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Resumo 
 

A quitosana (Chi), a (1-4)-amino-2-desoxi- -glicana, é a forma 
desacetilada da quitina, um polissacarídeo das conchas de crustáceos. As suas 
características únicas como a carga positiva, biodegradabilidade, 
biocompatibilidade, atoxicidade e estrutura rígida fazem com que esta 
macromolécula seja ideal para uso como sistema oral de entrega de vacinas. 
Foram preparadas vesículas unilamelares grandes (REVs) envoltas por dentro e 
por fora (como um sanduiche) com quitosana (Chi) e poli-vinil álcool (PVA). 
Entretanto, existem alguns problemas as serem superados com relação à 
estabilização da proteína durante este processo. Durante a fase de formação de 
micelas reversas, no processo de nanoencapsulação da proteína, expandem-se as 
interfaces hidrofóbicas que então levam às adsorções interfaciais seguidas por 
desenovelamento e agregação das proteínas. Aqui, observaram-se através de 
técnicas espectroscópicas e imunológicas, o uso dos sais da série de Hoffmeister 
durante a fase de formação de micela reversa para estudar a conformação 
estável do toxoide diftérico (Dtxd). Foi estabelecida uma correlação entre os 
sais usados na fase aquosa e as variações na solubilidade e conformação de Dtxd. 

   Como o conteúdo em hélice-  foi praticamente estável concluiu-se que a 
encapsulação de Dtxd ocorreu sem agregação ou sem exposição de resíduo 
hidrofóbico na proteína. A agregação de Dtxd foi evitada em 98 % quando se 
usou o cosmotrópico PO2-

4. Este íon foi usado para se preparar uma formulação 
de Dtxd em REVs-Chi-PVA estável e com identidade imunológica reconhecida na 
presença de PO2-

4. Então, obteve-se uma solubilidade e estabilidade máxima de 
Dtxd depois de seu contacto com CH3CO2C2H5 para começar a sua 
nanoencapsulação em condições ideais. Este foi um avanço tecnológico 
importante porque uma solução simples, como é a adição de sais, evitou o uso 
de proteínas heterólogas (Rescia et alii, 2009a). A proteína estabilizada foi 
então encapsulada dentro de REVs como o descrito. 
 Os lipossomas têm sido descritos como adjuvantes desde 1974 (Allison e 
Gregoriadis, 1974). A maior limitação de seu uso em vacinas orais é a sua 
instabilidade estrutural causada pelas atividades enzimáticas do meio. O 
objetivo aqui foi combinar lipossomas, que podem encapsular antígenos (Dtxd, 
Diphtheria toxoid) com quitosana que protege estas partículas e promove a 
mucoadesibilidade. Empregaram-se técnicas físicas para se entender o processo 
pelo qual lipossomas (SPC: Cho, 3: 1) podem ser recobertos (interna e 
externamente) com quitosana (Chi) e PVA (poly-vinilic-alcohol) que são 
polímeros biodegradáveis e biocompatíveis. Obtiveram-se partículas de REVs-Chi 
(vesículas preparadas por evaporação de fase reversa recobertas interna e 
externamente com Chi) redondas e com as superfícies rugosas e estabilizadas ou 
não com PVA. As eficiências de encapsulação (Dtxd foi usada como antígeno) 
foram diretamente dependentes da presença de Chi e PVA na formulação.  A 
adsorção de Chi à superfície de REVs foi acompanhada por um aumento no 

potencial . Em contraste, a adsorção de PVA à surperfície de REVs-Chi foi 

acompanhada por uma diminuição do potencial . A presença de Dtxd aumentou 
a eficiência de adsorção de Chi às superfícies. A afinidade de PVA pela mucina 
foi 2000 vezes maior do que a observada somente com Chi e não depende se a 
molécula está em solução ou se está adsorvida à superfície lipossomal. A 



 

liberação do Dtxd foi retardada por sua encapsulação dentro de REVs-Chi-PVA. 
Concluiu-se que estas novas vesículas estabilizadas foram hábeis em se 
adsorverem às superfícies intestinais, resistiram às degradações e controlaram a 
liberação do antígeno. Assim, as partículas de REVs-Chi-PVA podem ser usadas 
como um veículo oral com capacidade adjuvante (Rescia et alii, 2009b). 
 Os lipossomas revstidos por quitosana (REVs-Chi) como veículos orais para 
transporte de vacinas foram bem caraterizados neste laboratório. Estas 
partículas foram desenhadas para serem capturadas pelo muco, para interagirem 
com surperfícies orais e para resistirem às enzimas do trânsito gástrico. Foram 
usadas três formulações diferentes contendo o Dtxd (toxoide diftérico) para 
imunizar camundongos: REVs [Vesículas unilamelares obtidas por evaporação de 
fase reversa produzidas com SPC: Cho (3:1)]; REVs-Chi (REVs recobertas por Chi) 
e REVs-Chi-PVA (REVs recobertas por Chi e estabilizadas por PVA). Através do 
teste de adesibilidade e dos experimentos com anti-toxoide diftérico observou-
se que houve uma correlação direta entre a complexidade da partícula (antígeno 
livre < REVs < REVs-Chi < REVs-Chi-PVA) e a produção de anticorpos (IgA, IgG1 
and IgG2a) em todos os ensaios (R= 0,91766- 0,99718). O resultado mais 
interessante foi a total ausência da produção de IgA nos camundongos 
imunizados com o antígeno livre, provando então a excelência das partículas 
engenheiradas. Além do aumento da produção dos anticorpos de mucosa, ambas 
formulações com Chi ou com Chi-PVA estimularam tanto a produção de 
anticorpos humorais quanto a seletividade. Demonstrou-se que é possível de se 
estabelecer uma correlação entre REVs-Chi/Dtxd and REVs-Chi-PVA/Dtxd e o 
aumento da imunidade de mucosa. Estas partículas podem ser usadas como 
veículo geral tanto para transporte de drogas quanto de vacinas (Rescia et alli, 
2009c).  
Palavras chave: Série de Hoffmeister, Estabilidade de proteínas, Lipossoma, Quitosana, 
adjuvante particulado, adjuvante, veículo de vacina, transporte de drogas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Abstract 
 

Chitosan, - (1-4)-amino-2-deoxy- -D-glucan) is a deacetylated form of 
chitin, a polysaccharide from crustacean shells. Its unique characteristics such as 
positive charge, biodegradability, biocompatibility, non-toxicity, and rigid 
structure make this macromolecule ideal for oral vaccine delivery system. We 
prepared reverse phase evaporation vesicles (REVs) sandwiched by chitosan (Chi) 
and polyvinylic alcohol (PVA). However, in this method there are still some 
problems to be circumvented related to protein stabilization. During the 
inverted micelle phase of protein nanoencapsulation, hydrophobic interfaces are 
expanded leading to interfacial adsorption followed by protein unfolding and 
aggregation. Here, spectroscopic and immunological techniques were used to 
ascertain the effects of the Hoffmeister series ions on Diphtheria toxoid (Dtxd) 
stability during the inverted micelle phase. A correlation was established 
between the salts used in aqueous solutions and the changes in Dtxd solubility 
and conformation.  

Dtxd α-helical content was quite stable what led us to conclude that 
encapsulation occurred without protein aggregation or without exposition of 
hydrophobic residues. Dtxd aggregation was 98 % avoided by the kosmotropic 
PO2-

4. This ion was used to prepare a stable Dtxd and immunologically 
recognized REVs-Chi-PVA formulation in the presence of 50 mM PO4

2-. Under 
these conditions the Dtxd retained its immunological identity. Therefore, we 
could obtain the maximum Dtxd solubility and stability after contact with 
CH3CO2C2H5 to begin its nanoencapsulation within ideal conditions.  This was a 
technological breakthrough because a simple solution like salt addition avoided 
heterologous proteins usage (Rescia et al., 2009a). The stabilized protein was as 
encapsulated within REVs as described.  

Liposomes have been used as adjuvants since 1974 (Allison and 
Gregoriadis, 1974). One major limitation for the use of liposomes in oral 
vaccines is the lipid structure instability caused by enzyme activities. Our goal 
was to combine liposomes which can encapsulate antigens (Dtxd, diphtheria 
toxoid) with chitosan which protects the particles and promotes 
mucoadhesibility. We employed physical techniques to understand the process 
by which liposomes (SPC: Cho, 3:1) can be sandwiched with chitosan (Chi) and 
stabilized by PVA (Poly-vinylic alcohol) which are biodegradable and 
biocompatible polymers. Round and smooth surfaced particles of REVs-Chi 
(Reversed phase vesicles sandwiched by Chi) stabilized by PVA were obtained. 
The REVs encapsulation efficiencies (Dtxd was used as the antigen) were directly 
dependent on the Chi and PVA present in the formulation. Chi adsorption on 

REVs surface was accompanied by an increase of   otential. In contrast, PVA 

adsorption on REVs-Chi surface was accompanied by a decrease of  potential. 
The presence of Dtxd increased the Chi surface adsorption efficiency. The PVA 
affinity by mucine was 2000 higher than that observed with Chi alone and did 
not depend on the molecule being in solution or adsorbed on the liposomal 
surface. The liberation of encapsulated Dtxd was retarded by encapsulation 
within REVs-Chi-PVA. These results lead us to conclude that these new and 
stabilized particles were to able to adsorb to intestinal surfaces, resisted 



 

degradation and controlled the antigen release. Therefore, REVs-Chi-PVA 
particles can be used as an oral delivery adjuvant (Rescia et al., 2009b). 

Liposomes sandwiched by chitosan (REVs-Chi) as vehicles for oral vaccines 
have been well characterized in our laboratory. These particles were designed to 
be captured by mucus, to interact with oral surfaces and to withstand the 
enzymes of the gastric transit. Three different formulations containing Dtxd 
(diphtheria toxoid): REVs [reverse phase evaporation vesicles of SPC: Cho (3: 1)]; 
REVs-Chi (REVs sandwiched by chitosan) and REVs-Chi-PVA were used to 
immunize mice. Through adhesibility assays and antibody anti-diphtheria 
experiments we observed a direct correlation between particle complexity (free 
antigen < REVs < REVs-Chi < REVs-Chi-PVA) and antibody production (IgA, IgG1 
and IgG2a) in all the assays (R= 0,91766- 0,99718). The most striking result was 
the absence of IgA production in those mice immunized with the free antigen, 
proving the excellence of the engineered particles. In addition to enhancement 
of mucosal antibodies production, the formulations with Chi and PVA stimulated 
both, humoral antibody production and selectivity. We have shown that it was 
possible to establish a correlation between REVs-Chi/Dtxd and REVs-Chi-
PVA/Dtxd and the enhancement of mucosal immunity. These particles can be 
used as a general vehicle for oral drug or vaccine delivery systems (Rescia et 
al., 2009c).   
 
Key words: Hoffmeister ions serie, protein stability, liposome, chitosan, particulate adjuvant, 
vaccine vehicle, drug delivery. 
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1. Introdução 

 

Lipossomas são partículas coloidais formados por uma membrana 

composta por fosfolipídeos que se auto-associam e encapsulam parte do sistema 

aquoso no qual estão dispersos (LASIC e PAPAHADJOPOULOS, 1998). Os 

fosfolipídeos contêm duas cadeias hidrocarbônicas que constituem a porção 

hidrofóbica ou apolar da molécula e a porção hidrofílica ou polar da molécula, 

formada pelo glicerol, grupo fosfato e a colina. Moléculas hidrofílicas podem 

sem encapsuladas no compartimento aquoso do lipossoma e moléculas 

hidrofóbicas podem se inserir na bicamada fosfolipídica (VRIES, MARK e 

MARRINK, 2004; POLOZOVA et alii, 1999; LASIC, 1998). Podem ser classificados: 

quanto ao tamanho, método de preparação ou número de lamelas (uma lamela é 

constituída de uma bicamada de fosfolipídeos). Lipossomas multilamelares (MLV 

- multilamelar vesicles), também chamados de oligolamelares (OLV - 

oligolamelar vesicles), possuem um diâmetro médio que varia geralmente de 400 

nm a alguns micrômetros. Lipossomas unilamelares são definidos em dois grupos: 

grandes (LUV - large unilamelar vesicles) com diâmetros entre 80 nm e 1 µm e 

pequenos (SUV - small unilamelar vesicles) com diâmetros variando entre 20 e 80 

nm. Também existem os lipossomas gigantes unilamelares (GUV - giant 

unilamelar vesicles) ou oligolamelares (GOV - giant oligolamelar vesicles) com 

diâmetros superiores a 1 µm, podendo chegar a dezenas de micrômetros (LASIC e 

PAPAHADJOPOULOS, 1998). Outra classificação usada para os lipossomas está de 

acordo com sua composição e aplicação: convencionais, de longa circulação, 



19 

 

 

direcionados, fusogênicos, polimerizados, elásticos, magnetolipossomas e 

quitossomas (DELATTRE et alii, 1993).  

A primeira proposta para uso de lipossomas como veículo de transporte de 

drogas foi em 1971, por Gregoriadis (GREGORIADIS e RYMAN, 1971). Atualmente 

existem muitas técnicas de preparo de lipossomas, muitas das quais são 

escalonáveis para produção em larga escala. Por causa da grande variedade de 

lipossomas (tamanhos, composição, modos de preparação) e das facilidades de 

manipulações existem várias propostas de formulações onde diferentes drogas 

são encapsuladas. Podem ser formulados como suspensão, pó seco, aerossol, 

creme ou loção e, praticamente, todas as vias de administração podem ser 

usadas (LASIC e PAPAHADJOPOULOS, 1998). Muitas das formulações já são 

licenciadas (Tabela 1) (Drugs@FDA, 10/04/2007; PATEL, PATEL e PATEL 2006; 

PRESTIDGE, BARNES e ER 2005; FELNEROVA et alii, 2004; VERMA e GARG, 2001), 

outras estão em estudos clínicos (Tabela 2) (PRESTIDGE, BARNES e ER 2005; 

FELNEROVA et alii, 2004) e inúmeras em fase de desenvolvimento.    

O sucesso dos lipossomas como veículo de transporte de drogas no 

tratamento de doenças como câncer, infecções crônicas, vacinas e doenças 

autoimunes (Drugs@FDA, 10/04/2007; PATEL, PATEL e PATEL 2006; PRESTIDGE, 

BARNES e ER 2005; FELNEROVA et alii, 2004; VERMA e GARG 2001, LASIC e 

PAPAHADJOPOULOS, 1998) vêm do fato de que, através da encapsulação, há 

redução da toxicidade sistêmica em relação à droga e aumento do índex 

terapêutico (com isto pode-se diminuir o número de doses para se atingir o 

mesmo objetivo). Além disso, há também aumento de estabilidade da própria 

droga, uma vez que ela está encapsulada.  
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  Tabela 1. Produtos lipossomais no Mercado. 

Nome de fantasia  Princípio ativo Doença relacionada Companhia Ano de 
aprovação 

DoxilTM or 
CaelyxTM 

Doxorubicina Sarcoma de Kaposi SEQUUS, USA 1995 

DaunoXomeTM Daunorubicina Sarcoma de Kaposi, 
Câncer de mama e de 
pulmão 

NeXstar, USA 1996 

Myocet/Evacet Doxorubicina Metástase de Câncer de 
mama 

Liposome 2000 

AmbisomeTM Amphotericina-B Infecção por fungos, 
Leishmaniaose 

The liposome 
Company 

1997 

AmphotecTM Amphotericina-B Infecção por fungos, 
Leishmaniaose 

SEQUUS, USA 1997  

Fungizone® Amphotericina-B Infecção por fungos, 
Leishmaniose 

Bristol-Squibb, 
Netherland 

1971 

Abelcet Amphotericina-B Infecção por fungos, 
Leishmaniose 

Enzon 1995 

ALECTM DPPC-PG liofilizado e livre de 
proteínas 

Surfactante pulmonar 
para prematuros 

Britannia Pharm, UK 1988 

Topex-Br Sulfato de Terbutalina  Asma Ozone, USA 2006 

Depocyt Cytarabina Quimioterápico contra 
Câncer 

Skye Pharm, USA 1999  

Novasome® Vacina contra varíola Varíola Novavax, USA 1999 

Avian retrovirus 
vaccine 

Retrovirus aviário morto Varíola Vineland lab, USA  

Epaxal® –Berna 
Vaccine 

Capsídeo do Virus da 
hepatite-A + hemaglutininas, 
neuraminidases de influenza+ 
lipídeos 

Hepatite A Berna Biotecnology 1994 

Inflexal® V Virosomas da influenza 
(hemaglutininas, 
neuraminidases, lipídeos) 

Influenza Berna Biotecnology 1999 

Doxil® Doxorubicina-HCl Câncer refratário de 
ovário 

ALZA, USA 1995 

EvacetTM Doxorubicina Metástase de Câncer de 
mama 

The liposome 
company, USA 

2000 

VincaXome Vincristine Tumores sólidos NeXstar, USA  

Mikasome® Amikacin Infecção bacteriana NeXstar, USA  

AutragenTM Tretinoin Sarcoma de Kaposi Aronex 

Pharm, USA 

1993 

Survanta® Surfactante pulmonar Surfactante pulmonar 
para prematuros 

Ross Labs 1991 

NyotranTM Nystatin Infecção sistêmica 
causada por fungos 

Aronex Pharm, USA  

 

 

Os lipossomas também têm uma ação adjuvante em vacinas (RAO e 

ALVING, 2000), fenômeno descrito pela primeira vez em 1974 por Allison e 

Gregoriadis (ALLISON e GREGORIADIS, 1974). No campo de vacinologia, a 

integração de proteínas funcionais do envelope viral nos lipossomas levou a um 

produto chamado de virosoma, um excelente veículo para co-encapsulação de 

vacinas de subunidades (proteínas purificadas), com excelente imunogenicidade 
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e tolerabilidade (FELNEROVA et alii, 2004). Entretanto, os lipossomas não 

resistem à ação dos sais biliares e das enzimas do trato gastrointestinal 

reduzindo, portanto, o seu uso em veiculação de vacinas orais. Há necessidade 

do uso de lipídeos polimerizáveis ou outros polímeros que recubram a sua 

superfície externa.  

Neste projeto, pretende-se usar quitosana para fazer um revestimento 

(interno e externo) de lipossomas de fosfolipídeos naturais. 

 

Tabela 2. Produtos lipossomais em estudos clínicos. 
 

Nome de fantasia  Principia ativo Doença relacionada Companhia Fase do 
estudo clinico 

VincaXome Vincristina (onco-TCS) Tumores sólidos Innex Pharmaceutical III (2005) 

     

NyotranTM Nystatin Infecção sistêmica 
causada por fungos 

Aronex Pharm, USA III (2005) 

 Doxorubicina Câncer de mama NeoPharm/Pharmacia III (2005) 

 Paclitaxel Câncer de mama NeoPharm/Pharmacia II e III (2005) 

 Platinum Câncer de pulmão Aronex Pharm, USA II (2005) 

 Vacina BLP 25 Câncer de pulmão 
(NSCLC) 

Biomira IIb (2005) 

 Inibidor da topoisomerase Câncer de pulmão 
(SCLC) 

OSI Pharmaceuticals II (2005) 

 Ácido retinóico all-trans Linfoma NHL Antigenics, Inc. II (2005) 

 Daunorubicina Linfoma NHL NeXtar II (2005) 

 Inibidor da topoisomerase Câncer de ovário Gilead Sciences II (2005) 

 Doxorubicina Câncer de próstata NeoPharm/Pharmacia III (2005) 

 14 Endonuclease V (14NS) Câncer de pele AGI Dermatics Application 
submitted 

Allovectin HLA-B e DNA plasmídeo de 

microglobulina- -2 

Câncer de cabeça e 
pescoço  

Vical II (2004) 

 DNA-plasmídeo de 
interleucina 2 

Câncer de próstata e 
rim 

Vical II (2004) 

Lerafon Anti-senso toraf-1 Leucemia NeoPharm I (2004) 

 Mitoxanthrone Outros cânceres NeoPHarm II (2004) 

 Myocet combinado com ATB Câncer de bexiga Liposome III (2004) 

 Éter lipídico lipossomal Câncer de bexiga Liposome I (2004) 

 TLC ELL 12 Câncer de próstata, de 
cabeça e de pulmão 

Élan Pharm  I (2004) 

 Aroplatina Câncer de pulmão e de 
pâncreas 

Aroronex Pharm  I e II (2004) 
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   1.1.  A quitosana 

 

Quitosana, -(1-4)-amino-2-deoxy- -D-glucan (Chi), é a forma 

desacetilada da quitina, um polissacarídeo natural, presente nas carapaças de 

crustáceos.  Esta macromolécula é um carregador ou veiculador de drogas ideal 

por causa das suas características intrínsecas tais como, carga positiva, 

biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxicidade e uma estrutura linear 

rígida (OTAKE et alii, 2006; KO et alii, 2003; LEE et alii, 2003; HEJAZI e AMIJI, 

2002; VAN DER LUBEN et alii, 2001) Além disto, tem atividade antimicrobiana, é 

um produto de baixo custo e é disponível em alta escala (MARTINO, SITTINGER e 

RISBUD, 2005; HUANG et alii, 2005a; KHOR e LIM, 2003; MADIHALLY e MATTHEW, 

1999). Isto seria extremamente útil no desenvolvimento de produtos voltados à 

Saúde Pública em geral. Combinando-se as características estruturais dos 

lipossomas e da quitosana, pode-se obter um veículo transportador de drogas de 

liberação controlada, resistente ao trato gastrointestinal. Muitos investigadores 

exploraram a alta afinidade da quitosana por membranas usando derivados ou 

não de quitosana como revestidores de lipossomas (WU et alii, 2004; RENGEL et 

alii, 2002; TAKEUCHI, YAMAMOTO E KAWASHIMA, 2001; FILIPOVIC-GRCIC, 

SKALKO-BASNET e JALSENJAK, 2001). Outras propostas de formulações usam 

partículas pré-formadas de quitosana e as revestem com lipossomas obtidos 

através de evaporação de fase reversa (REVs) (JAIN, SHARMA e VYAS, 2006). Na 

maioria das formulações descritas a polimerização interfacial da 

quitosana/lipossomas se faz através de vesículas pré-formadas, mas todos com a 

mesma intenção que é a de se estabilizar a emulsão (GUZEY e McCLEMENTS, 

2007; HARNSLAWAT, PONGSAWATMANIT e McCLEMENTS, 2006; AOKI, DEKER e 
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McCLEMENTS, 2005; GU, DEKER e McCLEMENTS, 2005; KLINKESORN et alii, 2005a; 

2005b; OGAWA, DEKER e McCLEMENTS, 2003) além de se funcionalizar as 

propriedades superficiais dos lipossomas (FENG, RUAN e LI, 2004; CASTRO et alii, 

2005 e SANDOVAL et alii, 2005). Sabe-se, da literatura, que a quitosana tem 

propriedades mucoadesivas, que favorece um contacto íntimo e extenso entre as 

partículas e as células intestinais, aumentando assim a absorção, no caso de 

drogas (WAWREZINIECK et alii, 2008) ou no caso de vacinas (MARÓN et alii, 

2007) o tempo de residência das partículas e, portanto a estimulação de células 

imuno-competentes (ZARU et alii, 2009). 

Muitos dos processos usam partículas lipossomais obtidas por métodos em 

que os lipossomas estão muito diluídos e, portanto, sua proposta de formulação 

farmacêutica fica prejudicada. Existe um método descrito (MERTINS et alii, 

2005) em que são produzidos REVs de fosfolipídeos naturais contendo Chi nas 

superfícies interna e externa. A vantagem deste método é que o soluto e a 

quitosana podem ser diluídos na fase aquosa e, portanto, o processo de 

encapsulação se faz em uma só etapa. Recentemente, descrevemos pela 

primeira vez na literatura (MARÓN et alii, 2007), algumas características da 

encapsulação de Dtxd (toxóide diftérico) em REVs recobertos por Chi (REVs-Chi) 

usando-se como fosfolipídeos a fosfatidilcolina de soja (SPC). O interesse em se 

obter este tipo de veículo é o de obter um adjuvante para administração oral de 

vacinas.   

Uma das limitações destas partículas lipossomais revestidas por quitosana, 

as REVs-Chi, é que se observa agregação das partículas (MARÓN et alii, 2007). 

Uma das soluções possíveis para corrigir esta agregação seria o uso de um 
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surfactante, como o poli álcool vinílico (PVA), para se estabilizar as partículas de 

REVs-Chi.  

 

 

  1.2. PVA (poli álcool vinílico) 

 

O poli álcool vinílico (PVA) é um polímero sintético solúvel em água, 

atóxico, altamente hidrofílico, biodegradável, biocompatível (YOU et alii, 2007) 

e, por isso, amplamente estudado para aplicações biomédicas. 

O PVA é muito estudado em enxertos poliméricos, por causa de suas 

propriedades mecânicas (LIU et alii, 2009) e, em veiculação de drogas (KURKURI 

e AMINABHATI, 2004). Houve muitos esforços na literatura de polímeros para se 

modificar a estrutura básica de Chi misturando-a com outros polímeros, como o 

PVA, (JAVALKAR, et alii, 2007; SMITHA, SRIDAR e KHAN, 2004; SMITHA, SRIDAR e 

KHAN, 2005) para melhorar as suas propriedades. Além da mistura, no sentido 

exato, de Chi e PVA, os polímeros poderiam ser usados separadamente ou ainda 

através dos produtos como enxertos do co-polímero como também reticulados ou 

entrelaçados formados quimicamente. Existem resultados onde o PVA e a Chi se 

misturam perfeitamente (KIM, PARK e KIM, 2003; SRINIVASA, et alii, 2003), mas 

são contestados por outros que sugerem que não se forma uma mistura porque 

Chi e PVA não são compatíveis molecularmente (CHUANG et alii, 1999; YANG et 

alii, 2004). Entretanto existem muitos outros trabalhos na literatura que 

concluem que a mistura é compatível, dependendo mais do método de preparo e 

da composição da mistura (COSTA-JÚNIOR, PEREIRA e MANSUR, 2009). 
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Neste trabalho, o PVA será adicionado às REVs-Chi e, portanto,  a 

discussão se mistura ou não com Chi não é necessária neste momento. O que nos 

interessa é que ele interaja e revista os REVs-Chi, impedindo as interações inter-

partículas seguidas por agregações. 

