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Resumen 

El uso de nanopartículas en Vacunología ha aumentado en los últimos años debido a su 
capacidad para estimular o suprimir las respuestas inmunitarias. En este contexto, las 
nanopartículas de oro (AuNPs) han sido ampliamente investigadas para tratar múltiples 
padecimientos. Las AuNPs se han empleado para tratar desde cáncer 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 adquirió un plásmido (plásmido pVA). El plásmido 
pVA posee una toxina binaria (Toxina A y Toxina B) y está asociado al Síndrome de la 
Necrosis Aguda del Hepatopáncreas. Un estudio, realizado en nuestro grupo de 
investigación, encontró que la Toxina A posee propiedades inmunomoduladoras y 
protectoras contra V. parahaemolyticus. Siguiendo esta línea de investigación, un sistema 
basado en AuNPs y epítopes de la Toxina A representa una potencial nanovacuna oral en 
peces. En este trabajo, un epítope de la Toxina A (Ta2) se adsorbió sobre la superficie de 
AuNPs por medio de interacciones electrostáticas (AuNPs-Ta2). Este sistema fue 
caracterizado mediante DLS, potencial Z, espectrofotometría UV-vis y Microscopía 
Electrónica.  Además, su citotoxicidad y su potencial como inmunoestimulante, se evaluó 
en pruebas in vitro en leucocitos de bazo de pez (Seriola rivoliana). AuNPs-Ta2 no mostró 
citotoxicidad en células expuestas a concentraciones de 5.1 y 10.1 nM (con respecto a 
AuNPs).  Se analizó la actividad de enzimas asociadas a la respuesta inmune (fagocitosis, 
superóxido dismutasa, catalasa, mieloperoxidasa, explosión respiratoria, óxido nítrico). 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 inmunomodulación en las mucosas por AuNPs modificadas con 
subunidades permitirá elucidar las células, mecanismos (inductores, reguladores y 
efectores) y actividades funcionales. Esto contribuye al conocimiento para la manipulación 
del sistema inmune de las mucosas en modelo de pez.  

Palabras Claves: Vibrio parahaemolyticus, Toxina A, AuNPs, Nanovacuna, 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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Nomenclatura / Unidades (SI)  

nm =nanómetro / 1 nm= 1x10-9 m.  

M=molar / 1M=1 mol m-3  

μM= micromolar / 1 μM =1x10-6 mol m-3  

mM=milimolar / 1 mM=1x10-3 mol m-3  

μg= microgramo / 1 μg= 1x10-9 kg  

μg g-1= microgramos por gramo / 1 μg g-1 = 1x10-3 g kg-1  

g.mol-1= gramos por mol / Peso molecular de un compuesto  

L= litro / 1 L= 0.01 m3  
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g=gravedad / 1g = 9.8m s-2  

mV= milivoltio / 1V=Joule.Coulomb=1 m2kg s-3 A-1  



1. INTRODUCCIÓN  

1.1. Uso de vacunas en la acuicultura 

La acuicultura es el sector primario de más rápido 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 patologías infecciosas resultan un impedimento importante para 

el desarrollo del sector acuícola, siendo la causa más importante de pérdida económica 

(Lafferty et al., 2015). En este contexto, la vibriosis es una de las enfermedades infecciosas 

más graves y afecta a peces marinos en zonas tropicales y subtropicales del mundo. 

Dentro de los patógenos capaces de producir vibriosis se encuentran principalmente 

Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y Vibrio anguillarum (Li et al., 

2013). Específicamente, V. parahaemolyticus es un importante patógeno halófilo que 

puede causar una amplia gama de enfermedades en los animales acuáticos. 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 antibióticos que, aunque pueden ser muy 

efectivos, en el tratamiento a largo plazo suelen conducir a la resistencia. Además, el uso 

de antibióticos puede dañar el medio ambiente. Por ello, desde hace algunas décadas, las 

vacunas se vislumbran como una forma más segura, ecológica y eficiente para controlar 

los patógenos infecciosos (Anderson, 1992). Aunque actualmente existen 26 vacunas 

comerciales para peces, la mayoría están dirigidas al salmón del Atlántico (Salmo salar), 

mientras que para otras especies de peces su uso está poco establecido debido a la falta 

de vacunas, bajo rendimiento, o elevado costo (Ma et al., 2019). Las vacunas comerciales 

para peces utilizan patógenos muertos que se administran por inyección intraperitoneal, 

aunque en algunos países está 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 difíciles o costosos de cultivar, aunado a que los organismos atenuados pueden 

recuperar su virulencia (Dhar et al., 2014). Por ello, la búsqueda de nuevas alternativas ha 
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llevado al desarrollo y autorización 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 Patógeno Peces 
principales 

Antígeno Vía de 
administración 

País 

Necrosis 
pancreática 
infecciosa 

Virus de la 
necrosis 
pancreática 
infecciosa 
Birnavirus 

Salmónidos, 
lubina, 
dorada, 
rodaballo, 
bacalao del 
Pacífico 

Proteínas de 
la cápside 
VP2 y VP3 

Oral Canadá, 
EUA 

Necrosis 
pancreática 
infecciosa 

Virus de la 
necrosis 
pancreática 
infecciosa 
Birnavirus 

Salmónidos, 
lubina, 
dorada, 
rodaballo, 
bacalao del 
Pacífico 

Proteínas 
VP2 

Intraperitoneal Canadá, 
Chile, 
Noruega 

Viremia de 
primavera 
del virus de 
la carpa 

Virus de la 
viremia de 
primavera 
de la carpa 
Rhabdovirus 

Carpa Glicoproteína 
G 

Intraperitoneal Bélgica 

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

Siguiendo este contexto, en años recientes se encontró que V. parahaemolyticus adquirió 

un plásmido (plásmido pVA) que posee una toxina binaria (Toxina A y Toxina B) (Li et al., 

2014). Un estudio en nuestro grupo de investigación encontró 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. Además, mediante análisis bioinformáticos se han identificado 

péptidos de la Toxina A con potencial inmunoestimulante (epítopes). Entre ellos, se indicó 

al epítope Ta2 como un candidato para ser utilizado en una vacuna de subunidades contra 

V. parahaemolyticus. El epítope Ta2 se trata de la secuencia expuesta IVVINNGASR de la 

Toxina A de V. parahaemolyticus y fue seleccionado mediante la predicción de unión de 

péptidos a Células B, utilizando la herramienta REVXINE 2.0.  
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1.2. Vacunas orales en peces 

La vía de vacunación oral es el método ideal de administración de vacunas en peces, 

desde el punto de vista de los costos de manipulación (Embregts y Forlenza, 2016). 

Además, la vacunación oral promueve el bienestar animal ya que es casi libre de estrés 

para los peces (Ahmadivand et al., 2017). Sin embargo, la administración de vacunas 

orales involucra el riesgo a la degradación de los compuestos bioactivos, como péptidos y 

proteínas, en el ambiente intestinal hostil (Chadwick et al., 2009). La degradación de los 

compuestos bioactivos evita que lleguen de manera efectiva al sitio de acción donde se 

producirá la respuesta inmunitaria. Los nanoacarreadores se han propuesto como una 

alternativa para transportar a los compuestos bioactivos hacia su sitio de acción 

(Skwarczynski y Toth, 2012). Las ventajas que presenta el uso de nanoacarreadores 

incluyen mejorar la estabilidad, promover la protección contra la degradación prematura y 

tener propiedades adyuvantes (Kole et al., 2018). Las nanopartículas 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. Nanopartículas de oro (AuNPs) 

Las nanopartículas (NPs) se definen como partículas con un tamaño 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 áreas de estudio debido a sus características 

novedosas. Dentro de las características que hacen atractivas a las NPs se encuentran el 

tamaño pequeño y la gran área de superficie por unidad de masa. Otras características 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 química en orgánicas, inorgánicas y con base de 

carbono. Las NPs inorgánicas incluyen a las NPs basadas en metales y óxidos metálicos 

(Ealias y Saravanakumar, 2017). Dentro de los compuestos utilizados para el desarrollo de 

NPs metálicas, el oro ha recibido especial interés gracias a sus propiedades físicas y 

químicas (Kogan et al., 2007).  
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El oro metálico (Au0) posee poca reactividad química que se demuestra por su incapacidad 

de interactuar con los compuestos de la atmósfera. Asimismo, el oro presenta dificultad 

para la formación de óxidos y sulfuros o para disolverse en ácidos comunes (Louis y 

Pluchery, 2012). Por lo anterior, un núcleo de oro es inerte y esencialmente no tóxico para 

las células (Boisselier y Astruc, 2009). Las AuNPs absorben y dispersan de manera 

resonante la luz visible e infrarroja cercana al excitar la oscilación de su plasmón de 

resonancia superficial (PRS). El cambio en los parámetros intrínsecos (forma y tamaño) de 

las AuNPs implica un ajuste de la banda del PRS en el rango espectral. Entre las variaciones 

de parámetros que se han estudiado se encuentran el material (partículas bimetálicas o 

híbridas), el tamaño y la forma (esfera, varilla, cubo, triángulo, etc.) (Jain et al., 2006). 

