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RESUMO

Trindade RA. Encapsulacao das proteinas do veneno de abelha em microesferas de
PLGA (poliéster de acido lactico-co-glicélico) para imunoterapia [tese (Doutorado
em Biotecnologia)]. Sao Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2010.

A Imunoterapia com veneno (VIT) tradicional utiliza injecoes do alérgeno
veiculados em tampao ou adsorvido em Al(OH); em um processo caro e demorado.
Portanto, novas estratégias para melhorar a seguranca e a eficacia da VIT, como a
reducao do numero injecoes, sao de interesse geral, e propiciara maior adesao do
paciente e maiores beneficios socio economicos. As microesferas (MS) de acido poli
lactico-co-glicdlico (PLGA) tém sido amplamente utilizadas no transporte de drogas
e proteinas. Nesta tese, foi apresentado um estudo sistematico para o
desenvolvimento de uma nova formulacao do veneno de abelha (BV) encapsulado
em MS-PLGA para VIT. Primeiramente, foi estudada a estabilidade das proteinas do
BV durante o processo de microencapsulacao. Foram utilizados métodos
espectroscopicos e bioldgicos para determinar os efeitos dos ions da série de
Hoffmeister como estabilizantes do BV durante a fase de emulsificacao na presenca
de solvente organico. Houve uma correlacao entre as diferentes solucoes salinas e
as alteracoes na solubilidade e nas conformacoes estruturais do BV. Foi observado
que o conteldo em a-hélice foi bastante estavel, com reduzida agregacao de
proteina ou exposicao de residuos hidrofébicos, e uma pequena mudanca no angulo
diédrico S-S. A agregacao do BV foi evitada em 20% pelo caotropico MgCl,. Este sal,
na concentracao 40 mM, foi utilizado para preparar uma formulacao BV-MS-PLGA
estavel com atividade bioldgica preservada. Seguidamente, foram empregados
métodos fisicos e bioquimicos para analisar e caracterizar as diferentes
formulacdes BV-MS-PLGA. Obtiveram-se MS com eficiéncia de encapsulacao entre
49-75% e que apresentaram perfis trifasicos de liberacao do BV. As MS-PLGA de 34
kDa-COOH foram as mais adequadas para a VIT pois apresentaram uma liberacao
inicial pequena (20%) seguida de uma liberacao lenta também durante a fase de
menor degradacao do polimero. Ainda que algumas mudancas estruturais tenham
sido observadas no BV liberado, seu reconhecimento imunoldgico foi mantido.
Finalmente, foram realizados ensaios ex vivo e in vivo para analisar a eficiéncia
biologica destes sistemas de veiculacdao. As formulacoes evitaram as reacoes
inflamatorias causadas pelo contato direto do BV com o organismo. Observou-se
aumento da taxa de fagocitose das particulas contendo BV, proporcionando a
entrega do alérgeno diretamente ao meio intracelular. Além disso, com o uso
destas formulacoes foi possivel estimular a producao de anticorpos anti-BV
comparavel a VIT tradicional com as seguintes vantagens: protecao do organismo
contra os efeitos deletérios das toxinas presentes no BV e a reducao do nimero de
injecoes necessarias para se produzir o mesmo efeito imunoloégico. Portanto, as MS-
PLGA contendo BV sao eficazmente superiores a VIT tradicional, e oferecem uma
alternativa segura para a sua substituicao.

Palavras-chave: Imunoterapia com veneno. Alergia. Microesferas biodegradaveis.
Liberacao controlada de proteinas. 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)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao 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 a-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 MgCl,. 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 INTRODUCAO

1.1 A Imunoterapia com veneno (VIT)

Em paises desenvolvidos, cerca de 20% da populacao sofre em
decorréncia das reacoes de hipersensibilidade do tipo | (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 individuos sofram com as
reacoes sistémicas seguidas as picadas de abelhas (Golden, 1989; Charpin et al.,
1994). As manifestacoes clinicas mais comuns sao: conjuntivite, asma e reacoes
anafilaticas mais graves que podem levar a morte (Steen et al., 2005). Estes
sintomas sao todos iniciados pela desgranulacao de mastdcitos quando suas IgEs de
superficie interagem de forma cruzada com o alérgeno em questdao. Embora
existam tratamentos que proporcionam alivios imediatos dos sintomas, o Unico que
previne novas reacoes € a VIT (Venom Immunotherapy).