O objetivo desta dissertação foi a produção e caracterização de partículas de 

REVs-Chi e REVs-Chi-PVA (REVs-Chi revestidas com poliálcool vinílico), com uma 

nova composição de REVs para uso em veículo de administração oral de vacinas. 

As partículas foram caracterizadas através de métodos físico-químicos e 

imunológicos. A proteína encapsulada foi o toxóide diftérico (Dtxd) que também 

foi caracterizado estruturalmente. Foram realizados ensaios biológicos para se 

acompanhar a produção de anticorpos (IgA, IgG1, IgG2a) em camundongos 

imunizados com REVs-Chi e REVs-Chi-PVA. 
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2. Materiais e métodos 

 

 

  2.1. Materiais 

 

O Dtxd (toxóide diftérico) e anti-soro diftérico padrão desenvolvido em 

cavalo, foram gentilmente doados pela Divisão de Produção e Controle de 

Qualidade do Instituto Butantan. Fosfatidilcolina de soja (SPC), desoxicolato de 

sódio (DOC) foram obtidos da Avanti Polar Lipids. Sephadex G25 e Tween 80 

foram obtidos da GE Healthcare.   Colesterol (Cho), quitosana (Chi, 70 kDa), 

álcool polivinílico (PVA, Mw 127 kDa), isotiocianato de fluoresceína (FITC) e 

mucinas (tipo I-S e tipo III) foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Co (USA). 

Tetrametilbenzidina (TMB) foi comprada da Polysciences. Acetato de etila, ácido 

periódico, fuccsina básica, metabisulfito de sódio, dimetilsulfóxido (DMSO) 

foram obtidos da Merck. Conjugados anti-IgA, anti-IgG1, anti-IgG2a ligados a 

peroxidase foram obtidos da BD Pharmingen. Ósmio, uranila e óxido de propileno 

foram adquiridos da EM Sciences (EUA). Membranas YM30 e DIAFLO, filtros de 

policarbonato de poro 0,45 μm foram adquiridos da Millipore, coluna de filtração 

em gel [QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL)] da Shimadzu. Todos os 

outros sais e solventes utilizados foram de grau analítico. Animais: camundongos 

geneticamente selecionados de alta produção de anticorpos, Linhagem HIII foram 

doados pelo Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan. Camundongos 

BalB-C foram mantidos pelo biotério central do IBu. Os seguintes equipamentos 

foram utilizados: Ultraconcentrador AMICON (modelos 8050 e 8010), 
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Espectrofotômetro UV/Visível Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech, Leitor de 

ELISA Titerteck Multiskan MCC/ 340, Sistema CLAE Shimadzu, modelo LC- 10VP 

equipado com detector de UV, modelo SCL- 10AVP, espectrofluorímetro HITACHI 

F 2000, espectropolarímetro de dicroísmo circular Jasco- 810 (CD). Aparelho de 

espalhamento de luz (Zeta Pals- Brookhaven), microscópio de inversão de fases 

Nikon-TMS com câmera acoplada Nikon Fx35WA, sonicador de sonda Branson, 

modelo 450, evaporador rotatório Tecnal, TE- 210, microscópio de transmissão 

eletrônica (TEM) LEO modelo 906E e microscópio Confocal LSM 510 META, 

microscópio eletrônico JEOL 100 CX, processador de criofraturas JEOL JED- 9000.  

 

 

2.2. Métodos  

    

   2.2.1. Preparativos   

 

      2.2.1.1. Ultraconcentração de toxóide diftérico (Dtxd): O toxóide diftérico 

foi submetido à ultraconcentração no aparelho AMICON (modelos 8050 e 8010). 

Foi usado o método de Lowry para dosar a concentração de proteína. 

          

      2.2.1.2. Marcação Dtxd com isotiocianato de fluoresceína: 

Resumidamente, uma solução de FITC em DMSO a 1 mg/mL (5 mL), 

recentemente preparada, foi adicionada lentamente e sob agitação a uma 

solução de Dtxd (10 mL) a 5 mg/mL em carbonato de sódio 100 mM, pH 9,0. Para 

cada mg de proteína foram adicionados 50 μL da solução do marcador. A reação 

foi deixada ao abrigo da luz por 8 horas a 4 oC. Foram adicionados 312,5 μL de 
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NH4Cl (concentração final de 50 mM). A reação foi incubada por 2 horas a 4 oC. O 

corante não ligado foi separado por cromatografia em minicolunas de Sephadex 

G25 (FRY, WHITE e GOLDMAN, 1978). Controle do processo: relação entre Abs 495 

nm (FITC) (PERFETTO, CHATTOPADHYAY e ROEDERER, 2004; DALY e McGRATH, 

2003; McGRATH e DALY, 2003; McGRATH, ARRIBAS e DALY, 1996) e Abs 280 nm 

(PETERSON, 1977).  

 

      2.2.1.3. Preparo de lipossomas por Evaporação em Fase Reversa (REV) 

 

         2.2.1.3.1. Preparo de lipossomas unilamelares grandes (LUVs) vazios 

através do método de Evaporação em Fase Reversa (REV): adicionaram-se 

lentamente e sob agitação constante, 200 μL de em tampão fosfato 50 mM, pH 

4,5 a 10 mL de uma solução de SPC: Cho (relação de 3: 1) em acetato de etila. A 

suspensão foi sonicada a uma potência virtual de 40 W, por 4 minutos. O 

organogel foi formado usando-se um evaporador rotatório, sob vácuo de 15 

hg/cm2 e à temperatura de 35 oC. As vesículas foram lavadas 3 vezes com água 

desionizada através de centrifugação a 2 000 g O precipitado foi ressuspendido 

em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 (REVs) (MARÓN et alii, 2007 e MERTINS et alii, 

2005).  

 

          2.2.1.3.2. Encapsulação de Dtxd em lipossomas unilamelares grandes 

(LUVs) através do método de Evaporação em Fase Reversa (REV): 

adicionaram-se lentamente e sob agitação constante, 200 μL de em tampão 

fosfato 50 mM, pH 4,5 e Dtxd (12 mg) a 10 mL de uma solução de SPC: Cho 

(relação molar de 3: 1) em acetato de etila. A suspensão foi sonicada a uma 
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potência virtual de 40 W, por 4 minutos. O organogel foi formado usando-se um 

evaporador rotatório, sob vácuo de 15 hg/cm2 e à temperatura de 35 oC. As 

vesículas foram lavadas 3 vezes com água desionizada através de centrifugação a 

2 000 g. O conteúdo de Dtxd não encapsulado foi medido por Lowry ou CLAE 

(cromatografia líquida de alta eficiência). O precipitado foi ressuspendido em 

tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 (REVs/Dtxd) (MARÓN et alii, 2007).  

 

        2.2.1.3.3. Preparo de lipossomas unilamelares grandes (LUVs) vazios 

revestidos com quitosana (Chi) através do método de Evaporação em Fase 

Reversa (REV): adicionaram-se lentamente e sob agitação constante, 200 μl de 

quitosana a 0,5 % em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 a 10 mL de uma solução de 

SPC: Cho (relação molar de 3: 1) em acetato de etila. A suspensão foi sonicada a 

uma potência virtual de 40 W, por 4 minutos. O organogel foi formado usando-se 

um evaporador rotatório, sob vácuo de 15 hg/cm2 e à temperatura de 35 oC. A 

formulação final foi a seguinte 221: 73: 1 (relação molar de SPC: Cho: Chi, 

respectivamente). Os REVs-Chi foram lavados 3 vezes com água desionizada 

através de centrifugação a 2 000 g. O precipitado foi ressuspendido em tampão 

fosfato 50 mM, pH 4,5 (REVs-Chi) ou em PVA 1 % (REVs-Chi-PVA) em H2O 

desionizada, pH 4,5 (MARÓN et alii, 2007, MERTINS et alii, 2005).  

 

         2.2.1.3.4. Encapsulação de Dtxd em lipossomas unilamelares grandes 

(LUVs) revestidos com quitosana (Chi) através do método de Evaporação em 

Fase Reversa (REV): adicionaram-se lentamente e sob agitação constante, 200 

μl de quitosana a 0,5 % em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 e 12 mg de Dtxd a 10 

mL de uma solução de SPC: Cho (relação molar de 3: 1) em acetato de etila. A 
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suspensão foi sonicada a uma potência virtual de 40 W, por 4 minutos. O 

organogel foi formado usando-se um evaporador rotatório, sob vácuo de 15 

hg/cm2 e à temperatura de 35 oC. A formulação final foi a seguinte 221: 73: 1 

(relação molar de SPC: Cho: Chi, respectivamente). Os REVs-Chi foram lavados 3 

vezes com água desionizada através de centrifugação a 2 000 g. O precipitado foi 

ressuspendido em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 (REVs-Chi/Dtxd) ou em PVA 1 % 

(REVs-Chi-PVA/Dtxd) em H2O desionizada. A quantidade de Dtxd não 

encapsulada foi medida nos sobrenadantes através do método de Lowry 

modificado ou por CLAE (MARÓN et alii, 2007).  

 

   2.2.2. Analíticos  

 

      2.2.2.1. Dosagem de proteínas  

 

      a. Método de Lowry modificado: as amostras foram analisadas por 

adaptação do método de Lowry modificado (PETERSON, 1977).  

 

      b. CLAE: as amostras foram analisadas também por filtração em gel [coluna 

QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL)] em sistema de CLAE da 

Shimadzu (modelo LC- 10VP equipado com detector de UV, modelo SCL- 10AVP), 

conforme método desenvolvido neste laboratório (CAMPANA et alii, 2004).  

 

      2.2.2.2. Dosagem de proteína – ELISA: Foi adaptado de acordo com o 

adaptado e modificado em nosso laboratório (NAMUR et alii, 2004). O Dtxd: 

amostras do toxóide diftérico foram adicionadas às placas de ELISA e depois de 2 
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horas foram bloqueados com solução de leite desnatado a 10 %. Depois de 30 

minutos, foi adicionado um anticorpo IgG específico (desenvolvido nos 

camundongos) aos ―pocinhos‖. Trinta minutos após foi adicionado o conjugado 

anti-camundongo-peroxidase e depois de mais 30 minutos, o substrato. Depois 

de 15 minutos à temperatura ambiente, a reação foi interrompida com H2SO4 

1M. A absorbância foi lida automaticamente a 450 nm num leitor de ELISA 

Titerteck Multiskan MCC/340.  

 

      2.2.2.3. Dosagem de mucina: As amostras contendo mucina livre foram 

submetidas ao mesmo tratamento usado para se efetuar a curva padrão. Curva 

padrão: Foram adicionados 2 mL de solução estoque de mucina (0,125; 0,250; 

0,375; 0,5 mg/mL) a 200 μL de ácido periódico seguido por incubação a 37 oC, 

por 2 horas. Foram então adicionados 200 μL de reagente de Schiff. Depois de 30 

minutos à temperatura ambiente as amostras foram lidas a 555 nm (HE, DAVIS e 

ILLUM, 1998).  

 

      2.2.2.4. Dosagem de quitosana: As amostras contendo quitosana livre 

foram submetidas ao mesmo tratamento usado para se efetuar a curva padrão. 

Tomaram-se amostras de volumes conhecidos (15, 30, 45, 60, 80, 100, 150, 200 e 

250 μL) de quitosana e completaram-se os volumes para 300 μL de solução. 

Foram adicionadas então, alíquotas de 3 mL do marcador Cibacrom brilhante 

vermelho 3B-A (0,075 g/L em glicina-HCl 0,1 M, pH 3,2). Controles: adicionaram-

se 300 μL de tampão a 3 mL do corante. As amostras foram lidas a 575 nm 

(MUZZARELLI, 1998).  
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      2.2.2.5. Espectroscopia de fluorescência: As fluorescências intrínsecas do 

Dtxd foram medidas em espectrofluorímetro HITACHI F 2000. A excitação da 

amostra foi a 280 nm e a emissão foi medida de 300 a 400 nm.  

 

      2.2.2.6. Espectroscopia de Dicroísmo circular (CD): Os espectros de CD 

foram realizados em um espectropolarímetro JASCO J-810 sob fluxo de 

nitrogênio, em uma cubeta de 1 cm de caminho óptico a 25 oC. A percentagem 

de estrutura em hélice-α foi calculada de acordo com o descrito na literatura 

(GREENFIELD e FASMAN, 1969).  

 

   2.2.3. Caracterizações da Estabilidade de Dtxd durante as etapas de 

preparação de REVs-Chi.  

 

      2.2.3.1. Efeito dos sais da série de Hoffmeister na solubilidade de Dtxd 

durante a formação de micelas reversas: o Dtxd foi diluído a uma concentração 

final de 5 mM em KSCN, NaH2PO4, NaCl ou MgCl2 em concentrações de 0 a 150 

mM de sal (0, 10, 30, 50, 70, 90, 100 e 150 mM). Adicionaram-se 2 mL de cada 

solução de Dtxd 5 mM nas diferentes concentrações dos sais a 8 mL de acetato 

de etila, em seguida foram sonicadas por 4 minutos a uma potência virtual de 40 

W. Após a sonicação as amostras foram centrifugadas a 2 000 g por 10 minutos e 

as fases aquosas foram retiradas e analisadas por absorbância a 269 nm em 

sistema de CLAE (cromatografia líquida de alta eficiência), espectroscopia de 

fluorescência, CD e por ELISA.  
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   2.2.4.Caracterizações dos REVS-Chi (LUVs revestidas por quitosana) in 

vitro.  

 

      2.2.4.1. Avaliação da eficiência de encapsulação de Dtxd: Foi medida 

indiretamente através de dosagem de proteína nas águas de lavagens da 

formulação (vide o método de preparo de REVs-Chi).  

 

      2.2.4.2. Eficiência de polimerização interfacial de quitosana sobre REVs:  

As formulações preparadas (REVs, REVs-Chi, REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-

PVA/Dtxd) foram lavadas em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5. Tomaram-se os 

sobrenadantes que foram, então, dosados quanto ao teor de Chi livre. A 

dosagem de Chi foi adaptada de método descrito (MUZZARELLI, 1998). Chi 

adicionada no processo de produção de REVs-Chi menos Chi medida livre é igual 

à Chi adsorvida.   

 

      2.2.4.3. Estudos de estabilidade das REVS-Chi em simulados de suco 

gástrico e suco intestinal: as amostras de REVs-Chi contendo ou não o toxóide 

diftérico (Dtxd) foram incubadas com simulados de suco gástrico (0,2 % de NaCl 

e 0,7 % de HCl, pH em 1,2) ou suco intestinal (0,68 % de KHPO4  e 19 % de NaOH 

0,2 M, pH em 7,5) sob agitação constante a 37 oC. A intervalos regulares foram 

retiradas alíquotas para análises de proteína no sobrenadante (JAIN, SHARMA e 

VYAS, 2006).  
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      2.2.4.4. Tamanho dos REVs-Chi: Foram medidos usando um aparelho de 

espalhamento quase-elástico de luz (QELS) modelo Brookhaven Zeta Pals (JAIN, 

SHARMA e VYAS, 2006 e FANG et alii, 2001).  

 

      2.2.4.5. Potencial zeta: Para a determinação do tamanho das partículas de 

lipossomas, REVs, REVS-Chi e REVs-Chi-PVA foram diluídos em 3 mL de água. 

Após filtração em membrana de 0,45 μm, cada amostra foi lida 5 vezes (JAIN, 

SHARMA e VYAS, 2006 e HUANG et alii, 2005b) em aparelho Brookhaven - Zeta 

Pals. 

 

      2.2.4.6. Caracterização microscópica de REVs.  

 

         2.2.4.6.1. Microscopia eletrônica de transmissão (TEM): para avaliação 

da morfologia das REVs, REVs-Chi e REVs-Chi-PVA utilizou-se a Microscopia 

Eletrônica de Transmissão (TEM). A amostra foi centrifugada e depois fixada com 

solução de glutaraldeído 2 %, acetato de ósmio 2 %  e acetato de uranila 1 %. Em 

seguida, desidratou-se com álcool, adicionou-se óxido de propileno, colocou-se 

em forma para inclusão e fizeram-se cortes de 400 nm (semi-fino) para prova e 

de 70 nm (fino) para colocar em tela. Corou-se com acetato de chumbo e 

acetato de uranila. Fotografou-se o material (aumentos de 12.000 vezes, 27.000 

vezes e 60.000 vezes) em microscópio de transmissão eletrônica (TEM) LEO 

modelo 906E.  

 

         2.2.4.6.2. Microscopia eletrônica de crio-fratura (freeze-fracture): Para 

microscopia eletrônica de crio-fratura as amostras foram crio-fixadas em 
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propano congelado por nitrogênio líquido. O processo de fratura foi feito no 

equipamento JEOL JED-9000 e depois, as amostras foram recobertas com prata e 

carbono e limpas com ácido nítrico e uma mistura clorofórmio/metanol (1: 1) e 

analisadas no microscópio eletrônico JEOL 100 CX.  

 

      2.2.4.7. Interações mucina/quitosana e mucina/PVA: soluções estoques (2 

mg/mL) de quitosana, PVA (como controle de adsorção) e mucina (tipo III) foram 

preparadas em tampão fosfato 10 mM, pH 4,5. Foram preparadas amostras em 

razões diferentes de mucina: Chi (1: 3; 1: 1; 3: 1 e 9: 1) ou mucina: PVA (1: 3; 1: 

1; 3: 1 e 9: 1). A seguir, foram incubadas sob agitação por 30 minutos e foram 

medidas as absorbâncias a 500 nm. Controles: mediram-se as absorbâncias da 

mucina e dos polímeros individualmente (HE, DAVIS e ILLUM, 1998).  

 

      2.2.4.8. Adsorção de REVs-Chi ou REVS-Chi-PVA à Mu- III: volumes iguais 

de REVs-Chi ou REVs-Chi-PVA foram adicionados, sob forte agitação, a volumes 

iguais de uma solução de mucina (Mu- III) a 0,5 mg/mL. A seguir, as amostras 

foram incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente. A suspensão foi 

centrifugada 2 000 g, por 20 minutos. Os sobrenadantes foram usados para se 

determinar o conteúdo de mucina livre (RENGEL et alii, 2002).  

 

2.2.4.9.        Efeito do conteúdo em ácido siálico de Mu–III (1 %) e Mu–IS  

(12%), da temperatura e da concentração das mucinas na interação com 

REVs-Chi ou REVs-Chi-PVA: foram preparadas soluções aquosas de mucina (Mu-

III e Mu-IS) com diferentes concentrações (0,025; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL). 

Adicionaram-se 5 mL de REVs-Chi e REVs-Chi-PVA a 5 mL das soluções de Mu-III 



36 

 

 

ou Mu-IS. Incubaram-se as amostras, sob agitação, a 25 ºC ou 37 ºC por 2 horas. 

Após a incubação, as dispersões foram centrifugadas a 2 000 g por 2 minutos. 

Quantificou-se mucina livre nos sobrenadantes (HE, DAVIS e ILLUM, 1998). 

 

   2.2.5. Estudos in vivo.  

 

      2.2.5.1. Imunização: foram imunizados 9 grupos (5 animais em cada) de 

camundongos do tipo Balb-C de 2-3 meses de idade (18- 20 g). Eles receberam  

5 μg de toxóide diftérico por via oral ou subcutânea. As amostras de sangue 

foram colhidas no sistema plexo retro-orbital dos animais em intervalos pré-

determinados (10º, 28º, 38º e 56º dias depois da primeira imunização) e medidas 

as produções IgG1 e IgG2a mediante ensaios de ELISA. No 30º dia administraram-

se uma dose de reforço de 5 μg de Dtxd livre ou veiculada nas diferentes 

formulações Semanalmente foram colhidas amostras de lavado vaginal dos 

animais para a dosagem de IgA, também dosadas por ELISA. No final do 

experimento, 57° dia, administrou-se pilocarpina aos animais (1 mg/ kg) e em 

seguida colheu-se a saliva para dosagem de IgA. O título de anticorpo é 

considerado a recíproca do fator de diluição a 20 % do ponto de saturação 

(BUENO DA COSTA et alii, 1998). 

 

      2.2.5.2. ELISA para quantificar anticorpo-anti-Dtxd desenvolvido em 

camundongo: 20 μg de Dtxd previamente dissolvidos em 100 µL de tampão 

carbonato pH 9,6 foram adicionados em cada poço da placa de ELISA e depois de 

18 horas a 4 oC, a placa foi lavada 3 vezes com PBS e então bloqueada com 200 

μl de leite em pó desnatado 10 %. Depois de 30 minutos a 37 oC, a placa foi 
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lavada 3 vezes com PBSt (PBS Tween 20) e foram adicionados 100 µL dos soros ou 

saliva ou ainda lavado vaginal dos camundongos imunizados, previamente 

diluídos em PBSt. Após 30 minutos de incubação a 37 oC, a placa foi lavada 3 

vezes com PBSt e foram adicionados 100 µL de cada conjugado anti-mouse-

peroxidase diluído em PBSt/leite em pó a 0,1 %. Depois de 30 minutos de 

incubação a 37 ºC, a placa foi lavada 3 vezes com PBSt e foram adicionados 100 

µL de tetrametilbenzidina (TMB) como substrato. Depois de 15 minutos à 

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a reação foi parada pela adição de 50 

μl de H2SO4 1 M. As absorbâncias foram lidas automaticamente a 450 nm em um 

leitor Titerteck Multiskan MCC/340. 
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3. Resultados  

A PROTEÌNA 

 

   3.1. Caracterizações da Estabilidade de Dtxd durante as etapas de 

preparação de REVs-Chi 

   

      3.1.1. Efeito da sonicação na conformação de Dtxd 

Sabe-se que a degradação dos componentes de uma vacina está 

relacionada à perda de sua eficácia, apesar de haver algum debate na 

literatura sobre até onde a estabilidade conformacional de um antígeno seja 

necessária ou não para se obter a resposta imunológica desejada 

(SCHWENDEMAN et alii, 1996 e ALONSO et alii, 1994).  

Para se evitar ou minimizar as degradações de proteínas durante ou 

após o processo de microencapsulação em lipossomas revestidos de quitosana 

por REVs há estratégias de melhoramentos na formulação que poderiam ser 

usadas: 1.  variar os componentes da formulação de forma a se obter a 

estabilidade desejada ou 2. variar o processo de microencapsulação. 

Nesta dissertação, optou-se por variar os componentes da formulação 

através da adição de agentes estabilizadores de proteínas a serem 

encapsuladas em lipossomas revestidos de quitosana. Usou-se o método de 

preparação por evaporação em fase reversa (MERTINS et alii, 2005 e MARÓN 

et alii, 2007) para a obtenção das partículas. 

  Para que se compreenda a série de experimentos que se seguiram, 

resumimos o processo de nanoencapsulação de proteína em lipossomas 
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revestidos por quitosana através do método de REV que pode ser descrito 

como um sistema (A1/O)/A2. Para efeito de simplificação o processo de 

formação de lipossomos, REVs, está representado na Figura 1. A formação de 

REVs revestidos por quitosana (REVs-Chi) está representada na Figura 2.  

 

 

Figura 1. Formação de REVs. Etapa 1. Lipídeos (SPC: Cho) + CH3CO2C2H5  Dissolução 

(O); Etapa Etapa 2. Adição de Dtxd em PBS  A1+O; Etapa 3. Sonicação de A1 + O  formação 
das micelas reversas (A1/O); Etapa 4. Evaporação do solvente orgânico com aproximação das 
micelas reversas. Etapa 5. Formação de um organogel (A1/O) (as micelas se colabam, formam 

vesículas. Etapa 6. Adição PBS (A2)  REVs (A1/O) /A2. 

 

 

As desnaturações e agregações de Dtxd podem ocorrer nas etapas 2, 3 

e 4, por causa do contacto com o solvente orgânico e da sonicação, que 

submete a proteína a pressões altas, gradiente de temperaturas, forças de 

cisalhamento, possibilidades de oxidação e à ação de radicais livres. O 

cisalhamento da fase aquosa aumenta as interfaces hidrofóbicas 

(desvantagem do método) o que leva à adsorção de proteína, seguida por 

desenovelamento e agregação. Em outras palavras, pode haver perda de 

proteína através da diminuição de sua solubilidade. 
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Figura 2. Formação de REVs-Chi. Etapa 1. Lipídeos (SPC: Cho) + CH3CO2C2H5  Dissolução 

(O); Etapa Etapa 2. Adição de Dtxd + Chi em PBS  A1+O; Etapa 3. Sonicação de A1 + O  
formação das micelas reversas (A1/O). Etapa 4. Evaporação do solvente orgânico com 
aproximação das micelas reversas. Etapa 5. Formação de um organogel (A1/O) (as micelas se 
colabam, formou vesículas contendo Chi externa e internamente e Etapa 6. Adição PVA 1 % 

em água (A2)  REVs (A1/O) /A2. 

 

 

O objetivo desta etapa experimental foi o de se determinar até 

onde a sonicação (contato com a interface CH3CO2C2H5) causaria 

agregação na molécula do Dtxd. Pretendeu-se usar os sais da série de 

Hoffmeister no sentido de se minimizar ou mesmo evitar o desenovelamento e 

esta agregação. Era importante que se determinasse a natureza desta 

interação, para que se racionalizasse uma formulação estável de Dtxd em 

REVs-Chi. Sabe-se que os sais da série de Hoffmeister, como o KSCN, 

protegem o Dtxd de modificações confomacionais como o desenovelamento 

ou a abertura da ligação S-S após sonicação na presença de CH2Cl2. Aumenta-

se a solubilidade de Dtxd em 95 %, com o uso de KSCN o que corresponde 

também a uma proteína com estrutura mais próxima da nativa e reconhecida 

imunologicamente (NAMUR et alii, 2009; NAMUR et alii, 2004).  Entretanto, 

nesta dissertação, o solvente usado foi outro (acetato de etila) o que poderia 
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interferir na constante dielétrica e conseqüentemente na partição de Dtxd 

entre as fases (NAMUR et alii, 2009; NAMUR et alii, 2004). 