Además, las AuNPs pueden penetrar los vasos sanguíneos y las barreras de los tejidos. 

También, las AuNPs pueden ser dirigidas a una célula determinada mediante su 

funcionalización con moléculas específicas (Carabineiro, 2017). Derivado de esto, una 

amplia variedad de materiales funcionales se ha logrado obtener. Entre los materiales 

estudiados se encuentran nanopartículas modificadas con péptidos, proteínas, 

anticuerpos, oligosacáridos y ácidos nucleicos (Levy et al., 2010; Sapsford et al., 2013). 

Esto permite que los nanomateriales actúen como plataformas multifuncionales para fines 

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

Aunque existen diversos métodos de síntesis para obtener AuNPs, la vía química es la más 

común. La síntesis química consiste en una reacción de reducción donde iones Au (III) son 

reducidos a oro metálico (Agunloye et al., 2018). Una de las metodologías más utilizadas 

en la síntesis química de AuNPs es la desarrollada por Turkevich en 1951. El método de 

Turkevich está basado en la reducción de HAuCl4 por citrato de sodio en agua (Turkevich 

et al., 1954; Herizchi et al., 2016). El tamaño, la forma y las propiedades superficiales de 

las AuNPs pueden ser manipuladas desde la síntesis. La modificación de las características 

de las AuNPs tiene el fin de adecuarlas a la función para la que fueron diseñadas (Zhang, 

2015). Las AuNPs han sido estudiadas en múltiples ocasiones por su superficie única, 

inercia química, alta densidad de electrones y fuerte absorción óptica. Las AuNPs tienen 

aplicaciones en genómica, química clínica, inmunoensayos del desarrollo de vacunas, 
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biosensores, diagnóstico y control de microorganismos, imágenes de células cancerosas y 

administración de fármacos (Jazayeri et al., 2016). Las características fisicoquímicas que 

poseen las AuNPs, modulan aspectos importantes de su comportamiento como 

biodistribución, citotoxicidad e inmunoreconocimiento (Rahme et al., 2018). La 

caracterización de una nanopartícula incluye, pero no se limita a la medición de tamaño y 

forma, superficie química y estado de agregación/aglomeración (Hall et al., 2007). La 

diversidad de aplicaciones y naturaleza de las NPs hacen que la variedad de métodos para 

su caracterización sea muy extensa. En la Tabla II se muestran algunas de las herramientas 

de caracterización más utilizadas (Bhatia, 2016).  

Tabla II. Herramientas y métodos para la caracterización de NPs. 

Parámetro Método de caracterización 

Interacción acarreador – fármaco Calorimetría diferencial de barrido 

Determinación de carga Anemometría Doppler Láser 
Potenciómetro Zeta 

Análisis químico de superficie Espectrometría de masas de iones secundarios 
estáticos 

Sorptómetro 

Estabilidad de fármacos Bioensayo de fármaco extraído de 
nanopartículas. 

Análisis químico del fármaco. 

Estabilidad de dispersión de NPs Temperatura de floculación crítica (CFT)  
Microscopía de fuerza atómica 

Tamaño de partícula y distribución Difractómetría láser 
Espectroscopía de correlación de fotones (PCS) 

Microscopía electrónica de barrido 
Microscopía electrónica de transmisión 

Dispersión dinámica de luz 

Perfiles de liberación  Características de liberación in vitro bajo 
condiciones fisiológicas. 

Hidrofobicidad superficial Enlace de rosa de bengala (tinte) 
Medición del ángulo de contacto con el agua. 
Espectroscopía de fotoelectrones de rayos X 
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1.4. Nanovacunas  

El tamaño del inmunógeno es un factor muy importante en la eficiencia de una vacuna. 

Las partículas utilizadas en una vacuna deben tener un tamaño similar al patógeno para 

que puedan ser fagocitadas (Fujita y Taguchi, 2017). Las nanopartículas tienen un área 

superficial más amplia para la unión o absorción de antígenos peptídicos que las 

micropartículas, por ellos su uso ha tomado gran relevancia. Las AuNPs han mostrado 

tener la capacidad para suprimir o activar el sistema inmune (Bastús et al., 2009). Entre las 

nanopartículas diseñadas para la administración de vacunas (nanovacunas) se pueden 

distinguir varios modelos de unión al antígeno. Esto dependiendo de si el material en el 

que están basadas es duro o blando. En las nanopartículas de materiales duros, como el 

oro, se ha logrado promover la fijación del antígeno mediante la adsorción física simple o 

métodos más complejos. Métodos como la conjugación química o la encapsulación han 

sido estudiados (Zhao et al., 2014). Se habla de adsorción cuando el antígeno se encuentra 

adherido sobre la superficie por medio enlaces poco estables. Se utilizan enlaces basados 

en la carga o en una interacción hidrófoba. Por ello, en un sistema in vivo existe una 

rápida disociación del antígeno y la nanopartícula (Mody et al., 2013). A diferencia de la 

adsorción, la encapsulación se trata de una interacción más estable. En ella, el antígeno 

solo se puede liberar cuando se descompone la nanopartícula in vivo o dentro de la célula 

(He et al., 2000).  En la conjugación química, el antígeno esta unido químicamente a la 

superficie de la nanopartícula. Por lo que, la célula endocita el antígeno junto con la 

nanopartícula y luego se libera dentro de la célula (Slütter et al., 2010). Entre los sistemas 

de administración utilizando nanopartículas de materia blanda se encuentran los basados 

en partículas similares a virus o VLPs (virus-like particles), o en liposomas. En ellos la unión 

del antígeno se logra mediante conjugación química, adsorción, encapsulación o fusión a 

nivel de ADN (Middelberg et al., 2011; Giddam et al., 2012). Siguiendo esta línea de 

investigación, en este trabajo se estudiará el potencial inmunoestimulador del epítope Ta2 

de la toxina A adsorbido sobre AuNPs. El sistema será evaluado in vitro en leucocitos de 

pez como una potencial nanovacuna oral contra V. parahaemolyticus. 
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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 aplicación de las AuNPs es la de ser un acarreador, también 

pueden tener la función 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 están claros y en muchos casos se encuentran 

en investigación. 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 vías. Salazar-González et al., 2015, realizaron una revisión donde condesan 

parte de los estudios reportados hasta entonces sobre AuNPs utilizadas como 

nanovacunas. Para este trabajo se realizó una actualización de la revisión (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 

que indican que las AuNPs exhiben características adyuvantes. Por ejemplo, pueden 

promover el reclutamiento de células inmunes, la activación de células presentadoras de 

antígeno y la producción de citocinas (Lin et al., 2018). Posteriormente, estos efectos 

conducen a la inducción de mecanismos de respuestas humorales y celulares. Sin 

embargo, las respuestas se correlacionan a las características fisicoquímicas de las AuNPs 

que 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 será dependiente de su tamaño (Dykman y Khlebtsov, 2017). Una vez que 

son fagocitadas, inicia el mecanismo de explosión respiratoria en el que se formarán 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS). Dentro de las ROS que se forman 

durante la explosión respiratoria se encuentran especies radicales como el anión 
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superóxido (O2
-) y el radical hidroxilo (OH-), pero también especies de oxígeno más 

reactivas como los radicales peroxilo (RO2) y alcoxilo (RO). A partir de la dismutación del 

anión superóxido se forma otra ROS: el peróxido de hidrógeno (H2O2) (Yang et al., 2013). 

En cuanto a la producción de especies reactivas de nitrógeno (RNS), la RNS primaria es el 

óxido nítrico (NO) que conduce a la generación de otras RNS por oxidación (Flannagan 

et al., 2009). Aunque las ROS y las RNS constituyen un sistema de defensa contra 

patógenos, son oxidantes citotóxicos ya que son moléculas altamente energéticas y 

reactivas debido a que los electrones de sus orbitales externos no están apareados 

(Halliwell, 2006). Por ello, cuando las ROS y las RNS están presentes en altas 

concentraciones tienen efectos nocivos sobre las macromoléculas celulares esenciales, 

como proteínas, lípidos y ácidos 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 enzimáticos 

como vitamina E, carotenoides o metalotioneínas; y (ii) enzimas antioxidantes que 

incluyen superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y mieloperoxidasa (Belozerskaya y 

Gessler, 2007).  

