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Resumen

El uso de nanoparticulas en Vacunologia ha aumentado en los ultimos afos debido a su
capacidad para estimular o suprimir las respuestas inmunitarias. En este contexto, las
nanoparticulas de oro (AuNPs) han sido ampliamente investigadas para tratar multiples
padecimientos. Las AuNPs se han empleado para tratar desde cancer hasta enfermedades
causadas por virus o bacterias, como es el caso de Vibrio parahaemolyticus. La bacteria
marina V. parahaemolyticus es responsable de causar vibriosis en camarones y peces.
Recientemente V. parahaemolyticus adquirié un plasmido (pldasmido pVA). El plasmido
pVA posee una toxina binaria (Toxina A y Toxina B) y esta asociado al Sindrome de la
Necrosis Aguda del Hepatopancreas. Un estudio, realizado en nuestro grupo de
investigacidon, encontrd que la Toxina A posee propiedades inmunomoduladoras y
protectoras contra V. parahaemolyticus. Siguiendo esta linea de investigacidn, un sistema
basado en AuNPs y epitopes de la Toxina A representa una potencial nanovacuna oral en
peces. En este trabajo, un epitope de la Toxina A (Ta2) se adsorbid sobre la superficie de
AuNPs por medio de interacciones electrostaticas (AuNPs-Ta2). Este sistema fue
caracterizado mediante DLS, potencial Z, espectrofotometria UV-vis y Microscopia
Electrénica. Ademas, su citotoxicidad y su potencial como inmunoestimulante, se evalué
en pruebas in vitro en leucocitos de bazo de pez (Seriola rivoliana). AuNPs-Ta2 no mostré
citotoxicidad en células expuestas a concentraciones de 5.1 y 10.1 nM (con respecto a
AuNPs). Se analizd la actividad de enzimas asociadas a la respuesta inmune (fagocitosis,
superoéxido dismutasa, catalasa, mieloperoxidasa, explosidn respiratoria, 6xido nitrico). Se
encontraron diferencias significativas en la actividad catalasa y mieloperoxidasa de los
leucocitos estimulados con el prototipo de la nanovacuna con respecto al control. El
conocimiento sobre la inmunomodulaciéon en las mucosas por AuNPs modificadas con
subunidades permitird elucidar las células, mecanismos (inductores, reguladores vy
efectores) y actividades funcionales. Esto contribuye al conocimiento para la manipulacion
del sistema inmune de las mucosas en modelo de pez.
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Summary

Nanoparticles possess the ability to stimulate or suppress immune responses. In this
context, gold nanoparticles (AuNPs) have been extensively investigated to treat multiple
conditions. AuNPs show the potential to treat from cancer to diseases caused by viruses
or bacteria, such as Vibrio parahaemolyticus. V. parahaemolyticus is a marine bacterium
responsible of vibriosis in shrimp and fish. Recently, V. parahaemolyticus acquired a
plasmid (plasmid pVA). Plasmid pVA encodes a binary toxin (Toxin A and Toxin B), which
was associated with the acute hepatopancreatic necrosis disease. Our research group
demonstrated that Toxin A in fish had immunomodulatory and protective effects against
V. parahaemolyticus. Following this line of research, a system based on AuNPs and Toxin A
peptides represents a potential oral nanovaccine in fish. In this study, a system of an
epitope of Toxin A (Ta2) adsorbed onto the surface of AuNPs through electrostatic
interactions (AuNPs-Ta2) was characterized by DLS, Z potential, UV-vis
spectrophotometry, and Electron Microscopy. Furthermore, the AuNPs-Ta2 cytotoxicity
and the immunostimulant effects were evaluated. In vitro tests were performed on fish
spleen leukocytes (Seriola rivoliana). AuNPs-Ta2 showed no cytotoxicity in cells exposed to
concentrations of 5.1 and 10.1 nM (concerning AuNPs). The activity of enzymes associated
with the immune response (phagocytosis, superoxide dismutase, catalase,
myeloperoxidase, respiratory explosion, nitric oxide) was analyzed. Stimulated leukocytes
with AuNPs-Ta2 increased significantly the activity of catalase and myeloperoxidase for
the control. Knowledge of immunomodulation in the mucosa by subunit-modified AuNPs
will allow elucidating cells, mechanisms (inductors, regulators and effectors) and
functional activities, as a basis for the manipulation of the mucosal immune system in a
fish model.

Key words: Vibrio parahaemolyticus, Toxin A, AuNPs, Nanovaccine, Fish.
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1. INTRODUCCION

1.1. Uso de vacunas en la acuicultura

La acuicultura es el sector primario de mas rdpido crecimiento en el mundo (Vinay et al.,
2018). Uno de los grandes retos a los que se enfrenta la acuicultura son las enfermedades
marinas infecciosas. Las patologias infecciosas resultan un impedimento importante para
el desarrollo del sector acuicola, siendo la causa mas importante de pérdida econdmica
(Lafferty et al., 2015). En este contexto, la vibriosis es una de las enfermedades infecciosas
mas graves y afecta a peces marinos en zonas tropicales y subtropicales del mundo.
Dentro de los patégenos capaces de producir vibriosis se encuentran principalmente
Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio anguillarum (Li et al.,
2013). Especificamente, V. parahaemolyticus es un importante patégeno haléfilo que
puede causar una amplia gama de enfermedades en los animales acuaticos. También es la
causa de enfermedades graves transmitidas por los mariscos en los humanos como

resultado del consumo de mariscos (Baffone et al., 2005).

Generalmente, la vibriosis es tratada con antibidticos que, aunque pueden ser muy
efectivos, en el tratamiento a largo plazo suelen conducir a la resistencia. Ademas, el uso
de antibidticos puede dafiar el medio ambiente. Por ello, desde hace algunas décadas, las
vacunas se vislumbran como una forma mas segura, ecoldgica y eficiente para controlar
los patdgenos infecciosos (Anderson, 1992). Aunque actualmente existen 26 vacunas
comerciales para peces, la mayoria estan dirigidas al salmoén del Atlantico (Salmo salar),
mientras que para otras especies de peces su uso estd poco establecido debido a la falta
de vacunas, bajo rendimiento, o elevado costo (Ma et al., 2019). Las vacunas comerciales
para peces utilizan patégenos muertos que se administran por inyeccidn intraperitoneal,
aungue en algunos paises esta permitido el uso de vacunas de organismos atenuados, por
ejemplo, en Estados Unidos donde se utiliza en el bagre (Ictalurus punctatus) (Adams,
2019). El uso de organismos completos en vacunas representa un problema cuando estos
son dificiles o costosos de cultivar, aunado a que los organismos atenuados pueden

recuperar su virulencia (Dhar et al., 2014). Por ello, la busqueda de nuevas alternativas ha



llevado al desarrollo y autorizacion de las tres vacunas de subunidades para peces que se

describen en la Tabla I.

Tabla I. Vacunas de subunidades con licencia para peces.

Enfermedad Patdégeno Peces Antigeno Via de Pais
principales administracion
Necrosis Virus de la Salmonidos, Proteinasde  Oral Canada,
pancredtica necrosis lubina, la cdpside EUA
infecciosa pancredtica dorada, VP2 y VP3
infecciosa rodaballo,
Birnavirus bacalao del
Pacifico
Necrosis Virus de la Salménidos, Proteinas Intraperitoneal Canad3j,
pancredtica necrosis lubina, VP2 Chile,
infecciosa pancreatica dorada, Noruega
infecciosa rodaballo,
Birnavirus bacalao del
Pacifico
Viremiade  Virusdela Carpa Glicoproteina Intraperitoneal Bélgica
primavera viremia de G
del virus de  primavera
la carpa de la carpa
Rhabdovirus

* Tomado de (Ma et al., 2019).

Siguiendo este contexto, en afios recientes se encontrdé que V. parahaemolyticus adquirid
un plasmido (plasmido pVA) que posee una toxina binaria (Toxina A y Toxina B) (Li et al.,
2014). Un estudio en nuestro grupo de investigacion encontré que la Toxina A posee
propiedades inmunomoduladoras contra V. parahaemolyticus (Reyes-Becerril et al., 2016,
2017). Por lo tanto, la Toxina A se perfila como una vacuna para peces contra V.
parahaemolyticus. Ademds, mediante analisis bioinformaticos se han identificado
péptidos de la Toxina A con potencial inmunoestimulante (epitopes). Entre ellos, se indico
al epitope Ta2 como un candidato para ser utilizado en una vacuna de subunidades contra
V. parahaemolyticus. El epitope Ta2 se trata de la secuencia expuesta IVVINNGASR de la
Toxina A de V. parahaemolyticus y fue seleccionado mediante la prediccién de unién de

péptidos a Células B, utilizando la herramienta REVXINE 2.0.



1.2. Vacunas orales en peces

La via de vacunacién oral es el método ideal de administracion de vacunas en peces,
desde el punto de vista de los costos de manipulacién (Embregts y Forlenza, 2016).
Ademas, la vacunacién oral promueve el bienestar animal ya que es casi libre de estrés
para los peces (Ahmadivand et al., 2017). Sin embargo, la administracién de vacunas
orales involucra el riesgo a la degradacién de los compuestos bioactivos, como péptidos y
proteinas, en el ambiente intestinal hostil (Chadwick et al., 2009). La degradacion de los
compuestos bioactivos evita que lleguen de manera efectiva al sitio de acciéon donde se
producird la respuesta inmunitaria. Los nanoacarreadores se han propuesto como una
alternativa para transportar a los compuestos bioactivos hacia su sitio de accidon
(Skwarczynski y Toth, 2012). Las ventajas que presenta el uso de nanoacarreadores
incluyen mejorar la estabilidad, promover la proteccidn contra la degradacion prematura y
tener propiedades adyuvantes (Kole et al., 2018). Las nanoparticulas de oro (AuNPs), uno
de los nanoacarreadores propuestos, han mostrado tener efectos inmunoestimulantes y
protectores en camarones (Litopenaeus vannamei) contra V. parahaemolyticus (Tello-Olea

et al., 2019).