A VIT consiste de injecoes repetidas de alérgenos especificos aos
pacientes com condicoes sistémicas mediadas por anticorpos da classe IgE, com o
proposito de fornecer protecao contra sintomas alérgicos e reacoes inflamatorias
associadas a exposicao natural ao alérgeno. Outros termos tém sido empregados
para a imunoterapia com alérgenos, tais como hipossensibilizacao ou
dessensibilizacao alérgeno-especifica. Ao agente alergénico terapéutico empregado
€ dado o termo de vacina de alérgeno (Li et al., 2003; Cox et al., 2007). A base
imunoldgica da VIT consiste de uma mudanca gradual do padrao da resposta imune
contra o alérgeno, partindo de uma resposta predominantemente Th2, com
producao macica de IgE, para uma resposta Th1, com producao de 1gG, e IgGy
(Venarske e DeShazo, 2003; Till et al., 2004) (Figura 1).

Sabe-se que alguns passos sao muito importantes para se alcancar a

eficiéncia da VIT, a saber:

(1) Deve-se evitar o tanto quanto possivel a interacdo das IgE de
superficie de mastoécitos com o alérgeno, a fim de que a reacao alérgica nao seja

desencadeada. A reacao alérgica é em efeito cascata e de reacdes cumulativas, ou
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seja, quanto maior a liberacdo de mediadores quimicos alérgicos no local, tais
como a histamina, maior sera a resposta inflamatoria subseqliente. Além disto, ha
uma regulacao positiva na expressao de receptores para IgE (FCeRI) nos mastocitos
(Macglashan et al., 1999).

(2) Os alérgenos devem ser rapidamente retirados do tecido, via
fagocitose, por células apresentadoras de antigenos (APCs). Isto facilitaria a
inducdao da resposta imunoldgica via linfocito T, pois permitiria um estimulo
constante contribuindo para a tolerancia imunologica e para troca de resposta
desejada sentido Th1. Esse evento de apresentacao de antigeno pelas APCs possui
tamanha importancia que alguns estudos estao sendo realizados visando a
administracao de alérgenos por via intralinfatica, de modo a estimular rapidamente
uma resposta celular adequada via linfocito T sem a passagem pelos efeitos
causados pela administracao de alérgenos via subcutanea, ou seja, via mastocitos e

basofilos teciduais (Martinez-Gomez et al., 2009).
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Figura 1 - Modulacdo da resposta imunoldgica 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 prevencao para alergia ao BV), a sua indicacao ainda é
restrita aos casos mais graves de alergia e também aos pacientes que tém
superexposicao 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 adesao do

paciente ao tratamento.
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Outra critica que se faz a VIT é em razao dos efeitos colaterais
como reacOes alérgicas sistémicas graves seguidas as injecoes (20-40% dos
pacientes). Assim, a técnica ainda carece de melhoramentos no sentido de
aumentar sua seguranca e eficacia (Muller, 2003). Entre as novas propostas nesse

campo, sugere-se:

1. Pré-medicacao com anti-histaminicos (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 peptideos epitopos especificos para
receptores em linfocitos 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-Gomez et al., 2007).

Dentre essas novas propostas, e levando em consideracao a
dessensibilizacdo contra alergia ao veneno de artropodes, a Unica com eficiéncia
clinica comprovada é a pré-medicacao com anti-histaminicos. Porém, o que vale
ressaltar aqui € que em se tratando especificamente do BV, é improvavel que
propostas que visem a dessensibilizacao utilizando codificantes ou proteinas
isoladas e/ou purificadas sejam amplamente eficientes para todo e qualquer
paciente alérgico ao veneno. Nesse caso, seria necessaria a determinacao
especifica de qual alérgeno, entre os diversos presentes no BV total, o paciente
responderia, e assim a dessensibilizacdo utilizaria apenas esse alérgeno, isso sem
levar em consideracao que o individuo poderia apresentar reacées a mais de um
alérgeno-especifico.

Podemos observar a grande variedade de proteinas e peptideos dos
mais diversos pesos moleculares e acdes bioldgicas (Silva et al., 2008) no BV

(Tabela 1). Embora nem todos apresentem alergenicidade, ao menos cinco destas
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moléculas sao responsaveis pelas reacoes alérgicas, a saber: melitina, fosfolipase
A, hialuronidase, fosfatase acida, e o alérgeno C. Entdao é de suma importancia
que o individuo alérgico seja dessensibilizado com o extrato do veneno total, de
modo a garantir que seu organismo responda adequadamente, independente da
especificidade da alergia.

A composicao do BV pode ser dividida em 3 grupos: moléculas de
baixo peso molecular, grandes peptideos e enzimas (O’Connor e Nelson, 1968;
Shipolin et al., 1976). Dentre as de baixo peso molecular, destacam-se as aminas
biogénicas, que incluem principalmente a histamina, a dopamina, e a
noradrenalina, as quais auxiliam o desencadeamento do processo inflamatorio
(Habermann, 1972).

O grupo dos grandes peptideos inclui a melitina, a apamina e o
peptideo MCD (desgranulador de mastdcitos). 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 funcées no desencadeamento nas reacOes alérgicas,
principalmente por suas acdes biologicas, tais como hemolise, 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 cardiaca em casos de picadas de abelhas em massa (Schmidt, 1995).