A solubilidade de Dtxd após a emulsificação na presença de CH3CO2C2H5 

e na ausência de qualquer um dos sais foi de 91 % (Figura 3). Os sais NaCl, 

KSCN e MgCl2 diminuíram ainda mais a solubilidade da Dtxd durante após a 

sonicação. À medida que houve o aumento das concentrações destes sais, 

menores foram às solubilidades de Dtxd. O MgCl2 foi o sal que menos protegeu 

o Dtxd da precipitação.  Analisou-se mais detalhadamente, observou-se que 

as solubilidades de Dtxd nas presenças de CH3CO2C2H5 e de alguns dos sais 

usados foram bem prejudicadas chegando a valores tão baixos quanto de 70,3 

% (NaCl 70 mM), 72,6 % (KSCN a 150 mM) e 61,1 % em MgCl2 (30 mM) (Figura 

3), ou seja, entre 30 a 40 % de perda de massa.  
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Figura 3: Efeito dos sais da série de Hoffmeister na solubilidade de Dtxd após  

sonicação na presença de CH3CO2C2H5. O conteúdo protéico dos sobrenadantes foi 
analisado por dosagem de proteína a 280 nm nas presenças de (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, 
(-▲-) MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em acetato de etila (CH3CO2C2H5). 
Controle Dtxd em H2O antes da sonicação. 
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Já na presença de NaH2PO4, a solubilidade aumentou em todas as 

concentrações usadas, sendo que em 10 e 100 mM foram as melhores 

condições (98 %) de solubilização da Dtxd após a sonicação (Figura 3).  

 

As amostras da fase aquosa foram diluídas a uma mesma concentração 

de 2 μM em PBS pH 7,2 e submetidas à filtração em gel através de sistema de 

CLAE (CAMPANA et alii, 2004). As concentrações de dímero de Dtxd foram 

maiores nas amostras que estavam na presença de NaH2PO4 em relação aos 

outros sais (Figura 4 e Tabela 3). Houve uma grande diminuição de 

monômeros após a sonicação na presença de KSCN (Figura 4 e Tabela 3) o 

que coincidiu com um aumento de FA (Fragmento A) e FB (Fragmento B) na 

presença deste sal (Figura 4). A quantidade de monômeros nas amostras 

sonicadas na presença de NaCl é menor do que em relação às amostras 

sonicadas na presença de NaH2PO4 e coincide com uma quantidade um pouco 

maior de FA e FB (Figura 4).  

 

Tabela 3. Efeito dos sais da série de Hoffmeister nas concentrações das 
diferentes espécies moleculares de Dtxd após a sonicação. 

Sal Dtxd 

(dímero) 

(proporção 

relativa) 

Dtxd 

(monômero) 

(proporção 

relativa) 

FB + FA 

(proporção 

relativa) 

NaCl ↓ ↓ ↑ 

KSCN ↓ ↓↓↓↓ ↑↑↑↑ 

MgCl2 ↓ ↓ ↑ 

NaH2PO4 ↓ = ↑ 
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Figura 4. Efeito dos sais da série de Hoffmeister nas concentrações das diferentes 
espécies moleculares de Dtxd após a sonicação. O conteúdo das diversas espécies moleculares 
de Dtxd da fase aquosa foram [após sonicação em Acetato de etila (CH3CO2C2H5) nas 
presenças de (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4] injetados em coluna de 
filtração em gel QC-PAK GFC 300 (7,8 mm x 15 cm, Vt = 7,17 mL), previamente equilibrada 
com PBS pH 7,2, a um fluxo de 0,6 mL/minuto a 20 ºC. A. Concentração de dímero, B. 
Concentração de monômero, C. Concentração de fragmentos A e B. Controle: Dtxd em H2O 

sem sonicação ( ). 
 

 

Não houve a formação de agregados solúveis nas presenças de 

todos os sais estudados (Figura 4). As amostras que se apresentaram com 

maiores quantidades de monômeros e menores quantidades de FA e FB 

foram as que estavam na presença de NaH2PO4 (Figura 4).  

 

Estas mesmas amostras foram analisadas por ELISA para se verificar o 

reconhecimento imunológico do Dtxd através do soro antidiftérico padrão 

(desenvolvido em cavalo pelo IBu). Através dessa análise a menor identidade 

imunológica foi sobre a estrutura da Dtxd também na presença de KSCN 

(Figura 5). O NaCl foi o sal que preservou melhor a identidade 

imunológica da Dtxd e o NaH2PO4 foi o segundo melhor sal tendo a 
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concentração de 90 mM o seu melhor desempenho de preservação da 

conformação imunológica (Figura 5). 
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Figura 5: Efeito dos sais da série de Hoffmeister sobre a identidade imunológica de 
Dtxd. As amostras de Dtxd em (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 foram 
analisadas por ELISA após sonicação em acetato de etila (CH3CO2C2H5). Controle Dtxd em H2O 

sem sonicação ( ). 

 

 

      3.1.2. Espectroscopia de fluorescência 

Foram realizados espectros de fluorescência das fases aquosas de Dtxd 

7,36 μM após a sonicação na presença de CH3CO2C2H5 (na presença ou na 

ausência dos sais) e calculou-se a razão entre as intensidades de fluorescência 

a 350 nm e 330 nm (Figura 6). Sabe-se que, através desta razão entre as 

intensidades de fluorescência podem-se verificar as exposições de resíduos 

hidrofóbicos para um meio mais polar (SOUTO E ITO, 2000).  
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Não houve exposição de triptofano ao meio mais polar quando o 

Dtxd foi sonicado na presença de acetato de etila e dos sais da série de 

Hoffmeister estudados, pois não houve variação da razão F350/F330 nm 

(Figura 6).  
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Figura 6. Relação entre as intensidades de fluorescência a 350 e 330 nm das amostras 
da fase aquosa de Dtxd após sonicação na presença de acetato de etila e de sais. As fases 
aquosas das amostras (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em 
acetato de etila (CH3CO2C2H5) foram analisadas por espectroscopia de fluorescência. A seta 

indica o controle em H2O sem sonicação ( ). 
 

 

 Até aqui, concluiu-se que o Dtxd sonicado na presença de NaH2PO4 

manteve a maior quantidade de fração solúvel, com conformação 

imunológica preservada e com menor quantidade de fragmentos A e B. 

Este Dtxd correspondeu a uma conformação sem exposição de resíduos 

hidrofóbicos para o meio aquoso, que se traduziu em manutenção da 

estrutura terciária da proteína. 
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      3.1.3. Espectroscopia de Dicroísmo circular 

As possíveis variações conformacionais, relacionadas à estrutura 

secundária da Dtxd, obtidos após a sonicação na presença de acetato de etila 

e dos sais da série de Hoffmeister também foram observadas por CD. Todos os 

espectros foram comparados com o controle, que foi realizado com Dtxd 7,36 

μM em água, sem passar pelo processo de sonicação em CH3CO2C2H5.  

Sabe-se que um efeito Cotton positivo na região de 195-197 nm está 

relacionado à estrutura de folha pregueada  (TILSTRA e MATTICE, 1996) e 

também que um efeito Cotton negativo nesta mesma região está associado à 

estrutura desordenada ou randômica (TILSTRA e MATTICE, 1996). Na região 

217-218 nm o Efeito Cotton é negativo para a estrutura de folha pregueada  

(TILSTRA e MATTICE, 1996). Os cromóforos associados a esta região espectral 

são as ligações peptídicas (TILSTRA e MATTICE, 1996). A conformação do 

ângulo diédrico da ligação S-S (que liga o fragmento B ao A) do Dtxd também 

é passível de sofrer alteração durante o processo de formação da primeira 

emulsão. É importante lembrar aqui que o Dtxd tem duas pontes S-S (C186- 

C201 e C461- C471). Uma destas ligações S-S é inter-cadeias (FA-FB, C186-C201) e a 

outra é intra-cadeia (FB C461- C471) (Esquema 1) (NAMUR et alii, 2009; NAMUR 

et alii, 2004). Dentre estas duas ligações, a mais provável de sofrer mudanças 

conformacionais é aquela entre C186- C201 do que a C461- C471, isto por 

impedimentos estéricos. (NAMUR et alii, 2009; NAMUR et alii, 2004). Sabe-se 

que variações angulares  120o implicam em um efeito Cotton negativo e 

variações  60o implicam em um efeito Cotton positivo (TILSTRA e MATTICE, 

1996).  
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           Esquema 1. Representação esquemática da estrutura da toxina diftérica (adaptado da 
literatura (NAMUR e BUENO DA COSTA, 2004).  

 

 

As variações observadas nos espectros de CD sobre a influência de cada 

um dos sais sobre a conformação de Dtxd (Figuras 7 a 10) foram, 

resumidamente, agrupadas em 4 figuras principais (Figuras 11 a 14). A 

sonicação, por si só, causou uma diminuição de 14 % em θ196 nm (Figura 

11) e 15,4 % em θ222 nm (Figura 12) na estrutura de Dtxd (controle). 

Observou-se que nas amostras contendo NaCl houve alterações nos 

valores de [θ196 nm], que corresponderam a uma diminuição entre 10 % (NaCl 

10 mM) e 33 % (NaCl 150 mM) de folhas pregueadas  (Figura 7 e 11). Os 

valores de [θ222 nm] também se alteraram pouco dentre as concentrações de 

NaCl estudadas; a quantidade de hélice-  ficou em torno de 76,5 % (Figura 12 

e 13). Os valores de [θ260 nm] foram positivos, praticamente em todas as 

concentrações de NaCl estudadas. O efeito Cotton negativo, mas muito 

próximo de zero, foi observado na amostra de NaCl 50 mM (Figura 14). Isto 

implicou em variações  60o e corresponde a uma molécula que não se expôs 
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ao solvente, o que corrobora os dados observados por fluorescência (Figura 

6).  
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Figura 7. Efeito de NaCl sobre a estrutura secundária do Dtxd durante a sonicação em 
CH3CO2C2H5. Utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm de caminho óptico. Controle: A. Dtxd 7,36 μM 
padrão em água, pH 7,2 sem sonicar (-) e Dtxd 7,36 μM sonicado em CH3CO2C2H5 sem NaCl (-) 
e na presença de (B) NaCl 10 mM, (C) NaCl 30 mM, (D) NaCl 50 mM, (E) NaCl 70 mM, (F) NaCl 
90 mM, (G) NaCl 100 mM e (H) NaCl 150 mM. 

 

 

Não foi possível a análise das amostras da fase solúvel de Dtxd 

sonicadas na presença de acetato de etila e de KSCN na região de θ196 nm por 

causa do espalhamento de luz intenso. O valor de θ196 nm de Dtxd em KSCN a 

10 mM é o mesmo que o observado quando sonicação foi realizada na 

presença de água (Figura 11).  

Observaram-se diminuições nos efeitos Cottons negativos a [θ222 nm] de 

Dtxd em KSCN (Figuras 8 e 12). A maior diminuição de θ222 nm foi em KSCN 

a 150 mM (Figuras 8 e 12) quando as porcentagens de hélice-  ficaram 

em torno de 76,65 % (Figura 13 e Tabela 1). Praticamente não houve 
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alterações de [θ260 nm] na presença de KSCN. A alteração maior 

observada foi causada pela própria sonicação e isto não pode ser 

revertido através do uso de KSCN (Figura 14). 
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Figura 8. Efeito de KSCN sobre a estrutura secundária do Dtxd durante a sonicação 
em CH3CO2C2H5. Utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm de caminho óptico. Controle: A. Dtxd 7,36 
μM padrão em água, pH 7,2 sem sonicar (-) e Dtxd 7,36 μM sonicado em CH3CO2C2H5 sem KSCN 
(-) e na presença de (B) KSCN 10 mM, (C) KSCN 30 mM, (D) KSCN 50 mM, (E) KSCN 70 mM, (F) 
KSCN 90 mM, (G) KSCN 100 mM e (H) KSCN 150 mM. 

 

 

Nas amostras de Dtxd que continham MgCl2 observou-se diminuição de 

[θ196 nm], ou seja, uma diminuição da quantidade de folhas pregueadas  

(Figuras 9 e 11). Os menores valores negativos de [θ222 nm] foram observados 

na presença de MgCl2 (Figura 12). Entretanto isto correspondeu a um teor de 

hélice-  em torno de 76,70 % (Figura 13), o que não diferiu muito dos outros 

sais. Em [θ260 nm] os valores ficaram positivos (Figura 14). Observou-se uma 
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conformação de Dtxd, com o ângulo diédrico  60o, ou seja, houve um 

“fechamento” da molécula (Figura 14) em MgCl2 150 mM.  
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Figura 9. Efeito de MgCl2 sobre a estrutura secundária do Dtxd durante a sonicação 
em CH3CO2C2H5. Utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm de caminho óptico. Controle: A. Dtxd 7,36 
μM padrão em água, pH 7,2 sem sonicar (-) e Dtxd 7,36 μM sonicado em CH3CO2C2H5 sem 
MgCl2 (-) e na presença de (B) MgCl2 10 mM, (C) MgCl2 30 mM, (D) MgCl250 mM, (E) MgCl2 70 
mM, (F) MgCl2 90 mM, (G) MgCl2 100 mM e (H) MgCl2 150 mM. 

 

 

As características estruturais de Dtxd a [θ196 nm] nas amostras sonicadas 

com NaH2PO4 são as que mais se aproximaram do controle de Dtxd em água 

antes da sonicação (Figuras 10 e 11). Os valores de [θ222 nm] encontrados 

em Dtxd sonicado na presença de NaH2PO4 foram os mais baixos, ou seja, 

os mais negativos o que significou uma indução de formação de estrutura 

helicoidal na presença deste sal (Figuras 12 e 13). Já em [θ260 nm] não 

ocorreu mudança na estrutura de Dtxd na presença de NaH2PO4 (Figura 

14). Mais uma vez, a maior mudança estrutural, em relação à ligação S-S 
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foi causada pela sonicação em si e este efeito não pode ser revertido por 

nenhum dos sais.  
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Figura 10. Efeito de NaH2PO4 sobre a estrutura secundária do Dtxd durante a 
sonicação em CH3CO2C2H5. Utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm de caminho óptico. Controle: A. 
Dtxd 7,36 μM padrão em água, pH 7,2 sem sonicar (-) e Dtxd 7,36 μM sonicado em CH3CO2C2H5 
sem NaH2PO4 (-) e na presença de (B) NaH2PO410 mM, (C) NaH2PO4 30 mM, (D) NaH2PO4 50 mM, 
(E) NaH2PO4 70 mM, (F) NaH2PO4 90 mM, (G) NaH2PO4 100 mM e (H) NaH2PO4150 mM. 

 

 

Os efeitos dos sais da série de Hoffmeister no conteúdo em folhas 

pregueadas- de Dtxd após sonicação na presença de acetato de etila estão 

resumidos na Figura 11.  

Os efeitos dos sais da série de Hoffmeister no conteúdo em hélice-  de 

Dtxd após sonicação na presença de acetato de etila estão resumidos na 

Figura 12, 13.   

As variações de hélice-  de Dtxd durante este estudo foram analisadas 

também através dos resultados das variações de observado (Figura 12), 
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tomando-se como 100 % aquele valor correspondente ao observado da molécula 

antes da sonicação. Estas variações estão resumidas na Figura 13. 
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Figura 11: Efeito da concentração dos sais da série de Hoffmeister no θ 196 nm de 
Dtxd. As amostras do Dtxd 7,36 μM obtidas nas presenças de (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) 

MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em CH3CO2C2H5 foram analisadas por CD. A seta ( ) 
indica o controle em H2O sem sonicação. 
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Figura 12: Efeito da concentração dos sais da série de Hoffmeister no θ 222 nm de 
Dtxd. As amostras do Dtxd 7,36 μM obtidas nas presenças de (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) 

MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em CH3CO2C2H5 foram analisadas por CD. A seta ( ) 
indica o controle em H2O sem sonicação. 
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Figura 13: Efeito da concentração dos sais da série de Hoffmeister no conteúdo de 

hélice-  de Dtxd. As amostras de Dtxd 7,36 μM obtidas nas presenças de (-■-) NaCl, (-●-) 
KSCN, (-▲-) MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em CH3CO2C2H5 foram analisadas por CD. A 

seta ( ) indica o controle em H2O sem sonicação. 

 

 

O PO2-
4 induziu a formação de hélice-  (aumento de até 30 % no 

observado) e o MgCl2 foi o que mais diminuiu o observado (diminuição 

de até 60 %) (Figura 13). 

Os efeitos dos sais da série de Hoffmeister na conformação de S-S de 

Dtxd após sonicação na presença de acetato de etila estão resumidos na 

(Figura 14).  Observaram-se grandes modificações no ângulo diédrico do S-S 

que eram, na proteína nativa, ≥ 120º (Efeito Cotton negativo) e passaram 

para ≤ 60º (Efeito Cotton positivo) (Figura 14). Isto pode ser interpretado 

como um ―fechamento‖ da estrutura terciária de Dtxd o que corrobora os 

dados obtidos por fluorescência (Figura 6). Por fluorescência não se observou 

exposição de triptofano para um meio mais polar, ou seja, o aminoácido se 

encontrava num ambiente hidrofóbico. Aqui, observou-se que o Dtxd, após 
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sonicação, ficou mais “fechado” (com o ângulo S-S menor) e nenhum dos 

sais pode reverter esta situação (Figura 14). 
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Figura 14: Efeito da concentração dos sais da série de Hoffmeister no θ 260 nm de 
Dtxd. As amostras do Dtxd 7,36 μM obtidas nas presenças de (-■-) NaCl, (-●-) KSCN, (-▲-) 

MgCl2 e (-♦-) NaH2PO4 após sonicação em CH3CO2C2H5 foram analisadas por CD. A seta ( ) 
indica o controle em H2O sem sonicação. 

 

 

AS PARTÌCULAS 

 

   3.2. Caracterizações morfológicas e funcionais dos REVS-Chi (LUVs 

revestidas por quitosana) in vitro. 

 

      3.2.1. Tamanho dos REVs-Chi, potencial zeta e eficiência de 

encapsulação de Dtxd. 

Foram obtidas REVs (vazias) e REVs/Dtxd (contendo a proteína) com 

tamanhos de 167 nm e 256 nm respectivamente. As REVs-Chi eram de 313 nm 
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de raio hidrodinâmico enquanto que as REVs-Chi/Dtxd eram de 524 nm e as 

REVs-Chi-PVA/Dtxd de 367 nm (Tabela 4).  

As formulações apresentaram distribuição de tamanho bimodal, exceto 

a amostra de REVs/Dtxd que apresentou apenas uma única população. Os 

tamanhos e as cargas superficiais das partículas obtidas foram dependentes 

da complexidade da partícula (Tabela 4).  

 
 
 
Tabela 4. Tamanho dos REVs-Chi, potencial zeta e eficiência de encapsulação de 

Dtxd. 

FORMULAÇÃO TAMANHO 

(nm) 

CARGA 

SUPERFICIAL 

EFICIÊNCIA DE 

ENCAPSULAÇÃO 

(%) 

REVs 167 -9,40 0 

REVs/Dtxd 256 -3,71 58,8  

REVs-Chi 313 -4,66 0 

REVs-Chi/Dtxd 524 -9,94 69,2  

REVs-Chi-PVA 367 -7,51 0 

REVs-Chi-PVA/Dtxd 383 -12,3 75,4  

 

 
 
As preparações de REVs, de REVs-Chi e de REVs-Chi-PVA encapsularam 

58,8 %, 69,2 % e 75,4 % de Dtxd, respectivamente (Tabela 4). O Dtxd 

aumentou em 53 % o tamanho das REVs e também 40,3 % das REVS-Chi 

(Tabela 4). A quitosana aumentou o tamanho das partículas lipossomais em 

67 % em relação às REVs. O PVA diminuiu 27 % do tamanho das partículas 

(REVs-Chi-PVA/Dtxd) em relação às REVs-Chi/Dtxd (Tabela 4). 
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Para que se facilite a apresentação dos dados e a argumentação para as 

conclusões, apresentam-se agora algumas considerações sobre a estrutura de 

Dtxd: 

Sabe-se (BENNETT, CHOE e EISENBERG, 1994) que a massa molar de 

Dtxd é de 58,3 kDa e o pI calculado, a partir da seqüência primária, é 4,25 

(CAMPANA et alii, 2004) (Tabela 5). A carga iônica líquida do Dtxd é -11 

(CAMPANA et alii, 2004). O Dtxd foi encapsulado em tampão fosfato 50 mM, 

pH 4,5, onde então estava somente a 0,25 unidade de pH acima de seu pI. 

Mas, era bem provável que mesmo assim, neste pH 4,5, estivesse carregado 

negativamente (vide o número de cargas negativas neste pH). 

A diminuição da carga negativa líquida de REVs/Dtxd (-3,71 mV) em 

relação às REVs (-9,40 mV) (lembre-se que são vazias) poderia ser 

compreendida como adsorção inespecífica do toxóide diftérico à superfície 

externa das REVs (Tabelas 4 e 5). O mesmo ocorreu quando se compararam 

REVs-Chi (-4,66 mV) com REVs (-9, 40 mV), ou seja, houve uma diminuição da 

carga negativa superficial líquida devido à adsorção da quitosana (um 

policátion) à superfície externa das vesículas. Isto é uma evidência da 

adsorção de quitosana à superfície das REVs (Tabela 4) o que está de acordo 

com a literatura (LAYE, McCLEMENTS e WEISS, 2008). Quando se monitora a 

interação de lipossomas com Chi através da medida do tamanho e da carga 

superficial em suspensões de lipossomas a pH 3,0, o potencial  indica que os 

lipossomas puros são altamente aniônicos (-38 mV), enquanto as moléculas de 

quitosana são altamente catiônicas (+ 85 mV) (LAYE, McCLEMENTS e WEISS, 

2008).  Se compararmos REVs-Chi/Dtxd (- 9,94 mV) e REVs-Chi-PVA/Dtxd (- 

12,3 mV) observamos o mesmo fenômeno em relação às REVs, ou seja, um 
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aumento da carga negativa da partícula causada pela presença de Dtxd 

(Tabela 4).  

 
Tabela 5. Características dos diferentes aminoácidos de Dtxd. 

Aminoácidos 

com grupos 

ionizáveis 

Grupos 

ionizáveis 

pK Ácidos Básicos 

Carbóxi-

terminal 

E (Glu) 

D (Asp) 

K (Lys) 

R (Arg) 

N-terminal 

α-COOH 

γ-COOH 

β-COOH 

ε-NH2 

guanidino 

- NH+
3 

2,34 

3,86 

4,25 

10,53 

12,48 

9,6 

11 

36 

27 

36 

16 

1 

 

 

Em resumo, o tamanho dos REVs e as eficiências de encapsulações 

para o Dtxd aumentaram com a adição de Chi e de PVA. A adsorção de 

quitosana à superfície de lipossomas foi acompanhada por aumento do 

potencial . A adsorção de PVA à superfície de REVs-Chi foi acompanhada 

por diminuição do potencial . 

 

      3.2.2. Eficiência de polimerização interfacial de quitosana 

As interações entre SPC (fosfatidilcolina de soja), Dtxd e Chi, Dtxd-Chi 

e PVA, Chi-Chi e PVA-PVA podem ser afetadas pelos mesmos fatores que 

estabilizam as proteínas enoveladas e as associações de proteínas com outras 

proteínas ou ligantes: o emparelhamento de cargas opostas, a repulsão de 

cargas semelhantes, a formação de pontes de hidrogênio e o enterramento de 

resíduos hidrofóbicos (Tabela 6 e Figuras 15, 16 e 17).   
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          (c)  

 
Figura 15. Estrutura química geral da fosfatidilcolina (a), quitosana (b), PVA (c). R= 

ácidos graxos (MERTINS et alii, 2005). 
 
 
 

 

 

Figura 16. Pontes de hidrogênio que se formam com quitosana em solução. 
 
 
 
 
 

                         
 
              

Figura 17. Pontes de hidrogênio que se formam com PVA em solução (SATOKAWA e 
SHIKATA, 2008). 

 

 

Estas interações foram levadas em consideração no desenvolvimento da 

formulação REVs-Chi-PVA/Dtxd. A presença de Dtxd na formulação 

aumentou a eficiência de adsorção de quitosana às partículas de REVs 

(Tabela 6), o que pode ser explicado através das interações dos íons 
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complementares Dtxd (negativo) e Chi (positiva). O mesmo foi observado 

quando o PG (fosfatidilglicerol) está presente na composição das vesículas, ou 

seja, um aumento da eficiência de polimerização de Chi sobre as vesículas 

contendo esta carga negativa (ZARU et alii, 2009). Isto explica também o 

aumento da carga negativa líquida da partícula se comparamos REVs-Chi/Dtxd 

com REVs-Chi (Tabelas 4 e 5). Estes resultados estão de acordo com o que foi 

discutido sobre o potencial  (Tabelas 4 e 5). O PVA é adicionado às 

partículas após as lavagens das mesmas, portanto não alterou a eficiência de 

adsorção da quitosana. 

 

Tabela 6. Eficiência de polimerização interfacial nas diferentes formulações. 

 

FORMULAÇÃO 

 

 

EFICIÊNCIA DE POLIMERIZAÇÃO (%) 

REVs-Chi 87,5 ± 1,2 

REVs-Chi/Dtxd 98 ± 1,5 

REVs-Chi-PVA/Dtxd 98 ± 1,5 

 

 

      3.2.3. Propriedade mucoadesiva das partículas 

 

         3.2.3.1. Interação mucina/quitosana e mucina/PVA 

A mucina foi usada aqui para simular a interação entre os polímeros Chi 

e/ou PVA com a superfície intestinal, num ensaio de bioadesibilidade in vitro. 