Por otro lado, las proteínas y péptidos son unos de los antígenos más utilizados en las 

vacunas basadas en AuNPs. El uso común de péptidos y proteínas en nanovacunas se debe 

a que pueden ser acoplados fácilmente a AuNPs, por ejemplo, a través de la adsorción 

fisicoquímica (Zhang et al., 2020). El desarrollo de nanovacunas basadas en subunidades 

ha dado lugar a múltiples 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 provocó una respuesta de IgG 

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 señalización dependen de la 

estructura. Sin embargo, este estudio usó solo un fragmento (1–161aa) de flagelina y su 

capacidad para activar TLR5 no pudo mantenerse. 
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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 dendríticas (DC) cargadas in vitro con una formulación de 

AuNPs y un antígeno de L. monocytogenes. Las DC se transfirieron, vía parental, a un 

animal sin tratamiento previo. Se indujeron células Th1, CD8 + y células natural killer (NK) 

que proporcionaron una mejor protección contra L. monocytogenes que el enfoque de 

vacuna tradicional. En otro estudio, los autores funcionalizaron AuNPs con el dominio III 

de la glicoproteína 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 

neutralización específica del serotipo del virus del dengue. Se encontró que el nivel de 

anticuerpos dependía tanto del tamaño de las AuNPs como de la concentración de AuNPs-

E (Quach et al., 2018). 

Recientemente, la proteína rSm29 de Schistosoma mansoni se unió a AuNPs en forma de 

barra. Se observó una respuesta inmunológica Th1 en ratones con una mayor producción 

de IFN-γ, principalmente por células T CD4+ y CD8+. Además, se activaron células 

dendríticas in vitro. Se mejoró la expresión de MHCII y MHCI y la producción de IL-1β 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 

formulándolas con NPs. En un trabajo se conjugó la hemaglutinina trimetral recombinante 

de influenza A / Aichi / 2/68 (H3N2) en la superficie de AuNPs. Los resultados mostraron 

protección a los huéspedes contra retos de gripe letal, mejorando las respuestas de las 

células B de la mucosa. Además, se estimuló la proliferación de células T CD4+ y la 

activación de células CD8+ (Wang et al., 2018). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Uno de los mayores retos a los que se enfrenta la acuicultura es la prevención y 

tratamiento de patologías microbianas, como las producidas por bacterias. Dentro de las 

enfermedades bacterianas comunes que afectan a los organismos acuáticos 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 económica. Vibrio parahaemolyticus es una 

bacteria marina gramnegativa capaz de causar vibriosis. V. parahaemolyticus provoca 

exoftalmia, úlceras, septicemias y opacidad corneal en peces.  Para hacer frente a 

patógenos, como V. Parahaemolyticus, generalmente se recurre al uso de antibióticos. No 

obstante, el uso inapropiado de antibióticos ha dado lugar a la generación de cepas 

resistentes, además de causar daño al medio ambiente. Por ello, la vacunación en peces 

ha resultado ser una herramienta de prevención a brotes de enfermedades, esencial para 

evitar pérdidas económicas graves. 

Las vacunas comerciales para peces se formulan para ser administradas por diferentes 

vías dependiendo de la edad y el tamaño del pez.  Las vías de administración incluyen la 

vía oral (mediante mezcla con el alimento), la inmersión (o baño) o la inyección vía 

intraperitoneal o intramuscular. La vacunación por inyección normalmente provee la 

protección más alta, aunque, está asociada con un manejo intensivo y estrés para los 

organismos. Por ello, la administración oral se considera la ruta ideal para administrar 

sustancias bioactivas en peces acuícolas. El uso de vacunas orales en peces representa 

facilidad para los usuarios, ahorro de tiempo, bienestar animal y menores costos de 

manipulación. Sin embargo, compuestos bioactivos, como los péptidos y las proteínas, 

permanecen poco biodisponibles cuando se administran por vía oral. Las vacunas 

formuladas con péptidos y proteínas presentan baja permeabilidad de la mucosa y la falta 

de estabilidad en el entorno gastrointestinal. La administración oral de péptidos y 

proteínas resulta en la degradación de los compuestos antes de la absorción. Los vehículos 

nanoestructurados, como son las AuNPs, proveen de estabilidad a péptidos con potencial 

inmunológico (epítopes) administrados vía oral. De esta manera, las vacunas basadas en 

AuNPs, permiten que los compuestos bioactivos que transportan lleguen al sitio de 



11 
 

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 adsorción del epítope Ta2 de la toxina de A de V. 

parahaemolyticus sobre la superficie de AuNPs. Con este estudio se contribuirá al 

conocimiento de nanovacunas de AuNPs orales que permitan hacer frente a 

enfermedades que atacan a especies acuícolas de interés comercial. 
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4. HIPOTESIS  

Si las AuNPs poseen propiedades inmunoestimulantes y actividad protectora contra 

infecciones mediante su administración en crustáceos, peces y mamíferos y, además, la 

toxina A de Vibrio parahaemolyticus tiene propiedades inmunomoduladoras contra V. 

parahaemolyticus, entonces, un sistema basado en la adsorción del epítope Ta2 de la 

toxina A sobre AuNPs tendrá las características adecuadas para ser administrado en 

leucocitos de pez y poseerá 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 adsorción del epítope 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 administración in vitro en modelo de 

pez. 

5.2. Objetivos particulares   

1. Obtener AuNPs cargadas con el epítope Ta2 de la Toxina A de Vibrio 

parahaemolyticus.  

2. Obtener la caracterización físico-química del sistema AuNPs-Ta2. 

3. Determinar el potencial del sistema nanopartícula-epítope como vehículo de 

entrega de vacunas mediante bioensayos in vitro en leucocitos de pez.  
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6. MATERIAL Y METODOS 

6.1. Síntesis y caracterización de AuNPs-Ta2 

6.1.1. Síntesis de AuNPs  

La síntesis de AuNPs se realizó mediante el método de Turkevich et al., (1954). En este 

método el citrato de sodio dihidratado (Na3C6H5O7·2H2O) >99% (Sigma Aldrich) es 

utilizado como agente reductor y estabilizante de una sal de cloruro áurico trihidratada 

(HAuCl4·3H2O), Sigma-Aldrich. Durante la síntesis, se colocaron 20 mL de una solución 1.0 

mM de HAuCl4·3H2O en un matraz de 50 mL de capacidad. El matraz se llevó a 90 °C en 

una placa de calentamiento con agitación constante. Al comenzar a hervir la solución, se 

adicionaron gota a gota 2 mL de una solución de Na3C6H5O7·2H2O 38.8 mM. Se mantuvo la 

temperatura durante 2 minutos para permitir que la solución virará de color a rojo vino. 

Posteriormente, se dejó reposar a temperatura ambiente. Una vez sintetizadas, las 

nanopartículas se almacenaron en oscuridad a 4 °C. 

6.1.2. Adsorción del epítope Ta2 sobre AuNPs  

El epítope utilizado (Ta2) fue seleccionado previamente mediante herramientas 

inmunoinformáticas (REVXINE 2.0) y fue sintetizado por la compañía GenScript (EUA). La 

secuencia del epítope es IVVINNGASR, tiene un peso molecular de 1042.10 Da y un punto 

isoeléctrico calculado en 10.55.  

La carga eléctrica del epítope es positiva a pH fisiológico (7.4). El epítope se unió mediante 

fuerzas electrostáticas con las AuNPs (AuNPs-Ta2) que poseen carga negativa. Se 

determinó la concentración de epítope que al ser incorporada a una solución de AuNPs 

mantenía a las partículas estables y sin aglomeraciones. Para ello, se utilizó una 

concentración fija de AuNPs.  La evaluación se realizó en placas de 96 pozos, donde se 

adicionó a cada pozo, 15 µL de AuNPs (190 µg/mL). Se probó un rango de concentraciones 

de Ta2 de 0 a 2700 µg/µL. 

Se incorporó NaCl al 10% en volúmenes iguales al gradiente de concentraciones del 

epítope. Esto permitió evaluar la concentración mínima de epítope necesario para 
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estabilizar las AuNPs. La precipitación de las AuNPs se utilizó como un indicativo de que el 

coloide no era estable bajo esa concentración del epítope. 