No grupo das enzimas, a principal representante é a fosfolipase A;
(PLA;), correspondendo a 12% do peso seco total do BV (O’Connor e Nelson, 1968,
Shipolini et al., 1976). E também o principal alergénico, sendo, portanto, o mais
importante fator desencadeador do processo anafilatico (Schmidt, 1995). Além
disso, possui uma importante acao miotoxica, gerando degeneracao da musculatura
esquelética (Gutiérrez e Ownby, 2003). Ataques de abelhas em massa causam uma
série de alteracoes sistémicas, sendo a rabdomiolise um fendbmeno comum nestes

casos devido a acao da PLA; (Franca et al., 1994).



Tabela 1 - Composicao do veneno de abelha*.

Componente Peso Peso seco Toxicidade Alergeni-
Molecular (%) cidade

Peso molecular inferior a 1 000 Da

Feromonios (volateis) 185

Histamina 111 1 Local

Dopamina 153 1 -

Noradrenalina 169 1

Aminoacidos 100- 200 1

Oligopeptideos 200- 1000 14

Fosfolipideos 100- 400 5

Carboidratos 180 2

Grandes peptideos (1000 - 5000 Da)

Melitina 2840 50 Hiperalgesia local, atividade +
litica e de fusao em
membranas bioldgicas,
hemdlise intravascular
(Midoux et al., 1995; Riches
et al., 2002; Sukimura et
al., 2003; Chen et al.,

2006;).

Apamina 2038 2 Convulsdes devido a sua
neurotoxicidade e
complicacbes respiratorias
em camundongos (Janicki et
al., 1985).

Peptideo 401 ou 2593 2 Liberador de histamina

Peptideo- MCD (Gutiérrez e Ownby, 2003).

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

Secapina 2660 0.5 -

Cardiopeptideo 0.7

Enzimas

Fosfolipase A2 19 000 12 Miotoxicidade (Gutiérrez e 4+
Ownby, 2003), hemdlise
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
bioldgicas.

Hialuronidase 45- 50 000 2 Facilita a penetracao dos 4
constituintes do veneno no
corpo (Habermann, 1972;
Schmidt, 1995; Padavattan
et al, 2007).

a-Glicosidase 170 000 1

Esterases - 1

Fosfatase acida 49 000 1 ++

Outros

Adolapina 11 092 1 Analgesia, bloqueio  do
metabolismo  do  acido
hialurénico (Riches et al,

2002).
Inibidor de protease 9 000 0.8 -
Alérgeno C 105 000 1 +

* Fonte: Adaptado de Silva et al., 2008. Com permissdo do autor.
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Analisando em conjunto, o que nds propomos nessa tese € algo

simples do ponto de vista terapéutico e técnico: a microencapsulacdo do BV em

microesferas biodegradaveis (MS) de PLGA (acido poli-lactico-co-glicélico). O uso

de uma formulacao de BV microencapsulado:

1. Possibilitaria reduzir o nimero de aplicacdes que o paciente receberia
no decorrer do tratamento, em razao do efeito de liberacao
controlada desse tipo de carreador. As MS-PLGAs liberariam o BV em
pequenas doses durante o tempo e isto simularia as mdaltiplas

injecoes da VIT tradicional.

2. Diminuiria a toxicidade primaria 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 interacao cruzada do
antigeno com os anticorpos da classe IgE anti-veneno de abelha na
superficie dos mastocitos, ou ao menos reduzir essa interacao a niveis
sub-estimulantes, a encapsulacao do veneno em microesferas
impediria esse contato direto e rapido. Isto evitaria as reacoes

subseqiientes a desgranulacao dos mastacitos.

4. 0 uso de MS biodegradaveis nao introduziria no organismo nenhuma
substancia que pudesse ter efeito colateral ou desconhecido, visto
que os produtos da sua degradacao sao prontamente metabolizados

conforme sera explicado adiante.

1.2 Microesferas de PLGA

Nos Ultimos 30 anos, as MS compostas de polimeros biodegradaveis
e biocompativeis tém sido amplamente estudadas como sistema de liberacao
controlada de proteinas e peptideos, além obviamente de farmacos em geral. Por
definicao técnica, MS sao formadas quando a substancia encapsulada consiste de
um liquido, solucao, emulsao ou dispersao, e o tamanho das particulas estao