O princípio do método utilizado para análise das interações entre os 

polímeros Chi e PVA com mucina (outro polímero, Figura 18) é o aumento de 
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turbidez conseqüente da agregação quando ocorre interação. Na ausência de 

interação, não há formação de agregados e a turbidez a 500 nm será zero 

(PREGO et alii, 2005; TAKEUCHI et alii, 2005; TAKEUCHI, YAMAMOTO e 

KAWASHIMA, 2001; HE, DAVIS e ILLUM, 1998). 

 

 

Figura 18. Estrutura química da Mucina (CAMPOS e CARVALHO, 2008). 

 

Em testes realizados com os polímeros e com Mu-III (1 % de ácido 

siálico) em solução, observaram-se interações entre Mu e Chi somente nas 

relações de 1:1 (v/v, de soluções a 2 mg/ mL) e de 3:1 (v/v de soluções a 2 

mg/ mL) (Figura 19). Isto significou que nos excessos de quitosana (relação 

1:3) ou de mucina (9:1) não ocorreu interação, ou melhor, não foi suficiente 

para causar agregação entre os polímeros suficiente para aumentar a turbidez 

a 500 nm.  

Foi interessante observar que, neste estudo, a quantidade usada 

de PVA em relação à quitosana foi mais de 2 000 vezes menor. Ou seja, a 

afinidade de mucina pelo PVA foi 2 000 vezes maior do que pela 

quitosana! 
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Figura 19. Interação entre Mu-III e os polímeros Chi e PVA. Em A, amostras de Mu-III 

(2 mg/mL) e quitosana (3 mM) foram colocadas para interagir. Após 30 minutos foi medida a 
turbidez a 500 nm. Em B, amostras de mucina (2mg/mL) e PVA (7,9 µM foram colocadas para 
interagir. Após 30 minutos foi medida a turbidez a 500 nm. É importante notar que a escala 
da interação de Mu/PVA (B) é 1000 vezes maior do que a escala da interação de Mu/Chi (A). 

 

 

         3.2.3.2. Adsorção de mucina aos REVs-Chi ou REVS-Chi-PVA:  

 Sabe-se da literatura que a quitosana favorece a interação das 

partículas com a superfície intestinal (TAKEUCHI, YAMAMOTO e KAWASHIMA, 

2001). Entretanto, se por um lado as partículas de lipossomas revestidos com 

Chi são mais estáveis ao trato gastrointestinal (MARÓN et alii, 2007) o mesmo 

não é verdade em relação à formulação em si quanto à agregação (MARÓN et 

alii, 2007; MERTINS et alii, 2005). A formulação de REVs-Chi tem tendência de 

ser formada por agregados (MARÓN et alii, 2007). Para se evitar a formação 

de agregados adicionou-se o PVA sobre a formulação de REVs-Chi.  O objetivo 

deste experimento foi também o de se estudar o efeito do PVA sobre a 

adsorção das partículas, ou seja, se diminuiria a interação das partículas de 
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REVs-Chi com a mucosa intestinal. As mucinas tipos I-S e III foram usadas 

nestes experimentos para simular a superfície intestinal. 

 A partícula revestida por PVA, REVs-Chi-PVA, foi a que mais 

interagiu com a mucina. A presença de Dtxd interferiu pouco na adsorção de 

partículas de REVs-Chi com Mu-III (Figura 20). O mesmo tipo de interferência 

ocorreu quando se comparou REVs/Dtxd com REVs (Figura 20). Como o Dtxd 

em tampão fosfato 50 mM, pH 4,5 está próximo ao seu pI (pH 4,25), 

teoricamente, a carga líquida da molécula seria próxima de zero, mas ainda 

negativa o suficiente para haver interação de cargas (Figura 20).  
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Figura 20. Interação entre mucina e as diferentes formulações lipossomais. A Mu-III 

livre após interação com as formulações foi medida através de medida de turbidez a 500 nm. 
O cálculo utilizado foi: mucina inicial – mucina livre = mucina adsorvida. 

 

Por exemplo, quando se aumenta a carga líquida da superfície de 

lipossomas, com fosfatidilglicerol, mesmo que estes já estejam carregados 

com Chi há um aumento de interação com mucina (ZARU et alii, 2009). O 

aumento da interação das partículas REVs-Chi-PVA com mucina indicou que, 
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aqui nesta dissertação, a interação ocorreu não só por interações 

eletrostáticas (ZARU et alii, 2009), mas também através de pontes de 

hidrogênio (vide figuras 15- 17 e 20). E, adiantando, esta interação através 

de pontes de hidrogênio foi, aqui, muito mais eficiente na interação com Mu 

do que as interações eletrostáticas. 

Os seguintes experimentos foram realizados com o objetivo de se 

estudar, separadamente, a contribuição do conteúdo de ácido siálico e da 

temperatura na interação da mucina com REVs-Chi (Figura 21) ou com REVs-

Chi-PVA (Figura 22). A interação de Mu-III (ácido siálico 1%) com REVs-Chi 

diminuiu com o aumento da temperatura (Figura 21 A). Entretanto esta 

interação não foi afetada pelo aumento da temperatura quando o conteúdo 

de ácido siálico era da ordem de 12 % (Mu-IS) (Figura 21 B).   
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Figura 21. Efeitos da temperatura, da concentração e do conteúdo de ácido siálico 
das diferentes mucinas na interação com REVs-Chi. Em A observam-se as interações de Mu-III 
(acido siálico de 1 %) e em B com a Mu-IS (ácido siálico de 12 %) com o REVs-Chi. Usaram-se 
concentrações de mucina diferentes: (■) 0,025 mg/mL;(●) 0,05 mg/mL, (▲) 0,1 mg/mL; (▼) 
0,25 mg/mL; (♦) 0,5 mg/mL com quantidades fixas de REVs-Chi. Controle: 100 % de turbidez 
a 500 nm = medida da mesma preparação de emulsão de REVs-Chi usada para os 
experimentos. 
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Em contraste com o tipo de interação de Mu/REVs-Chi, a interação de 

mucina com REVs-Chi-PVA diminuiu com o aumento da temperatura tanto 

para a Mu-III (ácido siálico 1%) quanto com a MuI-IS (Siálico 12 %) (Figura 22). 

Observou-se que tanto para Mu-III quanto Mu-IS houve uma relação direta 

entre aumento da concentração de Mu e aumento da interação (Figura 22).  
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Figura 22. Efeitos da temperatura, da concentração e do conteúdo de ácido siálico 

das diferentes mucinas na interação com REVs-Chi-PVA. Em A observam-se as interações de 
Mu-III (acido siálico de 1 %) e em B com a Mu-IS (ácido siálico de 12 %) com o REVs-Chi-PVA. 
Usaram-se concentrações de mucina diferentes: (■) 0,025 mg/mL;(●) 0,05 mg/mL, (▲) 0,1 
mg/mL; (▼) 0,25 mg/mL; (♦) 0,5 mg/mL com quantidades fixas de REVs-Chi-PVA. Controle: 
100 % de turbidez a 500 nm = medida da mesma preparação de emulsão de REVs-Chi-PVA 
usada para os experimentos. 

 
 
 
 

É importante salientar que as afinidades tanto de Mu-III quanto de 

Mu-IS pelo PVA, contido nas REVs-Chi-PVA foram superiores àquelas 

apresentadas com quitosana (Figura 23). 
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Figura 23. Comparações entre as afinidades de Mu-III ou Mu-IS com REVS-Chi e REVs-
Chi-PVA em função da concentração de Mu-III ou Mu-IS e da temperatura. 

 

Foram realizadas comparações entre as quantidades de mucina 

adsorvida e as cargas superficiais das partículas. O objetivo da análise foi o de 

se estudar a importância das cargas superficiais opostas de Mu-III e as 

diferentes partículas contendo ou não Chi e/ou PVA (que, por sua vez, não 

tem carga, mas influencia a carga líquida da partícula) e o próprio Dtxd. 

Observou-se uma correlação direta, R (coeficiente de correlação) entre 

mucina adsorvida e carga superficial das partículas, ou seja, potencial  

(Figura 24). 

Em resumo as maiores contribuições para a adsorção das 

partículas à mucina foram dadas pelo PVA (50 %), devido às pontes de 

hidrogênio, seguida pela Chi (34%), devido às interações iônicas.  
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Figura 24. Correlação entre mucina adsorvida e o potencial zeta das diferentes 

partículas. 
 

 
 
 
 
      3.2.4. Microscopias eletrônicas das REVs 

 As REVs foram fotografadas através de diferentes técnicas. As 

partículas preparadas com PVA apresentaram um aumento de tamanho e de 

definição de superfície. Estes dados corroboram aqueles obtidos por 

espalhamento de luz (Tabela 4). Ou seja, as partículas de REVS-Chi/Dtxd são 

maiores do que as de REVs-Chi-PVA/Dtxd (Figura 25 e Tabela 4). As 

partículas de REVs-Chi-PVA são mais dispersas do que as REVs-Chi (Figura 25) 

de acordo com outros dados da literatura (NAKANO, TOZUKA e TAKEUCHI, 

2008; MARÓN et alii, 2007). É interessante notar como o PVA evitou a 

agregação das partículas, aumento sua definição de superfície (Figura 25). 

Estes resultados são superiores aqueles observados na literatura, onde as 

partículas não são tão definidas (GORDON et alii, 2008; PREGO et alii, 2005; 

JAIN, SHARMA e VYAS, 2006).  



67 

 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de edição. 

 
Figura 25. Fotografia de REVs, REVs-Chi e REVs-Chi-PVA por Microscopia de inversão 

de fase (- = 400 nm). 
 

 

Muitos estudos com Chi são realizados com a formação de partículas 

puras do polímero (LI et alii, 2008; HAAS et alii, 2005; KOKIL et alii, 2005; 

PATEL et alii, 2005) e fica, portanto, difícil de comparar-se resultados da 

literatura com os experimentos desta dissertação. As partículas aqui obtidas 

tem um único compartimento aquoso interno (Figura 26). Na microscopia 

confocal, observamos que houve a encapsulação da proteína marcada por 

FITC no compartimento interno aquoso (Figura 26). 

Através da microscopia eletrônica de transmissão observamos algumas 

diferenças na morfologia das vesículas no que diz respeito a tamanho e 

característica da borda: na amostra de REVs, observou-se uma borda formada 

pela bicamada lipídica bem definida, marcada por ósmio que tem afinidade 

por lipídeo (Figura 27). 

 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de edição. 

 
Figura 26. Fotografia de REVs-Chi-PVA por Microscopia confocal. Os verdes são Dtxd 

marcado com FITC. 

 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de edição. 
 
Figura 27. Fotografias por Microscopia eletrônica de transmissão das diversas 

formulações. REVs (A), REVs-Chi (B), REVs-Chi-PVA (C).  
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Na amostra de REVs-Chi, observou-se a bicamada lipídica bem definida 

e, além disso, observou-se uma espécie de ―névoa‖ na Figura 27 (WU et alii, 

2004) relativa à presença de quitosana. Como a quitosana tem facilidade em 

atrair água, acaba por aumentar o raio da vesícula e, conseqüentemente, seu 

tamanho. Na amostra de REVs-Chi-PVA, observou-se a bicamada lipídica bem 

definida pela marcação com ósmio e uma ―névoa‖ condensada que é a 

quitosana na presença do PVA. 

Na microscopia de criofratura observamos REVs-Chi-PVA/Dtxd como um 

lipossoma bem definido e com aspecto esponjoso. Não houve fratura nas 

bicamadas, ou seja, o que se observou foi somente a superfície externa das 

partículas (Figura 28). A falta de fratura pode ter sido devida ao 

―endurecimento‖ das membranas e das lamelas, causado tanto pela quitosana 

como pelo PVA (Figuras 16 e 17 e 27). 

 

Erro! Não é possível criar objetos a partir de códigos de campo de edição. 

Figura 28. Fotografia por Microscopia eletrônica de REVs-Chi-PVA/Dtxd. Fotografia da 
réplica obtida por criofratura (freeze-fracture) de REVs-Chi-PVA/Dtxd. 
 

 

      3.2.5. Estudos de estabilidade das REVS-Chi  

 

         3.2.5.1.  Estudos de estabilidade das REVS-Chi.  

Sabe-se que os lipossomas são instáveis ao congelamento e liofilização. 

A água de hidratação das cabeças polares dos fosfolipídeos é o que impede 

com que, por exemplo, haja aproximação de duas partículas lipossomais numa 
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distância capaz de induzir a fusão das suas membranas. A trealose é um 

açúcar que substitui a água de hidratação durante o processo de liofilização e 

impede que as membranas se aproximem, durante a re-hidratação, causando 

fusão (CROWE et alii, 1985; CARPENTER e CROWE, 1989; STRAUSS, 

SCHURTENBERGER e HAUSER, 1986). Dentre os carboidratos estudados, sem 

dúvida a trealose é a que substitui melhor a água de hidratação das cabeças 

polares dos fosfolipídeos (QUINTILIO et alii, 2000). O efeito da crioproteção 

da trealose na formulação de REVs-Chi-PVA/Dtxd foi estudado para que fosse 

possível a preservação da formulação na forma liofilizada. Relembrando, a 

trealose foi adicionada a todos os componentes aquosos da formulação a uma 

concentração final de 400 mM de acordo com experiência anterior de nosso 

laboratório (QUINTILIO et alii, 2000). Observou-se que a trealose retardou a 

liberação de Dtxd tanto antes quanto depois da liofilização-rehidratação da 

formulação (Figura 29). O efeito controlador da trealose na liberação foi mais 

elevado após 240 minutos de incubação quando 79 % de Dtxd encapsulado 

REVs-Chi (sem trealose) foi liberado em contraste com 19 % do REVs-Chi-Tre 

que contém a trealose (Figura 29 A). 
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Figura 29. Efeito da trealose na cinética de liberação de Dtxd encapsulado em 
partículas de REVs-Chi-PVA. A. As amostras de REVs-Chi-PVA/Dtxd foram preparadas na 

ausência (▪) e na presença (●) de trealose e incubadas imediatamente após sua preparação 

em PBS. B. As formulações foram preparadas na ausência (□) ou na presença (◦) de trealose 

seguidas por congelamento e liofilização. Após a liofilização elas foram reidratadas e 
incubadas em PBS a 37 oC. Todas as amostras corresponderam a 100 % de atividade 
imunológica, quando analisadas por ELISA. 

 

 

A liofilização retardou a liberação de proteína na ausência de trealose 

(Figura 30). Antes da liofilização observou-se uma liberação de 64,4 % do 

Dtxd em 120 minutos e após a liofilização esse percentual cai para 35,6 % 

(Figura 30-A).  Com a trealose, observou-se um retardo menor na liberação 

de Dtxd das partículas. Em 120 minutos, antes da liofilização, a liberação foi 

de 27,8 % e após a liofilização foi de 18,6 % de Dtxd (Figura 30-B). É 

importante ressaltar que todas as amostras corresponderam a 100 % de 

atividade imunológica do Dtxd, quando analisadas por ELISA. Isto comprova o 

efeito protetor da trealose sobre a proteína. O efeito protetor da trealose 

sobre a membrana das REVs-Chi-PVA/Dtxd é deduzido indiretamente pelo fato 
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de não ter sido observada liberação total de Dtxd nos primeiros tempos da 

incubação. Repetindo, se a membrana estivesse desestruturada, a maior 

parte da proteína estaria nos primeiros tempos de incubação (Figuras 29 e 

30). Além disto, observou-se uma partícula totalmente íntegra por 

microscopia eletrônica após fratura (Figura 28). 

 

Em resumo, a trealose protegeu ambas, proteína e partícula dos 

efeitos deletérios da liofilização-rehidratação. Além disto, a trealose 

exerceu um poder de retardar a liberação de do soluto das partículas de 

REVs-Chi-PVA/Dtxd. 
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Figura 30. Efeito da liofilização na cinética de liberação de Dtxd das partículas de 

REVs-Chi-PVA/Dtxd. A. As amostras de REVs-Chi-PVA/Dtxd sem trealose incubadas antes (▪) e 

após a liofilização (□). B. As amostras de REVs-Chi-PVA/Dtxd com trealose incubadas antes 

(●) e após (◦) a liofilização. Todas as amostras corresponderam a 100 % de atividade 

imunológica, quando analisadas por ELISA. 
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         3.2.5.2. Estudos de estabilidade das REVS-Chi em simulados de suco 

gástrico e suco intestinal 

 

Não houve diferença significativa entre as quantidades de Dtxd 

liberadas de REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd (Figura 31). Mas, observou-

se que ambos, Chi e PVA retardaram a liberação de Dtxd das formulações 

REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd quando comparadas com REVs (Figura 

31). Isto ocorreu tanto em simulados de suco gástrico (SG) quanto de suco 

intestinal (SI) (Figura 31).  
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Figura 31. Cinética de liberação de Dtxd das diferentes formulações. As amostras das 
diferentes formulações REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) e REVs-Chi-PVA (-●-) foram incubadas em 
suco gástrico (A) ou suco intestinal (B). 

 

 

Todas as formulações resistiram aos extremos de pH, um dos principais 

fatores ligados à degradação de destas partículas principalmente nas suas 
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características de controlar a liberação do soluto. Em resumo, deduziu-se que 

as partículas estavam íntegras porque continuaram controlando a liberação de 

Dtxd. Esta interpretação é baseada em análises semelhantes (COSTA-JÚNIOR, 

PEREIRA e MANSUR, 2009; AHIRE et alii, 2007; VAN DER LUBBEN et alii, 2003). 

 

    Concluiu-se que as partículas revestidas por Chi e Chi-PVA resistiram 

aos extremos de pH do suco gástrico e suco intestinal e portanto 

continuaram a controlar a liberação do soluto.  

 

 

   3.3. Estudos in vivo 

       

      3.3.1. Ensaios Biológicos 

 Para racionalizar a apresentação destes resultados, é bom que 

tenhamos alguns critérios internos para as comparações, uma vez que a 

literatura a respeito é pouca ou mesmo inexistente (se considerarmos só o 

tipo de partícula: lipossomas revestidos por Chi). Para simplificar, 

consideremos o seguinte: 

a. Os lipossomas são adjuvantes de vacinas (ALLISON e GREGORIADIS, 

1974). Entretanto, dada a sua instabilidade frente às fosfolipases 

intestinais, são inadequados para uso oral. Como adjuvantes, não são 

hábeis para imunomudulação (como transformar uma resposta Th1 em 

Th2, por exemplo); podem atingir um alvo específico 

(imunolipossomas); são ótimos para apresentação de antígenos; bons 
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para indução de resposta CTL e não atuam como um depósito (RAO e 

ALVING, 2000; BRAYDEN, 2001).  

b. Os REVs-Chi podem ser considerados lipossomas funcionalizados, ou 

seja, resistem ao trato gastrointestinal por causa do revestimento 

interno e externo com a Chi (HAGENAARS et alii, 2009; GORDON et alli, 

2008; AMIDI et alii, 2007 e SANYOG et alii, 2006) e são capazes de 

interagir com o muco presente nas mucosas por causa também da Chi 

(HE, DAVIS e ILLUM, 1998; TAKEUCHI, YAMAMOTO e KAWASHIMA, 2001; 

PREGO et alii, 2005; TAKEUCHI et alii, 2005; CHAYED et alii, 2007; 

SVENSSON, THURESSON e ARNEBRANT, 2008). 

c. Teoricamente poderiam ter uma ação de depósito adicional, em 

relação aos REVs tradicionais (MARÓN et alii, 2007). Teoricamente 

os REVs-Chi poderiam tem as mesmas ações que os lipossomas 

convencionais com a vantagem de serem mais resistentes do que os 

REVs tradicionais tanto in vitro quanto in vivo. A vantagem do uso 

de PVA nos REVs-Chi-PVA, inicialmente, era o de produzir se uma 

partícula dispersa, evitando a agregação (Figuras 25- 28). 

 

Os anticorpos IgA anti-Dtxd foram analisados nas amostras de saliva e 

lavados vaginais dos camundongos previamente imunizados com as diferentes 

formulações. Foram produzidos IgAs em todos os animais imunizados, tanto 

com a Dtxd livre quanto com a Dtxd veiculada nas diferentes formulações 

(Figura 32 e 33). Indubitavelmente, as partículas REVs, REVs-Chi e REVs-Chi-

PVA atuaram com adjuvantes. A maior produção de IgA salivar foi observada 
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nos animais que foram imunizados via SC (subcutânea) com Dtxd encapsulada 

em REVs-Chi-PVA (Figura 32 e 33).  
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Figura 32. Produção de IgA salivar contra Dtxd nas diferentes formulações. Os 

camundongos foram injetados com 5 g de Dtxd Livre ou encapsulada em REVs, REVs-Chi e 
REVs-Chi-PVA. Vias de administração: (A) oral e (B) subcutânea. Os títulos foram medidos no 
final do experimento, ou seja, 56 dias após a imunização. 

 
 
 
 

A quantidade de IgA salivar produzida por animais imunizados 

oralmente com Dtxd veiculada em REVs-Chi ou REVs-Chi-PVA foi a mesma, o 

que indica que o PVA não interferiu como adjuvante na formulação para 

vacina oral quando comparado com REVs-Chi (Figura 32 A e 33), mas sim 

na vacina subcutânea (Figuras 32 B e 33).  

Houve uma correlação direta entre produção de IgA salivar tanto 

animais injetados através da via oral (Figura 34 A, R = 0,91766) quanto 

da via subcutânea (Figura 34 B, R = 0,99718) e a interação de Mu com 

REVs ou as partículas revestidas quer seja com Chi ou com Chi-PVA 
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(Figura 34). A interação com Mu-III aqui, poderia ser um indicativo que in 

vitro teria havido um efeito de depósito das partículas. 
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Figura 33. Comparação entre as produções IgA salivar nas diferentes formulações. Os 

camundongos foram injetados com 5 g de Dtxd Livre ou encapsulada em REVs, REVs-Chi e 
REVs-Chi-PVA. Vias de administração: (■) oral e (■) subcutânea. A quantidade de IgA 
produzida pelos camundongos injetados com Dtxd livre foi considerada o valor unitário. As 
outras produções de IgA foram tomadas em relação ao Dtxd livre. 
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Figura 34. Correlação entre as produções de IgA salivar e a adsorções das diferentes 

partículas à Mu-III. Os camundongos foram imunizados através da via oral (A, R = 0,91766) ou 

subcutânea (B, R = 0,99718) com 5 g de Dtxd encapsulados nas diferentes formulações (a) 
REVs/Dtxd, (b) REVs-Chi/Dtxd ou (c) REVs-Chi-PVA/Dtxd.  
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Não houve produção de IgA anti Dtxd na secreção vaginal tanto nos 

animais imunizados através da via oral quanto nos animais imunizados através 

da via subcutânea quando o Dtxd foi administrado na forma livre. Em 

contrapartida, houve produção de IgA anti Dtxd na secreção vaginal tanto nos 

animais imunizados através da via oral quanto nos animais imunizados através 

da via subcutânea em todas as formulações lipossomais.  

 Quando os animais foram imunizados oralmente com Dtxd encapsulado 

em REVs a resposta imunológica foi a menor de todas (Figura 35 A) e não 

respondeu ao reforço (Figura 35 A). Ambas as formulações REVs-Chi/Dtxd e 

REVs-Chi-PVA/Dtxd produziram mais anticorpos do que REVs/Dtxd. REVs-

Chi/Dtxd retardou a resposta em relação à REVs/Dtxd. Já REVs-Chi-PVA/Dtxd 

induziu o aumento de produção de IgA anti-Dtxd desde os primeiros dias após 

imunização (Figura 35 A). A resposta ao reforço foi mais acentuada nos 

animais imunizados com REVs-Chi/Dtxd, mas foi menor (em quantidade) do 

que aquela produzida pelos animais imunizados com REVs-Chi-PVA/Dtxd 

(Figura 35 A). 

Quando os animais foram imunizados subcutaneamente com Dtxd 

encapsulado em REVs a resposta imunológica foi a menor de todas (Figura 35 

B), mas respondeu ao reforço embora que tardiamente (Figura 35 B). Ambas 

as formulações REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd produziram mais 

anticorpos do que REVs/Dtxd. A resposta ao reforço foi menos acentuada e 

menor (em quantidade) nos animais imunizados com REVs-Chi/Dtxd do que 

aquela produzida pelos animais imunizados com REVs-Chi-PVA/Dtxd (Figura 

35 B). 
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Figura 35. Comparação entre as produções de IgA vaginal em resposta a diferentes 

formulações administradas em via oral (A) e subcutânea (B). O Dtxd (5 g) foi injetado nas 
formas Livre (-ο-), REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) e REVs-Chi-PVA (-●-). Dose de reforço: foram 
usadas as mesmas quantidades de Dtxd e nas mesmas formulações (↑). 
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Figura 36. Correlação entre as produções de IgA vaginal e a adsorções das diferentes 

partículas com Mu-III. Os camundongos foram imunizados através da via oral (A, R = 0,99718) 

ou subcutânea (B, R = 0,98624) com 5 g de Dtxd encapsulados nas diferentes formulações 
(a) REVs/Dtxd, (b) REVs-Chi/Dtxd ou (c) REVs-Chi-PVA/Dtxd.  
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Houve uma correlação direta entre produção de IgA vaginal tanto 

animais injetados através da via oral (Figura 36 A, R = 0,99718) quanto 

da via subcutânea (Figura 36 B, R = 0,98624) e a interação de Mu com 

REVs ou as partículas revestidas quer seja com Chi ou com Chi-PVA 

(Figura 36). 