6.1.3. Caracterización morfológica y fisicoquímica de AuNPs-Ta2 

El plasmón de resonancia superficial fue estudiado por la técnica de espectrofotometría 

UV-Vis. Se contrastaron los espectros de AuNPs desnudas, el epítope y las AuNPs con el 

epítope adsorbido.  

Para conocer el diámetro hidrodinámico y la carga superficial antes y después de las 

modificaciones debidas a la adición del epítope se utilizó la técnica de Dispersión Dinámica 

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

 La forma y tamaño de las nanopartículas desnudas se analizó por medio de Microscopía 

Electrónica de Transmisión (TEM) en un equipo JEOL-2100. Además, se realizó un análisis 

de Rayos X por Energía Dispersiva (EDS) para conocer los elementos más abundantes en 

las estructuras. 

Las AuNPs-Ta2 se caracterizaron por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) (FEI-

QUANTA FEG 250). 

6.1.4. Determinación 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 realizó 

mediante la técnica ELISA indirecta. Para ello, se produjeron sueros hiperinmunes como se 

describe a continuación. El epítope Ta2 fue resuspendido en agua inyectable. La solución 

se utilizó para inmunizar 2 ratones BALB/C de 6-8 semanas de edad (23.3 ± 2.10 g de peso 

promedio). El esquema de inmunización se siguió como se describe a continuación. En el 

día 1 se inmunizó en el cojinete plantar del pie posterior con 10 µg de Ta2, emulsionados 

en 10 µL de adyuvante de Freund completo (CFA). Las dosis posteriores se administraron 

vía intraperitoneal los días 8, 15, 24. Se utilizaron 50 µg de Ta2, emulsionados en 50 µL de 

adyuvante de Freund incompleto (IFA). Se aplicaron otros refuerzos en los días 29 y 38 con 

una dosis de 50 µg de Ta2 emulsionados en 100 µL de CFA. En el día 23 y 37 se sangraron 

los ratones de la cola para determinar los títulos de anticuerpos IgG mediante ELISA. Las 

muestras de sangre fueron centrifugadas a 6000 rpm a 4 °C por 15 minutos y se colectó el 
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suero. Para realizar el ELISA, en una placa de 96 pozos se colocaron 1 μg de Ta2 diluido en 

buffer de carbonatos por pozo. La placa se incubó a 4°C durante 24 horas. Se realizaron 

tres lavados con PBS adicionado con Tween 20 (0.05 % v/v). Posteriormente, se realizó 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 añadieron 50 μL del suero obtenido por 

cada ratón y se realizaron 6 diluciones en los pozos (1:20 a 1:640). Se incubó la placa a 4 °C 

durante 24 horas. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20. Se añadieron 100 μL del 

anticuerpo Anti-IgG de ratón unido a peroxidasa (Sigma A9044) en una dilución 1:1000. Se 

incubó la placa a temperatura ambiente por dos horas. Finalmente, se realizaron tres 

lavados con PBS-Tween 20 y se reveló en oscuridad con 100 μL de una solución sustrato 

con tetrametilbencidina (TMB, Sigma T5525). La reacción fue detenida con 25 μL de ácido 

sulfúrico 2 M y se midió la absorbancia a 490 nm. Posteriormente, se sacrificaron los 

ratones en el día 50 y se colectó la sangre por punción cardiaca. Las muestras de sangre 

fueron centrifugadas a 6000 rpm a 4 °C por 15 minutos para colectar el suero, que 

posteriormente, se almacenó a - 80 °C. 

Para la cuantificación de la eficiencia de carga del epítope, se prepararon 200 μL de 

AuNPs-Ta2. Las AuNPs-Ta2 se centrifugaron a 1000 revoluciones por minuto (rpm) 

durante 5 minutos y se colectó el sobrenadante. En una placa de 96 pozos se colocaron 

muestras del sobrenadante por triplicado y se realizaron diluciones (1:20 a 1:320). 

Además, se colocó un blanco de PBS. Siguiendo la metodología ya descrita, se realizó un 

ELISA indirecto utilizando como control negativo el suero de ratones no inmunizados. 

Simultáneamente, se construyó una curva de calibración a partir de las mediciones 

obtenidas por ELISA indirecta de 7 diluciones del epítope (1:32 a 1:2048) y cuyos valores 

se aproximaron a una recta. Por medio de la curva de calibración se obtuvieron las masas 

contenidas en el sobrenadante de AuNPs-Ta2. El %EC de Ta2 sobre AuNPs se calculó de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

%𝐸𝐶 =
𝑀𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑀𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒

 𝑀𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
∙ 100                                      (1) 
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Donde Minicial, corresponde a la masa de Ta2 inicial y Mlibre a la masa encontrada en el 

sobrenadante. 

6.2. Peces 

Se utilizaron 4 peces (Seriola rivoliana) para los experimentos in vitro. Los peces fueron 

examinados, bañados en agua dulce y puestos en cuarentena, donde fueron 

monitoreados para identificar posibles infecciones y/o parásitos. Los especímenes se 

mantuvieron a 26 °C, con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad. Con condiciones de 

oxígeno disuelto entre 4.3-6.9 mg/L, un pH entre 7.7-8.1 y la concentración de nitritos y 

amonio total permaneció debajo de 0.02 mg/l.  

Para la extracción de los órganos a utilizar, los peces se anestesiaron utilizando eugenol 

(50mg/l). Una vez inconscientes, los peces fueron decapitados y se extrajeron los órganos 

de interés. 

6.2.1 Aislamiento de leucocitos de bazo de pez 

Después de sacrificar los peces y colectar el bazo, los órganos se tamizaron (40 µm). Se 

utilizó medio RPMI (Sigma R0883) adicionado con heparina para evitar la formación de 

coágulos. Se realizaron lavados con medio RMPI adicionado con suero fetal bovino (SFB). 

Se midió la concentración celular utilizando el equipo TC-20 (Bio-Rad) y se ajustó la 

concentración a 1x106 células/mL (Reyes-Becerril et al., 2018). 

6.3 Viabilidad celular de AuNPs-Ta2 

Se seleccionó la concentración del epítope que mostraba la mejor estabilidad. Se preparó 

una solución de AuNPs-Ta2 (solución stock) que contenía concentraciones finales de 1500 

µg/mL de Ta2 y 44 µg/mL de AuNPs. A partir de la solución stock se realizaron diluciones 

con PBS (10 mM) para obtener AuNPs-Ta2 con las concentraciones que se muestran en la 

Tabla III. 
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Tabla III. Concentraciones de AuNPs-Ta2. 

Concentración Concentración de 

AuNPs (nM) 

Concentración de 

Ta2 (µg/mL) 

A 5.1 265.65 

B 10.1 531.31 

 

La viabilidad celular del prototipo de nanovacuna se evaluó en leucocitos de bazo de Jurel 

(Seriola rivoliana), obtenidos con la metodología ya descrita para su aislamiento. Para 

cada tratamiento, en una placa de 96 pozos, se mezclaron 80 µL de leucocitos con 20 µL 

del estímulo. Se probaron por triplicado AuNPs, Ta2 y AuNPs-Ta2 a las concentraciones A y 

B descritas en la Tabla I. Además, se utilizó PBS (10 mM) como control positivo y DMSO 

como control negativo.  

Las células de pez estimuladas se incubaron durante 24 horas a 25 °C y 5 % de CO2. 

Posteriormente, se agregaron 10 µL de resazurina a cada pozo y se homogenizó con 

micropipeta. La placa se cubrió de la luz y se incubó durante 24 horas a 25 °C y 5 % de CO2. 

A continuación, se midió fluorescencia a 560 nm de excitación y 590 nm de emisión en un 

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

Además, los leucocitos estimulados con los diferentes tratamientos fueron analizados 

mediante Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) (FEI-QUANTA FEG 250) para confirmar 

su integridad estructural. 

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

6.4.1. Estimulación con AuNPs-Ta2  

En una placa de 24 pozos se colocaron 800 µL de leucocitos de bazo de Seriola rivoliana 

(1x106 cel/mL) por pozo. Los leucocitos fueron estimulados con 200 µL de AuNPs, Ta2 y 

AuNPs-Ta2 con concentraciones A (Tabla I) e incubados a 25°C, 5% de CO2. Se utilizó como 

control positivo PBS (10 mM).  
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Se dejó incubando la placa durante 24 horas a 25 °C. Se tomaron muestras para los 

ensayos de fagocitosis, explosión respiratoria (NBT), óxido nítrico (NO), superóxido 

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

6.4.2. Fagocitosis 

En una placa de 96 pozos, se colocaron 100 μL de cultivo celular por triplicado y se 

realizaron dos lavados con PBS. Se agregaron 100 μL de rojo neutro al 0.08 % en medio 

RPMI sin rojo fenol. La placa se incubó durante 4 horas a 37 °C y después se lavó con PBS. 

