). A hipótese mais sustentável e bem aceita para explicar a 

estabilização das proteínas em solução aquosa por esses aditivos é a chamada 

hidratação preferencial das proteínas. A proteína em um ambiente aquoso está em 

equilíbrio entre suas formas, nativa e desnaturada. Sabendo que a ligação direta de 

um estabilizador à proteína não é termodinamicamente favorável, esses 

estabilizadores são excluídos da proteína. Assim, a proteína fica preferencialmente 

hidratada e se renatura à sua forma nativa (Wang, 1999). São usados como 

estabilizadores açúcares, sais, aminoácidos e polióis (Wang, 1999). Outros 

mecanismos de estabilização podem também estar envolvidos, principalmente por 

suas propriedades de superfície e interações eletrostáticas (Bilati et al., 2005), 

alguns destes serão citados com maiores detalhes a seguir: 

1. Co-dissolução de outros aditivos protéicos com a proteína de 

interesse: a proteína mais estudada para essa aplicação tem sido a albumina. O 

efeito protetor da albumina sobre a desnaturação e agregação da proteína de 

interesse ocorre, provavelmente, pelas suas propriedades superficiais. Acredita-se 
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que a albumina ocupe as interfaces e/ou recubra a proteína terapêutica do contato 

com o solvente orgânico ou com a superfície hidrofóbica (Johansen et al., 1998 a e 

b; Meinel et al., 2001). Embora a eficiência dessa adição protéica sobre a 

estabilização da proteína de interesse tenha sido demonstrada em diversas ocasiões 

durante o processo de encapsulação, seu uso em formulações terapêuticas sofre 

algumas restrições, principalmente do ponto de vista imunológico, já que outro 

potencial antígeno estará sendo administrado ao organismo (Raghuvanshi et al., 

1998). Além disso, outras complicações nas subseqüentes caracterizações da 

proteína principal de interesse pós-encapsulação poderiam surgir por consequência 

deste outro componente heterólogo ao processo (Bilati et al., 2005). 

2. Aumento da concentração da proteína de interesse: nesse 

caso, mantendo-se a mesma área interfacial, desta forma, ainda que parte da 

proteína seja adsorvida às interfaces formadas, outra parte bastante significativa é 

ainda encapsulada. Essa estratégia é eficiente para algumas proteínas usadas como 

modelo de encapsulação, tais como anidrase carbônica e BSA (Lu et al., 1995), 

lisozima de clara de ovo (Perez et al., 2002a), e hormônio de crescimento humano 

(GH) (Cleland e Jones, 1996). Esse método pode ser utilizado quando se tem 

disponíveis quantidades grandes da proteína de interesse, o que nem sempre é 

viável, em termos biotecnológicos e financeiros. 

3. Adição de açúcares: trealose e o manitol têm sido bastante 

empregados com sucesso em algumas formulações, tais como IFN-γ e GH após a 

emulsificação (Cleland e Jones, 1996), enquanto pouca ou nenhuma proteção em 

outras, tais como lisozima e IGF-I (Fator de crescimento I “insulin-like") (Meinel et 

al., 2001). Outros Açúcares também vêm sendo testados, tais como sacarose e 

maltose, com resultados semelhantes aos anteriores (Van de Weert et al., 2000; 

Pérez-Rodriguez et al., 2003). As ciclodextrinas também têm sido utilizadas como 

estabilizantes. O mecanismo protetor sugerido para esses oligossacarídeos é 

complexo e pouco compreendido (Uchida et al., 1998; Youan et al., 1999; Meinel et 

al., 2001). 