compreendidas entre 1-100 um de diametro (Saez et al., 2007).
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Polimeros biodegradaveis e biocompativeis, tais como polilactico
(PLA), poliglicdlico (PGA), e seus co-polimeros (PLGA) tém sido os mais estudados
para sistemas de liberacao controlada para aplicacao farmacolégica na salde
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 aprovacao pelo FDA (Food
and Drug Administration) (Taluja et al., 2007; Saez et al., 2007). Para exemplificar
sua importancia em termos de sistemas de liberacao controlada, podemos citar o
Nutropin Depot™, recombinante do horménio de crescimento (GH), a primeira
aplicacao de longa duracao aprovada pelo FDA para utilizacao pediatrica em
deficiéncias do hormonio de crescimento. Com esta formulacao pode-se reduzir
para uma ou duas doses mensais para se alcancar o mesmo efeito da terapia
convencional, na qual eram necessarias multiplas doses semanais (Johnson et al.,
1996). Alguns outros estudos também tém sido realizados para reverter vacinas de
multiplas doses em doses Unicas, tais como antigeno vacinal da hepatite B (Feng et
al., 2006).

o
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Figura 2 - Estrutura do poliéster de acido lactico-co-glicolico.

Os PLGAs sao poliésteres obtidos pela poli-condensacao de
hidroxiacidos, ou pela polimerizacao a partir da abertura do anel de suas

respectivas lactonas (Figura 3) (Gilding e Reed, 1981).
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Figura 3 - Obtencao de poliésteres de PLGA.
Fonte: Adaptado de Saez et al., 2007.

O termo biodegradavel refere-se a hidrélise espontanea de suas
ligacoes ésteres no contato com fluidos bioldgicos ou artificiais. Essa reacao produz
acido lactico e glicélico (Figura 4A) os quais sao completamente metabolizados no
ciclo de Krebs produzindo agua e CO, (Figura 4B) (Barbanti et al., 2005; Tamber et
al., 2005). O termo biocompativel refere-se a caréncia de toxicidade (Athanasiou
et al., 1996).

As variaveis que afetam a velocidade de liberacao do encapsulado
podem ser controladas pela velocidade de degradacao do polimero. Por sua vez, o
polimero é degradado de acordo com sua constituicdo (ex.: a relacao entre os
acidos glicolico e lactico), peso molecular e terminacao carboxila, a qual pode ser
livre (-COOH) ou metilada (-COOCH3). A morfologia e tamanho das MS também
podem controlar a velocidade de saida do soluto encapsulado (Freiberg e Zhu,
2004). O interessante € que existe no mercado PLGAs de diferentes pesos
moleculares e composicoes (L/G), os quais podem ser escolhidos de acordo com a

aplicacao desejada (Taluja et al., 2007).
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Figura 4 - A. Hidrolise do PLGA. B. Biometabolizacao via ciclo de Krebs.
Fonte: Adaptacao de Barbanti et al., 2005.

Polimeros hidrofilicos (PGAs, ou PLGAs com terminacdes carboxila
livres) facilitam a entrada de agua na matriz das MS e consequentemente
aumentam a velocidade de degradacao da matriz e, consecutivamente, a
velocidade de liberacao do encapsulado. Ja os polimeros mais hidrofobicos (PLAs ou
PLGAs com terminacdes carboxila metiladas) aumentam o tempo de residéncia dos
solutos dentro da matriz polimérica porque a entrada de agua necessaria para a
hidrolise é dificultada. Assim, a modulacao da proporcao de cada acido presente,
em casos de co-polimeros (PLGAs), controla para uma liberacao mais lenta ou mais
rapida do soluto (Jiang e Schwendeman, 2001; Bilati et al., 2005). Quanto maior for
o peso molecular do polimero, também maior sera o seu tempo de degradacao e
mais longo sera o tempo de liberacao do encapsulado. O perfil de liberacao dos
solutos encapsulados em MS-PLGA também depende, por sua vez, de fatores
intrinsecos ao proprio soluto (Blanco e Alonso, 1998; Rouse et al., 2007).

Proteinas encapsuladas em MS-PLGA sao comumente liberadas

seguindo um padrao trifasico. Inicialmente ocorre uma fase de “burst” (que é a
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liberacdo ocorrida logo ap6s as MS serem reidratadas). Essa liberacao se da nas
primeiras horas de incubacao. As proteinas que sao liberadas nessa fase sao aquelas
que se encontram na superficie e nos poros mais superficiais das MS e saem por
difusdao. O perfil de liberacao geral juntamente com os dois principais fatores que
suportam essa liberacao, difusao e erosao, € mostrado na Figura 5. Num segundo
momento, ocorre uma fase de liberacao lenta, que é dependente da hidrolise do
polimero (degradacédo), que, portanto levara a liberacao das proteinas retidas nas
cavidades mais internas das MS, essa é a fase de maior influéncia do tipo de
polimero utilizado na preparacao das microesferas, como ja citado anteriormente.
A terceira fase ocorre apos a erosao quase que completa do polimero, onde a
liberacdao do restante das proteinas retidas volta a ocorrer de uma forma mais
rapida (Hora et al., 1990; Cohen et al., 1991; Tamada e Langer, 1993; Goepferich,
1996; Saez et al, 2007).