Se adicionaron 100 μL de buffer de lisis (ácido acético/etanol; 1:1) y se incubó a 4 °C por 2 

horas. Finalmente, se midió la densidad óptica a 570 nm en el espectrofotómetro (Wang 

et al., 2017).  

6.4.3. Explosión respiratoria 

Se tomaron 100 μL 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 eliminó 

el sobrenadante, y las células se resuspendieron en una solución de NBT (Sigma N6876, 1 

mg/mL) y se incubaron en oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez 

transcurrido el tiempo se eliminó la solución NBT centrifugando las muestras y 

decantando. Se añadieron 100 μL de metanol 70% (v/v) y se incubaron 10 minutos. Se 

eliminó el alcohol por centrifugación y se añadieron 120 μL de hidróxido de potasio 2 M y 

140 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). Se tomaron 200 μL y se colocaron en las placas de 96 

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

6.4.4. Óxido nítrico 

Se añadieron 100 μL de cultivo celular por triplicado en una placa de 96 pozos. Se 

adicionaron 100 μL de reactivo de Griess (Sigma G4410, 4mg/mL) y se incubaron durante 

15min en oscuridad y a temperatura ambiente. Se leyó la absorbancia en el 

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

6.4.5. Superóxido dismutasa 

La actividad de superóxido dismutasa (SOD) se determinó empleando el kit comercial SOD 

(Sigma 19160). Se colocaron 20 μL del cultivo celular de cada tratamiento por triplicado en 
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placas de 96 pozos. Se agregaron 200 μL de la solución de trabajo (WST) y 20 μL de 

solución de trabajo enzimática y se incubaron 20 min a 37°C. Posteriormente, la placa se 

leyó a 450 nm y la actividad se determinó de acuerdo con la siguiente ecuación: 

𝐴𝑐𝑡. 𝑆𝑂𝐷 (% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖ó𝑛) =
(𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜1−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜3)−(𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜2)

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜1−𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜3
∙ 100                    (2) 

6.4.6. Catalasa 

Se midió la actividad de catalasa utilizando el reactivo de Purpald (Sigma 162892). Se 

colocaron 25 μL del buffer de dilución, 50 μL de Metanol y 5 μL de peróxido de hidrógeno 

diluido en una placa de 96 pozos. Se agregaron 50 μL de cultivo celular (muestra) por 

triplicado. La placa se cubrió con papel aluminio y se incubó 20 minutos a temperatura 

ambiente y con agitación constante (120 rpm). Transcurrido el tiempo, se añadió 25 μL de 

hidróxido de potasio (KOH) 10M y 50 μL del reactivo de Purpald. Luego se incubó 

nuevamente durante 10 minutos y se añadieron 25 μL de peryodato de potasio. Se 

incubaron durante 5 minutos y se leyó la absorbancia en el espectrofotómetro a 655 nm 

(Greenwald, 2018). 

6.4.7. Mieloperoxidasa 

Se colocaron 20 μL de cultivo celular (muestra) por triplicado en una placa de 96 pozos. Se 

añadieron 100 μL de la solución de trabajo con TMB (40 mL H2O destilada, 10 μL de 

peróxido de hidrógeno (30%), 1 pastilla de TMB). Se añadieron 50 μL de ácido sulfúrico 2M 

y se midió absorbancia en el espectrofotómetro a 450 nm (Quade y Roth, 1997). 

6. 5. Análisis estadístico  

Todos los bioensayos y mediciones se realizaron por triplicado y se calculó la media (± 

desviación estándar, DE) para cada grupo y el tiempo de muestreo. Se realizó un análisis 

de varianza de una vía (ANOVA) usando el software SPSS v.19.0 (SPSS, Richmond, VA, EE. 

UU.). 

Las medias se separaron mediante una prueba de comparación múltiple de Tukey. Se 

realizaron análisis estadísticos con los datos obtenidos para cada muestra. Las diferencias 

se consideraron estadísticamente significativas cuando P <0.05. 
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7. RESULTADOS  

7.1 Caracterización de AuNPs-Ta2  

7.1.1 Caracterización óptica y morfológica  

Las absorciones ópticas de AuNPs, Ta2 y AuNPs-Ta2 se muestran en la Fig. 1. En las AuNPs 

se presenta una absorción en la región visible con un pico principal de 455 nm a 590 nm. 

Las AuNPs presentan un pico más definido en comparación con el sistema AuNPs-Ta2. El 

pico máximo de las AuNPs se centra en 525 nm. Por otro lado, en las AuNPs-Ta2 el 

plasmón de resonancia superficial (PRS) mostró cambios importantes en el ancho del pico 

y la posición. Las AuNPs-Ta2 presentan una absorción en la región visible con un pico 

principal de 465 nm a 695 nm. El pico máximo en las AuNPs-Ta2 se centró en 575 nm. La 

caracterización por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) de las AuNPs se 

presenta en la Fig. 2. En ella se observa la presencia de nanopartículas metálicas cuasi-

esféricas con pequeña distribución de tamaño (16. 5 ± 5 nm). El tamaño es el promedio de 

diámetro medido en 246 estructuras utilizando el software ImageJ.  La adsorción de Ta2 

sobre AuNPs fue confirmada por Microscopia Electrónica de Barrido. 
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Figura 1. Espectros de absorción ultravioleta visible (UV-Vis) de soluciones acuosas. (a) 
AuNPs-Ta2 (5.1 nM con respecto a AuNPs); (b) Ta2 (265.65 μg / mL); y (c) AuNPs desnudas 
(5.1 nM). Las mediciones se realizaron utilizando un equipo de Espectrofotometría UV-Vis 
SHIMADZU (UV-1900). Las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente. 

 

 

Figura 2. Micrografías de AuNPs. Las AuNPs fueron sintetizadas por el método de 
Turkevich. Imágenes obtenidas por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) en el 
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equipo JEOL-2100. El tamaño promedio de diámetro (16. 5 ± 5 nm) se obtuvo midiendo 
246 estructuras mediante el software ImageJ. 

Además, se realizó un análisis de Rayos X por Energía Dispersiva (EDS) para las AuNPs (Fig. 

3). El EDS indica que el elemento más abundante en las muestras es Au con 70% de 

abundancia.  

 

Figura 3. Espectroscopia de Rayos X por Energía Dispersiva (EDS) de AuNPs. Gráficos 
obtenidos en microscopía electrónica de transmisión en equipo JEOL-2100 acoplado a EDS 
Rayos X. 

7.1.2 Carga superficial y radio hidrodinámico por DLS 

En la Tabla II se muestra el potencial ζ (PZ) obtenido por la técnica de Dispersión Dinámica 

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 diámetro 

hidrodinámico de AuNPs y AuNPs-Ta2 fue determinado por DLS y se presenta en la Tabla 

IV. También se incluye el índice de polidispersión (PI) para cada muestra. Se observa un 

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

Tabla IV. Potencial ζ y radio hidrodinámico de AuNPs y AuNPs-Ta2 obtenidos por DLS. 

Muestra Diámetro 

hidrodinámico 

(nm ± DE) 

Índice de 

polidispersión 

(u.a) 

Carga superficial 

(mV) 

AuNPs 19 ± 5 0.401 -48 

AuNPs-Ta2 317 ± 109 0.308 -5.6 

Las soluciones analizadas contenían una concentración 5.1 nM de con respecto de las AuNPs. 
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7.1.3 Rendimiento de reacción de la síntesis de AuNPs 

El análisis de Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS) 

determinó la concentración de AuNPs. La ICP-MS reveló que una solución preparada con 

una concentración de 7.6 μg/mL de oro contiene una concentración de 3.85 μg/mL de 

AuNPs. El rendimiento de reacción para esta síntesis 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 

epítope 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 estimulación con 

tratamientos con AuNPs-Ta2 A, AuNPs-Ta2 B, AuNPs A, AuNPs B, Ta A y Ta B. (Fig. 4). El 

sistema AuNPs-Ta2 no mostró 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 evaluó con respecto al control 

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

 

7.2.2 Respuestas inmunológicas y antioxidantes 

Se analizó la actividad de enzimas asociadas a la respuesta inmune (fagocitosis, 

superóxido dismutasa, catalasa, mieloperoxidasa, explosión respiratoria, óxido nítrico).  

