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VACUNAS BASADAS EN NANOTECNOLOGIA

RESUMEN:

La nanotecnologia incluye la sintesis, disefio, caracterizaciény aplicacién de materiales, aparatos
y sistemas funcionales a una escala de 1-100 nandmetros. Se ha aplicado a numerosos campos,
entre ellos las ciencias de salud, donde ha dado lugar a nuevas disciplinas como la nanomedicina,
aplicandose por ejemplo a la elaboracion de nanovacunas.

El uso de la nanotecnologia aplicado en la elaboracion de vacunas esta teniendo cada vez mayor
influencia. Gracias a la aplicacién de esta tecnologia se han obtenido muchas ventajas debido a
la disminucién del tamafio de las particulas y su respectiva administracién a través de vias no
invasivas, como son la via tépica donde se incluye la administracion de la piel y de las mucosas,
o la liberacién transdérmica.

Las nanovacunas desarrolladas como nanosistemas usan a éstos como agente transportador del
propio antigeno, al igual que también sirven para dirigirlo a una diana especifica, para potenciar
la respuesta inmunoldgica frente al antigeno e incluso para una liberacién lenta del mismo;
permitiendo asi una mejora en la estabilidad del antigeno y la inmunogenicidad.

En este sentido, se han desarrollado muchos tipos de nanosistemas usando diferentes
componentes. Los tipos de nanosistemas que se han investigado se clasifican en suaves y duros,
los cuales, se diferencian segun su naturaleza organica o inorganica respectivamente. Dentro de
ellos, se han investigado liposomas, micelas, nanoparticulas poliméricas, particulas similares a
virus, nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro. Por otro lado, también destacan otros
nanosistemas, independientemente de esta clasificacion, como son las nanoemulsiones.

Palabras claves: Antigeno, inmunogenecidad, nanoparticulas, nanosistemas, nanotecnologia,
vacuna.
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1. INTRODUCCION
1.1. Antigenos

Un antigeno es una sustancia que provoca que el sistema inmunitario produzca anticuerpos
contra si mismo. Es decir, nuestro sistema inmunitario no reconoce la sustancia y actla

desembocando una serie de procesos para combatirla.
1.2.Vacunas

Se entiende por vacuna cualquier preparacién que va a ser administrada con el fin de producir
inmunidad hacia una enfermedad a partir de la estimulacion del sistema inmune y la produccidn

de anticuerpos.

La clasificacion principal de las vacunas se basa en (Department of Health and Human Services

(HHS) 2017):

- Vacunas vivas atenuadas.
- Vacunas inactivadas o muertas.
- Vacunas con toxoides.

- Vacunas de subunidades, recombinantes, polisacaridas y combinadas.

Las vacunas vivas atenuadas se componen de microorganismos debilitados causantes de la
enfermedad; como tales ocasionan una infeccién inaparente o con sintomas minimos respecto
a la infeccidn natural, en base a la cual se desarrolla la inmunidad. Un ejemplo seria la vacuna

de la triple virica que actua frente al sarampidn, la rubéola y las paperas (Coronado, 2017).

Sin embargo, las vacunas inactivadas o muertas presentan el o los microorganismos completos

pero inactivados por algun método fisico o quimico. Un ejemplo seria la vacuna de la gripe.

Las vacunas con toxoides, como bien su nombre indica, usan para producir esa respuesta inmune
la toxina producida por el propio microorganismo. Por tanto, la inmunidad queda orientada de

forma especifica para la toxina. Destaca dentro de este grupo la vacuna del tétanos.

Por ultimo, encontramos vacunas de subunidades, recombinantes, polisacaridas y combinadas,
las cuales usan partes especificas del microorganismo, como su proteina, azucar o cdpsula, para
estimular la produccion de anticuerpos. El Unico inconveniente que presentan es que tiene una
mayor probabilidad de necesitar vacunas de refuerzo para que sea efectiva la proteccién.

Destaca en este tipo de preparaciones la vacuna de la hepatitis B.
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Las vacunas mas novedosas que podemos destacar son las de ADN o las de vectores

recombinantes, que se contemplan como el futuro de las vacunas.

Las vacunas de ADN estan compuestas por diversos antigenos (bacterias, virus, pardsitos o
antigenos de origen tumoral) codificados en plasmidos que pueden inducir una respuesta
inmunitaria protectora. En comparacién con los demas tipos, presentan una seria de ventajas
destacables como el desarrollo de una buena memoria inmunolégica, que podria depender de

la propia presencia del ADN (Gonzalez-Romo y Picazo, 2015).

También destaca su facil produccién, ya que el ADN es estable y facil de fabricar, pero todavia
es experimental debido a que ninguna vacuna de ADN ha demostrado producir una respuesta

inmunoldgica, requerida para prevenir la infecciéon (Cambronero y Prado-Cohrs, 2017).