1.3. Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las nanoparticulas (NPs) se definen como particulas con un tamafno de 10 a 100 nm y en
algunos casos hasta 1000 nm (Gheibi Hayat y Darroudi, 2019). En la actualidad, el uso de
NPs se ha visto extendido a diversas areas de estudio debido a sus caracteristicas
novedosas. Dentro de las caracteristicas que hacen atractivas a las NPs se encuentran el
tamafio pequeno y la gran area de superficie por unidad de masa. Otras caracteristicas de
las NPs que son aprovechadas son su carga superficial y una capacidad para existir en
diferentes formas geométricas estables (Devanabanda et al., 2016). Las NPs se pueden
dividir dependiendo de su naturaleza quimica en orgdnicas, inorgdnicas y con base de
carbono. Las NPs inorganicas incluyen a las NPs basadas en metales y oxidos metdlicos
(Ealias y Saravanakumar, 2017). Dentro de los compuestos utilizados para el desarrollo de
NPs metdlicas, el oro ha recibido especial interés gracias a sus propiedades fisicas y

quimicas (Kogan et al., 2007).



El oro metalico (Au®) posee poca reactividad quimica que se demuestra por su incapacidad
de interactuar con los compuestos de la atmdsfera. Asimismo, el oro presenta dificultad
para la formacidon de 6xidos y sulfuros o para disolverse en acidos comunes (Louis y
Pluchery, 2012). Por lo anterior, un nucleo de oro es inerte y esencialmente no tdxico para
las células (Boisselier y Astruc, 2009). Las AuNPs absorben y dispersan de manera
resonante la luz visible e infrarroja cercana al excitar la oscilacion de su plasmén de
resonancia superficial (PRS). El cambio en los parametros intrinsecos (forma y tamafio) de
las AuNPs implica un ajuste de la banda del PRS en el rango espectral. Entre las variaciones
de parametros que se han estudiado se encuentran el material (particulas bimetalicas o
hibridas), el tamafio y la forma (esfera, varilla, cubo, tridngulo, etc.) (Jain et al., 2006).
Ademas, las AuNPs pueden penetrar los vasos sanguineos y las barreras de los tejidos.
También, las AuNPs pueden ser dirigidas a una célula determinada mediante su
funcionalizacién con moléculas especificas (Carabineiro, 2017). Derivado de esto, una
amplia variedad de materiales funcionales se ha logrado obtener. Entre los materiales
estudiados se encuentran nanoparticulas modificadas con péptidos, proteinas,
anticuerpos, oligosacaridos y acidos nucleicos (Levy et al., 2010; Sapsford et al., 2013).
Esto permite que los nanomateriales actuen como plataformas multifuncionales para fines

terapéuticos y de diagnéstico (Yeh et al., 2012).

Aunque existen diversos métodos de sintesis para obtener AuNPs, la via quimica es la mas
comun. La sintesis quimica consiste en una reaccién de reduccién donde iones Au (lll) son
reducidos a oro metalico (Agunloye et al., 2018). Una de las metodologias mas utilizadas
en la sintesis quimica de AuNPs es la desarrollada por Turkevich en 1951. El método de
Turkevich esta basado en la reduccién de HAuCls por citrato de sodio en agua (Turkevich
et al., 1954; Herizchi et al., 2016). El tamario, la forma y las propiedades superficiales de
las AuNPs pueden ser manipuladas desde la sintesis. La modificacién de las caracteristicas
de las AuNPs tiene el fin de adecuarlas a la funcidn para la que fueron disefiadas (Zhang,
2015). Las AuNPs han sido estudiadas en multiples ocasiones por su superficie Unica,
inercia quimica, alta densidad de electrones y fuerte absorcién dptica. Las AuNPs tienen

aplicaciones en gendmica, quimica clinica, inmunoensayos del desarrollo de vacunas,



biosensores, diagndstico y control de microorganismos, imagenes de células cancerosas y
administraciéon de farmacos (Jazayeri et al., 2016). Las caracteristicas fisicoquimicas que
poseen las AuNPs, modulan aspectos importantes de su comportamiento como
biodistribucion, citotoxicidad e inmunoreconocimiento (Rahme etal.,, 2018). La
caracterizacidon de una nanoparticula incluye, pero no se limita a la medicidon de tamafio y
forma, superficie quimica y estado de agregacidén/aglomeracién (Hall et al., 2007). La
diversidad de aplicaciones y naturaleza de las NPs hacen que la variedad de métodos para
su caracterizacion sea muy extensa. En la Tabla Il se muestran algunas de las herramientas

de caracterizacidn mas utilizadas (Bhatia, 2016).

Tabla Il. Herramientas y métodos para la caracterizacion de NPs.

Parametro Método de caracterizacion
Interaccidén acarreador — farmaco Calorimetria diferencial de barrido
Determinacion de carga Anemometria Doppler Laser
Potencidmetro Zeta
Analisis quimico de superficie Espectrometria de masas de iones secundarios
estaticos
Sorptédmetro
Estabilidad de farmacos Bioensayo de farmaco extraido de

nanoparticulas.
Analisis quimico del farmaco.

Estabilidad de dispersidon de NPs Temperatura de floculacidn critica (CFT)
Microscopia de fuerza atémica
Tamanio de particula y distribucién Difractometria laser

Espectroscopia de correlacion de fotones (PCS)
Microscopia electrdnica de barrido
Microscopia electrénica de transmision
Dispersion dinamica de luz

Perfiles de liberacién Caracteristicas de liberacidn in vitro bajo
condiciones fisioldgicas.
Hidrofobicidad superficial Enlace de rosa de bengala (tinte)

Medicién del dngulo de contacto con el agua.
Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X




1.4. Nanovacunas

El tamafio del inmundgeno es un factor muy importante en la eficiencia de una vacuna.
Las particulas utilizadas en una vacuna deben tener un tamafo similar al patégeno para
que puedan ser fagocitadas (Fujita y Taguchi, 2017). Las nanoparticulas tienen un area
superficial mds amplia para la unidn o absorcidn de antigenos peptidicos que las
microparticulas, por ellos su uso ha tomado gran relevancia. Las AuNPs han mostrado
tener la capacidad para suprimir o activar el sistema inmune (Bastus et al., 2009). Entre las
nanoparticulas disefiadas para la administracion de vacunas (nanovacunas) se pueden
distinguir varios modelos de unién al antigeno. Esto dependiendo de si el material en el
que estan basadas es duro o blando. En las nanoparticulas de materiales duros, como el
oro, se ha logrado promover la fijaciéon del antigeno mediante la adsorcién fisica simple o
métodos mas complejos. Métodos como la conjugacion quimica o la encapsulacién han
sido estudiados (Zhao et al., 2014). Se habla de adsorcién cuando el antigeno se encuentra
adherido sobre la superficie por medio enlaces poco estables. Se utilizan enlaces basados
en la carga o en una interaccion hidréfoba. Por ello, en un sistema in vivo existe una
rapida disociacion del antigeno y la nanoparticula (Mody et al., 2013). A diferencia de la
adsorcién, la encapsulacidn se trata de una interaccidon mas estable. En ella, el antigeno
solo se puede liberar cuando se descompone la nanoparticula in vivo o dentro de la célula
(He et al., 2000). En la conjugacién quimica, el antigeno esta unido quimicamente a la
superficie de la nanoparticula. Por lo que, la célula endocita el antigeno junto con la
nanoparticula y luego se libera dentro de la célula (Sliitter et al., 2010). Entre los sistemas
de administracion utilizando nanoparticulas de materia blanda se encuentran los basados
en particulas similares a virus o VLPs (virus-like particles), o en liposomas. En ellos la unién
del antigeno se logra mediante conjugacién quimica, adsorcién, encapsulacién o fusion a
nivel de ADN (Middelberg et al., 2011; Giddam et al., 2012). Siguiendo esta linea de
investigacidn, en este trabajo se estudiara el potencial inmunoestimulador del epitope Ta2
de la toxina A adsorbido sobre AuNPs. El sistema sera evaluado in vitro en leucocitos de

pez como una potencial nanovacuna oral contra V. parahaemolyticus.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nanovacunas utilizando AuNPs

Las AuNPs se han utilizado para tratar diversos padecimientos relacionados con bacterias
y toxinas extracelulares, bacterias intracelulares, virus, hongos y protozoos (Marques Neto
et al.,, 2017). En estos sistemas, las AuNPs funcionan como un acarreador de moléculas
que tiene propiedades antigénicas, adheridas a su superficie por diferentes técnicas (Getts
et al., 2015). Usualmente la aplicaciéon de las AuNPs es la de ser un acarreador, también
pueden tener la funcién de ser adyuvantes en el tratamiento de padecimientos que
requieren potenciar sus efectos (Chiodo et al., 2014). Sin embargo, por lo novedoso que
resulta el uso nanovacunas, sus efectos no estan claros y en muchos casos se encuentran
en investigacion. Debido al potencial que tiene las AuNPs como acarreadoras de
subunidades y ADN se han convertido en blanco de diversos estudios para describir los
mecanismos de respuesta inmune que presentan las AuNPs modificadas administradas
por diversas vias. Salazar-Gonzalez et al., 2015, realizaron una revision donde condesan
parte de los estudios reportados hasta entonces sobre AuNPs utilizadas como

nanovacunas. Para este trabajo se realizé una actualizacién de la revision (Ver Anexo).