Los leucocitos estimulados con AuNPs-Ta2 A muestran un aumento en la habilidad 

fagocita, explosión respiratoria, producción de óxido nítrico, aunque no es significativa 

(Fig. 5a, 5b y 5c). En cuanto a las enzimas antioxidantes, la actividad superóxido dismutasa 

fue similar entre los tratamientos y el grupo de control (Fig. 5d). Sin embargo, la actividad 

de catalasa aumentó 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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a) b) 

c) d) 

e) f) 

Figura 5. Respuesta inmunológica debida a AuNPs-Ta2. a) Habilidad fagocítica, b) 
explosión respiratoria, c) producción de óxido nítrico, d) actividad superóxido 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 ± desviación estándar (DE) de tres muestras independientes. Las diferentes 
letras denotan diferencias significativas entre los grupos tratados (p <0.05). 
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8. DISCUSIÓN  

8.1 Caracterización de AuNPs-Ta2 

El plasmón de resonancia superficial (PSR) se refiere a las oscilaciones colectivas de 

electrones restringidos en las nanopartículas metálicas debidas a la interacción con la 

radiación electromagnética y está relacionado con las características de las 

nanopartículas. La forma, el tamaño y la modificación química de la superficie de las 

AuNPs son algunos de los factores asociados al ancho y la posición del PRS (Amendola 

et al., 2017). En un estudio realizado por El-Brolossy et al., (2008) se evaluaron los 

espectros de absorción de AuNPs sintetizadas con varias formas. Se encontró que en 

nanoestructuras esféricas solo se presenta un pico de absorción. En contraste, cuando se 

forman partículas asimétricas en la solución, se observan dos picos (Panda y 

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 adsorción denota una amplia distribución 

de tamaños en las nanopartículas.  

Generalmente, el espectro UV-Vis de AuNPs esféricas no agregadas está compuesto por 

una banda alrededor de los 520 nm, debido al PRS (Amendola y Meneghetti, 2009). Los 

picos máximos de absorción 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, según lo reportado por Martínez et al., (2013). Esta longitud de onda 

está muy cercana a la encontrada en las AuNPs (525 nm), cuyo diámetro 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 está asociado con el aumento de tamaño 

debido a interacciones en su superficie (Park y Shumaker-Parry, 2014). Después de añadir 

epítope Ta2 a las AuNPs hubo un desplazamiento de 50 nm en el pico máximo del 

espectro de absorción. Esto implica un cambio en la superficie de las AuNPs y sugiere que 

el epítope Ta2 logró adsorberse sobre la superficie de las AuNPs. 
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La síntesis de AuNPs realizada mediante el método de Turkevich et al., (1954), produce 

nanopartículas monodispersas en el rango de tamaños entre 9 y 120 nm (Kimling et al., 

2006). El tamaño de nanopartícula obtenido por este método está determinado por la 

relación molar entre el citrato y el oro (Zabetakis et al., 2012). La composición de las 

nanopartículas puede ser confirmada mediante un análisis de Rayos X por Energía 

Dispersiva (EDS). Los picos que se muestran en un EDS son característicos para cada 

elemento y confirman la composición de oro metálico en las nanoestructuras.   

En cuanto al análisis de la carga superficial o potencial ζ (PZ), las AuNPs mostraron valores 

negativos mayores a los de las AuNPs-Ta2. Hubo una diminución en la carga superficial 

negativa de aproximadamente el 82 % después de la adsorción del epítope. 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 

fisiológico tiene carga positiva. La variación entre el PZ de AuNPs y AuNPs-Ta2 es debida a 

la interacción de Ta2 con AuNPs.  Los iones citratos existentes en la superficie de las 

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

Para que la concentración teórica de AuNPs suspendidas en solución representará con 

precisión la concentración real, tendría que haberse llevado una reacción completa 

(Rahman, 2016). Por ello, es necesario implementar técnicas que sean adecuadas para 

determinar la concentración total en soluciones coloidales (Scheffer et al., 2008). Se ha 

demostrado que la Espectrometría de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-

MS) es una herramienta con un límite de detección de 0.15 μg/L de Au y que ha logrado 

cuantificar síntesis de AuNPs obtenidas por el método de Turkevich con rendimientos de 

reacción mínimos de 62.6 % (Allabashi et al., 2009). Además, se han encontrado 

rendimientos de reacción 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 determinación 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 interactúan de manera 

específica con las nanopartículas 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 tamaño 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 logró funcionalizar con un valor cercano al 25 %. En una nanovacuna basada en 

AuNPs y un toxoide tetánico se reportó un %EC del 60 % (Pokharkar et al., 2011). Por otro 

lado, en un estudio donde se recubrió con AuNPs con dos diferentes péptidos se encontró 

que cerca de un cuarto de la superficie de las nanopartículas 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 

características 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 está determinada por 

diversos factores entre los que se encuentran sus propiedades fisicoquímicas como son: el 

tamaño, la forma y la carga superficial (Cancino-Bernardi et al., 2018). En un estudio en 

células sanas y cancerígenas se encontró un efecto citotóxico mayor en AuNPs con 

tamaños menores (5 nm) en comparación con las que tenían tamaños mayores (20 y 50 

nm) (Xia et al., 2019). Por otro lado, en un estudio in vitro con líneas celulares de cáncer 

humano se ha reportado que la forma y el tamaño 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 más tóxicas que las que tenían forma de estrella, flor 

y prisma (Woźniak et al., 2017). La viabilidad de las células expuestas a AuNPs también 

depende del agente que se utilice como estabilizante durante la síntesis debido a que la 

estabilidad, capacidad de dispersión y propiedades de interacción de la AuNPs están 

controladas principalmente por la química de su superficie (Uchiyama et al., 2014). La 

prueba de viabilidad celular de un estudio demostró un efecto citotóxico distinguible en 

concentraciones altas para las AuNPs estabilizadas con citrato de sodio en comparación 

con las AuNPs estabilizadas con almidón o goma arábiga; lo anterior es debido a que el 

recubrimiento de la superficie con citrato es de naturaleza ácida en comparación con los 

otros dos (Vijayakumar y Ganesan, 2012). 

La viabilidad celular es el número de células sanas en una muestra y es un indicador para 

comprender los mecanismos en acción de ciertos genes, proteínas y vías involucradas en 

la supervivencia o muerte celular después de la exposición a agentes potencialmente 

seguros o tóxicos (Adan et al., 2016). La toxicidad de los nanomateriales es una de las 

limitantes para el uso de nanopartículas en la producción de vacunas (Gheibi Hayat y 

Darroudi, 2019). En este sentido, la concentración de las AuNPs es un factor determinante 

ya que una mayor concentración involucra un aumento en la citotoxicidad (Soenen et al., 

2012). Esta dependencia se observa en la viabilidad celular evaluada para las AuNPs 

desnudas, aunque no es significativa, existe una menor viabilidad celular para las AuNPs 

con mayor concentración (10.1 nM). Sin embargo, la modificación 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 más biocompatibles y no 

mostraron toxicidad para las células de mamíferos a una concentración máxima de hasta 

250 μM comparadas con las que no tenían modificación 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 encontró 

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 características adecuadas para no ser citotóxicas por lo que son potencialmente 

seguras para ser administradas en peces.  

8.3 Respuestas inmunológica 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 función principal es la absorción de patógenos, células muertas y 

desechos celulares, aunque también está involucrada en la absorción de nutrientes 

(Canton y Battaglia, 2012). Esta función celular puede internalizar partículas grandes (>1 

μm) y de tamaño nanométrico, como virus y diversos tipos de nanomateriales (Akinc y 

Battaglia, 2013). Por ejemplo, las AuNPs modificadas con ácido 5-aminovalérico favorecen 

una fagocitosis rápida y se acumulan en el citosol (Hasanzadeh Kafshgari et al., 2015). Por 

otro lado, en un estudio in vitro de una proteína de la cápside (Cap) de un circovirus 

porcino patógeno conjugada con AuNPs, se encontró que las AuNPs contribuyeron a la 

fagocitosis de la proteína Cap (Li et al., 2020). Además, el efecto adyuvante de las AuNPs 

se ha asociado con la penetración más eficiente del sistema en las células fagocíticas, lo 

que supone una mejor presentación del antígeno a las células productoras de anticuerpos 

(Dykman, 2020). Lo anterior coincide con el aumento en la actividad fagocítica que 

muestran los leucocitos expuestos a AuNPs-Ta2 y AuNPs con respecto al control. Sin 

embargo, el cambio no es estadísticamente significativo. Probablemente, un aumento en 

la concentración de AuNPs utilizadas representaría un aumento en la actividad fagocítica 

de los leucocitos. 