Difusao Difusao
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Perfil deliberacgo (29

Figura 5 - Perfis de liberacao de solutos de MS-PLGA. O perfil trifasico esta em azul e o continuo
esta em vermelho.

Nesta tese, propusemos trabalhar com polimeros de diferentes
massas molares e regides carboxi-terminais, a saber, polimero de 12 kDa, 34 kDa, e
63 kDa, com carbodxi-terminal livres (COOH) ou metilados (COOCH3;). Deste modo foi
possivel estudar a influéncia destas variaveis na liberacao do BV.

Sao empregadas varias técnicas para a producdao de MS contendo
peptideos e proteinas:

1. Método de emulsao simples (S/0/W), onde a proteina é

diretamente dissolvida no solvente organico (Griebenow e Klibanov, 1996).
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2. Método da suspensdao, que envolve uma fina dispersao da
proteina (previamente dissolvida em um excipiente soélido) em um solvente
organico (Johnson e Herbert, 2003)

3. Método da dupla emulsao (W:/0/W,) (Langer, 1990). Este
método é também conhecido como técnica da dupla emulsificacao com evaporacao
do solvente. Nesse método o PLGA dissolvido em um solvente organico (geralmente
CH,Cl;) é emulsificado em um meio aquoso. Essa dupla emulsao resultante é entao
agitada, sob baixa rotacdo, para evaporacao do solvente. Apos a precipitacao do
polimero sao formadas MS solidas contendo o encapsulado (Figura 6A) (Langer,
1990).

Esse método tem sido preferencialmente utilizado principalmente
por permitir a encapsulacao de compostos hidrofilicos. Entretanto quando se trata
de proteinas ou peptideos algumas consideracoes devem ser ressaltadas. Ha
formacao de interfaces solvente organico/proteina ou solvente organico/solucao
aquosa que desestabilizam as proteinas resultando em adsorcao, desnaturacao e
subseqliente agregacao (Figura 6B). A agregacao também pode ser causada pelo
contato hidrofébico entre PLGA e proteina durante o proprio processo de

fabricacao das MS (Figura 6).
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Método da Dupla Emulsdo (W1/0/W2)

Wy | I |0

Proteinas = PLGA
+ — +
Solugdo tampao —n Solvente organico
e - - oo
Hﬂ - Emulsificagao
o| 4

Fase Dispersa ou descontinua (DP)
Solugdo (W1) / Solvente Organico (O)

A3

Fase Continua (CP) Agregagio i

Poli alcool vinilico (PVA, W2) @ Ad_r,o[gﬁo

Precipitagio Desnaturagio

Remogao do Solvente
(Evaporagdo em TA 3 h)

.

Centrifugagdo / Filtragao
Lavagem
Congelamento e Liofilizagio

-
Microesferas

Figura 6 - Esquema de preparo das microesferas de PLGA pelo método da dupla emulsao W;/0/W,
(A) e efeitos deletérios pds-encapsulacado (B).
Fonte: Adaptado de Namur et al., 2007 e Taluja et al., 2007.

Diante disso, e para amenizar esses efeitos deletérios sobre a
proteina tém sido criadas algumas estratégias para protegé-las como: modificacoes
do método; uso de aditivos de diferentes classes e modificacdes quimicas.

Dentre as modificacoes do método de preparo, podemos citar
sucintamente a substituicao da homogeneizacao pela sonicacao ou agitacao em
vortex (Morlock et al., 1997; Zambaux et al., 1999). Outra possibilidade é eliminar
a fase da primeira emulsao dissolvendo as proteinas diretamente na fase organica
juntamente com o polimero, esse processo € chamado de solido/o6leo/agua (s/0/w)
(Castellanos et al., 2001). Em teoria, a proteina quando dissolvida no solvente
organico demonstra menor flexibilidade do que em solucdes mistas de solvente
organico/agua, levando a preservacao das estruturas secundarias e, portanto
menor desnaturacao, mas para isso a proteina precisa ser liofilizada antes da
microencapsulacao e esse processo por si s6 podera desestabilizar a molécula
(Griebenow e Klibanov, 1996). Outra tentativa para se minimizar a interacao do
soluto na interface agua/solvente organico é o congelamento da fase aquosa antes
da primeira emulsificacao seguido por pulverizacao do material congelado e

emulsificacao sob baixas temperaturas. Esta técnica tem mostrado bons resultados
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na microencapsulacdo de DNA plasmidial e do proprio GH (Johnson et al, 1997;
Ando et al., 1999; Cleland et al., 2001). Resumindo, do ponto de vista tecnologico,
nao ha mais nenhum obstaculo técnico para encapsulacdao de proteinas em MS-
PLGA.