2.2. Mecanismos de respuesta inmune por nanovacunas utilizando AuNPs

A pesar de que los mecanismos siguen siendo poco conocidos, existen muchos informes
qgue indican que las AuNPs exhiben caracteristicas adyuvantes. Por ejemplo, pueden
promover el reclutamiento de células inmunes, la activacién de células presentadoras de
antigeno y la produccién de citocinas (Lin et al., 2018). Posteriormente, estos efectos
conducen a la induccion de mecanismos de respuestas humorales y celulares. Sin
embargo, las respuestas se correlacionan a las caracteristicas fisicoquimicas de las AuNPs
gue determinan su capacidad inmunoestimulante o inmunomoduladora (Marques Neto
et al., 2017). Después de ser administradas, la fagocitosis de las AuNPs por células del
sistema inmune sera dependiente de su tamafio (Dykman y Khlebtsov, 2017). Una vez que
son fagocitadas, inicia el mecanismo de explosion respiratoria en el que se formaran
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS). Dentro de las ROS que se forman

durante la explosidon respiratoria se encuentran especies radicales como el anién



superéxido (02) y el radical hidroxilo (OH’), pero también especies de oxigeno mas
reactivas como los radicales peroxilo (ROz) y alcoxilo (RO). A partir de la dismutacién del
anion superoxido se forma otra ROS: el perdxido de hidrégeno (H202) (Yang et al., 2013).
En cuanto a la produccion de especies reactivas de nitrégeno (RNS), la RNS primaria es el
oxido nitrico (NO) que conduce a la generacién de otras RNS por oxidacién (Flannagan
et al., 2009). Aunque las ROS y las RNS constituyen un sistema de defensa contra
patdgenos, son oxidantes citotdxicos ya que son moléculas altamente energéticas y
reactivas debido a que los electrones de sus orbitales externos no estan apareados
(Halliwell, 2006). Por ello, cuando las ROS y las RNS estdn presentes en altas
concentraciones tienen efectos nocivos sobre las macromoléculas celulares esenciales,
como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Schieber y Chandel, 2014). En condiciones
normales, las ROS y las RNS son compuestos oxidantes que luego de ser producidos son
contrarrestados por los sistemas antioxidantes para mantener la integridad del organismo
(Yang et al., 2013). Existen dos tipos de antioxidantes: (i) antioxidantes no enzimaticos
como vitamina E, carotenoides o metalotioneinas; y (ii) enzimas antioxidantes que
incluyen superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y mieloperoxidasa (Belozerskaya y

Gessler, 2007).

Por otro lado, las proteinas y péptidos son unos de los antigenos mas utilizados en las
vacunas basadas en AuNPs. El uso comun de péptidos y proteinas en nanovacunas se debe
a que pueden ser acoplados facilmente a AuNPs, por ejemplo, a través de la adsorcidn
fisicoquimica (Zhang et al., 2020). El desarrollo de nanovacunas basadas en subunidades
ha dado lugar a multiples estudios que tratan de elucidar sus efectos y mecanismos.
Dakterzada et al., (2016) desarrollaron una vacuna contra Pseudomonas aeruginosa
basada en una subunidad de flagelina y AuNPs. La vacuna provocd una respuesta de 1gG
comparable a la inducida por el adyuvante de Freund. La flagelina es un agonista del
receptor tipo Toll 5 (TLR5) pero el reconocimiento y la sefalizacion dependen de la
estructura. Sin embargo, este estudio usé solo un fragmento (1-161aa) de flagelina y su

capacidad para activar TLR5 no pudo mantenerse.



Otro de los estudios donde se utilizan vacunas basadas en AuNPs contra una bacteria
intracelular (Listeria monocytogenes) fue el de Rodriguez-Del Rio et al., (2015). En este
trabajo, se utilizaron células dendriticas (DC) cargadas in vitro con una formulacién de
AuNPs y un antigeno de L. monocytogenes. Las DC se transfirieron, via parental, a un
animal sin tratamiento previo. Se indujeron células Th1, CD8 + y células natural killer (NK)
que proporcionaron una mejor proteccion contra L. monocytogenes que el enfoque de
vacuna tradicional. En otro estudio, los autores funcionalizaron AuNPs con el dominio Il
de la glicoproteina de envoltura derivada del serotipo 2 del virus del dengue (EDIII)
(AuNPs-E). Las AuNPs-E indujeron un alto nivel de anticuerpos que mediaba la
neutralizacion especifica del serotipo del virus del dengue. Se encontré que el nivel de
anticuerpos dependia tanto del tamafio de las AuNPs como de la concentracidon de AuNPs-

E (Quach et al., 2018).

Recientemente, la proteina rSm29 de Schistosoma mansoni se unié a AuUNPs en forma de
barra. Se observé una respuesta inmunoldgica Thl en ratones con una mayor produccién
de IFN-y, principalmente por células T CD4* y CD8*. Ademas, se activaron células
dendriticas in vitro. Se mejord la expresion de MHCIl y MHCI y la produccién de IL-1B en
una forma dependiente de NLRP3, ASC y Caspasa-1 (Assis et al., 2018). También se ha
evidenciado que la inmunogenicidad de las vacunas de subunidades se puede aumentar
formulandolas con NPs. En un trabajo se conjugd la hemaglutinina trimetral recombinante
de influenza A / Aichi / 2/68 (H3N2) en la superficie de AuNPs. Los resultados mostraron
proteccion a los huéspedes contra retos de gripe letal, mejorando las respuestas de las
células B de la mucosa. Ademas, se estimuld la proliferacion de células T CD4+ vy la

activacion de células CD8+ (Wang et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

Uno de los mayores retos a los que se enfrenta la acuicultura es la prevencion vy
tratamiento de patologias microbianas, como las producidas por bacterias. Dentro de las
enfermedades bacterianas comunes que afectan a los organismos acudticos se encuentra
la vibriosis. La vibriosis es una enfermedad que causa una alta mortalidad en la acuicultura
marina y de agua dulce, con una gran pérdida econdmica. Vibrio parahaemolyticus es una
bacteria marina gramnegativa capaz de causar vibriosis. V. parahaemolyticus provoca
exoftalmia, ulceras, septicemias y opacidad corneal en peces. Para hacer frente a
patégenos, como V. Parahaemolyticus, generalmente se recurre al uso de antibidticos. No
obstante, el uso inapropiado de antibidticos ha dado lugar a la generacién de cepas
resistentes, ademas de causar dano al medio ambiente. Por ello, la vacunacién en peces
ha resultado ser una herramienta de prevencion a brotes de enfermedades, esencial para

evitar pérdidas econdmicas graves.

Las vacunas comerciales para peces se formulan para ser administradas por diferentes
vias dependiendo de la edad y el tamano del pez. Las vias de administracién incluyen la
via oral (mediante mezcla con el alimento), la inmersién (o bafio) o la inyeccién via
intraperitoneal o intramuscular. La vacunacion por inyeccion normalmente provee la
proteccion mas alta, aunque, esta asociada con un manejo intensivo y estrés para los
organismos. Por ello, la administracién oral se considera la ruta ideal para administrar
sustancias bioactivas en peces acuicolas. El uso de vacunas orales en peces representa
facilidad para los usuarios, ahorro de tiempo, bienestar animal y menores costos de
manipulacién. Sin embargo, compuestos bioactivos, como los péptidos y las proteinas,
permanecen poco biodisponibles cuando se administran por via oral. Las vacunas
formuladas con péptidos y proteinas presentan baja permeabilidad de la mucosa y la falta
de estabilidad en el entorno gastrointestinal. La administracién oral de péptidos y
proteinas resulta en la degradacion de los compuestos antes de la absorcion. Los vehiculos
nanoestructurados, como son las AuNPs, proveen de estabilidad a péptidos con potencial
inmunolégico (epitopes) administrados via oral. De esta manera, las vacunas basadas en

AuNPs, permiten que los compuestos bioactivos que transportan lleguen al sitio de
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interés. No obstante, no existen estudios sobre nanovacunas orales para peces basadas en
AuNPs. En el presente trabajo se propone un prototipo de vacuna oral para peces contra
V. parahaemolyticus basada en la adsorcién del epitope Ta2 de la toxina de A de V.
parahaemolyticus sobre la superficie de AuNPs. Con este estudio se contribuird al
conocimiento de nanovacunas de AuNPs orales que permitan hacer frente a

enfermedades que atacan a especies acuicolas de interés comercial.



12

4. HIPOTESIS

Si las AuNPs poseen propiedades inmunoestimulantes y actividad protectora contra
infecciones mediante su administracién en crustdceos, peces y mamiferos y, ademas, la
toxina A de Vibrio parahaemolyticus tiene propiedades inmunomoduladoras contra V.
parahaemolyticus, entonces, un sistema basado en la adsorcion del epitope Ta2 de la
toxina A sobre AuNPs tendra las caracteristicas adecuadas para ser administrado en
leucocitos de pez y poseera propiedades inmunoestimulantes para ser utilizado como un

prototipo de nanovacuna contra V. parahaemolyticus.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Obtener un prototipo de nanovacuna basada en la adsorcidn del epitope Ta2 de la toxina
A sobre la superficie de AuNPs (AuNPs-Ta2) y analizar los mecanismos de la respuesta
inmune contra Vibrio parahaemolyticus debidos a su administracién in vitro en modelo de

pez.

5.2. Objetivos particulares
1. Obtener AuNPs cargadas con el epitope Ta2 de la Toxina A de Vibrio
parahaemolyticus.
2. Obtener la caracterizacion fisico-quimica del sistema AuNPs-Ta2.
3. Determinar el potencial del sistema nanoparticula-epitope como vehiculo de

entrega de vacunas mediante bioensayos in vitro en leucocitos de pez.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Sintesis y caracterizacion de AuNPs-Ta2

6.1.1. Sintesis de AuNPs

La sintesis de AuNPs se realizd mediante el método de Turkevich et al., (1954). En este
método el citrato de sodio dihidratado (NasCsHsO7:2H,0) >99% (Sigma Aldrich) es
utilizado como agente reductor y estabilizante de una sal de cloruro aurico trihidratada
(HAuCl4-3H,0), Sigma-Aldrich. Durante la sintesis, se colocaron 20 mL de una solucién 1.0
mM de HAuCls:3H,0 en un matraz de 50 mL de capacidad. El matraz se llevé a 90 °C en
una placa de calentamiento con agitacién constante. Al comenzar a hervir la solucién, se
adicionaron gota a gota 2 mL de una solucién de Na3CsHs07:2H,0 38.8 mM. Se mantuvo la
temperatura durante 2 minutos para permitir que la solucion virarad de color a rojo vino.
Posteriormente, se dejé reposar a temperatura ambiente. Una vez sintetizadas, las

nanoparticulas se almacenaron en oscuridad a 4 °C.

6.1.2. Adsorcidn del epitope Ta2 sobre AuNPs

El epitope utilizado (Ta2) fue seleccionado previamente mediante herramientas
inmunoinformaticas (REVXINE 2.0) y fue sintetizado por la compaiia GenScript (EUA). La
secuencia del epitope es IVVINNGASR, tiene un peso molecular de 1042.10 Da y un punto

isoeléctrico calculado en 10.55.