La fagocitosis de una partícula extraña puede inducir el mecanismo de explosión 

respiratoria (Staerck et al., 2017). La explosión respiratoria está caracterizada por un 

aumento violento en la demanda de oxígeno que los fagocitos (incluidos neutrófilos, 

macrófagos y eosinófilos) utilizan en la producción de potentes agentes microbicidas 

(ROS) (Thomas, 2017). Las AuNPs de 15 nm desnudas y conjugadas con antígenos de alto y 

bajo peso molecular han demostrado mejorar la actividad respiratoria de macrófagos de 

rata y ratón (Staroverov et al., 2009). Por otro lado, al administrar tres dosis diferentes 

(0.25, 2.5, 25 ppm) de AuNPs en ratones, durante tres períodos de tiempo diferentes (7, 
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14, 28 días), 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 

notó después de un tiempo corto post-administración (Małaczewska, 2015). Además, en 

un estudio realizado en pollos, donde se administraron cuatro dosis diferentes de AuNPs 

(0.5 - 2 mg/ kg de peso/ día), se encontró que en los organismos donde la administración 

fue por periodos cortos (3 días) hubo un aumento en la actividad de explosión respiratoria 

de los leucocitos, excepto con la dosis más baja (Sembratowicz y Ognik, 2018). De acuerdo 

con lo anterior, una dosis con una concentración demasiado baja de AuNPs imposibilitaría 

observar la respuesta inmunológica. 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 

encontró un aumento en el parámetro de explosión respiratoria. Curiosamente, la 

fagocitosis también puede activar el mecanismo de producción de RNS en lugar de ROS 

(Fang y Vázquez-Torres, 2019). No obstante, en este estudio, la producción 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 concentración baja para inducir estos mecanismos. 

Los antioxidantes enzimáticos son producidos por las células fagocíticas, así como por 

microorganismos patógenos, para regular la respuesta de la explosión respiratoria contra 

los agentes infecciosos o para escapar del exceso de ROS generado por las células 

fagocíticas durante la respuesta de la explosión respiratoria, respectivamente (Piacenza 

et al., 2019). Como ya se mencionó anteriormente, dentro de las enzimas que actúan para 

contrarrestar las ROS producidas se encuentran la mieloperoxidasa, catalasa y superóxido 

dismutasa. En este trabajo se encontró 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 comparación, estos resultados son 

similares a estudios previos sobre la exposición de AuNPs en organismos acuáticos. En un 

estudio se reportó un aumento en los niveles de catalasa en el bivalvo Mytilus edulis tras 

la expocisión (24 h) con AuNPs (750 ppb) sintetizadas con citrato (Tedesco et al., 2008). De 

igual manera, en el hígado de peces (Sparus aurata) se encontró que la actividad de 

catalasa aumentó significativamente después de la exposición (96 h) de los peces con 
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1600 mg/L de AuNPs sintetizadas con citrato y recubiertas con polivinilpirrolidona (Barreto 

et al., 2019). En el caso de la mieloperoxidasa, los estudios realizados en ratas 

Wistarrevelaron que la administración oral con dosis de 40 μg/kg de AuNPs recubiertas 

con albúmina sérica humana (HSA) causó un aumento de la actividad de mieloperoxidasa 

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

Se logró obtener un prototipo de vacuna oral para peces basada en AuNPs modificadas 

con un epítope de la toxina A de Vibrio parahaemolyticus. Las AuNPs sintetizadas 

mostraron tener una forma cuasi esférica con un diámetro hidrodinámico de 19 ± 5 nm y 

uno real de 16. 5 ± 5 nm. Las muestras analizadas de AuNPs tuvieron un 70% de 

abundancia de Au y el rendimiento de la reacción para la síntesis fue del 50.66 %. Las 

AuNPs modificadas con el epítope Ta2 presentaron un diámetro hidrodinámico mayor que 

las desnudas (317 ± 109 nm), un desplazamiento del pico de máxima absorción 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 epítope 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 

citotóxicos 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 

parámetros de fagocitosis, explosión respiratoria, óxido nítrico y superóxido dismutasa no 

fueron afectados significativamente.  

La dosis evaluada en los experimentos in vitro resultó insuficiente para mostrar cambios 

significativos en los ensayos de respuestas inmunológicas y antioxidantes. Por ello, se 

propone como perspectiva estudiar una dosis mayor. Se sugiere analizar la dosis más alta 

que se evaluó en el experimento de viabilidad celular (10.1 nM, con respecto a AuNPs). 

Esta concentración de AuNPs-Ta2 no mostró ser citotóxica 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 μg de AuNPs-Ta2 (con respecto al epítope Ta2), separadas una semana entre 

cada dosis. En el ensayo in vivo se determinaría la actividad de enzimas antioxidantes, la 

producción de inmunoglobulina M y la expresión de genes asociados a la respuesta 
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inmune. Asimismo, es necesario evaluar la protección del prototipo de nanovacuna contra 

V. parahaemolyticus mediante un reto bacteriano. 

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al conocimiento para la 

manipulación del sistema inmune en modelo de pez. Además, el conocimiento sobre la 

inmunomodulación por AuNPs modificadas con subunidades permitirá elucidar las células, 

mecanismos (inductores, reguladores y efectores) y actividades funcionales. De esta 

manera, el uso de las nanopartículas metálicas como acarreadores de vacunas se plantea 

como una alternativa potencial al uso de antibióticos en la industria acuícola. 
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11. ANEXO 

Nanovacunas de AuNPs utilizando diferentes vías de administración. 

Molécula 
acoplada a 
las AuNPs 

Tamaño/ 
Forma 

Antígeno/ 
Enfermedad* 

Biomo
delo 

Dosis/ Vía de 
administración 

Resultados  Ref. 

ADN 

ADN 

1-9 nm/ 
Esférica 

HBsAg/HBV Ratón 

 

1-10 mg/ 
Intramuscular 
 

Indujo potentes 
respuestas de los 
linfocitos T 
citotóxicos en 
ratones y 
anticuerpos séricos 
específicos de IgG 
con una potencia de 
10 veces en 
comparación con la 
vacuna de ADN 
desnudo 

(Zhou 
et al., 
2008) 

ADN 

 15, 30 y 80 
nm/ Esférica  

Cáncer Ratón 6.4 μg/ 
Inyección 
intratumoral 

Las AuNPs de 15 nm 
indujeron la 
infiltración de 
macrófagos y células 
dendríticas, 
inhibieron 
significativamente el 
crecimiento de 
tumores y 
promovieron la 
supervivencia en 
ratones. 

(Lin 
et al., 
2013) 

ADN-
péptidos  
 
15 nm / 
Esférica  

Péptidos 
antimicrobiano
s/ Salmonella 
enterica 
serovar 
Typhimurium 

Ratón 5 
inmunizaciones 
intervalos de 24 
h/ 8 mg/kg/ 
Inyección 
intravenosa 

La administración 
del sistema resultó 
en una inhibición 
completa de la 
colonización de S. 
Typhimurium en los 
órganos de los 
ratones, lo que lleva 

(Yeom 
et al., 
2016) 
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a una supervivencia 
del 100% de los 
ratones  

ADN 
 
24 nm/ 
Esférica  

Cáncer  Ratón  3 
inmunizaciones 
intervalos de 7 
días/ 180 μg/ 
Subcutánea 

Se indujo una 
respuesta inmune 
de larga duración 
(180 días) contra 
melanoma murino. 
Se inhibió 
significativamente el 
crecimiento del 
melanoma y 
aumentó la 
supervivencia global 
de los ratones 
portadores de 
melanoma en 
entornos 
terapéuticos. 