 

Houve produção de IgG1 em todos os animais imunizados tanto através 

da via oral (Figura 37 A) quanto naqueles imunizados através da via 

subcutânea (Figura 37 B) com todas as formulações lipossomais usadas e 

também com Dtxd administrado na forma livre. Foram observadas produções 

de IgG1 anti-Dtxd desde os primeiros dias após a imunização, mas as respostas 

foram maiores nas formulações com Chi ou Chi-PVA em comparação a REVs e 

à forma livre (Figura 37 A). Este efeito foi muito mais acentuado naqueles 

animais imunizados através da via subcutânea (Figura 37 B). Foram 

observadas respostas à dose de reforço em todas as vias e com todas as 

formulações usadas, exceto na via subcutânea para o Dtxd administrado 

livremente (Figura 37 A e B). 
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Figura 37. Títulos de IgG1 nas diferentes formulações administradas em via oral (A) e 

subcutânea (B). O Dtxd (5 g) foi injetado nas formas Livre (-ο-), REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) e 
REVs-Chi-PVA (-●-). Dose de reforço: as mesmas quantidades de Dtxd e nas mesmas 
formulações (↑). 

 

 

Houve produção de IgG2a nos animais imunizados com as formulações 

REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd através da via oral (Figura 38 A) e nos 

animais imunizados com as formulações REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd e 

REVs através da via subcutânea (Figura 38 B). Nitidamente observou-se aqui 

que apesar das REVs terem um efeito adjuvante, este não se manifesta 

nos animais imunizados oralmente por causa da destruição dos 

lipossomas pelo trato gastrointestinal. O Dtxd livre também é destruído 

nos animais imunizados oralmente por causa do trato gastrointestinal 

(Figura 38 A) e por isto só se produz IgG2a nos animais injetados 

subcutaneamente (Figura 38 B).   

Foram observadas produções de IgG2a anti Dtxd desde os primeiros dias 

após a imunização, mas as respostas foram maiores nas formulações com Chi 
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ou Chi-PVA em comparação a REVs e à forma livre (Figura 38 A). Este efeito 

foi muito mais acentuado naqueles animais imunizados através da via oral 

(Figura 38 A). Foram observadas respostas à dose de reforço em todas as vias 

e com todas as formulações usadas, exceto na via oral (REVs e Dtxd livre) 

(Figura 38 A) e na via subcutânea para o Dtxd administrado livremente 

(Figura 38 B). 
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Figura 38. Títulos de IgG2a nas diferentes formulações administradas em via oral (A) e 

subcutânea (B). O Dtxd (5 g) foi injetado nas formas Livre (-ο-), REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) e 
REVs-Chi-PVA (-●-). Dose de reforço: as mesmas quantidades de Dtxd e nas mesmas 
formulações (↑). 

 

 

Após a administração da dose de reforço, observaram-se os seguintes 

fatos: 

Os camundongos responderam à dose de reforço de acordo com a 

complexidade das formulações. Não houve produção de IgA anti-Dtxd após a 
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dose de reforço nos animais imunizados com a formulação livre (Figura 39 A, 

B, C, e D). 

Houve uma correlação direta entre a complexidade da formulação 

e resposta secundária quanto a produção de IgA ou seja, REVs < REVs-Chi 

< REVs-Chi-PVA, tanto após 7 dias (Figura 39 A e B) quanto após 26 dias 

(Figura 39 C e D) da administração da dose de reforço. 
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Figura 39. Correlação entre a produção de IgA anti-Dtxd depois da dose de reforço e 
a complexidade das formulações.  Foram analisadas as produções de IgA anti-Dtxd 7 dias após 
a administração da dose de reforço em animais imunizados via oral (A) ou subcutânea (B). 
Foram analisadas as produções de IgA anti-Dtxd 26 dias após a administração da dose de 
reforço em animais imunizados via oral (C) ou subcutânea (D). Considerou-se a complexidade 
das formulações de acordo com a seguinte ordem: Livre (a) < REVs (b) < REVs-Chi (c) < REVs-
Chi-PVA (d). As correlações entre produções de IgA e complexidades da formulações foram: A 
= 0,98978; B = 0,9845; C = 0,97683 e D = 0,9798. 

 
 
 
Não houve resposta secundária em relação ao IgG1 quando o toxóide 

diftérico foi administrado livre aos animais (Figura 40 B, C, e D), salvo na 

administração por via oral após 7 dias da dose de reforço (Figura 40 A). 
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Houve uma correlação direta entre a complexidade da formulação 

e resposta secundária quanto a produção de IgG1, ou seja, livre < REVs < 

REVs-Chi < REVs-Chi-PVA, após 26 dias (Figura 40 C e D) da administração 

da dose de reforço. Após 7 dias tanto REVs-Chi quanto REVs-Chi-PVA 

apresentaram a mesma resposta secundária quanto à produção de IgG1 

(Figura 40 A e B). 
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Figura 40. Correlação entre a produção de IgG1 anti-Dtxd depois da dose de reforço e 

a complexidade das formulações.  Foram analisadas as produções de IgG1 anti-Dtxd 7 dias 
após a administração da dose de reforço em animais imunizados via oral (A) ou subcutânea 
(B). Foram analisadas as produções de IgG1 anti-Dtxd 26 dias após a administração da dose de 
reforço em animais imunizados via oral (C) ou subcutânea (D).  Considerou-se a complexidade 
das formulações de acordo com a seguinte ordem: Livre (a) < REVs (b) < REVs-Chi (c) < REVs-
Chi-PVA (d). As correlações entre produções de IgG1 e complexidades da formulações foram: 
A = 0,92338; B = 0,94728; C = 0,94868 e D = 0,96833. 
 
 
 
 

Não houve resposta secundária quando o toxóide foi administrado 

livre e em REVs, por via oral, aos animais (Figura 41 A e C). Na via oral, 

tanto em 7 dias quanto 26 dias após a dose de reforço a resposta secundária 
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para REVs-Chi foi maior do que para REVs-Chi-PVA (Figura 41 A e C). Isto se 

resume em: Livre = REVs < REVs-Chi >REVs-Chi-PVA. 

Houve uma correlação direta entre a complexidade da formulação 

e resposta secundária quanto à produção de IgG2a ou seja, livre < REVs < 

REVs-Chi. Porém a resposta da produção de IgG2a às formulações de 

REVs-Chi e REVs-Chi-PVA foram iguais, tanto após 7 dias (Figura 41 B) 

quanto após 26 dias (Figura 41 D) da administração da dose de reforço 

pela via subcutânea (Figura 41 B e D). 
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Figura 41. Correlação entre a produção de IgG2a anti-Dtxd depois da dose de reforço 
e a complexidade das formulações.  Foram analisadas as produções de IgG1 anti-Dtxd 7 dias 
após a administração da dose de reforço em animais imunizados via oral (A) ou subcutânea 
(B). Foram analisadas as produções de IgG2a anti-Dtxd 26 dias após a administração da dose 
de reforço em animais imunizados via oral (C) ou subcutânea (D).  Considerou-se a 
complexidade das formulações de acordo com a seguinte ordem: Livre (a) < REVs (b) < REVs-
Chi (c) < REVs-Chi-PVA (d). As correlações entre produções de IgG2a e complexidades da 
formulações foram: A = 0,82572; B = 0,84366; C = 0,81409 e D = 0,85399. 
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4. Discussão 

 

A difteria é uma doença cuja manifestação clinica resulta da ação de uma 

toxina extracelular produzida pela bactéria Corynebacterium diphtheriae. A 

imunização rotineira contra difteria foi introduzida nas décadas de 40 e 50, 

levando a quase completa erradicação desta nos países desenvolvidos e na 

Europa na década de 80. No entanto essa doença é endêmica em algumas partes 

do mundo e desde 1980 algumas epidemias têm ocorrido na Europa. A mais 

importante foi a que ocorreu na Rússia e na Ucrânia em 1994, onde a OMS 

registrou 47.000 casos da doença e 1.700 mortes (WHO, 2009). As principais 

razões para a epidemia na Europa têm sido a baixa cobertura da vacina, a 

queda da imunidade em adultos e a movimentação de refugiados. É 

recomendável, segundo a WHO, o reforço na vacinação de adultos. No Brasil a 

difteria encontra-se sob controle: em 2001 foram registrados 19 casos e 3 mortes 

e em 2008, nenhum caso (MS, 2009) (Figura 42). A situação de controle da 

difteria no Brasil é conseguida com a manutenção de altas coberturas vacinais 

com a vacina DPT em menores de um ano, e a revacinação com a vacina dupla 

adulto (DT) a cada 10 anos. Para diminuir ainda mais a incidência dessa doença é 

feito também o aprofundamento da situação de controle, por meio do 

fortalecimento da vigilância epidemiológica e da elevação e homogeneidade das 

coberturas vacinais em cada município (MS, 2009). Portanto, de um modo geral 

(MS, 2009; WHO, 2009) a situação só é controlável se continuarem as vacinações. 
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A doença 

Difteria e tétano são doenças bacterianas agudas e muitas vezes fatais, 

nas quais a manifestação clínica não é devida a uma infecção invasiva, mas 

devido à liberação de toxinas potentes que por sua vez causam os danos no 

paciente. Por esta razão, ambas as doenças podem ser prevenidas pela presença 

de anticorpos neutralizantes, que podem ser induzidos através de imunização 

com as formas não tóxicas da toxina ou por imunização passiva (soro hiper-

imune, como é aquele produzido por cavalos imunizados). 

Ramon, na França em 1924 (RAMON, 1924) e Glenny e Hopkins na 

Inglaterra (GLENNY e HOPKINS, 1923) descobriram um método eficaz de 

destoxificação das toxinas tetânica e diftérica através do tratamento com 

formaldeído, o que permitiu a erradicação destas doenças nos países 

desenvolvidos (RAPPUOLI, 1997). As vacinas contra difteria (D) e tétano (T) 

continuam a ser preparadas até a atualidade através do método de 

destoxificação descrito por Ramon (RAPPUOLI, 1997). Apesar de estas vacinas 

serem efetivas, todas são de um baixo grau de pureza e têm sido associadas com 

alguns efeitos colaterais indesejáveis. Conseqüentemente é relevante o 

desenvolvimento tecnológico de vacinas mais avançadas, onde se purifique mais 

o antígeno ao mesmo tempo em que se proponha um adjuvante mais potente 

que o tradicional hidróxido de alumínio.  

 As vacinas D e T são geralmente associadas à vacina celular contra 

pertussis (DTP). Em alguns países já se associam D e T a uma vacina acelular 

contra pertussis. Entretanto têm sido observadas quedas de potência na vacina 

acelular tripla (DTaP) uma vez que não se encontram aqueles componentes da 

parede bacteriana de Bordetella pertussis (RAPPUOLI, 1997) que têm um efeito 
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adjuvante para D e T. Torna-se, portanto relevante que se estude também um 

método de se veicular estes antígenos para se aumentar a imunogenicidade (o 

veiculo pode atuar também como adjuvante) e potência destas vacinas de 

segunda geração.  

 

 

Figura 42. Distribuição de casos confirmados de difteria no Brasil entre 1997 e 2006 
(Sinan/SVS/MS, 2007). 

 

 

Os métodos de vacinação parenteral que necessitam de agulhas, são 

invasivos e, além disso, são rejeitados pela maioria dos pacientes. Os altos 

custos de uma campanha de vacinação envolvem a necessidade de se ter pessoal 

treinado e material descartável para se evitar o risco de contaminações como 

AIDS e hepatite. As vacinas administradas através da via parenteral estimulam a 

uma resposta sistêmica e, conseqüentemente, os anticorpos gerados desta 
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maneira não alcançam a superfície das mucosas que, por sua vez, são a porta de 

entrada para a maioria dos agentes infecciosos com é o caso da difteria. A 

imunização de mucosa é a primeira defesa imunológica (produção de IgA) que 

prevê o ataque dos agentes infecciosos e previnem danos maiores ao organismo 

(JAIN, SHARMA e VYAS, 2006; MEDINA e GUZMAN, 2000). Portanto a imunização 

oral é o meio mais seguro e conveniente na indução de imunidade de mucosa. 

Portanto é atual, relevante e desejável que se busque um adjuvante de 

mucosa que seja também um bom veículo para antígenos como o toxóide 

diftérico. Nesta tese, o veículo com propriedades adjuvantes estudado foi o 

lipossoma. As vantagens do uso de lipossomas, por exemplo, como adjuvante e 

transportador de vacinas é que vários antígenos podem ser associados a uma 

mesma formulação (GREGORIADIS  et alii, 1993). Com isto cópias múltiplas dos 

antígenos são ―entregues‖ ao sistema imunológico de uma só vez. Entretanto, os 

lipossomas não resistem à ação dos sais biliares e das enzimas do trato 

gastrointestinal reduzindo, portanto, o seu uso em veiculação de vacinas orais. 

Mais recentemente, o desenvolvimento de uma partícula lipossomal resistente 

ao sistema digestório passou pelo uso de quitosana como revestimento (MARÓN 

et alii, 2007; GUZEY e McCLEMENTS, 2007; HARNSLAWAT, PONGSAWATMANIT e 

McCLEMENTS, 2006; AOKI, DEKER e McCLEMENTS, 2005; GU, DEKER e 

McCLEMENTS, 2005; KLINKERSON et alii, 2005a; 2005b; MERTINS et alii, 2005; WU 

et alii, 2004; OGAWA, DEKER e McCLEMENTS, 2003; RENGEL et alii, 2002; 

TACHEUCHI, YAMAMOTO e KAWASHIMA, 2001; FILIPOVIC-GRCIC, SKALKO-BASNET 

e JALSENJAK, 2001). Parte do problema de estabilidade lipossomal, frente ao 

meio biológico já é resolvida (MARÓN et alii, 2007; GUZEY e McCLEMENTS, 2006; 

HARNSILAWAT, PONGSAWATMANIT e McCLEMENTS, 2006; AOKI, DEKER e 
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McCLEMENTS, 2005; GU, DEKER e McCLEMENTS, 2005; KLINKERSON et alii, 2005a; 

2005b; MERTINS et alii, 2005; WU et alii, 2004; OGAWA, DEKER e McCLEMENTS, 

2003; RENGEL et alii, 2002; TAKEUCHI, YAMAMOTO e KAWASHIMA, 2001; 

FILIPOVIC-GRCIC, SKALKO-BASNET e JALSENJAK, 2001), mas, a estabilidade da 

formulação quanto à possível agregação das partículas (MARÓN et alii, 2007) só 

foi resolvida totalmente esclarecida e resolvida nesta dissertação, como será 

discutido mais para frente. Outro obstáculo a ser vencido numa formulação 

lipossomal através do método de formação de REVS (MARÓN et alii, 2007) era o 

da estabilidade do toxóide diftérico frente à sonicação e ao solvente usado na 

primeira fase da formação de vesículas. 

A fase de formação da micela reversa (etapa 1-3, Figura 1) submete a 

proteína às pressões altas; 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, MERTINS et alii, 2005). Tudo isto pode levar à adsorção 

da proteína, seguidas por desenovelamento e agregação, como o descrito para 

métodos de emulsificação semelhantes (NAMUR et alii, 2009; PÉREZ-RODRIGUES 

et alii, 2003; PÉREZ, DE JÉSUS e GRIEBENOW, 2002; MEINEL et alii, 2001; DIWAN 

e PARK, 2001; CASTELLANOS et alii, 2002; WEERT et alii, 2000; SAH, 1999a; SAH, 

1999b; XING et alii, 1996).  

Ao longo dos últimos 30 anos foram descritos vários agentes protetores de 

desnaturação de proteínas durante suas microencapsulações. O que ocorre na 

literatura é a adição indiscriminada de agentes (BSA, sacarose, surfactantes não 

iônicos e PEG) potencialmente estabilizantes sem haver uma definição com uma 

discussão detalhada sobre a estrutura da proteína estudada e o que se estaria 
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estruturalmente protegendo (NAMUR et alii, 2009). Naturalmente, que a 

estrutura da proteína praticamente definiria o uso do aditivo escolhido para 

protegê-la. As generalizações que são feitas ficam então prejudicadas (NAMUR et 

alii, 2009). 

Admitiu-se que o mais simples então, seria o uso moléculas mais simples 

como os sais da série de Hoffmeister (NAMUR et alii, 2009), de longo uso na 

literatura. Vale ressaltar, que uma discussão profunda do efeito destes sais em 

nível molecular ainda é um campo em aberto, fugindo do escopo desta 

dissertação, uma vez que existem várias teorias (ZHANG e CREMER, 2006; DÉR et 

alii, 2007; BOSTRÖM, WILLIAMS e NINHAM, 2003). Geralmente sabe-se que certos 

sais, chamados de caotrópicos, desestabilizam muitas proteínas quando 

adicionados às suas soluções e contrariamente, os cosmotrópicos as estabilizam 

(DÉR et alii, 2007). De um modo geral o efeito dos sais da série de Hoffmeister é 

mais acentuado pelos anions do que pelos cátions (ZHANG e CREMER, 2006).  

Ao contrário de outras investigações onde o caotrópico SCN- protegeu o 

Dtxd de precipitação (95 % de recuperação) na agitação em presença de CH2Cl2 

(NAMUR et alii, 2009) aqui, nesta dissertação, houve diminuição da solubilidade 

em 73 % na presença de CH3CO2C2H5. Ambos são solventes orgânicos e a proteína 

é a mesma! Resumindo, a solubilidade de Dtxd passou de 95 % quando sonicado 

na presença de CH2Cl2 para 27 % na presença de CH3CO2C2H5, ambos contendo 

SCN-. Além disto, houve muitas diferenças nas frações solúveis do Dtxd sonicado 

na presença de CH2Cl2 ou na presença de CH3CO2C2H5. Sabe-se, pela literatura 

(THOMAS, BOZEMAN e LEARN, 1991) que o SCN- pode ser oxidado por peroxidase 

em solução. Aqui, o mecanismo de oxidação seria outro. Muito provavelmente na 
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situação gerada pela sonicação houve formação de radicais .OH, que podem ter 

reagido com o SCN-, formando o ácido hipotiocianoso. 

Assim,  

SCN- + .OH → HOSCN (1) 

 

O HOSCN é um agente oxidante fraco que reage com grupos sulfidrila, 

como, por exemplo, no Dtxd. Numa forma simplista, o Dtxd poderia ser 

representado como FA-S-S-FB (NAMUR e BUENO DA COSTA, 2004), poderia ter 

sido convertido em derivados tiocianato-sulfenila ou disulfetos (RSSCN ou RSSR) 

como foi descrito para outras moléculas (THOMAS, BOZEMAN e LEARN, 1991). 

Assim, propõe-se que a reação seja a seguinte: 

 

2 HOSCN + FA-S- S-FB → FA-S-SCN + FB-S-SCN + 2 .OH (2) 

  

Por esta razão é que a diminuição de monômeros de Dtxd teria ocorrido in 

tandem com o aumento de FA e FB (Figura 4).  

O interessante foi que todos os outros íons estudados, exceto o PO4
2- 

independentemente de serem caotrópicos (SCN- e Mg2+) ou cosmotrópicos (Cl-) 

diminuíram a solubilidade de Dtxd durante a sonicação. Portanto o íon escolhido 

para a formulação de Dtxd em REVs foi o PO4
2-. O mecanismo de ação deste íon, 

como de outros, ainda é um fenômeno em aberto. As variações da água de 

hidratação pela adição de sais não explica o efeito específico dos íons (ZHANG e 

CREMER, 2006; BIRESAW, McKENZIE e BUNTON, 1985). O Dtxd estava em água e 

os íons foram adicionados após. Neste pH 6,5 a carga líquida de Dtxd era 

negativa e estava a 2,3 unidades de pH acima de seu pI (CAMPANA et alii, 2004). 
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Portanto é razoável supor que uma interação iônica entre o Dtxd- carregado 

negativamente- com o Mg2+ desfavoreceria a solubilidade, ou seja, precipitaria a 

proteína após o contacto com a interface orgânica, maximizada pela sonicação a 

40 W que aumentou enormemente a área de contacto. Portanto, aqui, o 

fenômeno de Hoffmeister precisa ser entendido em termos de interações entre 

íons e as macromoléculas (NAMUR, et alii, 2009; ZHANG e CREMER, 2006).  O íon 

escolhido para ser usado na formulação foi o PO4
2- por ter protegido a 

conformação ―nativa‖ (inicial) do Dtxd: sem desenovelamento, sem exposição de 

resíduos hidrofóbicos e imunologicamente reconhecida. O Dtxd encapsulado em 

REVs-Chi-PVA nestas condições foi liberado controladamente e com a 

conformação imunologicamente reconhecida (Figura 29). Esta formulação de 

REVs, a REVs-Chi-PVA/Dtxd, foi estabilizada graças às presenças de Chi e PVA. 

A maior vantagem do uso de Chi no desenvolvimento de partículas para 

veículos de uso oral é a sua alta propriedade de mucoadesão devido, segundo a 

literatura, às interações iônicas entre os grupos aminos primários carregados 

positivamente deste polímero e os grupos dos ácidos siálico e sulfônico, 

carregados negativamente presentes no muco (CHAYED e WINNIK, 2007; ILLUM, 

JABBAL-GILL e HINCHCLIFFE, 2001; HASSAN e GALLO, 1990). Nesta dissertação, a 

Chi aumentou em 35 % a adesibilidade das vesículas REVs-Chi em relação às REVs 

(Figura 20), o que é corroborado por outros dados da literatura (CHAYED e 

WINNIK, 2007; ILLUM, JABBAL-GILL e HINCHCLIFFE, 2001; TAKEUCHI et alii, 

1996; HASSAN e GALLO, 1990). Este aumento de 35 % na adesibilidade de REVs-

Chi à mucina, obtido nesta dissertação, poderia ser ainda melhorado. 

Sabe-se que a propriedade de mucoadesibilidade da Chi pode ser 

aumentada através da formação de derivados contendo lipídeos (SVENSSON, 
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THURESSON e ARNEBRANT, 2008) ou grupo tiol (BERNKOP-SCHNÜRCH et alii, 

2006), dentre outros. Estes grupos tióis na Chi formam ligações S-S com regiões 

ricas em resíduos de cisteínas no muco (BERNKOP-SCHNÜRCH, et alii, 2006; 

ROLDO et alii, 2004; LEITNER et alii, 2004), o que explicaria a sua maior 

adesibilidade. Entretanto, estas modificações químicas de Chi, implicam em 

aumento de custo (reagente; pessoal) e, para uma ampla utilização em saúde 

pública, não é desejável na formulação em estudo (MARTINO, SITTINGER e 

RISBUD, 2005; HUANG et alii, 2005a; KHOR e LIM, 2003; MADIHALLY e MATTEW, 

1999).  Mas, restava uma questão em aberto: a agregação das partículas de 

REVs-Chi entre si. O PVA foi usado, como em outras preparações da literatura 

como um ―surfactante‖ não iônico para evitar que as partículas se colabassem e 

se agregassem (BUENO DA COSTA, 2000).  

Além do efeito estabilizador do PVA, o mais interessante a ser notado 

nesta dissertação foi a imensa afinidade de PVA pela Mu- III (Figura 19). Houve 

uma diferença de 2000 vezes da sua afinidade pela mucina quando comparado 

com a afinidade da Chi pela Mu-III. Este fato foi explorado aqui, adicionando-o à 

formulação de REVs-Chi, transformando-a em REVs-Chi-PVA. Sabe-se que a 

afinidade grande pela Mu-III seria esperada pela Chi particulada (CUI, QIAN e 

YIN, 2006; TAKEUCHI, YAMAMOTO e KAWASHIMA, 2001), mas não pelo PVA (HE, 

DAVIS e ILLUM, 1998), apesar de ter sido observado aqui (Figuras 19 e 20). 

Foram observadas diferentes proporções de adesão entre PVA-mucina, indo de 

0,5 % (HE, DAVIS  e ILLUM, 1998) até 22 % (TAKEUCHI et alii, 1996). Aqui, os 

sistemas de estudo foram mais complexos: a Chi estava adsorvida às REVs de 

SPC: Cho (6:1); o PVA estava adsorvido às REVs-Chi. Portanto, no sistema 

particulado (REVs-Chi-PVA) tinha muito menos PVA disponível para ser adsorvido 
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à Mu- III do que em solução. Mesmo assim, as REVs-Chi-PVA se adsorveram 20 % a 

mais à Mu-III do que as REVs-Chi (Figura 20). O mais interessante seria ver se 

haveria correlação entre o comportamento destas partículas in vitro com suas 

utilizações in vivo. 

As interações entre partículas revestidas por Chi e mucina têm sido 

explicadas como sendo de natureza iônica (CHAYED e WINNIK, 2007; TAKEUCHI 

et alii, 2005; ILLUM, JABBAL-GILL e HINCHCLIFFE, 2001; HE, DAVIS e ILLUM, 

1998; TAKEUCHI et alii, 1996; HASSAN e GALLO, 1990). Entretanto se se 

consideram que os potenciais  das partículas lipossomais observados nesta 

dissertação (REVs; REVs-Chi; REVs-Chi-PVA foram - 9,40, -4,66 e -7,51) foram 

todos negativos e que a mucina tem também carga negativa, deveria haver uma 

repulsão entre as REVs e Mu e não atração como a que se observou (Figura 20). 

Na melhor das hipóteses, a interação não deveria existir e isto contraria a 

literatura (CHAYED e WINNIK, 2007; TAKEUCHI et alii, 2005; ILLUM, JABBAL-GILL 

e HINCHCLIFFE, 2001; HE, DAVIS e ILLUM, 1998; TAKEUCHI et alii, 1996; HASSAN 

e GALLO, 1990).  

A melhor hipótese que se aceita é que a natureza da interação entre PVA 

e Mu seja através de pontes de hidrogênio, como o que se observou nesta 

dissertação. Portanto, a capacidade de formar pontes de hidrogênio com a 

mucina é um requerimento sem o qual não há adesão entre os polímeros 

(THOMAS e PEPPAS, 2008; PEPPAS et alii, 2000; BANSIL, STANLEY e LAMONT, 

1995; STROUS e DEKKER, 1992). Têm sido muito estudadas as interações através 

de pontes de hidrogênio entre polímeros mucoadesivos como o policianoacrilato 

(PAA) e o muco (BURES e PEPPAS, 1999; SMART, KELLAWAY e WORTHINGTON, 

1984). As pontes de hidrogênio entre PVA e Mu existem isto é um fato. A 
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existência das pontes de hidrogênio é razoável quando se pensa na estrutura da 

mucina com os seus grupos carboxila das cadeias ramificadas dos açucares, o 

ácido carboxílico e sulfato nos segmentos terminais das ramificações dos 

carboidratos. Foram estas pontes de hidrogênio que aumentaram tanto a 

afinidade de PVA por Mu (Figura 19). Entretanto, ressalta-se que só a presença 

de PVA não é condição necessária para que haja interação entre partículas 

recobertas e células, por exemplo, (NAKANO, TOZUKA e TAKEUCHI, 2008). 