La carga eléctrica del epitope es positiva a pH fisioldgico (7.4). El epitope se unié mediante
fuerzas electrostaticas con las AuNPs (AuNPs-Ta2) que poseen carga negativa. Se
determind la concentracidén de epitope que al ser incorporada a una soluciéon de AuNPs
mantenia a las particulas estables y sin aglomeraciones. Para ello, se utilizd una
concentracion fija de AuNPs. La evaluacion se realizd en placas de 96 pozos, donde se
adicion6 a cada pozo, 15 pL de AuNPs (190 pg/mL). Se probd un rango de concentraciones

de Ta2 de 0 a 2700 pg/uL.

Se incorpord NaCl al 10% en volumenes iguales al gradiente de concentraciones del

epitope. Esto permitid evaluar la concentracion minima de epitope necesario para
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estabilizar las AuNPs. La precipitacion de las AuNPs se utilizé como un indicativo de que el

coloide no era estable bajo esa concentracion del epitope.

6.1.3. Caracterizacion morfoldgica y fisicoquimica de AuNPs-Ta2
El plasmdn de resonancia superficial fue estudiado por la técnica de espectrofotometria
UV-Vis. Se contrastaron los espectros de AuNPs desnudas, el epitope y las AuNPs con el

epitope adsorbido.

Para conocer el didmetro hidrodindmico y la carga superficial antes y después de las
modificaciones debidas a la adicion del epitope se utilizd la técnica de Dispersién Dindmica

de Luz (DLS). Las muestras fueron evaluadas en el equipo Malver-Zetasier nano ZS.

La forma y tamafio de las nanoparticulas desnudas se analizdé por medio de Microscopia
Electrénica de Transmision (TEM) en un equipo JEOL-2100. Ademas, se realizd un analisis
de Rayos X por Energia Dispersiva (EDS) para conocer los elementos mas abundantes en

las estructuras.

Las AuNPs-Ta2 se caracterizaron por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) (FEI-

QUANTA FEG 250).

6.1.4. Determinacién de la eficiencia de carga de Ta2 sobre AuNPs por ELISA

El porcentaje de eficiencia de carga (%EC) de Ta2 sobre la superficie de AuNPs se realizd
mediante la técnica ELISA indirecta. Para ello, se produjeron sueros hiperinmunes como se
describe a continuacién. El epitope Ta2 fue resuspendido en agua inyectable. La solucién
se utilizd para inmunizar 2 ratones BALB/C de 6-8 semanas de edad (23.3 + 2.10 g de peso
promedio). El esquema de inmunizacion se siguié como se describe a continuacion. En el
dia 1 se inmunizé en el cojinete plantar del pie posterior con 10 ug de Ta2, emulsionados
en 10 L de adyuvante de Freund completo (CFA). Las dosis posteriores se administraron
via intraperitoneal los dias 8, 15, 24. Se utilizaron 50 pg de Ta2, emulsionados en 50 ulL de
adyuvante de Freund incompleto (IFA). Se aplicaron otros refuerzos en los dias 29 y 38 con
una dosis de 50 pg de Ta2 emulsionados en 100 L de CFA. En el dia 23 y 37 se sangraron
los ratones de la cola para determinar los titulos de anticuerpos IgG mediante ELISA. Las

muestras de sangre fueron centrifugadas a 6000 rpm a 4 °C por 15 minutos y se colecté el
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suero. Para realizar el ELISA, en una placa de 96 pozos se colocaron 1 pg de Ta2 diluido en
buffer de carbonatos por pozo. La placa se incubé a 4°C durante 24 horas. Se realizaron
tres lavados con PBS adicionado con Tween 20 (0.05 % v/v). Posteriormente, se realizd un
bloqueo con leche descremada al 5 % a temperatura ambiente por 2 horas. Se realizaron
tres lavados con PBS-Tween 20. A cada pozo, se afiadieron 50 pL del suero obtenido por
cada ratdn y se realizaron 6 diluciones en los pozos (1:20 a 1:640). Se incubé la placaa 4 °C
durante 24 horas. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20. Se afiadieron 100 pL del
anticuerpo Anti-IgG de ratén unido a peroxidasa (Sigma A9044) en una dilucién 1:1000. Se
incubd la placa a temperatura ambiente por dos horas. Finalmente, se realizaron tres
lavados con PBS-Tween 20 y se revelé en oscuridad con 100 pL de una solucién sustrato
con tetrametilbencidina (TMB, Sigma T5525). La reaccién fue detenida con 25 plL de acido
sulfurico 2 M y se midid la absorbancia a 490 nm. Posteriormente, se sacrificaron los
ratones en el dia 50 y se colectd la sangre por puncién cardiaca. Las muestras de sangre
fueron centrifugadas a 6000 rpm a 4 °C por 15 minutos para colectar el suero, que

posteriormente, se almacené a - 80 °C.

Para la cuantificacidon de la eficiencia de carga del epitope, se prepararon 200 uL de
AuNPs-Ta2. Las AuNPs-Ta2 se centrifugaron a 1000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 5 minutos y se colectd el sobrenadante. En una placa de 96 pozos se colocaron
muestras del sobrenadante por triplicado y se realizaron diluciones (1:20 a 1:320).
Ademas, se colocd un blanco de PBS. Siguiendo la metodologia ya descrita, se realizé un
ELISA indirecto utilizando como control negativo el suero de ratones no inmunizados.
Simultaneamente, se construyé una curva de calibracién a partir de las mediciones
obtenidas por ELISA indirecta de 7 diluciones del epitope (1:32 a 1:2048) y cuyos valores
se aproximaron a una recta. Por medio de la curva de calibracién se obtuvieron las masas
contenidas en el sobrenadante de AuNPs-Ta2. El %EC de Ta2 sobre AuNPs se calculé de

acuerdo con la siguiente ecuacién:

YWEC = Minicial—Miibre | 100 (1)

inicial
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Donde Minicial, corresponde a la masa de Ta2 inicial y Mipre @ la masa encontrada en el

sobrenadante.

6.2. Peces

Se utilizaron 4 peces (Seriola rivoliana) para los experimentos in vitro. Los peces fueron
examinados, bafiados en agua dulce y puestos en cuarentena, donde fueron
monitoreados para identificar posibles infecciones y/o pardsitos. Los especimenes se
mantuvieron a 26 °C, con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad. Con condiciones de
oxigeno disuelto entre 4.3-6.9 mg/L, un pH entre 7.7-8.1 y la concentracién de nitritos y

amonio total permanecié debajo de 0.02 mg/I.

Para la extraccion de los 6rganos a utilizar, los peces se anestesiaron utilizando eugenol
(50mg/l). Una vez inconscientes, los peces fueron decapitados y se extrajeron los érganos

de interés.

6.2.1 Aislamiento de leucocitos de bazo de pez

Después de sacrificar los peces y colectar el bazo, los érganos se tamizaron (40 um). Se
utiliz6 medio RPMI (Sigma R0883) adicionado con heparina para evitar la formacién de
coagulos. Se realizaron lavados con medio RMPI adicionado con suero fetal bovino (SFB).
Se midié la concentracidn celular utilizando el equipo TC-20 (Bio-Rad) y se ajustd la

concentracién a 1x10° células/mL (Reyes-Becerril et al., 2018).

6.3 Viabilidad celular de AuNPs-Ta2

Se selecciond la concentracidn del epitope que mostraba la mejor estabilidad. Se preparé
una solucién de AuNPs-Ta2 (solucidn stock) que contenia concentraciones finales de 1500
pug/mL de Ta2 y 44 pug/mL de AuNPs. A partir de la solucidn stock se realizaron diluciones
con PBS (10 mM) para obtener AuNPs-Ta2 con las concentraciones que se muestran en la

Tabla lll.
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Tabla Ill. Concentraciones de AuNPs-Ta2.

Concentracion Concentracion de Concentracion de

AuNPs (nM) Ta2 (ug/mL)
A 5.1 265.65
10.1 531.31

La viabilidad celular del prototipo de nanovacuna se evalud en leucocitos de bazo de Jurel
(Seriola rivoliana), obtenidos con la metodologia ya descrita para su aislamiento. Para
cada tratamiento, en una placa de 96 pozos, se mezclaron 80 plL de leucocitos con 20 uL
del estimulo. Se probaron por triplicado AuNPs, Ta2 y AuNPs-Ta2 a las concentraciones Ay
B descritas en la Tabla I. Ademas, se utilizé PBS (10 mM) como control positivo y DMSO

como control negativo.

Las células de pez estimuladas se incubaron durante 24 horas a 25 °Cy 5 % de CO..
Posteriormente, se agregaron 10 pL de resazurina a cada pozo y se homogenizé con
micropipeta. La placa se cubrio de la luz y se incubd durante 24 horas a 25 °Cy 5 % de CO,.
A continuacion, se midié fluorescencia a 560 nm de excitacion y 590 nm de emisidén en un

equipo Varioskan (Thermo Fisher Scientific) (Green et al., 1982).

Ademas, los leucocitos estimulados con los diferentes tratamientos fueron analizados
mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) (FEI-QUANTA FEG 250) para confirmar

su integridad estructural.

6.4. Caracterizacion de las propiedades inmunoestimulantes de AuNPs-Ta2 in vitro

6.4.1. Estimulacion con AuNPs-Ta2

En una placa de 24 pozos se colocaron 800 pL de leucocitos de bazo de Seriola rivoliana
(1x108 cel/mL) por pozo. Los leucocitos fueron estimulados con 200 pL de AuNPs, Ta2 y
AuNPs-Ta2 con concentraciones A (Tabla ) e incubados a 25°C, 5% de CO.. Se utilizé como

control positivo PBS (10 mM).
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Se dejo incubando la placa durante 24 horas a 25 °C. Se tomaron muestras para los
ensayos de fagocitosis, explosidon respiratoria (NBT), 6xido nitrico (NO), superdxido

dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y mieloperoxidasa (MPO).