Para se evitar ou minimizar as degradacoes das proteinas durante
ou apos o processo de microencapsulacao, podem-se usar como estratégias de

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

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

esquema 1 descreve cada etapa do processo da dupla emulsao para a producao de
MS-PLGA. De forma sucinta, o processo de microencapsulacao de proteinas pode
ser dividido em 6 etapas (de 1 a 6) até a degradacao do polimero (etapa 6) onde
ocorre a liberacao do soluto.

A etapa 1 tem sido descrita como a que causa mais desnaturacoes e
agregacoes. A emulsificacdo submete a proteina a altas pressdes; gradientes de
temperaturas; forcas de cisalhamento; possibilidades de oxidacdo e a acao de
radicais livres. Com o cisalhamento da fase aquosa aumentam-se as interfaces
hidrofébicas (o que é uma grande desvantagem do método) que levam a adsorcao
da proteina, seguidas por desenovelamento e agregacao (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 oxidacao (Weert et al., 2000). Na etapa 3, os fendmenos de
evaporacao do solvente, precipitacdo do polimero e encapsulacao de micro-
goticulas contendo o soluto ocorrem in tandem. Nesta fase, parte da proteina
adsorvida externamente as microesferas é lavada. Na etapa 5, as proteinas podem
ainda sofrer danos de desnaturacao causados por abaixamento de temperatura e
desidratacao (Carpenter et al., 1994).

Na etapa 6, a proteina encapsulada em MS-PLGA é liberada para o
meio durante a degradacao da matriz polimérica. Internamente sao formados
microambientes acidos por causa da liberacao dos acidos lactico e glicolico
componentes do PLGA (Namur et al., 2004; Jiang et al., 2005b). A degradacao da

matriz polimérica ocorre durante todo o tempo, mas, a erosao s6 ocorre apos certo
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grau de degradacao. Na erosao da matriz sao liberados os oligbmeros de PLGA que
podem retardar a liberacao da proteina adsorvida a ele ou mesmo impedir

estéricamente a liberacao do soluto (Namur, 2007).

[Etapa 1]: CH,Cl, + PLGA (O)+ Proteina (A;) — Emulsificacdo — emulsao primaria (A;/0)

[Etapa 2]: (A;/0) + acido polivininico (PVA, que é a fase A;) — Emulsificacdo — emulsao
secundaria (A{/0)/A,

[Etapa 3]: (A:/0)/A; — Evaporacao do solvente — precipitacdo do polimero — encapsulacao 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 — desidratacao

[Etapa 6]: Degradacao do polimero e erosao da matriz de PLGA — liberacdo da proteina
encapsulada

Esquema 1 - Etapas do processo de producao de MS de PLGA pelo método de dupla emulsao.
Fonte: Namur, 2007. Com permissao do autor).

Neste contexto, o wuso de aditivos em processos de
microencapsulacao tem sido mais extensivamente estudado e representa a
estratégia mais empregada para alcancar a estabilizacao das proteinas terapéuticas
(Meinel et al., 2001). A hipétese mais sustentavel e bem aceita para explicar a
estabilizacao das proteinas em solucao aquosa por esses aditivos € a chamada

hidratacdo preferencial das proteinas. A proteina em um ambiente aquoso esta em

equilibrio entre suas formas, nativa e desnaturada. Sabendo que a ligacao direta de
um estabilizador a proteina nao é termodinamicamente favoravel, esses
estabilizadores sdao excluidos da proteina. Assim, a proteina fica preferencialmente
hidratada e se renatura a sua forma nativa (Wang, 1999). Sao usados como
estabilizadores acucares, sais, aminoacidos e polidis (Wang, 1999). Outros
mecanismos de estabilizacdo podem também estar envolvidos, principalmente por
suas propriedades de superficie e interacoes eletrostaticas (Bilati et al., 2005),
alguns destes serao citados com maiores detalhes a seguir:

1. Co-dissolucao de outros aditivos protéicos com a proteina de
interesse: a proteina mais estudada para essa aplicacao tem sido a albumina. O
efeito protetor da albumina sobre a desnaturacao e agregacao da proteina de

interesse ocorre, provavelmente, pelas suas propriedades superficiais. Acredita-se
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que a albumina ocupe as interfaces e/ou recubra a proteina terapéutica do contato
com o solvente organico ou com a superficie hidrofébica (Johansen et al., 1998 a e
b; Meinel et al., 2001). Embora a eficiéncia dessa adicao protéica sobre a
estabilizacao da proteina de interesse tenha sido demonstrada em diversas ocasides
durante o processo de encapsulacao, seu uso em formulacoes terapéuticas sofre
algumas restricoes, principalmente do ponto de vista imunolodgico, ja que outro
potencial antigeno estara sendo administrado ao organismo (Raghuvanshi et al.,
1998). Além disso, outras complicacbes nas subseqlientes caracterizacoes da
proteina principal de interesse pos-encapsulacao poderiam surgir por consequéncia
deste outro componente heterélogo ao processo (Bilati et al., 2005).