Foi muito interessante observar como a presença de Chi e/ou PVA nos 

REVs mudou completamente o seu tamanho e a estrutura da bicamada lipídica.  

As partículas lipossomais revestidas por Chi foram maiores do que as REVs 

contendo somente SPC: Cho (6: 1) (Figura 43). Sabe-se, da literatura (VOROB’EV 

et alii, 2007) que a presença de um soluto na água induz às modificações na 

estrutura da água e da camada de hidratação desta molécula. Em condições 

fisiológicas a Chi é capaz de captar 160 % mais de água (SILVA et alii, 2004) o 

que pode ser muito explorado em engenharia biomédica de tecidos (MANO, 

2008). Aqui, a Chi aumentou não só o grau de hidratação e, conseqüentemente, 

o tamanho (167 nm → 313 nm) e a morfologia dos REVs (Figura 43), como 

também aumentou o tempo de residência do Dtxd no compartimento aquoso 

interno do lipossoma (Figura 31). Por causa do aumento do tamanho de 

lipossomas (127,1 nm → 161,2 nm) após a adição de PVA-R (com âncora 

hidrofóbica) admite-se que exista a associação deste polímero com a bicamada 

lipídica (NAKANO, TOZUKA e TAKEUCHI, 2008) o que corrobora os resultados 

obtidos nesta dissertação. Aqui, visivelmente (Figura 43) o PVA, também 

aumentou tamanho de REVs-Chi (313 nm → 367 nm, medido por espalhamento 
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quase elástico de luz) e modificou a morfologia da bicamada, que ficou mais 

densa (Figura 43).   

Alguns géis, chamados de materiais ou polímeros inteligentes (ou géis 

sensíveis ao meio) são sensíveis ao meio: temperatura, campo magnético, 

composição do solvente, pH ou luz (JUODKAZIS et alii, 2000; SEIDA e NAKANO, 

1994) mudando de estado ou de volume, por exemplo. Destacam-se dentre eles 

o NIPA (polivinil-acrilamida), PVME (poli vinil metil éter) e PVA (YAMAMOTO et 

alii, 2003). O PVA expande ou se contrai (35 %), reversivelmente, de acordo com 

a temperatura, o que é explicado em termos de hidratação- desidratação. O PVA 

capta água através de pontes de hidrogênio em temperatura ambiente. A partir 

de 37°C, o PVA descarta água (YAMAMOTO et alii, 2003).  Aqui, não se observou 

este fenômeno (mudança de tamanho com a temperatura) porque fugia do 

escopo desta dissertação, mas, observou-se uma mudança na morfologia e na 

densidade da bicamada lipídica, o que pode estar associado com os graus de 

hidratações diferentes entre fosfolipídeo-Chi (REVs-Chi) e fosfolipídeo-Chi 

associada à PVA (REVs-Chi-PVA) (Figura 43) mudando os seus raios 

hidrodinâmicos (Tabela 2). No caso do PVA aparentemente houve exclusão de 

água da camada de hidratação (Figura 43).  Ambos, Chi e PVA controlaram a 

velocidade de saída do soluto encapsulado (Dtxd) (Figuras 29- 31), como o 

descrito na literatura (JAIN, SHARMA e VYAS, 2006) diminuindo-a em relação à 

REVs. O mais interessante destes dados foi observar as correlações entre as 

capacidades de adsorções diferentes nas partículas estudadas e as suas 

características diferentes de induzir as formações de anticorpos contra Dtxd nos 

camundongos. 
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Figura 43. Efeitos de Chi e PVA no raio hidratação e na estrutura da bicamada de REVs 
(SPC: Cho, 6:1). 

 

Existem muitas evidências experimentais demonstrando que a 

nanoencapsulação modifica a captura, o tráfico e o processamento do antígeno 

além do efeito adjuvante mediado pelo próprio veículo ou ainda através de outra 

molécula adicionada aos lipossomas, polímeros ou outros sistemas particulados 

(BRAMWELL e PERRIE, 2006).  Como se discutiu anteriormente, aqui o foco foi 

o desenvolvimento de um veículo para vacina oral para a produção de anticorpos 

de mucosa, a saber, os IgAs. 

O que se observa é que quando antígenos são veiculados em sistema 

particulados de liberação controlada contendo Chi há sempre um aumento na 

resposta imunológica, quanto à produção de IgAs (AHIRE et alii, 2007; AMIDI et 

alii, 2007; JAIN, SHARMA e VYAS, 2006; VAN DER LUBBEN et alii, 2003 e VAN DER 

LUBBEN et alii, 2001). O que deve ser ressaltado aqui é a correlação entre a 

complexidade de cada partícula obtida (REVs, REVs-Chi ou REVs-Chi-PVA), 

contendo Dtxd, e a produção de IgAs. 

Houve uma correlação direta entre produção de IgA salivar tanto 

animais injetados através da via oral (R = 0,91766) quanto da via subcutânea 
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(R = 0,99718) e a interação de Mu com REVs ou as partículas revestidas quer 

seja com Chi ou com Chi-PVA. Houve uma correlação direta entre produção 

de IgA vaginal tanto animais injetados através da via oral (R = 0,99718) 

quanto da via subcutânea (R = 0,98624) e a interação de Mu com REVs ou as 

partículas revestidas quer seja com Chi ou com Chi-PVA. Não houve resposta 

secundária quando o toxóide foi administrado livre aos animais. Houve uma 

correlação direta entre a complexidade da formulação e resposta secundária 

quanto à produção de IgA ou seja, REVs < REVs-Chi < REVs-Chi-PVA, tanto 

após 7 dias quanto após 26 dias da administração da dose de reforço. Estes 

dados, e este tipo de análise são os únicos na literatura. Infelizmente o que 

se analisa é a simples produção de IgA, sem contudo correlacioná-la com as 

propriedades das partículas (AHIRE et alii, 2007; AMIDI et alii, 2007; JAIN, 

SHARMA e VYAS, 2006; VAN DER LUBBEN et alii, 2003). Mesmo quando a 

intenção foi a de se produzir uma vacina oral e mesmo com imunização por 

nebulização, o que se analisa é a produção de IgG, que é não é um anticorpo 

produzido predominantemente em mucosa (ALPAR et alii, 2001; MIRSCHAMSY 

et alii, 1996)! 

Houve produção de IgG1 em todos os animais imunizados tanto através 

da oral quanto naqueles imunizados via subcutânea as formulações 

lipossomais usadas e também com Dtxd foi administrado na forma livre. 

Entretanto poucos (AMIDI et alii, 2007) descrevem a produção de subtipos de 

IgG na literatura (HAGENAARS et alii, 2009; AHIRE et alii, 2007; VAN DER 

LUBBEN et alii, 2003). Foram observadas produções de IgG1 anti Dtxd desde os 

primeiros dias após a imunização, mas as respostas foram maiores nas 

formulações com Chi ou Chi-PVA em comparação a REVs e à forma livre. Este 
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efeito foi muito mais acentuado naqueles animais imunizados através da via 

subcutânea. Não houve resposta secundária quanto IgG1 quando o toxóide 

diftérico foi administrado livre aos animais, salvo na administração por via 

oral após 7 dias da dose de reforço (Figura 40 A). Houve uma correlação 

direta entre a complexidade da formulação e resposta secundária quanto à 

produção de IgG1, ou seja, livre < REVs < REVs-Chi < REVs-Chi-PVA, após 26 

dias da administração da dose de reforço. Após 7 dias tanto REVs-Chi quanto 

REVs-Chi-PVA apresentaram mesma resposta secundária quanto à produção de 

IgG1 mas, ambas, maiores do que a formulação livre ou REVs. 

Como descrito (HAGENAARS et alii, 2009; AMIDI et alii, 2007), aqui 

houve produção de IgG2a nos animais imunizados com as formulações 

veiculadas em lipossomas revestidos por Chi e/ou PVA. Esta produção foi 

observada tanto nos animais imunizados através da via oral quanto nos 

animais imunizados através da via subcutânea (nesta REVs também ativo). 

Nitidamente observou-se aqui que apesar de REVs ter um efeito 

adjuvante, este não se manifesta nos animais imunizados oralmente por 

causa da destruição dos lipossomas pelo trato gastrointestinal. O Dtxd 

livre também é destruído nos animais imunizados oralmente por causa do 

trato gastrointestinal e por isto só se produz IgG2a nos animais injetados 

subcutaneamente.  Não houve resposta secundária quanto à formação de 

IgG2a quando o toxóide foi administrado livre e em REVs, por via oral, aos 

animais. Na via oral, tanto em 7 dias quanto 26 dias após a dose de reforço a 

resposta secundária para REVs-Chi foi maior do que para REVs-Chi-PVA. Houve 

uma correlação direta entre a complexidade da formulação e resposta 

secundária quanto à produção de IgG2a ou seja, livre < REVs < REVs-Chi. Porém 
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a resposta da produção de IgG2a às formulações de REVs-Chi e REVs-Chi-PVA 

foram iguais, tanto após 7 dias quanto após 26 dias da administração da dose 

de reforço pela via subcutânea.  

Sabe-se que os IgGs são produzidos na seguinte ordem: IgG1 > IgG3 > IgG2a. 

Os anticorpos neutralizantes são devido, principalmente, ao IgG1 (mais 

abundante) mas, o IgG2a é mais específico e está relacionado com a maturidade 

imunológica (MARÓN et alii, 2007; SILVA et alii, 2006; BUENO DA COSTA, 2006; 

YADAV e KHULLER, 2001). O IgG2a está relacionado com a resposta do tipo Th1 

(celular) e o IgG1 com a reposta Th2 (humoral) (YADAV e KHULLER, 2001).  

Aqui, as relações IgG2a/IgG1 foram de 0,4; 0,09; 1,15 e 0,81 para 

formulações com Dtxd livre; REVs/Dtxd; REVs-Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd 

respectivamente, nos animais imunizados oralmente. As relações IgG2a/IgG1 

foram de 0; 1,4; 0,80 e 0,84 para formulações com Dtxd livre; REVs/Dtxd; REVs-

Chi/Dtxd e REVs-Chi-PVA/Dtxd respectivamente, nos animais imunizados através 

da via subcutânea. A maturidade imunológica dos animais injetados com Dtxd só 

foi alcançada por aqueles animais que foram imunizados com formulações 

lipossomais (REVs ou REVS-Chi). Observou-se que houve uma mudança razoável 

no perfil de produção de anticorpos anti-Dtxd 10 dias depois da dose de reforço 

induzidas pelas formulações REVs-Chi por camundongos imunizados pela via oral 

e REVs nos animais imunizados através da via subcutânea. Ambas produziram 

mais IgG2a do que IgG1 ou seja, as relações IgG2a/IgG1>1.  
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Conforme queria demonstrar, as formulações desenhadas para 

vacinação através da via oral, REVs-Chi/Dtxd e melhoradas quanto às 

suas estabilidades (REVS-Chi-PVA/Dtxd), resultaram em sucesso absoluto, 

pois induziram respostas imunológicas de mucosa e, além disto, 

melhoraram as produções de anticorpos neutralizantes e memória 

imunológica. Em adição, ambas as partículas também melhoraram a 

resposta imunológica da vacinação através da via subcutânea.  

Sabendo-se do que: 

● Todos os produtos usados para a confecção da formulação REVs-

Chi-PVA (SPC, Cho, Chi e PVA) são atóxicos, biodegradáveis, 

biocompatíveis e de baixo custo. 

● A formulação pode ser executada em condições isentas de 

germes. 

  ● Os resultados de sua utilização foram muito além das 

expectativas. 

Considerou-se que a sua aplicação em Saúde Pública é 

economicamente viável. Seria necessário somente um estudo de 

escalonamento do processo como um todo. Os trabalhos, em nível de 

bancada, já foram dominados, conforme o que se queria demonstrar.  
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O cosmotrópico PO4
2- aumentou a solubilidade (98 %) e protegeu a 

estrutura de Dtxd durante a formação de micela reversa no processo de 

produção de REVs. O SCN- não só diminuiu a solubilidade inicial de Dtxd como 

também induziu, na presença de .OH (produzido durante a sonicação), a lise das 

ligações S-S da molécula. O Dtxd, sonicado na presença de PO4
2-, reteve a sua 

conformação inicial e continuou a ser reconhecido imunologicamente.  

Foram obtidas partículas redondas de REVs (256 a 524 nm), com as 

superfícies esponjosas, regulares, estáveis, resistentes ao suco gástrico e 

intestinal. O tamanho dos REVs e as eficiências de encapsulações para o Dtxd 

aumentaram com a adição de Chi e de PVA. Houve uma correlação direta entre 

mucina adsorvida e carga superficial das partículas, ou seja, potencial A 

afinidade de PVA em solução por Mu foi 2000 vezes maior do que aquela 

observada com a Chi. A afinidade de REVs-Chi-PVA por Mu-III foi 20 % maior do 

que aquela observada com as REVs-Chi. A trealose protegeu o Dtxd de danos 

durante a liofilização e durante a sua liberação das partículas. A trealose 

aumentou o tempo de residência do toxóide nas REVs (em todas as diferentes 

formulações). O Dtxd liberado das partículas reteve a sua atividade imunológica 

(in vitro). 

Houve uma correlação direta entre a complexidade da formulação e 

resposta secundária quanto à produção de anticorpos. As formulações 

desenhadas para vacinação através da via oral, REVs-Chi/Dtxd e melhoradas 

quanto às suas estabilidades (REVS-Chi-PVA/Dtxd), resultaram em sucesso 

absoluto, pois induziram respostas imunológicas de mucosa e, além disto, 
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melhoraram as produções de anticorpos neutralizantes e memória imunológica. 

Em adição, ambas as partículas também melhoraram a resposta imunológica da 

vacinação através da via subcutânea.  

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Considerando o sucesso da formulação estudada pode-se prever para o futuro os 

seguintes propósitos: 

 

1. Estudo da viabilidade de se escalonar o processo de produção de REVs 

recobertas com Chi e PVA. 

2. Aplicá-lo para a encapsulação de outros antígenos de interesse para 

veiculação tanto oral quanto subcutânea. 

3.  Aplicá-lo para o transporte de moléculas (drogas) diferentes de proteínas. 

4. Fazer um estudo econômico da produção em larga escala de REVs-Chi-PVA 

como veículo geral de transporte oral de drogas e/ou vacinas. 
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Diphtheria toxoid conformation in the context of its nanoencapsulation within 
liposomal particles sandwiched by Chitosan 
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Chitosan, - (1-4)-amino-2-deoxy- -D-glucan) is a deacetylated form of 
chitin, a polysaccharide from crustacean shells. Its unique characteristics such as 
positive charge, biodegradability, biocompatibility, non-toxicity, and rigid 
structure make this macromolecule ideal for oral vaccine delivery system. We 
prepared reverse phase evaporation vesicles (REVs) sandwiched by chitosan (Chi) 
and polyvinylic alcohol (PVA). However, in this method there are still some 
problems to be circumvented related to protein stabilization. During the 
inverted micelle phase of protein nanoencapsulation, hydrophobic interfaces are 
expanded leading to interfacial adsorption followed by protein unfolding and 
aggregation. Here, spectroscopic and immunological techniques were used to 
ascertain the effects of the Hoffmeister series ions on Diphtheria toxoid (Dtxd) 
stability during the inverted micelle phase. A correlation was established 
between the salts used in aqueous solutions and the changes in Dtxd solubility 
and conformation.  

Dtxd α-helical content was quite stable what led us to conclude that 
encapsulation occurred without protein aggregation or without exposition of 
hydrophobic residues. Dtxd aggregation was 98% avoided by the kosmotropic PO2-

4. This ion was used to prepare a stable Dtxd and immunologically recognized 
REVs-Chi-PVA formulation in the presence of 50 mM PO2-

4. Under these 
conditions the Dtxd retained its immunological identity. Therefore, we could 
obtain the maximum Dtxd solubility and stability after contact with CH3CO2C2H5 
to begin its nanoencapsulation within ideal conditions.  This was a technological 
breakthrough because a simple solution like salt addition avoided heterologous 
proteins usage. 

  
Keys words: liposome-vaccine delivery; Hoffmeister serie ions, protein solubilization, protein 
stabilization, interaction protein/organic solvent, protein nanoencapsulation. 
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Introduction 

Reverse phase evaporation vesicles (REVs) can be sandwiched by chitosan 

(Chi) (Mertins et al., 2005) and covered by PVA (polyvinilic alcohol) to be used as 
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delivery vehicle for oral vaccine vehicle (Marón et al., 2007). It is known that 

protein encapsulation within REVs-Chi (reverse phase evaporation method - 

chitosan vesicles) vesicles is a simple and straightforward procedure, as 

described by a group from our laboratory (Marón et al., 2007).  

However, until today, empirical approaches for protein stabilization have 

been employed during the organic phase contact on double emulsion processes 

(W1/O/W2) or the inverted micelle phase on REVs methods. In the initial phase of 

these methods high pressures, temperature gradients and shear forces enhance 

the probability of oxidations to occur, leading to free radicals formation and 

protein damages. When shear forces are considered, their net result is an 

increase on the organic solvent surface area which triggers protein adsorptions, 

aggregate precipitations and conformational damages (Wei, Lu and Lu, 2007; 

Pérez-Rodriguez et al., 2003; Castellanos, Cruz, and Crespo 2002; Pérez et al., 

2002; Diwan and Park, 2001; Weert et al., 2000; Sah, 1999; Xing et al., 1996) . 

BSA addition to Dtxd or to Tetanus toxoid (Audran et al., 1998; Johansen et al., 

1998) was proposed to avoid antigen aggregation in protein encapsulation within 

PLGA microspheres. The underlying supposition is that BSA competes with the 

antigen for the adsorption at the CH2Cl2/H2O interface. Evidently this can occur 

however, it is not reasonable to add heterologous proteins to pharmaceutical 

formulations intended for human usage. Here, we propose the simple addition of 

salts of the Hoffmeister series to avoid Dtxd aggregation and conformational 

modifications during its interfacial contact with CH3CO2C2H5, used during the 

inverted micelle phase in the REVs method. We also discussed the mechanisms 

by which protein conformation was maintained and damages were avoided. A 

stabilized Dtxd was nanoencapsulated within REV-Chi-PVA and the protein 

liberation was followed by ELISA. 

 

Materials and methods 

Dtxd (Diphtheria toxoid) and anti-diphtheric standard antiserum (developed in 

horses) were a gift from Instituto Butantan — Divisão de Produção. The 

immunoconjugates, dimethylsufoxide (DMSO) and 3,3’, 5,5’- 

tetramethylbenzidine (TMB) were from Polysciences; Chitosan (low molecular 

weight, 70-85 % deacetylation);  polyvinyl alcohol (PVA, MW 127 kDa) were from 



 

 

Sigma.  Ethyl acetate (CH3CO2C2H5) and all other reagents were of analytical 

grade. The following equipments were used: ultraconcentrator 8050 and 8010 

models (Amicon); F 2000 spectrofluorimeter (Hitachi), spectropolarimeter Jasco-

810; HPLC (Shimadzu) LC-10VP, equipped with UV detector (model SCL-10AVP); 

ELISA plate reader (Titerteck) Multiskan MCC/340 (Labsystems), Probe sonifier 

Branson, model 450; rotatory evaporator Tecnal TE-210; Zetasizer Brookhaven 

Zeta Pals; spectrophotometer Pharmacia Ultraspec 100, Nikon camera FX35WA, 

TMS Nikon inverted microscope. 

 

Effects of Hoffmeister series ions on the Dtxd solubility during 

emulsification with ethyl acetate. 

2 mL samples containing 5 mM Dtxd in KSCN, MgCl2, NaCl or NaH2PO4 (0, 10, 30, 

50, 70, 90, 100 and 150 mM final concentrations) were added to 8 mL 

CH3CO2C2H5. After 4 minutes of emulsification with a probe sonifier (40 W 

nominal) the samples were centrifuged during 15 minutes at 18154 g. The 

protein contents of the aqueous phases were measured by the absorbance at 269 

nm (Campana et al., 2004) or by HPLC (Campana et al., 2004). The soluble 

fractions were analyzed by CD (Circular dichroism), fluorescence and ELISA 

(Enzyme linked immunosorbent assay). 

 

Circular dichroism 

The soluble Dtxd fractions in different salts at different concentrations (0, 10, 

30, 50, 70, 90, 100 and 150 mM final concentrations) were analyzed using a 0.1 

cm path length cuvette in a Jasco-810 spectropolarimeter.   

 

Fluorescence 

The soluble Dtxd fractions in different salts (0, 10, 30, 50, 70, 90, 100 and 150 

mM final concentrations) were analyzed using quartz cuvettes in a Hitachi F 2000 

fluorimeter. The samples were excited at 269 nm and the fluorescence emission 

measured between 280 and 480 nm. 

 

ELISA 



 

 

Dtxd soluble samples were added to ELISA plates and after two hours at 37°C, 

they were blocked with 10% skim milk. After 30 min, the standard anti-Dtxd 

specific sera, developed in horses, was added to the wells. The conjugate (anti-

horse whole IgG conjugate with peroxidase) was added 30 min later, and, after a 

further 30 min, the substrate was added. After 15 min at room temperature, the 

reaction was stopped with 1 M H2SO4. The absorbance was automatically 

measured at 450 nm in a Titertek Multiskan MCC/340. Antibody titters are the 

reciprocal serum dilution factor giving an absorbance value of 20 % of the 

saturation value. 

 

 

Sandwiched Chitosan liposome recovered with PVA (REVs-Chi-PVA) 

preparation by the reverse evaporation method (REVs-Chi) containing Dtxd 

Dtxd in 0,5 % chitosan (Chi) (in 200 μL of 50 mM phosphate, pH 4.5 buffer) was 

added to 60 mg of SPC and 10 mg Cho. After inverted micelle formation, by 

sonification, the organogel was formed in a rotatory evaporator under vacuum 

(15 mm Hg/cm). The organogel was resuspended in 1% PVA and lyophilized. 

REVs-Chi-PVA morphology was observed by microscopy. 

 

Encapsulation efficiency: REVs; REVs-Chi or REVs-Chi-PVA  

Suspensions containing Dtxd were dispersed in water and centrifuged twice at 

room temperature at 4 000 rpm, during 20 minutes. The Dtxd in the 

supernatants was measured by using adapted literature method (Peterson, 

1977). 

 

REVs, REVs-Chi and REVs-Chi-PVA morphologies. 

Pictures were taken with a Nikon camera FX35WA interfaced with a TMS Nikon 

inverted microscope. 

 

Diphtheria toxoid liberation from REVs-Chi-PVA 

The samples were incubated in SGF (simulated gastric fluid, pH 1.2) or in SIF 

(simulated intestinal fluid) both prepared according to the United States 

Pharmacopoeia (USP 2002 and 2003). The dispersions of REVs (1.5 mL) or REVs-



 

 

Chi-PVA (1.5 mL) were added to the liberation media and incubated, under 

gentle agitation, at 37oC during. After 4 minutes of centrifugation at 4 000 rpm, 

aliquots were taken (4 mL) and an equal volume of the corresponding media was 

added. This procedure was repeated at pre-determined time points. The samples 

were analyzed for liberated Dtxd by protein analysis and ELISA. 

 

 
3. Results and discussion 

It was verified in this work that simple molecules like Hoffmeister salts could 

be the best solution to protect the Dtxd protein from aggregation and 

conformational damages during the sonification with CH3CO2C2H5. 

The Dtxd solubility was affected by the sonification both in the presence 

of CH3CO2C2H5 and in the absence of salts (Figure 1), when 9 % of the molecule 

precipitated. We have shown that Dtxd solubility decreased in the presence of 

SCN- (Figure 1) with results in the literature (Curtis et al., 2002). It is well known 

that when the organic solvent is changed (to methylene chloride, for example) 

protein solubility changes. In the case of Dtxd sonified in the presence SCN- 

solubility increased to 98 % (Namur et al., 2009), in contrast diminished, for 

lisozyme (Pérez and Griebenow, 2002). There are no rigid rules for protein 

solubility after sonification in the presence of Hoffmeister ions series, which 

implicates that the protein partition depends on several factors like dielectric 

constant and pH. The kosmotropic NaH2PO4 was the best salt for recovering Dtxd 

in all the concentrations studied (Figure 1). One outstanding observation was 

that Dtxd solubility in 10 mM or 100 mM NaH2PO4 was greater than all the other 

conditions studied (Figure 1). The Dtxd solubilities were inversely proportional to 

salt concentrations for the kosmotropic NaCl and for the chaotropics KSCN or 

MgCl2. 30 mM MgCl2 provided the worst salt condition since it reduced Dtxd 

solubility by 40%. 