6.4.2. Fagocitosis

En una placa de 96 pozos, se colocaron 100 pL de cultivo celular por triplicado y se
realizaron dos lavados con PBS. Se agregaron 100 ulL de rojo neutro al 0.08 % en medio
RPMI sin rojo fenol. La placa se incubé durante 4 horas a 37 °C y después se lavd con PBS.
Se adicionaron 100 pL de buffer de lisis (acido acético/etanol; 1:1) y se incubé a 4 °C por 2
horas. Finalmente, se midié la densidad éptica a 570 nm en el espectrofotémetro (Wang

et al., 2017).

6.4.3. Explosidn respiratoria

Se tomaron 100 pL de cultivo celular por triplicado y se colocaron en tubos de 1.5 mL. Las
muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Se elimind
el sobrenadante, y las células se resuspendieron en una solucién de NBT (Sigma N6876, 1
mg/mL) y se incubaron en oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo se elimind la solucion NBT centrifugando las muestras vy
decantando. Se afiadieron 100 pL de metanol 70% (v/v) y se incubaron 10 minutos. Se
elimind el alcohol por centrifugacidn y se afiadieron 120 L de hidréoxido de potasio 2 My
140 pL de dimetilsulféoxido (DMSO). Se tomaron 200 pL y se colocaron en las placas de 96

pozos para leer absorbancia en el espectrofotémetro a 655 nm (Kemenade et al., 1994).

6.4.4. Oxido nitrico

Se anadieron 100 pL de cultivo celular por triplicado en una placa de 96 pozos. Se
adicionaron 100 pL de reactivo de Griess (Sigma G4410, 4mg/mL) y se incubaron durante
15min en oscuridad y a temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia en el

espectrofotémetro a 490 nm (Neumann et al., 1995).

6.4.5. Superdxido dismutasa
La actividad de superdxido dismutasa (SOD) se determiné empleando el kit comercial SOD

(Sigma 19160). Se colocaron 20 uL del cultivo celular de cada tratamiento por triplicado en
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placas de 96 pozos. Se agregaron 200 pL de la solucién de trabajo (WST) y 20 uL de
solucion de trabajo enzimatica y se incubaron 20 min a 37°C. Posteriormente, la placa se

leyd a 450 nm y la actividad se determind de acuerdo con la siguiente ecuacién:

Act.SOD (% inhinici()n) _ (Ablanco1—Ablanco3)—(Amuestra—Ablanco2) 100 (2)

Ablancol—-Ablanco3

6.4.6. Catalasa

Se midié la actividad de catalasa utilizando el reactivo de Purpald (Sigma 162892). Se
colocaron 25 pL del buffer de dilucién, 50 pL de Metanol y 5 pL de perdxido de hidrégeno
diluido en una placa de 96 pozos. Se agregaron 50 pL de cultivo celular (muestra) por
triplicado. La placa se cubrié con papel aluminio y se incubé 20 minutos a temperatura
ambiente y con agitacién constante (120 rpm). Transcurrido el tiempo, se afiadié 25 yL de
hidroxido de potasio (KOH) 10M y 50 plL del reactivo de Purpald. Luego se incubd
nuevamente durante 10 minutos y se afiadieron 25 pL de peryodato de potasio. Se
incubaron durante 5 minutos y se leyd la absorbancia en el espectrofotometro a 655 nm

(Greenwald, 2018).

6.4.7. Mieloperoxidasa

Se colocaron 20 uL de cultivo celular (muestra) por triplicado en una placa de 96 pozos. Se
afiadieron 100 pL de la solucién de trabajo con TMB (40 mL H,O destilada, 10 uL de
peroxido de hidrogeno (30%), 1 pastilla de TMB). Se afiadieron 50 pL de acido sulfurico 2M

y se midié absorbancia en el espectrofotometro a 450 nm (Quade y Roth, 1997).

6. 5. Analisis estadistico

Todos los bioensayos y mediciones se realizaron por triplicado y se calculé la media (+
desviacion estandar, DE) para cada grupo y el tiempo de muestreo. Se realizé un analisis
de varianza de una via (ANOVA) usando el software SPSS v.19.0 (SPSS, Richmond, VA, EE.
uu.).

Las medias se separaron mediante una prueba de comparacién multiple de Tukey. Se
realizaron anadlisis estadisticos con los datos obtenidos para cada muestra. Las diferencias

se consideraron estadisticamente significativas cuando P <0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion de AuNPs-Ta2

7.1.1 Caracterizacion optica y morfoldgica

Las absorciones Opticas de AuNPs, Ta2 y AuNPs-Ta2 se muestran en la Fig. 1. En las AuNPs
se presenta una absorcion en la regidn visible con un pico principal de 455 nm a 590 nm.
Las AuNPs presentan un pico mas definido en comparacién con el sistema AuNPs-Ta2. El
pico maximo de las AuNPs se centra en 525 nm. Por otro lado, en las AuNPs-Ta2 el
plasmon de resonancia superficial (PRS) mostré cambios importantes en el ancho del pico
y la posicidn. Las AuNPs-Ta2 presentan una absorcidon en la regidn visible con un pico
principal de 465 nm a 695 nm. El pico maximo en las AuNPs-Ta2 se centré en 575 nm. La
caracterizacion por Microscopia Electréonica de Transmision (TEM) de las AuNPs se
presenta en la Fig. 2. En ella se observa la presencia de nanoparticulas metdlicas cuasi-
esféricas con pequefiia distribucion de tamafio (16. 5 + 5 nm). El tamano es el promedio de
didmetro medido en 246 estructuras utilizando el software Imagel. La adsorcion de Ta2

sobre AuNPs fue confirmada por Microscopia Electrénica de Barrido.



22

a) AuNPs-Ta2

0.5
0.4

.

=

© 03-

0

C

]

=

2 @24

Ko}

<
0.1
0.0

300

b) Ta2
c) AuNPs
a)
b)
c)
| y I 4 |
600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectros de absorcién ultravioleta visible (UV-Vis) de soluciones acuosas. (a)
AuNPs-Ta2 (5.1 nM con respecto a AuNPs); (b) Ta2 (265.65 pg / mL); y (c) AuNPs desnudas
(5.1 nM). Las mediciones se realizaron utilizando un equipo de Espectrofotometria UV-Vis
SHIMADZU (UV-1900). Las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente.

Figura 2. Micrografias de AuNPs. Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de
Turkevich. Imagenes obtenidas por Microscopia Electronica de Transmision (TEM) en el
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equipo JEOL-2100. El tamaiio promedio de didametro (16. 5 + 5 nm) se obtuvo midiendo
246 estructuras mediante el software Image).

Ademas, se realizé un analisis de Rayos X por Energia Dispersiva (EDS) para las AuNPs (Fig.
3). El EDS indica que el elemento mas abundante en las muestras es Au con 70% de

abundancia.

500 | AU AL

0 5 10 15 20
Energia (KeV)
Figura 3. Espectroscopia de Rayos X por Energia Dispersiva (EDS) de AuNPs. Graficos

obtenidos en microscopia electrdnica de transmision en equipo JEOL-2100 acoplado a EDS
Rayos X.

7.1.2 Carga superficial y radio hidrodindmico por DLS

En la Tabla Il se muestra el potencial T (PZ) obtenido por la técnica de Dispersidon Dindmica
de Luz (DLS) de las AuNPs y AuNPs-Ta2. Las AuNPs desnudas tiene un PZ negativo (-48
mV). Las AuNPs-Ta2 presentan una carga negativa menor (-5.6 mV). El didmetro
hidrodindmico de AuNPs y AuNPs-Ta2 fue determinado por DLS y se presenta en la Tabla
IV. También se incluye el indice de polidispersién (Pl) para cada muestra. Se observa un

aumento de tamafio en AuNPs-Ta2con respecto a las AuNPs.

Tabla IV. Potencial {y radio hidrodindmico de AuNPs y AuNPs-Ta2 obtenidos por DLS.

Muestra Diametro indice de Carga superficial
hidrodinamico polidispersion (mV)
(nm £ DE) (u.a)
AuNPs 19+5 0.401 -48
AuNPs-Ta2 317 £ 109 0.308 -5.6

Las soluciones analizadas contenian una concentracién 5.1 nM de con respecto de las AuNPs.
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7.1.3 Rendimiento de reaccion de la sintesis de AuNPs

El andlisis de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS)
determind la concentracion de AuNPs. La ICP-MS reveld que una solucién preparada con
una concentracion de 7.6 pug/mL de oro contiene una concentracién de 3.85 ug/mL de

AuNPs. El rendimiento de reaccidn para esta sintesis es de 50.66 %.

7.1.4 Eficiencia de carga de Ta2 sobre la superficie de AuNPs
Mediante la técnica de ELISA se obtuvo un porcentaje de la eficiencia de carga (%EC) del

epitope adsorbido sobre la superficie de las AUNPs es de 89.5 + 5.7 %.

7.2 Experimentos in vitro utilizando leucocitos

7.2.1 Viabilidad celular

La viabilidad de los leucocitos fue mayor en un 90% después de la estimulaciéon con
tratamientos con AuNPs-Ta2 A, AuNPs-Ta2 B, AuNPs A, AuNPs B, Ta Ay Ta B. (Fig. 4). El
sistema AuNPs-Ta2 no mostro citotoxicidad en células expuestas a concentraciones de 5.1
y 10.1 nM (con respecto a AuNPs). El control positivo de la citotoxicidad DMSO redujo la
viabilidad celular al 3%. La viabilidad de los leucocitos se evalud con respecto al control

(PBS).
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Figura 4. Efecto de AuNPs-Ta2 A, AuNPs-Ta2 B, AuNPs A, AuNPs B, TaAy TaBalas 24 h
sobre la viabilidad de leucocitos de bazo de Jurel (Seriola rivoliana). La viabilidad se evalué
al final de las 24 h midiendo la fluorescencia de resazurina. Los resultados se muestran
como medias + desviacion estandar (DE) de tres muestras independientes. Las diferentes
letras denotan diferencias significativas entre los grupos tratados (p <0.05).