2. Aumento da concentracdo da proteina de interesse: nesse
caso, mantendo-se a mesma area interfacial, desta forma, ainda que parte da
proteina seja adsorvida as interfaces formadas, outra parte bastante significativa é
ainda encapsulada. Essa estratégia é eficiente para algumas proteinas usadas como
modelo de encapsulacao, tais como anidrase carbonica e BSA (Lu et al., 1995),
lisozima de clara de ovo (Perez et al., 2002a), e hormonio de crescimento humano
(GH) (Cleland e Jones, 1996). Esse método pode ser utilizado quando se tem
disponiveis quantidades grandes da proteina de interesse, o que nem sempre €&
viavel, em termos biotecnologicos e financeiros.

3. Adicdo de acuUcares: trealose e o manitol tém sido bastante
empregados com sucesso em algumas formulacoes, tais como IFN-y e GH apds a
emulsificacao (Cleland e Jones, 1996), enquanto pouca ou nenhuma protecao em
outras, tais como lisozima e IGF-1 (Fator de crescimento | “insulin-like") (Meinel et
al., 2001). Outros AcUcares também vém 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 tém sido utilizadas como
estabilizantes. O mecanismo protetor sugerido para esses oligossacarideos é
complexo e pouco compreendido (Uchida et al., 1998; Youan et al., 1999; Meinel et
al., 2001).

4. Surfactantes: estes compostos tém a habilidade de diminuir a
tensao superficial das solucoes protéicas e de prevenir adsorcoes ou agregacoes as

superficies hidrofébicas. Os surfactantes nao-ionicos sao preferencialmente
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utilizados, enquanto os ionicos sao evitados porque podem se ligar a grupos
presentes nas proteinas e levar a desnaturacdo (Bilati et al., 2005). Os mais
estudados sao: polisorbatos (moléculas anfipaticas, com porcao hidrofilica e
hidrofébica de proporcoes variadas) (Van de Weert et al., 2000); poloxamer
(moléculas formadas por polioxietileno-polioxipropileno) (Sturesson e Carlfors,
2000) e dodecil sulfato de sodio (SDS) (Kwon et al., 2001).

5. Polimeros: a conjugacao das proteinas com o polietileno glicol
(PEG) (Figura 7) é a modificacdo quimica mais utilizada para protegé-las. O
principal mecanismo envolvido nessa protecao é baseado na hipdtese de que a
PEGuilacao possa aumentar a estabilidade fisica da proteina. Além disto, durante o
processo de microencapsulacao, o PEG evitaria as interacdes interfaciais proteina-
proteina e proteina-PLGA (Taluja et al., 2007). A maior estabilidade apresentada
pela lisozima-PEGuilada, e a menor adsorcao a superficie do PLGA quando
comparada a sua isoforma nativa parece ser um bom exemplo da eficiéncia dessa

modificacao (Diwan e Park, 2001).
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Figura 7 - Esquema geral da PEGuilacao.
Fonte: Adaptado de Taluja et al., 2007.

6. Adicao de sais: estes podem ser utilizados durante o processo de
microencapsulacao para se aumentar a preferéncia da proteina pela fase aquosa.
Além disto, também podem ser utilizados para minimizar a degradacao acido-
dependente durante a liberacao da proteina encapsulada em MS-PLGA (Park et al.,
1998; Li et al, 2001). Estes aditivos sao dissolvidos na solucao aquosa ou
ressuspensos no solvente organico. Por exemplos, bicarbonato de calcio melhora o
perfil de liberacao da insulina e diminui a dimerizacao covalente da insulina nao

liberada (Shao e Bailey, 1999); o cloreto de sédio, embora tenha melhorado o perfil
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de liberacao, provoca uma extensa desnaturacao no NGF (Nerve Growth Factor)
liberado das MS-PLGA (Pean et al., 1998); o hidroxido de magnésio (Mg(OH);) e o
carbonato de zinco também tém sido estudados para aumentar a estabilidade das
proteinas frente ao processo de microencapsulacao (Zhu e Schwendeman, 1999).
Entretanto, temos que ter em mente que aumento de solubilidade e estabilidade
da proteina sao fatores bem diferentes. O fato de aumentar a solubilidade de uma
dada proteina no processo de sua microencapsulacdo em MS-PLGA nem sempre
corresponde a uma forma nativa da molécula.