Las vacunas tipo vectores recombinantes son justamente eso, vectores (un virus o una bacteria)
gue expresan antigenos exdégenos. Para ello, se insertan en el ADN del vector uno o mas genes
gue codifican antigenos, generalmente proteinas. Asi, cuando el vector replica en el huésped,

no solo expresa sus proteinas propias sino también las de los genes insertados.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se recoge un resumen de los tipos de vacunas nombradas

anteriormente:

Vacuna Constitucion Ejemplos
Vacunas vivas atenuadas Patdgeno entero Triple virica
Vacunas inactivadas Patogeno entero Gripe

Vacunas recombinantes, | Parte del patégeno | Hepatitis B
polisacaridos, combinadasy

de subunidades

Vacunas toxoides Toxina Tétanos

Vacunas de ADN ADN Estudios de investigacién

Tabla 1. Tipos de vacunas con sus respectivas constituciones y ejemplos (Diaz-Arévalo

y Zeng, 2020).
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1.3.Caracteristicas y principales protagonistas de la respuesta inmune

Nuestro sistema inmunitario estd estructurado y organizado en dos grandes componentes:
sistema innato y sistema adaptativo. Respecto a la utilizacién de vacunas, la activacién del

sistema inmune innato precede a la generacién de inmunidad adaptativa.

El sistema innato constituye la primera linea de defensas formada por la combinacién de
barreras fisicas (piel y mucosas), células especializadas que circulan por la sangre y el sistema
linfatico (células fagociticas, células dendriticas, células asesinas o Natural Killer (NK, por sus
siglas en inglés), y moléculas efectoras no celulares (complemento y lisozima)) contra los

patdgenos (Rosales-mendoza y Gonzalez-ortega, 2019).

Por otro lado, el sistema adaptativo esta compuesto por linfocitos, tanto los circulantes como
los que se acumulan en los drganos linfoides secundarios. Existen dos tipos de linfocitos
implicados en la respuesta adaptativa, las células B (producidas en la médula dsea e higado fetal)
y las células T (precursores de la médula dsea que migran al timo donde maduran), las cuales se
subdividen, segln su funcion se clasifican en células colaboradoras (linfocitos T CD4+) o en

células efectoras (linfocitos B y linfocitos T CD 8+).

Los linfocitos B se encargan de la produccidon de anticuerpos ya que son responsables de la
inmunidad humoral y actian frente a patégenos extracelulares. Estos pueden reconocer a los
antigenos sin la necesidad de que sean presentados por las células presentadoras de antigenos
(CPA) a diferencia de los linfocitos T que si tienen esta necesidad. Los linfocitos T son
responsables de la inmunidad celular frente a patégenos intracelulares, ademas, regulan la

respuesta de las células B.

Las células T se caracterizan por la expresidon de un marcador de superficie, clasificandose en
CD4+ y CD8+. Las CD4+ reconocen antigenos en el complejo de histocompatibilidad de clase Il
(CMH clase 1), las cuales, son principalmente células colaboradoras que se conocen como
linfocitos T colaboradores (Th). Se pueden dividir en varios subgrupos segun el perfil de

citoquinas que secretan (Cambronero, 2017):

- Células Thl segregan interferén gamma (INF-y).
- Células Th2 son productoras de citocinas (IL-4, IL-5, IL-13).
- Otros tipos adicionales de subgrupos de Th, como Th17 (segregan IL-17, IL-9, IL-22 e IL-
23), Th folicular (segregan IL-21) y linfocitos T reguladores.
Respecto la eficacia de las vacunas, ésta va a depender de su capacidad para inducir células Ty

B de memoria, a través de las vias inmunes Th1y Th2, respectivamente.
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Pero no solo existe el enfoque profilactico para la utilizacién de vacunas, no podemos olvidar el
posible uso terapéutico de las vacunas. Las vacunas profilacticas se usan en la prevencién de
enfermedades infecciosas virales, bacterianas o parasitarias. Mientras que las vacunas
terapéuticas, desarrolladas hasta ahora, se administran para activar la respuesta inmune contra
las células tumorales residuales existentes, principalmente en combinacién con cirugia o

guimioterapia, con la intencidn de prevenir o prolongar la vida del paciente.

Hoy dia, un ejemplo de vacuna terapéutica para el cancer de préstata es Provenge® (Dendreon),

la cual ha sido aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) (Giese, 2014).
1.4.Adyuvantes

Hoy dia se conoce como adyuvante a cualquier sustancia, molécula o preparado quimico que,
incorporado al antigeno o administrado simultdneamente con él, es capaz de incrementar la
potencia, calidad y duracién de la respuesta inmune especifica causando, al mismo tiempo, una

minima toxicidad (Pedroza-Roldan et al., 2018).

Los adyuvantes en vacunas estimulan las células presentadoras de antigenos y se dirigen al
sistema inmune innato, produciendo una fuerte respuesta inmune. Se pueden clasificar en tres

grupos, como (Negahdaripour et al., 2017);

1- Sistemas de administracion de compuestos no inmunoestimulantes, que se dirigen y

presentan la vacuna al sistema inmune,
2- inmunoestimuladores, es decir, estimulan directamente al sistema inmune innato, y
3- combinacién de las dos clases anteriores mencionadas, presentando mayor eficacia.