7.2.2 Respuestas inmunoldgicas y antioxidantes

Se analizé6 la actividad de enzimas asociadas a la respuesta inmune (fagocitosis,
superodxido dismutasa, catalasa, mieloperoxidasa, explosidon respiratoria, éxido nitrico).
Los leucocitos estimulados con AuNPs-Ta2 A muestran un aumento en la habilidad
fagocita, explosion respiratoria, produccién de dxido nitrico, aunque no es significativa
(Fig. 5a, 5b y 5c). En cuanto a las enzimas antioxidantes, la actividad superdxido dismutasa
fue similar entre los tratamientos y el grupo de control (Fig. 5d). Sin embargo, la actividad
de catalasa aumentd significativamente en los leucocitos estimulados con los tres
tratamientos a las 24 h, con respecto del control (Fig. 5e). Se encontraron diferencias
significativas en la actividad mieloperoxidasa de los leucocitos estimulados con AuNPs-Ta2

con respecto al control, AuNPs y Ta2 (Fig. 5f).
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Figura 5. Respuesta inmunoldgica debida a AuNPs-Ta2. a) Habilidad fagocitica, b)
explosion respiratoria, c) produccion de dxido nitrico, d) actividad superéxido dismutasa,
e) actividad catalasa y f) actividad mieloperoxidasa de leucocitos de bazo de Jurel (Seriola
rivoliana) estimulados con AuNPs-Ta2, AuNPs y Ta2 por 24 h. Los resultados se muestran
como medias + desviacion estdndar (DE) de tres muestras independientes. Las diferentes
letras denotan diferencias significativas entre los grupos tratados (p <0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Caracterizacion de AuNPs-Ta2

El plasmdén de resonancia superficial (PSR) se refiere a las oscilaciones colectivas de
electrones restringidos en las nanoparticulas metalicas debidas a la interaccién con la
radiacion electromagnética y esta relacionado con las caracteristicas de las
nanoparticulas. La forma, el tamano y la modificacién quimica de la superficie de las
AuNPs son algunos de los factores asociados al ancho y la posicién del PRS (Amendola
etal., 2017). En un estudio realizado por El-Brolossy et al., (2008) se evaluaron los
espectros de absorcion de AuNPs sintetizadas con varias formas. Se encontré que en
nanoestructuras esféricas solo se presenta un pico de absorcidn. En contraste, cuando se
forman particulas asimétricas en la soluciéon, se observan dos picos (Panda vy
Chattopadhyay, 2007). Los espectros UV-Vis obtenidos tanto para las AUNPs como para las
AuNPs-Ta2 solo muestran un pico. Este pico es atribuido al PRS derivado de las AuNPs. Por
lo tanto, las soluciones AuNPs y AuNPs-Ta2 contienen estructuras con formas esféricas. En
tanto que un aumento en el ancho del pico de adsorcién denota una amplia distribucién

de tamafios en las nanoparticulas.

Generalmente, el espectro UV-Vis de AuNPs esféricas no agregadas estd compuesto por
una banda alrededor de los 520 nm, debido al PRS (Amendola y Meneghetti, 2009). Los
picos maximos de absorcidon para AuNPs de 2.5 a 100 nm se encuentran entre los 520 y
580 nm (Haiss et al., 2007). El PRS es visible como un pico centrado en 523 nm en AuNPs
esféricas de 20 nm, segun lo reportado por Martinez et al., (2013). Esta longitud de onda
estd muy cercana a la encontrada en las AuNPs (525 nm), cuyo didmetro se aproxima a los
20 nm. Por otro lado, el desplazamiento hacia el rojo del PRS representa un aumento de la
longitud de onda absorbida por las AuNPs y estd asociado con el aumento de tamafio
debido a interacciones en su superficie (Park y Shumaker-Parry, 2014). Después de aiadir
epitope Ta2 a las AuNPs hubo un desplazamiento de 50 nm en el pico maximo del
espectro de absorcién. Esto implica un cambio en la superficie de las AuNPs y sugiere que

el epitope Ta2 logrd adsorberse sobre la superficie de las AUNPs.
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La sintesis de AuNPs realizada mediante el método de Turkevich et al., (1954), produce
nanoparticulas monodispersas en el rango de tamaios entre 9 y 120 nm (Kimling et al.,
2006). El tamafio de nanoparticula obtenido por este método esta determinado por la
relacion molar entre el citrato y el oro (Zabetakis et al., 2012). La composicién de las
nanoparticulas puede ser confirmada mediante un andlisis de Rayos X por Energia
Dispersiva (EDS). Los picos que se muestran en un EDS son caracteristicos para cada

elemento y confirman la composicidn de oro metalico en las nanoestructuras.

En cuanto al andlisis de la carga superficial o potencial T (PZ), las AuNPs mostraron valores
negativos mayores a los de las AuNPs-Ta2. Hubo una diminucién en la carga superficial
negativa de aproximadamente el 82 % después de la adsorcién del epitope. Las AuNPs
sintetizadas por el método de Turkevich tiene un PZ negativo inducido por los iones
citrato que pasivan su superficie. Ta2 tiene un punto isoeléctrico 10.55 por lo que a pH
fisioldgico tiene carga positiva. La variacion entre el PZ de AuNPs y AuNPs-Ta2 es debida a
la interaccion de Ta2 con AuNPs. Los iones citratos existentes en la superficie de las

AuNPs son desplazados por el epitope Ta2 con carga catidnica (Olmedo et al., 2008).

Para que la concentracion tedrica de AuNPs suspendidas en solucion representara con
precision la concentracion real, tendria que haberse llevado una reaccién completa
(Rahman, 2016). Por ello, es necesario implementar técnicas que sean adecuadas para
determinar la concentracién total en soluciones coloidales (Scheffer et al., 2008). Se ha
demostrado que la Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
MS) es una herramienta con un limite de deteccion de 0.15 pg/L de Au y que ha logrado
cuantificar sintesis de AuNPs obtenidas por el método de Turkevich con rendimientos de
reaccion minimos de 62.6 % (Allabashi etal.,, 2009). Ademas, se han encontrado
rendimientos de reaccion para AuNPs sintetizadas por Turkevich de 60.38 % (Dong et al.,
2020) y 25.88 % (Beermann et al., 2007), lo cual indica que el rendimiento encontrado por
ICP-MS de 50.66 % para las AuNPs desnudas se encuentra dentro del rango reportado

para este método.
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En los sistemas nanoacarreadores, la determinacién de la cantidad de péptido
incorporado a las estructuras se reporta como eficiencia de carga. Las eficiencias de carga
de péptidos acoplados a AuNPs son variables. Los péptidos interactian de manera
especifica con las nanoparticulas dependiendo de las condiciones en las que son
obtenidas. Se ha observado que el porcentaje de eficiencia de carga (%EC) de AuNPs se ve
modificado para un mismo péptido al variar el tamafio de las AUNPs de 5 nm (57.9 %) a 10
nm (79.8 %) (Kumar et al., 2018). También se ha reportado la influencia del pH en el %EC
de AuNPs (Harrison et al., 2017). Kalimuthu et al., (2018) midieron el sobrenadante de
AuNPs conjugadas con un péptido que es internalizado por las células de linfoma murino
A20. Las mediciones revelaron que no se encontraban rastros del péptido por lo que su
%EC es cercano al 100 %. En contraste, %EC para tres péptidos acoplados a la superficie
AuNPs se logro funcionalizar con un valor cercano al 25 %. En una nanovacuna basada en
AuNPs y un toxoide tetanico se reportd un %EC del 60 % (Pokharkar et al., 2011). Por otro
lado, en un estudio donde se recubrié con AuNPs con dos diferentes péptidos se encontré
que cerca de un cuarto de la superficie de las nanoparticulas quedo recubierta por los
péptidos (Bartczak et al., 2011) La eficiencia de carga que se obtuvo para las AuNPs-Ta2
se encuentra dentro de los porcentajes reportados para diferentes sistemas basados en

AuNPs y péptidos.

8.2 Viabilidad celular

Las AuNPs son altamente estudiadas para aplicaciones médicas debido a sus
caracteristicas entre las que se incluye su gran biocompatibilidad (Lopes et al., 2019). Sin
embargo, la citotoxicidad en las AuNPs no es una constante ya que esta determinada por
diversos factores entre los que se encuentran sus propiedades fisicoquimicas como son: el
tamanio, la forma y la carga superficial (Cancino-Bernardi et al., 2018). En un estudio en
células sanas y cancerigenas se encontré un efecto citotdxico mayor en AuNPs con
tamafios menores (5 nm) en comparacién con las que tenian tamafios mayores (20 y 50
nm) (Xia et al., 2019). Por otro lado, en un estudio in vitro con lineas celulares de cancer
humano se ha reportado que la forma y el tamafio de las AuNPs puede afectar la

viabilidad celular. Los resultados de dicho estudio arrojaron que las AuNPs con formas
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esféricas y de barra demostraron ser mas téxicas que las que tenian forma de estrella, flor
y prisma (Wozniak et al., 2017). La viabilidad de las células expuestas a AuNPs también
depende del agente que se utilice como estabilizante durante la sintesis debido a que la
estabilidad, capacidad de dispersién y propiedades de interaccion de la AuNPs estan
controladas principalmente por la quimica de su superficie (Uchiyama et al., 2014). La
prueba de viabilidad celular de un estudio demostrd un efecto citotéxico distinguible en
concentraciones altas para las AuNPs estabilizadas con citrato de sodio en comparacion
con las AuNPs estabilizadas con almidén o goma ardbiga; lo anterior es debido a que el
recubrimiento de la superficie con citrato es de naturaleza acida en comparacién con los

otros dos (Vijayakumar y Ganesan, 2012).