4. Surfactantes: estes compostos têm a habilidade de diminuir a 

tensão superficial das soluções protéicas e de prevenir adsorções ou agregações às 

superfícies hidrofóbicas. Os surfactantes não-iônicos são preferencialmente 
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utilizados, enquanto os iônicos são evitados porque podem se ligar a grupos 

presentes nas proteínas e levar a desnaturação (Bilati et al., 2005). Os mais 

estudados são: polisorbatos (moléculas anfipáticas, com porção hidrofílica e 

hidrofóbica de proporções variadas) (Van de Weert et al., 2000); poloxamer 

(moléculas formadas por polioxietileno-polioxipropileno) (Sturesson e Carlfors, 

2000) e dodecil sulfato de sódio (SDS) (Kwon et al., 2001). 

5. Polímeros: a conjugação das proteínas com o polietileno glicol 

(PEG) (Figura 7) é a modificação química mais utilizada para protegê-las. O 

principal mecanismo envolvido nessa proteção é baseado na hipótese de que a 

PEGuilação possa aumentar a estabilidade física da proteína. Além disto, durante o 

processo de microencapsulação, o PEG evitaria as interações interfaciais proteína-

proteína e proteína-PLGA (Taluja et al., 2007). A maior estabilidade apresentada 

pela lisozima-PEGuilada, e a menor adsorção à superfície do PLGA quando 

comparada a sua isoforma nativa parece ser um bom exemplo da eficiência dessa 

modificação (Diwan e Park, 2001). 

 

 
Figura 7 - Esquema geral da PEGuilação.  

Fonte: Adaptado de Taluja et al., 2007. 
 

6. Adição de sais: estes podem ser utilizados durante o processo de 

microencapsulação para se aumentar a preferência da proteína pela fase aquosa. 

Além disto, também podem ser utilizados para minimizar a degradação ácido-

dependente durante a liberação da proteína encapsulada em MS-PLGA (Park et al., 

1998; Li et al, 2001). Estes aditivos são dissolvidos na solução aquosa ou 

ressuspensos no solvente orgânico. Por exemplos, bicarbonato de cálcio melhora o 

perfil de liberação da insulina e diminui a dimerização covalente da insulina não 

liberada (Shao e Bailey, 1999); o cloreto de sódio, embora tenha melhorado o perfil 
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de liberação, provoca uma extensa desnaturação no NGF (Nerve Growth Factor) 

liberado das MS-PLGA (Pean et al., 1998); o hidróxido de magnésio (Mg(OH)2) e o 

carbonato de zinco também têm sido estudados para aumentar a estabilidade das 

proteínas frente ao processo de microencapsulação (Zhu e Schwendeman, 1999). 

Entretanto, temos que ter em mente que aumento de solubilidade e estabilidade 

da proteína são fatores bem diferentes. O fato de aumentar a solubilidade de uma 

dada proteína no processo de sua microencapsulação em MS-PLGA nem sempre 

corresponde a uma forma nativa da molécula.  

Nesta tese, por estar sendo proposta a microencapsulação do BV 

que é composto de um conjunto de proteínas e peptídeos (Tabela 1), optou-se por 

não se adicionar outra proteína exógena ao “sistema BV”. Então, propomos o 

estudo de um meio salino adequado, que melhor protegesse essas proteínas e 

peptídeos dos efeitos deletérios inerentes ao processo de microencapsulação. 

Também é razoável pensar que o mais relevante é partir de uma formulação já 

estabilizada na etapa 1 (Esquema 1). Para isto, decidiu-se usar os tradicionais sais 

da série de Hoffmeister, em razão dos seus conhecidos efeitos sobre a solubilidade 

das proteínas (Moreira et al., 2006; Namur et al., 2009; Rescia et al, 2010). 

Resumindo o que foi descrito até agora temos que, a VIT é um 

método seguro e de escolha para a dessensibilização de pacientes alérgicos ao BV. 