The problem approached in this work was neither simple nor trivial: a ternary 

system composed by the protein Dtxd, the water and the organic solvent where 

a fourth element would be added - the salt, under sonification at 40 W. It would 

have been an oversimplification to opt for one of the theories (Dér et al., 2007; 



 

 

Zhang and Cremer, 2006; Zhou, 2005, Boström, Williams and Niham, 2003) to 

explain the Hoffmeister effect on protein solubility. It is known, from the 

literature, that protein solubility changes (Zhou, 2005, Boström, Williams and 

Niham, 2003) in the presence of kosmotropic salts which stabilize solutes, by 

increasing the order of water or in the presence of chaotropic salts which create 

weaker hydrogen bonding thus decreasing the order of water and increasing its 

surface tension. Nowadays, it is known that the Hoffmeister series mechanism of 

action is related to ion specific phenomena (Zhang and Cremer, 2006). But, 

changes on water structure after salt additions do not explain the ion specific 

phenomenon (Dér et al., 2007; Leberman, 1991). In this investigation the 

chaotropics SCN- and Mg2+ were used. In addition to their charge difference it is 

known that SCN- is poorly hydrated while Mg2+ is strongly hydrated (Dér et al., 

2007; Leberman, 1991). The Dtxd was dissolved in water containing salt at pH 

6.5, 2 pH units above its pI (Campana et al., 2004) thus with a net negative 

charge. Therefore, it is reasonable to assume that an ionic interaction between 

the negatively charged Dtxd and Mg2+ did not favor protein solubility. In this salt 

condition the protein could precipitate after organic solvent contact, maximized 

by the sonication at 40 W. Accordingly, the Hoffmeister series would be 

understood as an ion specific phenomenon (Dér et al., 2007; Biresaw et al., 

1985). Once more, the kosmotropic salts, NaCl and NaH2PO4 altered differently 

the Dtxd aggregation caused by agitation. While NaCl diminished the Dtxd 

solubility (Figure 1) the NaH2PO4, increased. Consequently, the PO4
2-

 was further 

investigated to be used as a protective ion for Dtxd.  

To know the nature and extent of these Dtxd losses, the soluble Dtxd 

fractions after emulsification in the presence of salts were applied on a gel 

filtration HPLC column. The typical Dtxd vaccine preparation contains different 

molecular dimmer species, namely dimmer; monomer fragments A and B 

(Campana et al., 2004). Therefore, the distribution of these molecular species 

could be an indicative of the structural preservation of the protein (Table 1 and 

Figure 2). 
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Figure 1. Effects of Hoffmeister series ions on Dtxd recovery during emulsification 
with CH2Cl2. The kosmotropics NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and 
MgCl2 (-▲-) were added to the Dtxd water solutions and sonified (40 W) during 4 minutes 
in the presence of CH3CO2C2H5. The soluble protein was measured by HPLC. 

 

Table 1. Effect of Hoffmeister series ions on Dtxd different molecular species 
after sonification. 

Salt used Dtxd 

(dimmer) 

(relative 

proportion) 

Dtxd 

(monomer) 

(relative 

concentration) 

FB + FA 

(relative 

concentration) 

NaCl ↓ ↓ ↑ 

KSCN ↓ ↓↓↓↓ ↑↑↑↑ 

MgCl2 ↓ ↓ ↑ 

NaH2PO4 ↓ = ↑ 

 
 

 

The dimer concentration decreased with all the salts used (Figure 2A). 

There was a large reduction in Dtxd monomers when the emulsification was done 

in the presence of SCN- (Figure 2B). The increase in FA and FB (Fragments A and 

B) occurred in concert with the decrease of Dtxd monomers when Dtxd was 



 

 

emulsified in the presence of SCN-, suggesting the existence of a significant Dtxd 

monomer hydrolysis. 
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Figure 2. Effect of Hoffmeister series ions in different Dtxd molecular species after 
emulsification in the presence of CH3CO2C2H5. The kosmotropics NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the 
chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added to the Dtxd water solutions and sonified in 
the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. A. Dtxd dimmer, B. Dtxd monomer and C. Fragments A and 
B. Controls: Dtxd sonified without salt and CH3CO2C2H5 (arrows in the pictures). The fractions 
containing soluble Dtxd molecular species were analyzed by HPLC gel filtration (QC-PACK GFC 
300 column - 7.8 mm X 15 cm) previously equilibrated with PBS, at 20o C. Injection and elution 
flows were 0.6 mL/min. 

 

SCN- can be oxidized by peroxidase in solution (Thomas, Bozeman and 

Learn, 1991). Since there is no peroxidase in our system SCN- oxidation was 

performed by the •OH radical (generated during the sonification) producing the 

hypothiocyanous acid. 

 

SCN- + •OH → HOSCN (1) 
The HOSCN is a weak acid that reacts with sulfhydryl groups present in 

Dtxd. Dtxd can be represented by two peptides (FA and FB) linked by a S-S bond: 

FA-S-S-FB (Namur et al., 2004). The FA-S-S-FB could be converted to tiocyanate-

sulfenil or disulfates (RS-SCN or RS-SR) as described for other molecules 



 

 

(Thomas, Bozeman and Learn, 1991). Accordingly, we propose that the reaction 

with Dtxd would be the following: 

 

2 HOSCN + FA-S-S-FB → FA-S-SCN + FA-S-SCN + 2 •OH (2) 
 

Thus, the decrease in Dtxd monomer would have occurred in concert with the 

increase in FA and FB (in fact, FA-S-SCN + FA-S-SCN) (Figure 2C). 

The PO4
2- and surprisingly the SCN- retained the Dtxd immunological 

identities (Figure 3). An increase of immunological identity induced by Mg2+ and 

NaCl was observed (Figure 3). These results contrast with those already 

published, when Dtxd was emulsified in the presence of methylene chloride 

(Namur et al, 2009). The damages we observed on the immunologically 

recognized Dtxd conformation were small (Figure 3). 
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Figure 3. Immunological identity of the soluble Dtxd fractions.    The kosmotropics 

NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added to the Dtxd 
water solutions and sonified in the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. The soluble fractions were 
analyzed by ELISA. Control: untreated protein was 0,07 Absorbance units. 

 
The extent of these small Dtxd conformational damages were analyzed by 

fluorescence. There were no changes in the F350 nm/F330 nm ratio (Figure 4). 

This led us to conclude that there was no tryptophan exposition to the media in 



 

 

Dtxd which agrees with what was found by others (Souto and Ito, 2000). It is 

interesting to note that when the emulsification is done in the presence of 

CH2Cl2, enormous Trp (W) expositions occur (Namur et al., 2009). Again a simple 

change on organic solvent induces not only Dtxd solubility differences but also 

conformational differences (Figure 4 and Namur et al., 2009). 
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Figure 4.  Effect of Hoffmeister series ions on Dtxd intrinsic fluorescence. The 

kosmotropics NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added 
to the Dtxd water solutions and sonified in the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. The soluble 
fractions were recorded by fluorescence spectra. The intensities F350/F330nm were measured. 

 
Circular dichroism was used to detail changes in Dtxd secondary structures 

Changes in the 196nm (Tilstra and Matice, 1996) were observed in Dtxd fractions 

soluble in salt solutions (Figure 5). Decreases on -sheet content were observed 

when Dtxd was sonified, both in the presence of the kosmotropics Cl- or PO4
2- as 

well as in the presence of the chaotropics Mg2+ and SCN- (Figure 5). It was 

concluded that an extensive protection on -sheet Dtxd content (90,4 %) was 

achieved when the protein was sonified in the presence of PO4
2-. 
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Figure 5.  Effect of Hoffmeister series ions on Dtxd -sheet content. The kosmotropics 
NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added to the Dtxd 
water solutions and sonified in the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. The CD spectra of these 

soluble fractions were performed using a 0.1 cm path length cuvette. The observed  at 196 nm 
was used to measure the extent of protein modifications.  

 

Further conformational changes on helical content were observed at 

222nm (Figure 6) and for S-S dihedral angle conformations, at 260nm (Figure 7). 

The largest negative Cotton effect was observed with Dtxd emulsified in the 

presence of MgCl2. The best salt condition was obtained when Dtxd was sonified 

in the presence of PO4
2- (Figure 6 A and B). PO4

2- was the unique salt able to 

increase Dtxd –helix content when sonified in the presence of CH3CO2C2H5 

(Figure 6 B). 
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Figure 6.  Effect of Hoffmeister series ions on Dtxd -helix content. A. The kosmotropics 

NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added to the Dtxd 
water solutions and sonified in the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. The CD spectra of these 

soluble fractions were performed using a 0.1 cm path length cuvette. The observed  at 222 nm 

was used to measure the extent of -helix content. B. The -helix contents were compared with 

the -helix content presented by the control, considered as 100 %. 

 
 Diphtheria toxin has two S-S bridges (C186-C201 and C461-C471). One of them 

is an inter-peptide linkage (FA-FB, C186-C201) and the other is an intra-peptide 

linkage (FB, C461-C471). The Dtxd dihedral S-S angle (linkage between the FA and 

FB) suffered conformational alterations during the sonification in the presence 

of organic solvent (Figure 7). Probably, the observed dihedral changes are 

related with the C186-C201 bridge because of the steric hindrance and constraints 

on the other S-S linkage (C461-C471). It is known that angular dihedral variations ≥ 

120o are related with a negative Cotton effect. In contrast, angular dihedral 

variations ≤ 60o induce positive Cotton effects (Pérez and Griebenow, 2002; 

Tilstra and Mattice, 1996). All salts used changed the S-S conformation within 

Dtxd (Figure 7). Dtxd in water presented a S-S opening of ≥ 120o corresponding 

to negative Cotton effect value of -0,15.10-3.degree.cm2.decimol-1(Control, 

Figure 7). After sonification this value changed to +0,10.10-

3.degree.cm2.decimol-1 which corresponds to a positive Cotton effect related to 

a S-S opening of ≤ 60o. This result corroborates the observation that no W 



 

 

exposition was detected by fluorescence spectroscopy (Figure 4). This could 

indicate that that after sonification Dtxd became more closed with its W buried 

away from the environment.  
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Figure 6.  Effect of Hoffmeister series ions on Dtxd S-S dihedral angle. A. The 

kosmotropics NaH2PO4 (-♦-), NaCl (-■-) or the chaotropics KSNC (-●-) and MgCl2 (-▲-) were added 
to the Dtxd water solutions and sonified in the presence of CH3CO2C2H5 at 40 W. The CD spectra 

of these soluble fractions were performed using a 0.1 cm path length cuvette. The observed  at 
260 nm was used to measure the extent of S-S dihedral opening. Control: Dtxd in water 
measured before sonification. 

 

 

When considering all the previous results, Dtxd microencapsulations 

within REVs-Chi-PVA sonified in the presence PO4
2- had encapsulations 

efficiencies which raised from 51 % (Marón et al, 2007) to 69,2 for REVs-Chi and 

from 65 % (Marón et al., 2007) to 75,4 % for REVs-Chi-PVA. These REVs-Chi-PVA 

containing Dtxd liberated all the protein content with immunological activity, 

making them very good candidates for oral vaccines vehicles (Figure 8). 
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Figure 8. Kinetic profile of Dtxd liberation from REVs-Chi-PVA. The REVs-Chi-PVA /Dtxd 

were incubated witnin PBS. Periodically samples were taken and analysed by measuring protein 
and ELISA. 

 
 

Conclusion 

We were able to obtain the maximum protein solubility after emulsification in 

the presence of CH3CO2C2H5 to begin its REVs-Chi-PVA microencapsulation within 

ideal conditions. This was a technological breakthrough because a simple 

solution such as salt addition avoided the usage of heterologous proteins.  
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Dressing liposomal particles with chitosan and 
poly (vinylic alcohol) for oral vaccine delivery. 
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Liposomes have been used as adjuvants since 1974 (Allison and Gregoriadis, 1974). One 

major limitation for the use of liposomes in oral vaccines is the lipid structure instability caused 
by enzyme activities. Our goal was to combine liposomes which can encapsulate antigens (Dtxd, 
diphtheria toxoid) with chitosan which protects the particles and promotes mucoadhesibility. We 
employed physical techniques to understand the process by which liposomes (SPC: Cho, 3:1) can 
be sandwiched with chitosan (Chi) and stabilized by PVA (Poly-vinylic alcohol) which are 
biodegradable and biocompatible polymers. Round and smooth surfaced particles of REVs-Chi 
(Reversed phase vesicles sandwiched by Chi) stabilized by PVA were obtained. The REVs 
encapsulation efficiencies (Dtxd was used as the antigen) were directly dependent on the Chi 
and PVA present in the formulation. Chi adsorption on REVs surface was accompanied by an 

increase of potential. In contrast, PVA adsorption on REVs-Chi surface was accompanied by a 

decrease of potential. The presence of Dtxd increased the Chi surface adsorption efficiency. 
The PVA affinity by mucine was 2000 higher than that observed with Chi alone and did not 
depend on the molecule being in solution or adsorbed on the liposomal surface. The liberation of 
encapsulated Dtxd was retarded by encapsulation within REVs-Chi-PVA. These results lead us to 
conclude that these new and stabilized particles were to able to adsorb to intestinal surfaces, 
resisted degradation and controlled the antigen release. Therefore, REVs-Chi-PVA particles can 
be used as an oral delivery adjuvant.  

Key words: oral adjuvant, liposome stabilization, polymer interactions, chitosan-PVA interactions, 
particulate adjuvante.  
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Introduction 

It is well accepted that the increased residence time of particulate delivery 

systems at mucosal surfaces may facilitate (and increase) the uptake of such 

agents. Accordingly, mucoadhesive agents provide a strategy that may increase 

the antigen residence time and consequently the uptake of biodegradable 

particulate drug carriers when administered by oral route. The other advantage 
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of oral or mucosal vaccination is the production of local antibodies at the same 

sites where the pathogens enter the body. Furthermore, the obvious 

disadvantages of invasive injections compared to non-invasive mucosal 

vaccination are the low patient compliance and high costs due to the need of a 

sterile manufacturing process and for qualified personnel to administer the 

vaccine (Slutter, Hagenaars and Jiskoot, 2008; van der Lubben et al., 2003). 

Since the orally administered vaccines are degraded by the stomach acidic 

environment and the various enzymes in the gastrointestinal (GI) tract, 

investigators have suggested different possibilities to avoid degradation of 

antigens before reaching the target cells.  The use of Chi (chitosan) - a 

mucoadhesive polymer - was proposed for the production of an oral delivery 

system, resistant to the aggressions of the digestive tract (Marón et al., 2007; 

Guzey and Clements, 2007; Harnsilawat et al., 2006; Aoki et al., 2005; Gu et al., 

2005; Klinkerson et al., 2005a; 2005b; Mertins et al., 2005; Wu et al., 2004; 

Ogawa et al., 2003a; van der Lubben et al., 2003; Rengel et al., 2002; Takeuchi 

et al., 2001;  Filipovic-Grcic, Skalko-Basnet and  

Jalsenjak, 2001). Chi is a glucosamine and N-acetylglucosamine polymer derived 

by partial depolymerization of chitin, a natural component of crustacean shells. 

It is inexpensive, biodegradable, non toxic and biocompatible (Qin et al., 2006; 

Martino, Sittinger and Risbud, 2005; Huang et al., 2005; Khor and Lim, 2003; 

Madihally and Mattew, 1999). The liposomes sandwiched by chitosan (REVs-Chi) 

used as an oral vaccine vehicle, aggregate in vitro (Marón et ali., 2007).  To 

avoid particle aggregation the REVs-Chi were stabilized by PVA (poly-alcohol 

vynilic) (Marón et ali., 2007).  Here, using physical techniques, the rational use 



 

 

of PVA is discussed step by step in the preparation of REVs-Chi for oral vaccine 

delivery and how the PVA can affect particle adhesibility to mucus.   

 

 

Materials and methods 

The antigen Dtxd (Diphtheria toxoid) was a gift from Dr Célia S. Takata , 

Instituto Butantan (Lot AnD/PAG 14/05, 1650 Lf/mL, SPC (Soy 

phosphatidylcholine) was purchased from Avanti Polar Lipids (USA); Chi 

(Chitosan, low molecular weight, deacetylation degree 75-85 %) and PVA (poly-

vinilic alcohol, Mw 127 kDa), Cho (cholesterol); Mu (Types1S and III mucin) were 

obtained from Sigma and Aldrich, respectively. All other chemicals and solvents 

used were of analytical grade. Equipments: Probe sonifier Branson, model 450; 

rotatory evaporator Tecnal TE-210; Zetasizer (Brookhaven Zeta Pals); 

spectrophotometer Pharmacia Ultraspec 2000, TEM, transmission electronic 

microscope LEO model 906E, JEOL 100CX electronic microscope, criofracturer 

JEOL JED-9000 and an ELISA automatic reader Titerteck Multiscan MCC/340 

(Labsystems). 

 

Liposome preparation by reverse evaporation method (REVs) 

The buffer (200 μL) 50 mM phosphate, pH 4.5 was added to 60 mg of SPC (Soy 

lecithin) and 10 mg of Cho in 10 mL of ethyl acetate. After sonication, the 

organogel was formed in a rotatory evaporator under vacuum (15 mm Hg/cm). 

The liposomes were resuspended in 50 mM phosphate and their morphology 

observed by TEM. 

 



 

 

Sandwiched Chitosan liposome preparation by reverse evaporation method 

(REVs-Chi) 

Dtxd in 0,5 % Chi (in 200 μL of 50 mM phosphate buffer pH 4,5) was added to 60 

mg of SPC (Soy lecithin) and 10 mg of Cho in 10 mL of ethyl acetate. After 

sonication, the organogel was formed in a rotatory evaporator under vacuum (15 

mm Hg/cm). The liposomes were resuspended in 50 mM phosphate buffer and 

their morphology observed by TEM.  

 

Sandwiched Chitosan liposome preparation by reverse evaporation method 

(REVs-Chi-PVA) 

The procedure was the same described above except that the liposomes were 

resuspended in 1 % PVA in water and their morphology observed by TEM and by 

freeze fracture electronic microscopy. 

 

Particle size 

REVs, REVs-Chi or REVs-Chi-PVA suspensions empty or loaded with Dtxd were 

diluted in 10 mL deionised water, then subjected to photon correlation 

spectroscopy. 

 

Encapsulation efficiency 

REVs, REVs-Chi or REVs-Chi-PVA suspensions containing Dtxd were dispersed in 

water and centrifuged twice at room temperature at 4 000 rpm, during 20 

minutes. The Dtxd in the supernatants was measured according to Peterson, 

1977. 



 

 

 

Efficiency of Chi interfacial polymerization within the different particle 

preparations.  

REVs-Chi or REVs-Chi/Dtxd or REVs-Chi-PVA/Dtxd were washed with phosphate 

buffer and the supernatant assayed for free Chi according to Muzzarelli, 1998. 

 

REVs and REVs-Chi morphologies 

Pictures were taken with TEM and freeze fracture. Briefly, for the TEM, the 

samples were centrifuged and the supernatant fixed with 2 % glutaraldehyde, 2 

% osmium tetroxide 1 % uranil acetate. After dehydration propylene oxide was 

added. Lead acetate and uranil acetate were used for staining. For the electron 

microscopy of criofractures, the samples were cryo-fixed in frozen 

 propane. The fracture was done in a JEOL JED 9000 and the samples were 

covered with silver and carbon, cleaned with nitric acid and 

chloroform/methanol (1:1). The analyses were done in an electronic microscope 

JEOL 100 CX. 

       

Mucin III and chitosan or PVA interactions 

Stock solutions of 3 mM Chi, 7.9 mM PVA and 2 mg/mL mucin III (Mu-III) were 

prepared in 50 mM phosphate buffer, pH 4.5. The samples used for the 

interaction studies were 1:3; 1:1; 3:1 and 9:1 Mu-III:Chi respectively or 1:3; 1:1; 

3:1 and 9:1 Mu-III:PVA respectively. Samples were incubated, under agitation, 

for 30 minutes and the absorbance at 500 nm measured. Controls were 

performed according to the literature (He, Davis and Illum, 1998) by reading the 

absorbance of the polymers individually. 



 

 

 

REVs-Chi or REVs-Chi-PVA interactions with Mu-III 

REVs-Chi or REVs-Chi-PVA were added under strong agitation to 0.5% Mu-III (v/v) 

followed by incubation at room temperature (RT) during 60 minutes. After this 

time, the samples were centrifuged at 2 000 g for 20 minutes. The free Mu-III 

was measured in the supernatants according to the method of Rengel et al., 

2002. 

 

Diphtheria toxoid liberation from REVs or REVs-Chi or REVs-Chi-PVA 

The samples were incubated in SGF (simulated gastric fluid, pH 1.2) or in SIF 

(simulated intestinal fluid) both prepared according to the United States 

Pharmacopoeia (USP 2002 and 2003). The dispersions of REVs, REVs-Chi or REVs-

Chi-PVA (1.5 mL) were added to the liberation media and incubated, under 

gentle agitation, at 37oC. After 4 minutes of centrifugation at 2 000 g, aliquots 

were taken (4 mL) and an equal volume of the corresponding media was added. 

This procedure was repeated at pre-determined time points. The samples were 

analyzed for liberated Dtxd.  

 
 
 
Results and discussion 

 Regular, round, soft porous sponge like particles of liposomes ―dressed‖ 

with chitosan and PVA were obtained (Figure 1). 



 

 

 

Figure 1. Freeze-fracture electon micrograph of REV-Chi-PVA. 
 

Particles of REVs, REVs-Chi and REVs-Chi-PVA empty or containing Dtxd with 

different sizes were obtained. In general, the particle size and the encapsulation 

efficiencies were dependent on the liposome composition (particle complexity) 

(Table 1). If REVs were considered the reference, the addition of Chi and Dtxd 

increased particle sizes (Table 1). PVA decreased the particle size, if REVs-

Chi/Dtxd were considered the reference (Table 1). It is important to take into 

account the Dtxd structure to facilitate the discussion about these particles 

physical characteristics.  

It is known, from the literature, that the Dtxd Mn is 58.3 kDa (Bennett, 

Choe and Eisenberg, 1994) and its calculated pI is 4.25 (Campana et al., 2004). 

Here, the Dtxd was nanoencapsulated into different REVs particles at a pH above 

its pI therefore, with a net negative charge. The decrease of the negative liquid 

charge of REVs/Dtxd (-3.71 mV) in relation to REVs (-9.40 mV) could be 



 

 

understood as a protein non specific adsorption on the external particle surface 

(Table 1). The same occurred after the adsorption of Chi (a polycation) on REVs, 

forming the REVs-Chi. This result is in agreement with other literature data 

(Laye, MacClements and Weiss, 2008), in which the empty liposomal particle has 

a -potential of -38 mV and the Chi a -potential of +85 mV. If this was 

compared with the -potentials for REVs-Chi/Dtxd (-9.94 mV) and REVs-Chi-

PVA/Dtxd (-12.3 mV) the same phenomena occurred, meaning that the increase 

of the net negative charge was due to externally adsorbed Dtxd (Table 1). Then 

(considering REVs as the initial particle) the particle sizes (Figure 2) and the 

encapsulation efficiencies for Dtxd increased with the presence of Chi and PVA 

(Table1). The adsorption of Chi (87.5 %) on REVs surface was accompanied by an 

increase on -potential and in contrast, the adsorption of PVA with a decrease of 

-potential (Table 1). The presence of Dtxd within REVs particles increased the 

efficiency of Chi polymerization probably due to the interaction between Chi 

(positively charged) and Dtxd (negatively charged). 

It was very interesting to note that the presence of Chi and/or PVA on 

REVs changed completely the thickness and the structure of the REVs bilayer 

(Figure 2). It is known, from the literature, that the presence of a solute into 

the media induces modifications in water and also in the hydration shell of the 

molecule (Vorob’ev et al., 2007). Under physiological conditions Chi is able to 

capture 160 % more water (Silva et al., 2004).  This could explain why Chi 

increased not only the hydration shell (Figure 2) but also the size (167 nm → 313 

nm) and structure of REVs (Figure 2).  

Table 1. Particle sizes, surface charges and encapsulations efficiencies. 



 

 

Formulations Size 

(nm) 

-potential 

(mV) 

Encapsulation  

efficiency  

(%) 

Efficiency of 
interfacial Chi 
polymerization  

(%) 

REVs 167 -9,40 0 - 

REVs/Dtxd 256 -3,71 58,8  - 

REVs-Chi 313 -4,66 0 87.5 

REVs-Chi/Dtxd 524 -9,94 69,2  98  

REVs-Chi-PVA 367 -7,51 0 87.5 

REVs-Chi-PVA/Dtxd 383 -12,3 75,4  98 

 
 
It was described (Nakano, Tozuka and Takeuchi, 2008) that a modified PVA by a 

lipidic anchor (PVA-R) associates with the lipid bilayer because of an observed 

increase of size. Here, PVA also increased the particle size (313 nm → 367 nm), 

modified the thickness of billayer (probably by modifiying the hydration shell) 

and thus the association occurred (Figure 2). 

 

100 nm 200 nm 200 nm

REVs REVs-Chi REVs-Chi-PVA

A B C

 
Figure 2. Micrographs of different formulations by Transmission electronic microscopy. 
 

These particles were constructed to be used for mucosal vaccine delivery. The 

mucins (Mu) were used as a model to study the mucoadhesibility properties of 



 

 

Chi, PVA and the particles dressed with them. The increase on turbidity, used 

for the interaction assays, is based on the particle formation between Mu/Chi or 

Mu/PVA (Prego, et al, 2005; Takeuchi et al., 2005; Takeuchi, Yamamoto and 

Kawashima, 2001 and He, Davis and Illum, 1998). It was observed that the 

interaction between Mu-III (1 % of sialic acid) and Chi occurred only in the 

conditions 1:1 and 3:1 (both v/v of Mu-III at 2 mg/mL and 3 mM Chi, 

respectively) (Figure 3). This suggests that in the excess of Chi (1:3, Mu-III/Chi) 

or Mu-III (9:1) the interaction did not occurr or, better, it probably occurred but 

was not able to increase the particle size and consequently the turbidity (Figure 

3). The most interesting observation (Figure 3) was the degree of affinity 

between Mu-III and PVA which was 2000 greater than that observed with Chi.  
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Figure 3. Interaction between Mu-III and Chi or PVA. (A) The Mu-III  was incubated with Chi (v/v 

final concentration 1mg/mL: 1.5 mM , Mu-III:Chi, respectively) . (B) The Mu-III was incubated with PVA 1:1, 

v:v (final concentration 1mg/mL: 3.45 M, Mu-III: PVA, respectively). After 30 minutes, the turbidities were 
read. Note that the B scale is 103 x greater that A scale. 
 