La viabilidad celular es el nimero de células sanas en una muestra y es un indicador para
comprender los mecanismos en accién de ciertos genes, proteinas y vias involucradas en
la supervivencia o muerte celular después de la exposicion a agentes potencialmente
seguros o téxicos (Adan et al., 2016). La toxicidad de los nanomateriales es una de las
limitantes para el uso de nanoparticulas en la produccidn de vacunas (Gheibi Hayat y
Darroudi, 2019). En este sentido, la concentracion de las AuNPs es un factor determinante
ya que una mayor concentracion involucra un aumento en la citotoxicidad (Soenen et al.,
2012). Esta dependencia se observa en la viabilidad celular evaluada para las AuNPs
desnudas, aungue no es significativa, existe una menor viabilidad celular para las AuNPs
con mayor concentracion (10.1 nM). Sin embargo, la modificacién de la superficie de las
AuNPs con diversas moléculas puede disminuir su citotoxicidad (Gangwar et al., 2012). Por
ejemplo, las AuNPs estabilizadas con biotina o lisina fueron mas biocompatibles y no
mostraron toxicidad para las células de mamiferos a una concentracién maxima de hasta
250 uM comparadas con las que no tenian modificacién superficial (Yen et al., 2009). De
igual manera, en una nanovacuna contra el virus del Nilo occidental basada en AuNPs
modificadas con un péptido para obtener formas de cubo, esfera y barras, no se encontré
citotoxicidad en ninguno de los casos (Niikura et al., 2013). De acuerdo con los estudios de

viabilidad celular, las AuNPs desnudas y las AuNPs-Ta2 sintetizadas en este trabajo tienen
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las caracteristicas adecuadas para no ser citotéxicas por lo que son potencialmente

seguras para ser administradas en peces.

8.3 Respuestas inmunoldgica y antioxidantes

La endocitosis es un proceso fundamental que utilizan las células para internalizar
moléculas y macromoléculas. La fagocitosis es un tipo de endocitosis realizada por células
especializadas y cuya funcién principal es la absorcidon de patdgenos, células muertas y
desechos celulares, aunque también estd involucrada en la absorcion de nutrientes
(Canton y Battaglia, 2012). Esta funcién celular puede internalizar particulas grandes (>1
pum) y de tamafio nanométrico, como virus y diversos tipos de nanomateriales (Akinc y
Battaglia, 2013). Por ejemplo, las AuNPs modificadas con acido 5-aminovalérico favorecen
una fagocitosis rdpida y se acumulan en el citosol (Hasanzadeh Kafshgari et al., 2015). Por
otro lado, en un estudio in vitro de una proteina de la capside (Cap) de un circovirus
porcino patégeno conjugada con AuNPs, se encontré que las AuNPs contribuyeron a la
fagocitosis de la proteina Cap (Li et al., 2020). Ademas, el efecto adyuvante de las AuNPs
se ha asociado con la penetracién mas eficiente del sistema en las células fagociticas, lo
gue supone una mejor presentacion del antigeno a las células productoras de anticuerpos
(Dykman, 2020). Lo anterior coincide con el aumento en la actividad fagocitica que
muestran los leucocitos expuestos a AuNPs-Ta2 y AuNPs con respecto al control. Sin
embargo, el cambio no es estadisticamente significativo. Probablemente, un aumento en
la concentracién de AuNPs utilizadas representaria un aumento en la actividad fagocitica

de los leucocitos.

La fagocitosis de una particula extrafia puede inducir el mecanismo de explosién
respiratoria (Staerck etal.,, 2017). La explosién respiratoria estd caracterizada por un
aumento violento en la demanda de oxigeno que los fagocitos (incluidos neutréfilos,
macréfagos y eosinodfilos) utilizan en la produccidon de potentes agentes microbicidas
(ROS) (Thomas, 2017). Las AuNPs de 15 nm desnudas y conjugadas con antigenos de alto y
bajo peso molecular han demostrado mejorar la actividad respiratoria de macréfagos de
rata y ratén (Staroverov et al., 2009). Por otro lado, al administrar tres dosis diferentes

(0.25, 2.5, 25 ppm) de AuNPs en ratones, durante tres periodos de tiempo diferentes (7,
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14, 28 dias), los ratones que recibieron las AuNPs mostraron una elevada actividad
respiratoria en los granulocitos y los monocitos. Sin embargo, ésta fue transitoria y solo se
notd después de un tiempo corto post-administracion (Mataczewska, 2015). Ademads, en
un estudio realizado en pollos, donde se administraron cuatro dosis diferentes de AuNPs
(0.5 - 2 mg/ kg de peso/ dia), se encontrd que en los organismos donde la administracién
fue por periodos cortos (3 dias) hubo un aumento en la actividad de explosién respiratoria
de los leucocitos, excepto con la dosis mas baja (Sembratowicz y Ognik, 2018). De acuerdo
con lo anterior, una dosis con una concentracion demasiado baja de AuNPs imposibilitaria
observar la respuesta inmunolégica. A este posible factor se le atribuye el hecho de que,
tanto para las AuNPs desnudas como para AuNPs-Ta2 evaluadas en este trabajo, no se
encontré un aumento en el parametro de explosion respiratoria. Curiosamente, la
fagocitosis también puede activar el mecanismo de produccién de RNS en lugar de ROS
(Fang y Vazquez-Torres, 2019). No obstante, en este estudio, la produccidon de RNS en los
leucocitos no se vio afectada por las AuNPs desnudas o el conjugado AuNPs-Ta2, lo que

coincide con la posibilidad de una concentracion baja para inducir estos mecanismos.

Los antioxidantes enzimaticos son producidos por las células fagociticas, asi como por
microorganismos patégenos, para regular la respuesta de la explosién respiratoria contra
los agentes infecciosos o para escapar del exceso de ROS generado por las células
fagociticas durante la respuesta de la explosidn respiratoria, respectivamente (Piacenza
et al., 2019). Como ya se menciond anteriormente, dentro de las enzimas que acttan para
contrarrestar las ROS producidas se encuentran la mieloperoxidasa, catalasa y superdxido
dismutasa. En este trabajo se encontré un aumento significativo, con respecto del control,
de la actividad catalasa y mieloperoxidasa al estimular leucocitos de Seriola rivoliana tanto
con la vacuna como con las AuNPs desnudas. En comparacion, estos resultados son
similares a estudios previos sobre la exposicion de AuUNPs en organismos acudticos. En un
estudio se reporté un aumento en los niveles de catalasa en el bivalvo Mytilus edulis tras
la expocisidn (24 h) con AuNPs (750 ppb) sintetizadas con citrato (Tedesco et al., 2008). De
igual manera, en el higado de peces (Sparus aurata) se encontrd que la actividad de

catalasa aumenté significativamente después de la exposicion (96 h) de los peces con
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1600 mg/L de AuNPs sintetizadas con citrato y recubiertas con polivinilpirrolidona (Barreto
etal., 2019). En el caso de la mieloperoxidasa, los estudios realizados en ratas
Wistarrevelaron que la administracién oral con dosis de 40 pg/kg de AuNPs recubiertas
con albumina sérica humana (HSA) causd un aumento de la actividad de mieloperoxidasa

(Cancino-Bernardi et al., 2018).
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9. CONCLUSIONES

Se logré obtener un prototipo de vacuna oral para peces basada en AuNPs modificadas
con un epitope de la toxina A de Vibrio parahaemolyticus. Las AuNPs sintetizadas
mostraron tener una forma cuasi esférica con un didmetro hidrodindmico de 19 £ 5 nmy
uno real de 16. 5 + 5 nm. Las muestras analizadas de AuNPs tuvieron un 70% de
abundancia de Au y el rendimiento de la reaccidén para la sintesis fue del 50.66 %. Las
AuNPs modificadas con el epitope Ta2 presentaron un diametro hidrodindmico mayor que
las desnudas (317 + 109 nm), un desplazamiento del pico de maxima absorcién de 525 nm
a 575 nm y un cambio en la carga superficial de -48 mV a -5.6 mV. El porcentaje de la
eficiencia de carga del epitope adsorbido sobre la superficie de las AuNPs fue de 89.5 + 5.7
%. En los experimentos de viabilidad celular, las AuNPs desnudas y las AuNPs-Ta2 con
concentraciones de 5.1 nM y 10.1 nM (con respecto a AuNPs) no mostraron tener efectos
citotéxicos sobre leucocitos de bazo de pez (Seriola rivoliana). La respuesta inmune y
antioxidante de leucocitos de bazo de Seriola rivoliana estimulados con el prototipo de
nanovacuna aumentaron la actividad catalasa y mieloperoxidasa. Sin embargo, los
parametros de fagocitosis, explosidn respiratoria, 6xido nitrico y superéxido dismutasa no

fueron afectados significativamente.

La dosis evaluada en los experimentos in vitro resultd insuficiente para mostrar cambios
significativos en los ensayos de respuestas inmunolégicas y antioxidantes. Por ello, se
propone como perspectiva estudiar una dosis mayor. Se sugiere analizar la dosis mas alta
gue se evalud en el experimento de viabilidad celular (10.1 nM, con respecto a AuNPs).
Esta concentraciéon de AuNPs-Ta2 no mostrd ser citotdxica en las pruebas de viabilidad
celular, por lo que se considera segura para ser administrada en los leucocitos. Una vez
realizados los ensayos in vitro, la siguiente etapa es evaluar in vivo el potencial
inmunoestimulante e inmunoprotector del prototipo de nanovacuna. Para ello, se
propone realizar un experimento in vivo con 36 peces por tratamiento administrando 2
dosis de 40 pug de AuNPs-Ta2 (con respecto al epitope Ta2), separadas una semana entre
cada dosis. En el ensayo in vivo se determinaria la actividad de enzimas antioxidantes, la

produccién de inmunoglobulina M y la expresidon de genes asociados a la respuesta
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inmune. Asimismo, es necesario evaluar la proteccion del prototipo de nanovacuna contra

V. parahaemolyticus mediante un reto bacteriano.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento para la
manipulacidn del sistema inmune en modelo de pez. Ademas, el conocimiento sobre la
inmunomodulacién por AuNPs modificadas con subunidades permitira elucidar las células,
mecanismos (inductores, reguladores y efectores) y actividades funcionales. De esta
manera, el uso de las nanoparticulas metalicas como acarreadores de vacunas se plantea

como una alternativa potencial al uso de antibiéticos en la industria acuicola.
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11. ANEXO