Entretanto, a VIT é um processo longo e de alto custo. A microencapsulação em MS-

PLGA foi usada para diminuir a toxicidade do BV e/ou o número de doses 

necessárias para a dessensibilização. O método de preparação das MS-PLGA pode 

induzir perdas e danos estruturais na proteína. A hipótese de trabalho foi a de que 

estes danos poderiam ser sanados através da adição de co-solutos protetores. Uma 

vez caracterizadas as partículas, foram realizados ensaios biológicos para a escolha 

da melhor formulação de BV em MS-PLGA. Toda a construção da hipótese desta 

tese está resumida nos objetivos. 
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6 CONCLUSÕES 

 
As proteínas do BV durante o processamento 

 

Foi possível manter a integridade das proteínas do BV durante o 

processo de microencapsulação, reduzindo os danos inerentes ao próprio processo 

através da utilização do sal caotrópico Mg2+ na concentração de 40 mM.  

A utilização de pré-ensaios de microencapsulação com diferentes 

soluções salinas propicia uma ótima alternativa para se estudar e manter as 

características conformacionais das proteínas de interesse sem a necessidade de 

modificações químicas. 

 
As microesferas de PLGA vazias e contendo o BV 

 

Produziram-se microesferas esféricas, com superfícies lisas, mas, 

porosas em todas as preparações. A porosidade foi independente do Mn ou do tipo 

de terminação carboxila dos PLGAs estudados. A morfologia das MS produzidas foi 

independente da presença de BV nas preparações. Obtiveram-se MS com 

distribuição de tamanho polidisperso, tendo, entretanto um tamanho predominante 

na faixa de 19 mm a 33 mm. Os tamanhos das partículas foram independentes das 

terminações carboxilas ou das massas molares dos PLGAs utilizados. A presença do 

BV induziu um aumento no tamanho das partículas de MS. Este efeito de aumento 

do tamanho foi mais evidente nas partículas produzidas com PLGA carboxi-

terminais livres. 

As MS–PLGA-COOH encapsularam mais BV do que seus pares MS-

PLGA-COOCH3. As eficiências de encapsulação ficaram entre 49 e 75%. 

Entre as MS produzidas com uma mesma massa molar, a velocidade 

de degradação do polímero (-COOCH3) metilado foi menor do que a de seu par (–

COOH) livre (de mesmo peso molecular). A presença de BV não interferiu na 

cinética e nem nos perfis de degradações das diferentes MS-PLGA.  

A liberação do BV das diferentes formulações foi controlada tanto 

por difusão quanto pela degradação das partículas (erosão). 
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Observaram-se mudanças de conformação do BV liberado, 

caracterizado pela exposição de Trp ao meio, principalmente naquele liberado das 

partículas produzidas com MS-PLGA-COOCH3. Isto comprova o já tradicional 

fenômeno descrito de que a conformação de proteínas é dependente do pH do 

meio. Entretanto, apesar das mudanças de conformações observadas no BV, todas 

mantiveram as suas estruturas imunologicamente reconhecidas. 

 
A eficiência biológica do sistema 

 

As MS contendo BV foram mais eficientes quanto à fagocitose 

inespecífica por células apresentadoras de antígenos. 

As MS foram eficientes veiculadoras das proteínas do BV no 

organismo sem causar as reações inflamatórias características da presença do BV 

livre no tecido. 

Observou-se que a produção de imunoglobulinas da classe IgG1 e 

IgG2a foram mais acentuadas quando o BV foi administrado encapsulado em MS-

PLGA e não provocou nenhuma reação anafilática nos animais tratados. 

O BV quando encapsulado em MS permitiu uma importante redução 

no número de injeções administradas quando comparado ao BV livre em PBS, 

elicitando uma quantidade de anticorpos neutralizantes equivalentes. 

 

Com base nestes resultados verificou-se que o objetivo desta tese 

foi alcançado, ou seja, propor uma formulação segura para a administração de 

alérgenos altamente deletérios para o organismo sensibilizado, realizando sua 

encapsulação em microesferas biodegradáveis de PLGA. Produziram-se anticorpos 

específicos em quantidades equivalentes àquelas produzidas com o tratamento 

tradicional com a redução expressiva de 2/3 no número de injeções às quais os 

animais em tratamento deveriam ser submetidos. 
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