 

 

According to the literature the ionic interactions between the Chi primary amino 

groups and the negatively charged sialic and sulfonic groups in the mucus is 

desirable to increase intestinal particle capture (Chayed and Winnik, 2007; 

Illum, Jabbal-Gil and Hinchcliffe, 2001; Hassan and Gallo, 1990). Here, the 

adhesibility of REVs to mucus was 35 % increased by the presence of Chi (Figure 

4) which is corroborated by other authors (Chayed and Winnik, 2007; Illum, 

2001; Takeuchi et al, 1996; Hassan and Gallo, 1990).  

A direct correlation was observed between Mu adhesibility/Chi or Mu 

adhesibility/Chi-PVA on the particle (Figure 4 and 5) and potential. Therefore, 

these adhesibility factors were due not only ionic interactions (Figure 4 and 5) 

but to other elements.    
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Figure 4. Mucin III and different liposomal formulations interactions. The type III Mucin (0,5 
mg/mL) was incubated with REVs; REVs/Dtxd; REVs-Chi; REVs-Chi/Dtxd or REVs-Chi-PVA-Dtxd during 20 
minutes at 37 oC. The supernatants were read at 500 nm. 
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Figure 5. Correlation between adsorbed Mu-III and potential of different particles. 

 

The enhancement of adhesibility induced by Chi can be increased even further 

by using lipid modified Chi (Svenson, Thuresson and Arnebrant, 2008) or thiol 

modified Chi (Bernkop-Schnürch et al., 2006). These thiol groups could form S-S 

linkages with the cysteine rich mucus region (Bernkop-Schnürch, 2006, Roldo et 

al., 2004; Leitner et al., 2004) what explains its better adhesibility.  

However, these chemical modifications could increase production costs (Martino, 

Sittinger and Risbud, 2005; Huang et al., 2005; Khor and Lim, 2003; Madihally 

and Mattew, 1999). The decrease in costs, enhance in adhesibility and particle 

stability were all obtained in this work with the use of PVA. It is known that the 

increase on particle affinity by Mu-III (Figure 4) should be expected for 



 

 

particulate Chi (Cui, Qian and Yin, 2006; Takeuchi, Yamamoto and Kawashima, 

2001), but not for PVA (He, Davis and Illum, 1998). 

The statement that the interactions between Chi and MU-III being only ionic, as 

reported elsewhere (Chayed and Winnik, 2007; Takeuchi et al., 2005; Illum, 

2001; He at al., 1998; Takeuchi et al., 1996; Hassan and Gallo, 1990) is not 

accurate. The observed potentials for the particles studied, were all negative 

(Table 1) Mu-III is also negatively charged therefore, repulsion should have 

occurred and not attraction as observed (Figure 4).  This observation did not 

agree with published results (Chayed and Winnik, 2007; Takeuchi et al, 2005; 

Illum, Jabbal-Gill and Hinchcliffe, 2001; He, Davis and Illum, 1998; Takeuchi et 

al 1996; Hassan and Gallo, 1990). One plausible explanation for our results is 

that the interaction between PVA and Mu involved hydrogen bonds more than 

ionic interactions. It is known that the capacity of establish hydrogen bonds 

between polymers is a requirement for adhesions to occur (Thomas and Peppas, 

2008; Peppas et al., 2000; Bansil, Stanley and Lamont, 1995; Strous and Dekker, 

1992).  

This was a reasonable assumption when PVA and Mu structures were taken in 

consideration. Mu is rich in carboxyl groups - from its sugar lateral chains – and 

has sulfate groups (Scheme 1). Mu, PVA and Chi are rich in -OH groups (Scheme 

1).  

 



 

 

 
Mucin  

 
Chitosan 

 
PVA 

 
Scheme 1. The polymers representations. 
 
 

When the particles containing Dtxd were incubated in simulated gastric or 

simulated intestinal fluids it was observed that both Chi and PVA retarded the 

Dtxd liberation. The liberated protein retained its immunological activity 

indicating that the particles can be further studied in biological assays for 

vaccine delivery.  
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Figure 8. Effect of the media of liberation of Dtxd from different formulations. The particles 

containing Dtxd: REVs (o); REVs-Chi (●) or REVs-Chi-PVA () were incubated in A. Simulated gastric fluid or 
B. Simulated intestinal fluid and incubated at 37 oC. Liberated Dtxd were measured by Lowry HPLC or by 
ELISA. All the liberated protein retained 100 % of their immunologicall activities measured by ELISA. 

 
 

Conclusions 
 Well characterized particles of liposomes dressed with Chi and PVA were 
able to adhere to Mu. These mucosal delivery systems retarded and controlled 
the Dtxd liberation.  
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In vitro versus in vivo correlation assays for an oral  
chitosan-liposomal diphtheria vaccine. 
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Liposomes sandwiched by chitosan (REVs-Chi) as vehicles for oral vaccines have been well 
characterized in our laboratory. These particles were designed to be captured by mucus, to 
interact with oral surfaces and to withstand the enzymes of the gastric transit. Three different 
formulations containing Dtxd (diphtheria toxoid): REVs [reverse phase evaporation vesicles of 
SPC: Cho (3: 1)]; REVs-Chi (REVs sandwiched by chitosan) and REVs-Chi-PVA were used to 
immunize mice. Through adhesibility assays and antibody anti-diphtheria experiments we 
observed a direct correlation between particle complexity (free antigen < REVs < REVs-Chi < 
REVs-Chi-PVA) and antibody production (IgA, IgG1 and IgG2a) in all the assays (R= 0,91766- 
0,99718). The most striking result was the absence of IgA production in those mice immunized 
with the free antigen, proving the excellence of the engineered particles. In addition to 
enhancement of mucosal antibodies production, the formulations with Chi and PVA stimulated 
both, humoral antibody production and selectivity. We have shown that it was possible to 
establish a correlation between REVs-Chi/Dtxd and REVs-Chi-PVA/Dtxd and the enhancement of 
mucosal immunity. These particles can be used as a general vehicle for oral drug or vaccine 

delivery systems.   
 
Key words: mucosal immunity, chitosan- liposomes, liposomes, humoral immunity, oral immunity, 
particulate adjuvants, vaccine delivery, drug delivery systems. 
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Introduction 

Improvements in vaccine formulations that make vaccine delivery easier and 

safer, decrease dependency on the cold chain or reduce the number of 

immunization interventions needed, could have a significant impact on 

preventive medicine. The WHO recommendations encompass the use of new 

delivery systems (to improve immunogenicity and to decrease the number of 
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doses) and the abolishment of the needle in vaccination (Friede and Aguado, 

2005).  Traditional needle-based, invasive, parenteral vaccination methods 

suffer from various drawbacks, like the need for trained personnel to administer 

the vaccines, high expenses, patient inconvenience and associated risk of 

needle-borne infections (for example AIDs, hepatitis) due to the use of 

contaminated needles. Further, parenterally administered vaccines mainly 

stimulate a systemic response and antibodies generated in this manner do not 

always reach the mucosal surfaces, which is the predominant entry site for most 

infectious pathogens (Influenza, Diphtheria, Pneumonia) (Friede and Aguado, 

2005; Bramwell and Perrie, 2006). Mucosal immunization provides the first line 

of immunological defense (i.e., induction of secretory IgA that prevents the 

attachment of infectious pathogens to mucosae) (Bramwell and Perrie, 2006; 

Medina and Guzman, 2000). 

Chitosan (Chi) particles have been used as oral vehicles for vaccine 

delivery (Ahire et al., 2007; Amidi et al., 2007; Jain, Sharma and Vyas, 2006; 

Bramwell and Perrie, 2005; Van der Lubben et al., 2003) because of its 

mucoadhesive characteristics (Chayed and Winnik, 2007; Illum, Jabbal-Gill and 

Hinchcliffe, 2001; Hassan and Gallo, 1990). A well characterized system 

composed by a mixture of liposomes and Chi particles have been prepared for 

oral vaccination purposes (Rescia et al., 2009a; Rescia et al, 2009b; Marón et al., 

2007). This system, named REVs-Chi (reverse phase vesicles sandwiched by 

chitosan) is used here as a model to encapsulate the Dtxd (Diphtheria toxoid) 

antigen. The central idea of this investigation was to describe, step by step, a 

model to correlate particle adhesibility in vitro with produced IgA, in vivo. 

 



 

 

Materials and methods 

The Dtxd (Diphtheria toxoid) antigen was a gift from Dr Célia S. Takata, Instituto 

Butantan (Lot AnD/PAG 14/05, 1650 Lf/mL. SPC (Soy phosphatidylcholine) was 

purchased from Avanti Polar Lipids (USA); Chi (Chitosan, low molecular weight, 

deacetylation degree 75-85 %) and PVA (poly-vinilic alcohol, Mw 127 kDa), Cho 

(cholesterol) and Mu (Types 1S and III mucin) were obtained from Sigma-Aldrich. 

The immunoconjugates anti-IgG1, anti-IgG2a and anti-IgA conjugated with 

peroxidase were purchased from Biosciences. All other chemicals and solvents 

used were of analytical grade. Animals: Balb-C mice were maintained in the 

Central Biotério of Butantan Institute. Equipments: Probe sonifier Branson, 

model 450; rotatory evaporator Tecnal TE-210; Zetasizer (Brookhaven Zeta Pals); 

spectrophotometer Pharmacia Ultraspec 2000, TEM (transmission electronic 

microscopy) LEO model 906E, and an ELISA automatic reader Titerteck Multiscan 

MCC/340 (Labsystems). 

 

Liposome preparation by reverse evaporation method (REVs) 

The buffer (200 μL) 50 mM phosphate, pH 4.5 was added to 60 mg of SPC and 10 

mg of Cho in 10 mL of ethyl acetate. After sonication, the organogel was formed 

in a rotatory evaporator under vacuum (15 mm Hg/cm). The liposomes were 

resuspended in 50 mM phosphate and their morphology observed by TEM. 

 

Sandwiched Chitosan liposome preparation by reverse evaporation method 

(REVs-Chi) 



 

 

Dtxd in 0,5 % Chi (in 200 μL of 50 mM phosphate buffer pH 4,5) was added to 60 

mg of SPC and 10 mg of Cho in 10 mL of ethyl acetate. After sonication, the 

organogel was formed in a rotatory evaporator under vacuum (15 mm Hg/cm). 

The liposomes were resuspended in 50 mM phosphate buffer and their 

morphology observed by TEM.  

 

Sandwiched Chitosan liposome preparation by reverse evaporation method 

(REVs-Chi-PVA) 

The procedure was the same described except that the liposomes were 

resuspended in 1 % PVA in water and their morphology observed by TEM and 

freeze fractured electronic microscopy. 

 

Encapsulation efficiency 

The REVs/Dtxd, REVs-Chi/Dtxd  or REVs-Chi-PVA/Dtxd suspensions were 

dispersed in water and centrifuged twice at room temperature at 2000 g for 20 

minutes. The Dtxd in the supernatants was measured according to Peterson, 

1977. The encapsulated protein content was calculated by differences between 

the Dtxd added and the free Dtxd in the supernatant. 

 

Particle size 

REVs, REVs-Chi or REVs-Chi-PVA suspensions empty or loaded with Dtxd were 

diluted in 10 mL deionised water, filtered and then subjected to photon 

correlation spectroscopy. 

 



 

 

In vivo assays 

Nine groups of Balb-C mice were injected with 5 g of free Dtxd (as the control) 

or encapsulated in different formulations namely REVs, REVs-Chi or REVs-Chi-

PVA. The administration routes were oral (through gavage) or sub-cutaneous for 

all described formulations. At determined intervals (10o, 28o, 38o and 56 days 

after immunization) blood was collected through orbital plexus puncture and the 

produced IgG1 and IgG2a anti-Dtxd were measured by ELISA. After 30 days the 

mice received a booster of 5 g Dtxd within the corresponding formulation. 

Weekly samples of the mice vagina secretions were taken for IgA anti-Dtxd 

analysis. At the end of the experiment pilocarpine was administered to mice and 

their saliva was collected for IgA anti-Dtxd determination.   

 

ELISA and antibody titters 

Samples of 100 L containing 20 g of Dtxd in 100 mM carbonate/bicarbonate 

buffer pH 9.6 were added to ELISA plates and after two hours at 37°C, they were 

blocked with 10 % skim milk. After 30 min, the anti-Dtxd specific serum 

developed in mice was added to the wells. The conjugate (anti-IgG1 or anti-IgG2a 

conjugate with peroxidase) was added 30 min later, and after a further 30 min, 

the substrate was added. The absorbance was automatically measured at 450 nm 

in a Titertek Multiskan MCC/340. Antibody titters: as previously defined (Bueno 

da Costa el al., 1998), titers are the reciprocal serum dilution factor giving an 

absorbance value of 20% of the saturation value. 

 

Results and discussion 



 

 

 

Round particles of REVs (170 nm), REVs-Chi (313 nm) and REVs-Chi-PVA 

(370 nm) (Figure 1) with encapsulation efficiencies for Dtxd between 59 % and 76 

% were used to immunize the mice.  

 

 

 

REVs-Chi 

 

 

REVs-Chi-PVA 

 

Figure 1. Electronic micrography of different REVs.  

 

The different particle formulations used in this work were previously 

assayed for their adhesibility capacities (Rescia et al., 2009a). The type III mucin 

(Mu-III) was used to mimic mucus on particle adhesibility assays. The particles 

adhesibility for  REVs, REVs-Chi and REVs-Chi-PVA (containing Dtxd) were shown 

to be 19 %, 49 % and 69 % on Mu-III, respectively (Rescia et al, 2009b). These 

adhesibility results were correlated with their capacities to induce the anti-Dtxd 

production. These comparisons were based on the premise: the better the 

particle adhere the better they will induce antibody production. This was 

studied for both oral as sub-cutaneous routes.  



 

 

The IgA anti-Dtxd was analyzed in saliva and vaginal secretions from mice 

immunized by both routes. All the studied particles acted as adjuvants (Figure 

2). REVs-Chi-PVA/Dtxd induced the highest IgA production in the animals 

immunized via the sub-cutaneous route (Figure 2).  The amount of IgA produced 

by the mice immunized orally with REVS-Chi/Dtxd or REVs-Chi-PVA/Dtxd was the 

same. Therefore, it can be assumed that PVA had not an additional effect over 

Chi in its adjuvanticity (Figure 2). 
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Figure 2. Salivary IgA produced by different formulations. The mice were injected with 5 

g of free Dtxd or encapsulated within REVs; REVs-Chi or REVs-Chi-PVA trough different routes 
(A) oral or (B) sub-cutaneous. The saliva of each group was collected and pooled 57 days after 
immunization. 

  

There was a direct correlaction between salivary IgA anti-Dtxd produced by 

those mice immunized oraly and the respective particle adhesibility. REVs-

Chi/Dtxd or REVs-Chi-PVA/Dtxd produced more IgA because they were more 

adhesive than pure lipid REVs containing Dtxd (Figure 3). The best correlation 



 

 

(expressed as R = correlation coefficient) observed between salivary IgA 

produced and particle adhesibility was for mice immunized through the sub-

cutaneous route (Figure 3 B, R = 0,99718). 
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Figure 3.  Correlation between salivary IgA produced and particle adhesibility to mucin. 
The measured anti-Dtxd IgA titters were plotted against the adhesibility to Mu-III for each 
particle assayed (in %). The mice were immunized with REVs/Dtxd (a) or REVs-Chi/Dtxd (b) or 
REVs-Chi-PVA/Dtxd (c) through oral (A) or sub-cutaneous (B) routes. The correlation coefficient 
for oral route was 0.91766 and for sub-cutaneous route 0.99718. 

 

 

 In the profile for vaginal mucosa IgA production (Figure 4) the most 

relevant facts were: absence of antibody (oral or sub-cutaneous routes) in those 

mice injected with free Dtxd (except for the mice injected orally with 

REVs/Dtxd) and increase of anti-Dtxd production for all other particulate 

formulations (Figure 4).  
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Figure 4. Production of vaginal secretion IgA in function of different formulations. The 

mice were injected with 5 g of free (-ο-) Dtxd or encapsulated within REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) 
or REVs-Chi-PVA (-●-) trough different routes: (A) oral or (B) sub-cutaneous. The vaginal 
secretion was collected and pooled for each group weekly. 

 

 

Again, the best correlation between IgA production and particle 

adhesibility was observed in the mice injected with particles containing Chi or 

Chi-PVA. The observed R on mice immunized through oral route (0.99718) was 

higher than the one through sub-cutaneous route (0.98624) (Figure 5). 
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Figure 5. Correlation between vaginal secretion IgA and particle adhesibility to mucin. 
The measured anti-Dtxd IgA titters was plotted against the adhesibility to Mu-III for each particle 
assayed (in %). The mice were immunized with REVs/Dtxd (a) or REVs-Chi/Dtxd (b) or REVs-Chi-
PVA/Dtxd (c) through oral (A) or sub-cutaneous (B) routes. The correlation coefficient for oral 
route was 0.99718 and for sub-cutaneous route 0.98624. 

 

In addition to mucosal antibody production the production of humoral 

antibodies, IgG1 (Figure 6 A and B) and IgG2a (Figure 6 C and D) was investigated. 

The most relevant observations were: the unique important response to free 

antigen corresponded to the production of IgG2a in the mice immunized sub-

cutaneously (Figure 6 D); the absence of IgG2a in the mice immunized orally with 

REVs/Dtxd (Figure 6 C); the only significant response to REVs/Dtxd was obtained 

in mice injected through the sub-cutaneous route (Figure 6 B and D). This led us 

to conclude that the traditional free antigen formulation for Dtxd vaccine was 

acceptable and that REVs acted as adjuvant as firstly demonstrated by Allison 

and Gregoriadis (Alison and Gregoriadis, 1974). However, the formulations 

presented here (REVs-Chi/Dtxd and REVs-Chi-PVA/Dtxd) were superior: they 



 

 

produced at least 512 times more IgG1 (oral route) and 1024 more IgG2a (oral 

route) than the free antigen (Figure 6 A and C); they produced 4096 times more 

IgG1 (sub-cutaneous route) and 1024 more IgG2a (sub-cutaneous route) than the 

free antigen (Figure 6 B and D). 
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Figure 6. Profile of IgG1 and IgG2a production as a function of different formulations. The 

mice were injected with 5 g of free (-ο-) Dtxd or encapsulated within REVs (-□-), REVs-Chi (-■-) 
or REVs-Chi-PVA (-●-) through different routes: (A) oral or (B) sub-cutaneous. The blood was 
were collected weekly. 
  

 

It is well known that antibodies are produced in the following order: 

IgG1→ IgG3 → IgG2a. The neutralizing antibodies are mainly due to IgG1 (more 

abundant) but the IgG2a is more specific and is related to the immunological 

maturation degree (Bueno da Costa, 2006; Silva et al., 2006; Marón et al., 2007; 

Yadav and Khuller, 2001). It is known, from the literature, that IgG2a is related 



 

 

to a TH1 (cellular) response and the IgG1, to a TH2 (humoral) response (Yadav 

and Khuller, 2001). This can be expressed through the IgG2a/IgG1 ratio. When the 

IgG2a/IgG1 ratio is < 1 the immunological response is predominantly humoral; 

when the IgG2a/IgG1 > 1 the response is cellular (Yadav and Khuller, 2001). The 

ratios IgG2a/IgG1 obtained were: 0.4; 0.09; 1.15 and 0.81 respectively for mice 

immunized orally with the formulations free Dtxd; REVs/Dtxd; REVs-Chi/Dtxd 

and REV-Chi-PVA/Dtxd. For mice immunized sub-cutaneously the IgG2a/IgG1 

ratios were: 0; 1.4; 0.80 and 0.84 respectively with the formulations free Dtxd; 

REVs/Dtxd; REVs-Chi/Dtxd and REV-Chi-PVA/Dtxd. The maturity was achieved by 

using the REVs formulations (sub-cutaneous route) and REVs-Chi (oral route). 

These results represent a clear evidence for the adjuvant action of REVs only in 

the sub-cutaneous route and the superior quality of REVs-Chi for the oral route. 

 Another way to ascertain the immunological memory is to analyze the 

response after boosting the mice with the same antigen. A correlation between 

the formulation complexity and the ability to best respond to the boosters was 

found. A direct correlation between the formulation complexity and the vaginal 

IgA secondary response was as follows: free antigen < REVs/Dtxd < REVs-

Chi/Dtxd < REVs-Chi-PVA/Dtxd (Figure 7 A and B, oral and sc, respectively) both 

7 days after boosting as 26 days after boosting (Figure 7 C and D, oral and sc, 

respectively). 
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Figure 7. Correlation between vaginal secretion IgA anti-Dtxd produced after booster as 

a function of the formulation complexity. The IgA was assayed 7 days after the booster (5 g) in 
the mice immunized through oral route (A) or sc (B). The IgA was assayed 26 days after the 

booster (5 g) in the mice immunized through oral route (C) or sub-cutaneous (D). The 
formulation complexity was: free antigen (a) < REVs/Dtxd (b) < REVs-Chi/Dtxd (c) < REVs-Chi-
PVA/Dtxd (d). The observed correlations were for 0.98978 (A); 0.9845 (B); 0.97683 (C) and 
0.9798 (D).   

 

No secondary IgG1 response was observed on the mice injected with free 

Dtxd (Figure 8 B, C and D) exception made for a not significant increase 7 days 

after booster through oral route (Figure 8 A). But a good correlation between 

secondary response and formulation complexity was acquired on the mice 

injected with particulate formulations both 7 days (oral - 0.92338 and sub-

cutaneous - 0.94728) as 26 days after booster (oral - 0.94868 and sub-cutaneous 

- 0.96833). Again, analyzing the production of IgG1 PVA practically did not 

potentialize the chitosan adjuvant power 7 days after the booster on both oral 

and subcutaneous routes (Figure 8 A and B). However, at the 26th day the 

presence of PVA on the formulation induced an increase on response when 



 

 

compared to formulation containing chitosan alone (Figure 8 C and D). In 

addiction, the excellence of the particulated formulations was demonstrated 

similarly for humoral memory responses. 
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Figure 8. Correlation between IgG1 anti-Dtxd produced after booster as a function of 

formulation complexity. The IgG1 was assayed 7 days after the booster (5 g) in the mice 
immunized through oral route (A) or sub-cutaneous (B). The IgG1 was assayed 26 days after the 

booster (5 g) in mice immunized through oral route (C) or sub-cutaneous (D). The formulation 
complexity was: free antigen (a) < REVs/Dtxd (b) < REVs-Chi/Dtxd (c) < REVs-Chi-PVA/Dtxd (d). 
The observed correlations were 0.92339 (A); 0.94728 (B); 0.94868 (C) and 0.96833 (D).   

 

A good evidence of acquiring memory, concerning IgG2a, was observed 

only on the mice injected with the particulate formulations (Figure 9). But here, 

the correlation between formulation complexity and response to booster was not 

good: 7 days after the booster, for the mice injected through oral or sub-

cutaneous routes the Rs were 0.82572 and 0.84366 and 26 days after booster the 



 

 

Rs were 0.81409 (oral) and 0.85399 (sub-cutaneous). The liposomal destruction 

by the oral route hindered their adjuvant property because no response to 

booster was observed (Figure 9 A and B). This demonstrated our hypothesis that 

Chi and PVA not only protected the liposomal membrane but also potentialize its 

adjuvant characteristics. 
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Figure 9. Correlation between IgG2a anti-Dtxd produced after booster as a function of 

formulation complexity. The IgG2a was assayed 7 days after the booster (5 g) in the mice 
immunized through oral (A) or sub-cutaneous (B) routes. The IgG2a was assayed 26 days after the 

booster (5 g) in the mice immunized through oral (C) or sub-cutaneous (D) routes. The 
formulation complexity was: free antigen (a) <  REVs/Dtxd (b) < REVs-Chi/Dtxd (c) < REVs-Chi-
PVA/Dtxd (d). The observed correlations were for 0.82572 (A); 0.84366 (B); 0.81409 (C) and 
0.85399 (D).   

 

 

Discussion 



 

 

A good vaccine is the one that increases not only the antibody response 

but the maturity and the immunological memory. The common point analyzed in 

the literature is the total IgG production (Amidi et al., 2007; Ahire et al., 2007; 

Jain, Sharma and Vyas, 2006; Alpar et al., 2001; Van der Lubben et al., 2001) 

and a few groups analyzed the IgG sub-groups such as IgG1 (Hagenaars et al., 

2009; Amidi et al., 2007) and IgG2a (Hagenaars et al., 2009; Amidi et al., 2007). 

We have shown that it is important to discriminate between IgG1 and IgG2a. The 

first (IgG1) confers mainly neutralizing ability and the second (IgG2a) 

immunological maturity (Bueno da Costa, 2006; Silva et al., 2006; Marón et al., 

2007; Yadav and Khuller, 2001). Both the increase on neutralizing and maturity 

capacities were obtained for the particulate systems used: REVs-Chi/Dtxd and 

REVs-Chi-PVA/Dtxd. It was clearly demonstrated that REVs/Dtxd was not able to 

act as adjuvant when used in oral route. It was interesting to observe that few 

authors measured the IgA production for Chi particles (Amidi et al., 2007; Ahire 

et al., 2007; Jain, Sharma and Vyas, 2006; Van der Lubben et al., 2003). In 

agreement with the literature results we observed an increase in salivary and 

vaginal IgA for the particles protected with Chi alone or with Chi and PVA.  

A few authors investigated the immunological memory (Hagenaars et al, 

2009) for protected (by Chi or PVA) liposomal particles. The new here is that we 

found also a mathematical correlation between particle adhesibility with IgA 

production. Extending the aim of this investigation we also observed a humoral 

response. All of them were correlated with the capacity of the particles to 

adhere to mucin. Evidently mucin is not present systemically, but it can be an 

indirect measure of the known ―deposit‖ effect exerted by particulate 

adjuvants.  



 

 

 

Conclusions 

As expected, we could demonstrate that REVs/Dtxd did not act as adjuvant 

when used for the oral route. The REVs-Chi and REVs-Chi-PVA increased both the 

mucosal and the systemic responses. All these in vivo particulate adjuvant 

capacities were mathematically correlated with their in vitro adhesibility 

characteristics. A simple mathematical treatment of the data can be useful to 

analyze and select new vaccine delivery systems. 
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