Nanovacunas de AuNPs utilizando diferentes vias de administracion.
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Molécula Antigeno/ Biomo Dosis/ Via de Resultados Ref.
acoplada a Enfermedad* delo administracion
las AuNPs
Tamaiio/
Forma
ADN
ADN HBsAg/HBV Raton 1-10 mg/ Indujo potentes (Zhou
Intramuscular respuestas de los etal,
1-9ln!'n/ linfocitos T 2008)
Esférica s
citotéxicos en
ratones y
anticuerpos séricos
especificos de 1IgG
con una potencia de
10 veces en
comparaciéon con la
vacuna de ADN
desnudo
ADN Cancer Ratén 6.4 ug/ Las AuNPs de 15 nm (Lin
Inyeccién indujeron la etal,
15,30 y,8'0 intratumoral infiltracion de 2013)
nm/ Esférica . ,
macrdéfagos y células
dendriticas,
inhibieron
significativamente el
crecimiento de
tumores y
promovieron la
supervivencia en
ratones.
ADN- Péptidos Ratén 5 La  administracion (Yeom
péptidos antimicrobiano inmunizaciones del sistema resulté etal,
s/ Salmonella intervalosde 24 en una inhibicién 2016)
15nm/ enterica h/ 8 mg/kg/ completa de la
Esférica serovar Inyeccién colonizacién de S.
Typhimurium intravenosa Typhimurium en los

6rganos de los
ratones, lo que lleva



a una supervivencia
del 100% de los
ratones
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ADN Cancer Ratén 3 Se indujo una (Gulla
inmunizaciones  respuesta inmune etal.,
24 nm/ intervalos de 7 de larga duracién 2019)
Esférica dias/ 180 ug/ (180 dias) contra
Subcutdnea melanoma murino.
Se inhibio
significativamente el
crecimiento del
melanoma y
aumentoé la
supervivencia global
de los  ratones
portadores de
melanoma en
entornos
terapéuticos.
Proteinas
Proteina TNF/ Cancer Raton  6-24 mg/ La dosis de 15 mg de (Pacio
Intravenosa Au-TNF causa la tti
30 nm/ .,
Ecférica regresion del tumor etal,
en un 79% con el 2004)
100% de la
supervivencia de los
ratones
Proteina OVA Ratén 200 um/ Se indujeron (Huan
Percutanea anticuerpos séricos g
5nm/ e
.. especificos de lgGen etal,
Esférica ratones 2010)
Proteina Dominios N- Ratén 3 Se produjeron (Dakt
15 nm/ terminales de inmunizaciones titulos altos de erzad
Esférica la flagelina/ intervalos de 14  anticuerpos anti- a
Pseudomonas dias/ 10 pg/ flagelina en etal,
aeruginosa Subcutanea comparacion con el 2016)

grupo no inmune y /
o que recibié

flagelina sin
adyuvante. Se
encontré actividad
funcional y

especificidad de los



Proteina
recombinate

--/ Barra

rSm29/
Esquistosomia
sis

Raton

3
inmunizaciones
intervalos de 15
dias/ 2 pg/
Intraperitoneal

anticuerpos anti-
flagellina contra Ia
cepa homoéloga
Se  observo
respuesta
inmunoldgica Thl en
ratones con una
mayor  produccion
de IFN-y,
principalmente por
células T CD4* vy
CDS8". Ademas,
activaron células
dendriticas in vitro,
mejorando la
expresiéon de MHCII
y MHC vy la
produccién de IL-1B
en una forma
dependiente de
NLRP3, ASC y
Caspasa-1

una
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(Assis
et al.,
2018)

Péptidos

Péptido

2-50 nm/
Esférica

Péptido

25 nm/
Esférica

Péptido

60 nm/
Esférica

VP1le/FMDV Raton

TT/C. tetani Ratén

Glicoproteina Ratén
de

oligodendro-

cito de

mielina/

Esclerosis

multiple

10 ng/uL/
Subcutanea e

intraperitoneal

40 Lf/
Oral

6 pg/
Intraperitoneal

Se observd una
unién maxima de
anticuerpos en las
AuNPs de diametro
8 a 17 nm y se
indujo IgG especifica
en suero de ratones

Se inducen titulos de
IgA especificaen la
mucosa intestinal de
ratones

Las AuNPs
expandieron las
Treg+FoxP3 Y
suprimieron el
desarrollo de
encefalomielitis
autoinmune
experimental

(Chen
et al.,
2010)

(Pokh
arkar
et al.,
2011)

(Yeste
et al.,
2012)



Péptido

40 nm/
Esférica

36 nm largo,
10 nm
ancho/ Barra

Péptido

40 nm/
Esférica

Péptido

12 nm/
Esférica

Péptido

30 nm/
Esférica

Envoltura de
proteina/ WNV

TT/ C. tetani

Antigeno M2e/
Virus de la
influenza

Cancer

Ratdn

Raton

Raton

Ratdn

100 ng/
Intraperitoneal

20 Lf/mL/
Oral

60 pg/
Intranasal

2x101
Subcutanea

Se indujeron titulos
de hasta 1200 de IgG
especifica en
ratones y la
produccién de TNF-
a, IL-6, IL-12 y GM-
CSF en DCs

Las NPs de barra
pueden suministrar
antigenos WNV de
manera mas
eficiente a los
macroéfagos e inducir
la secrecion de IL-1b
e IL-18 en las DCs

Las AuNPs
provocaron IgG e IgA
sistémicas
especificas y se
encontré IgA local
en lavados
intestinales y heces
Se indujo 1gG sérica
especifica y
proteccion contra un
desafio letal en

ratones. La
presencia de M2e
libre en la
formulacion de
particulas
funcionalizadas
incrementd la
inmunogenicidad e
indujo una

inmunoproteccion
de larga duracion

AuNP-OVA provoca
respuestas
significativas
especificas de
antigeno
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(Niiku
ra

et al.,
2013)

(Barh
ate

et al.,
2014)

(Tao
et al.,
2014;
Taoy
Gill,
2015)

(Almei

et al.,
2015)



Péptido
1.5 nm/
Esféricas

Péptido
13 nm/
Esférica

Péptido

20, 40y 80
nm/ Esférica

Péptido

10 nm/
Esférica

LLO /Listeria
monocytogene
s

Cancer

EDIII/ Dengue

Cancer

Ratdn

Ratdn

Raton

Ratdn

Una
inmunizacién/ 5
ug/ Parental

4
inmunizaciones
intervalos de 21
dias/ 12.2 nM/
Parental

0.125-2 nM/
Subcutanea

4
inmunizaciones
intervalos de 7
dias/ 15.5 nmol
o0 31 nmol/

Se indujo inmunidad
de células T
especificas de LLO y
proteccion  contra

Listeria. La
proteccion esta
correlacionada con
una mayor

frecuencia de células
T CD4* vy CD8*
esplénicas, células
NK y CD8a *DC vy
produccidn de
citocinas Thl (IL-12,
IFN-y, TNF-a y MCP-
1), después del reto
Los ratones
mostraron
respuestas inmunes
mediadas por MHC-
Il significativas y sus
antisueros
reconocieron células
de cdncer de mama
MCF-7 humano

Las AuNPs-E
indujeron un alto
nivel de anticuerpos
que  median la
neutralizacidon
especifica del
serotipo del virus del
dengue. El nivel de
anticuerpos
depende tanto del
tamafio de las
AuNPs como de la
concentracion de
AuNPs-E

La dosis que
contiene 31 nmol
induce una

respuesta inmune in
vivo mas fuerte. Se
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(Rodri
guez-
Del
Rio
et al.,
2015)

(Cai
et al.,
2016)

(Quac

et al.,
2018)

(Zeng
et al.,
2019)




Intraperitoneal

observaron altos
niveles de
anticuerpos IgG1,

IgG2b e IgG3 el dia

28. El crecimiento
del melanoma en
ratones se inhibid

significativamente.
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Carbohidratos

Carbohidrato

3-5nm/
Esférica

Carbohidrato

2 nm/
Esférica

Carbohidrato
s

2 nm/
Esférica

Antigeno de
glucopéptidos
asociado a
tumor/ Cancer

Pn14PS/S.
pneumoniae

Tri-19F y Tetra-
14/
Streptococcus
pneumoniae

Raton

Raton

50 uM/
Subcutanea

3 pg/
Subcutanea

Raton 2

inmunizaciones
intervalos de 35
dias/ 6 pg/
Intradermal

Los ratones
inmunizados con
estas particulas
produjeron isotipos
tanto de IgM como
de IgG contra cada
antigeno
glicopeptidico.

Se indujeron titulos
de hasta 1000 de IgG
especifica en
ratones y la
produccién de TNF-
a, IL-2, IL-5.

La presencia
concomitante de Tri-
19F y Tetra-14 en la
misma
nanoparticula
mejoré criticamente
los titulos de
anticuerpos IgG
especificos hacia el
polisacarido tipo 14
de Streptococcus
pneumoniae en
comparacion con las
AuNPs desnudas. No

se produjeron
anticuerpos IgG
contra el
polisacarido tipo
19F.

(Brina

et al.,
2012)

(Safari
et al.,
2012)

(Vetro
et al.,
2017)

Otras moléculas
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Vesiculas de
membrana
externa
bacteriana

42 nm

LPS

15 nm/
Esférica

LPS

15 nm/
Esférica

Escherichia coli

TetHc, Hep 1y

Flic/
Burkholderia
mallei

Flic/
Burkholderia
mallei

Raton

Raton

Macaco
Rhesus

0.2 00.02 pg/
Subcutanea

0.93 g/
Intranasal

20 pg/
Subcutanea

Activacién rapida de
células dendriticas
que residen en los
ganglios linfaticos.
Respuestas de
anticuerpos fuertes
y duraderas y
produccién de IFN-g
e IL-17 pero no de
IL-4 (respuestas Thl
y Th17).

Se indujeron titulos
de anticuerpos mas
altas en
comparacion con el
LPS desnudo y mejor
proteccion contra un
desafio de
inhalacidn letal.

El desafio del
aerosol produjo
mortalidad en el
50% de los animales.
Los titulos séricos de
IgG especificos de
LPS fueron
significativamente

mas altos en 3
animales vacunados
gue  sobrevivieron
en comparacion con

3 animales
vacunados que
murieron.

(Gao
et al.,
2015)

(Greg
ory

et al.,
2015)

(Torre

et al.,
2015)

*Modificado de Salazar-Gonzalez et al., 2015.