Nesta tese, por estar sendo proposta a microencapsulacao do BV
que é composto de um conjunto de proteinas e peptideos (Tabela 1), optou-se por
nao se adicionar outra proteina exdgena ao “sistema BV”. Entdo, propomos o
estudo de um meio salino adequado, que melhor protegesse essas proteinas e
peptideos dos efeitos deletérios inerentes ao processo de microencapsulacao.
Também é razoavel pensar que o mais relevante € partir de uma formulacao ja
estabilizada na etapa 1 (Esquema 1). Para isto, decidiu-se usar os tradicionais sais
da série de Hoffmeister, em razao dos seus conhecidos efeitos sobre a solubilidade
das proteinas (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 dessensibilizacao de pacientes alérgicos ao BV.
Entretanto, a VIT é um processo longo e de alto custo. A microencapsulacao em MS-
PLGA foi usada para diminuir a toxicidade do BV e/ou o nUmero de doses
necessarias para a dessensibilizacdo. O método de preparacao das MS-PLGA pode
induzir perdas e danos estruturais na proteina. A hipotese de trabalho foi a de que
estes danos poderiam ser sanados através da adicao de co-solutos protetores. Uma
vez caracterizadas as particulas, foram realizados ensaios bioldgicos para a escolha
da melhor formulacao de BV em MS-PLGA. Toda a construcao da hipotese desta

tese esta resumida nos objetivos.



134

6 CONCLUSOES

As proteinas do BV durante o processamento

Foi possivel manter a integridade das proteinas do BV durante o
processo de microencapsulacao, reduzindo os danos inerentes ao proprio processo
através da utilizacdo do sal caotropico Mg** na concentracdo de 40 mM.

A utilizacao de pré-ensaios de microencapsulacao com diferentes
solucdes salinas propicia uma o6tima alternativa para se estudar e manter as
caracteristicas conformacionais das proteinas de interesse sem a necessidade de

modificacoes quimicas.

As microesferas de PLGA vazias e contendo o BV

Produziram-se microesferas esféricas, com superficies lisas, mas,
porosas em todas as preparacoes. A porosidade foi independente do Mn ou do tipo
de terminacao carboxila dos PLGAs estudados. A morfologia das MS produzidas foi
independente da presenca de BV nas preparacdes. Obtiveram-se MS com
distribuicao de tamanho polidisperso, tendo, entretanto um tamanho predominante
na faixa de 19 mm a 33 mm. Os tamanhos das particulas foram independentes das
terminacoes carboxilas ou das massas molares dos PLGAs utilizados. A presenca do
BV induziu um aumento no tamanho das particulas de MS. Este efeito de aumento
do tamanho foi mais evidente nas particulas produzidas com PLGA carboxi-
terminais livres.

As MS-PLGA-COOH encapsularam mais BV do que seus pares MS-
PLGA-COOCH;s. As eficiéncias de encapsulacao ficaram entre 49 e 75%.

Entre as MS produzidas com uma mesma massa molar, a velocidade
de degradacao do polimero (-COOCH;) metilado foi menor do que a de seu par (-
COOH) livre (de mesmo peso molecular). A presenca de BV nao interferiu na
cinética e nem nos perfis de degradacoes das diferentes MS-PLGA.

A liberacao do BV das diferentes formulacoes foi controlada tanto

por difusao quanto pela degradacao das particulas (erosao).
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Observaram-se mudancas de conformacao do BV liberado,
caracterizado pela exposicao de Trp ao meio, principalmente naquele liberado das
particulas produzidas com MS-PLGA-COOCH;. Isto comprova o ja tradicional
fenomeno descrito de que a conformacao de proteinas € dependente do pH do
meio. Entretanto, apesar das mudancas de conformacdées observadas no BV, todas

mantiveram as suas estruturas imunologicamente reconhecidas.

A eficiéncia bioldgica do sistema

As MS contendo BV foram mais eficientes quanto a fagocitose
inespecifica por células apresentadoras de antigenos.

As MS foram eficientes veiculadoras das proteinas do BV no
organismo sem causar as reacoes inflamatorias caracteristicas da presenca do BV
livre no tecido.

Observou-se que a producao de imunoglobulinas da classe IgGy e
IgG,, foram mais acentuadas quando o BV foi administrado encapsulado em MS-
PLGA e nao provocou nenhuma reacao anafilatica nos animais tratados.

O BV quando encapsulado em MS permitiu uma importante reducao
no numero de injecoes 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 alcancado, ou seja, propor uma formulacdo segura para a administracdo de
alérgenos altamente deletérios para o organismo sensibilizado, realizando sua
encapsulacdo em microesferas biodegradaveis de PLGA. Produziram-se anticorpos
especificos em quantidades equivalentes aquelas produzidas com o tratamento
tradicional com a reducdo expressiva de 2/3 no numero de injecdes as quais 0s

animais em tratamento deveriam ser submetidos.
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