(Gulla 
et al., 
2019) 

Proteínas 

Proteína 

30 nm/ 
Esférica 

TNF/ Cáncer  Ratón  6-24 mg/ 
Intravenosa 

La dosis de 15 mg de 
Au-TNF causa la 
regresión del tumor 
en un 79% con el 
100% de la 
supervivencia de los 
ratones 

(Pacio
tti 
et al., 
2004) 

Proteína 

5 nm/ 
Esférica  

OVA Ratón  200 μM/ 
Percutánea 

Se indujeron 
anticuerpos séricos 
específicos de IgG en 
ratones 

(Huan
g 
et al., 
2010) 

Proteína 
15 nm/ 
Esférica  

Dominios N-
terminales de 
la flagelina/ 
Pseudomonas 
aeruginosa 

Ratón  3 
inmunizaciones 
intervalos de 14 
días/ 10 μg/ 
Subcutánea 

Se produjeron 
títulos altos de 
anticuerpos anti-
flagelina en 
comparación con el 
grupo no inmune y / 
o que recibió 
flagelina sin 
adyuvante. Se 
encontró actividad 
funcional y 
especificidad de los 

(Dakt
erzad
a 
et al., 
2016) 
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anticuerpos anti-
flagellina contra la 
cepa homóloga 

Proteína 
recombínate 
 
--/ Barra 

rSm29/ 
Esquistosomia
sis 

Ratón  3 
inmunizaciones 
intervalos de 15 
días/ 2 μg/ 
Intraperitoneal 

Se observó una 
respuesta 
inmunológica Th1 en 
ratones con una 
mayor producción 
de IFN-γ, 
principalmente por 
células T CD4+ y 
CD8+. Además, 
activaron células 
dendríticas in vitro, 
mejorando la 
expresión de MHCII 
y MHCI y la 
producción de IL-1β 
en una forma 
dependiente de 
NLRP3, ASC y 
Caspasa-1 

(Assis 
et al., 
2018) 

Péptidos 

Péptido 

2-50 nm/ 
Esférica 

VP1e/FMDV Ratón 10 ng/μL/ 
Subcutánea e 
intraperitoneal 

Se observó una 
unión máxima de 
anticuerpos en las 
AuNPs de diámetro 
8 a 17 nm y se 
indujo IgG específica 
en suero de ratones 

(Chen 
et al., 
2010) 

Péptido 

25 nm/ 
Esférica  

TT/C. tetani Ratón 40 Lf/  

Oral 

Se inducen títulos de 
IgA específica en la 
mucosa intestinal de 
ratones 

(Pokh
arkar 
et al., 
2011) 

Péptido 
 
60 nm/ 
Esférica 

Glicoproteína 
de 
oligodendro-
cito de 
mielina/ 
Esclerosis 
múltiple 

Ratón 6 μg/ 
Intraperitoneal  

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

(Yeste 
et al., 
2012) 



50 
 

Péptido 

 40 nm/ 
Esférica 

36 nm largo, 
10 nm 
ancho/ Barra  

Envoltura de 
proteína/ WNV 

Ratón 100 ng/ 
Intraperitoneal 

Se indujeron títulos 
de hasta 1200 de IgG 
específica en 
ratones y la 
producción de TNF-
a, IL-6, IL-12 y GM-
CSF en DCs 

Las NPs de barra 
pueden suministrar 
antígenos WNV de 
manera más 
eficiente a los 
macrófagos e inducir 
la secreción de IL-1b 
e IL-18 en las DCs 

(Niiku
ra 
et al., 
2013) 

Péptido 
 
40 nm/ 
Esférica  

TT/ C. tetani Ratón 20 Lf/mL/ 
Oral 

Las AuNPs 
provocaron IgG e IgA 
sistémicas 
específicas y se 
encontró IgA local 
en lavados 
intestinales y heces 

(Barh
ate 
et al., 
2014) 

Péptido 

12 nm/ 
Esférica 

Antígeno M2e/ 
Virus de la 
influenza  

Ratón 60 μg/ 
Intranasal 

Se indujo IgG sérica 
específica y 
protección contra un 
desafío letal en 
ratones. La 
presencia de M2e 
libre en la 
formulación de 
partículas 
funcionalizadas 
incrementó la 
inmunogenicidad e 
indujo una 
inmunoprotección 
de larga duración 

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

Péptido 
 
30 nm/ 
Esférica 

Cáncer Ratón 2 x 10 11/ 
Subcutánea  

AuNP-OVA provoca 
respuestas 
significativas 
específicas de 
antígeno 

(Almei
da 
et al., 
2015) 
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Péptido 
1.5 nm/ 
Esféricas  
  

LLO /Listeria 
monocytogene
s 

Ratón  Una 
inmunización/ 5 
μg/ Parental 

Se indujo inmunidad 
de células T 
específicas de LLO y 
protección contra 
Listeria. La 
protección esta 
correlacionada con 
una mayor 
frecuencia de células 
T CD4+ y CD8+ 
esplénicas, células 
NK y CD8α +DC y 
producción de 
citocinas Th1 (IL-12, 
IFN-γ, TNF-α y MCP-
1), después del reto 

(Rodri
guez-
Del 
Rio 
et al., 
2015) 

Péptido 
13 nm/ 
Esférica 
 

Cáncer  Ratón  4 
inmunizaciones 
intervalos de 21 
días/ 12.2 nM/ 
Parental 

Los ratones 
mostraron 
respuestas inmunes 
mediadas por MHC-
II significativas y sus 
antisueros 
reconocieron células 
de cáncer de mama 
MCF-7 humano 

(Cai 
et al., 
2016) 

Péptido 
 
20, 40 y 80 
nm/ Esférica  

EDIII/ Dengue Ratón 0.125-2 nM/ 
Subcutánea 

Las AuNPs-E 
indujeron un alto 
nivel de anticuerpos 
que median la 
neutralización 
específica del 
serotipo del virus del 
dengue. El nivel de 
anticuerpos 
depende tanto del 
tamaño de las 
AuNPs como de la 
concentración de 
AuNPs-E 

(Quac
h 
et al., 
2018) 

Péptido 
 
10 nm/ 
Esférica  

Cáncer  Ratón  4 
inmunizaciones 
intervalos de 7 
días/ 15.5 nmol 
o 31 nmol/ 

La dosis que 
contiene 31 nmol 
induce una 
respuesta inmune in 
vivo más fuerte. Se 

(Zeng 
et al., 
2019) 
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Intraperitoneal    observaron altos 
niveles de 
anticuerpos IgG1, 
IgG2b e IgG3 el día 
28. El crecimiento 
del melanoma en 
ratones se inhibió 
significativamente. 

Carbohidratos 

Carbohidrato 

 3-5 nm/ 
Esférica 

Antígeno de 
glucopéptidos 
asociado a 
tumor/ Cáncer 

Ratón  50 μM/ 
Subcutánea  

Los ratones 
inmunizados con 
estas partículas 
produjeron isotipos 
tanto de IgM como 
de IgG contra cada 
antígeno 
glicopeptídico. 

(Brinã
s 
et al., 
2012) 

Carbohidrato  

2 nm/ 
Esférica  

Pn14PS/S. 
pneumoniae 

Ratón 3 μg/ 
Subcutánea  

Se indujeron títulos 
de hasta 1000 de IgG 
específica en 
ratones y la 
producción de TNF-
a, IL-2, IL-5. 

(Safari 
et al., 
2012) 

Carbohidrato
s 
2 nm/ 
Esférica  
 

Tri-19F y Tetra-
14/ 
Streptococcus 
pneumoniae 

Ratón 2 
inmunizaciones 
intervalos de 35 
días/ 6 μg/ 
Intradermal 

La presencia 
concomitante de Tri-
19F y Tetra-14 en la 
misma 
nanopartícula 
mejoró críticamente 
los títulos de 
anticuerpos IgG 
específicos hacia el 
polisacárido tipo 14 
de Streptococcus 
pneumoniae en 
comparación con las 
AuNPs desnudas. No 
se produjeron 
anticuerpos IgG 
contra el 
polisacárido tipo 
19F. 

(Vetro 
et al., 
2017) 

Otras moléculas 
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Vesículas de 
membrana 
externa 
bacteriana 

 42 nm 

Escherichia coli Ratón 0.2 o 0.02 μg/ 
Subcutánea  

Activación rápida de 
células dendríticas 
que residen en los 
ganglios linfáticos. 
Respuestas de 
anticuerpos fuertes 
y duraderas y 
producción de IFN-g 
e IL-17 pero no de 
IL-4 (respuestas Th1 
y Th17). 

(Gao 
et al., 
2015) 

LPS 

 15 nm/ 
Esférica  

TetHc, Hcp 1 y 
FliC/ 
Burkholderia 
mallei 

Ratón 0.93 g/ 
Intranasal  

Se indujeron títulos 
de anticuerpos más 
altas en 
comparación con el 
LPS desnudo y mejor 
protección contra un 
desafío de 
inhalación letal. 

(Greg
ory 
et al., 
2015) 

LPS 

15 nm/ 
Esférica 

FliC/ 
Burkholderia 
mallei 

Macaco 
Rhesus 

20 μg/ 
Subcutánea 

El desafío del 
aerosol produjo 
mortalidad en el 
50% de los animales. 
Los títulos séricos de 
IgG específicos de 
LPS fueron 
significativamente 
más altos en 3 
animales vacunados 
que sobrevivieron 
en comparación con 
3 animales 
vacunados que 
murieron. 

(Torre
s 
et al., 
2015) 

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

 

 

 

 