Por tanto, cada vacuna lleva incorporado su coadyuvante idéneo. Sin embargo, no existe un gran

numero de adyuvantes que se empleen debido a que frecuentemente ejercen elevada toxicidad.

Los adyuvantes deben cumplir una funcién especifica cuando se incorporan con el antigeno,
ejerciendo un mecanismo de accidn u otro. Basandonos en la clasificacidn funcional de Schijns,

encontramos (Batista-Duharte et al., 2014) (Figura 1):

1. Estimuladores de la sefial 1, son los presentadores de antigenos. Se basan en que la
estimulacién linfocitica depende de la presentacidon antigénica en ganglios linfaticos
regionales, por medio de las células presentadores de antigenos (CPA),
fundamentalmente células dendriticas. Son los adyuvantes con efecto depdsito y que

garantizan una lenta y prolongada liberacién del antigeno.
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2. Estimuladores de la sefial 2, son los coestimuladores. Esta sefal de activacidn requiere
la liberacién de citoquinas o de moléculas coestimuladores en las CPA para potenciar la
estimulacién de la respuesta inmune especifica. Para ello, necesita la activacidn previa

de las CPA, la cual, se puede llevar a cabo por dos vias no excluyentes que son:

a) Senal 0, estos adyuvantes son partes integrantes de las bacterias reconocidas por
las CPA, que cuando son detectadas provocan la estimulacién del funcionamiento

del sistema inmune.

b) A través de las sefiales de peligro, las cuales son moléculas enddgenas, que se
liberan cuando hay necrosis celular. Es decir, cuando provocan dafio en las células
liberan parte de estas que al ser detectadas por el sistema inmune producen su

activacion.

3. Estimuladores de la sefial 3, son los polarizadores a Th1/Th2. Las células de inmunidad
innata activadas son capaces de activar a los linfocitos T auxiliares inactivados (Th 0)
polarizando la respuesta inmune hacia un patrén Thl o Th2, determinado por el perfil
de citoquinas que liberen otros factores. Esta polarizacién depende de varios factores

como son el tipo de antigeno, la via de inoculaciéon y el adyuvante empleado.

Figura 1. Esquema de los mecanismos de accion que pueden Illevar a cabo los

adyuvantes (Batista-Duharte et al., 2014).

En resumen, estos mecanismos de accion del adyuvante son, la formacion de depdsitos de
antigenos, la induccién de inflamacién local y el aumento de la captacién de antigeno por las

CPA (Soema et al., 2015).
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La eleccion del mecanismo de accion del adyuvante depende del tamafio y de la carga del
nanosistema usado. Esto se demuestra en la siguiente imagen (Figura 2), la cual, es un estudio
donde se compara la entrada celular de virus y la entrada del nanosistema. En la parte E se
muestra que los nanosistemas similares en tamafo al virus pueden ser internalizadas por
células. Por otro lado, en la parte F se muestra que las nanoparticulas cargadas positivamente
son mas atraidas que las nanoparticulas cargadas negativamente a la introduccién en la

membrana celular (Sulczewski et al., 2018).

E F H
Entrada del virus . @ S e Entrada de Nanosistema

H
Hyppos (DAMP)

?(lathrin o Kinesin NF-xB V] Caveolin Microtubes

Figura 2. Comparacion de la entrada del virus y la entrada del nanosistema en el organismo

(Sulczewski et al., 2018).

IH

Ala hora de buscar el adyuvante “ideal”, nos centramos en una serie de caracteristicas que debe

cumplir (Batista-Duharte et al., 2014):

I.  Seguro, que no produzca efectos adversos inmediatos o a largo plazo.
Il. Bien definido desde el punto de vista quimico.

M. Bien definido en su mecanismo de accion.

IV.  Biodegradable tras su administracion.

V.  Quimicamente estable en su envase por largo tiempo (al menos 2 afios) y con pocas
probabilidades de variaciones entre lotes.

VL. Capaz de desarrollar respuestas inmunes efectivas, con alto porcentaje de proteccion,
utilizando bajas concentraciones de antigenos, con pocas dosis y por diferentes vias de
administracién, incluyendo las mucosas.

VII. Elevada eficacia contra cualquier antigeno.

VIII. De facil preparacion.

IX. De bajo coste.

10
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En resumen, las principales funciones de los adyuvantes basados en biomateriales son la

administracién de antigenos y la estimulacién inmune.

Estos biomateriales pueden ser cualquier sustancia biocompatible, natural o sintética, disenada
para interaccionar con los sistemas biolégicos, y con propiedades fisicoquimicas favorables
incluida una gran area superficial para la biofuncionalizacidon (conjugacién multivalente y
modificacion de la superficie para la orientacidn especifica de células), tamafio flexible (micro a
nanoescala), una alta capacidad de carga de antigeno, una adecuada estabilidad in vivo, y cierta

capacidad de respuesta a estimulos o al medio ambiente (Bose et al., 2019).
1.5.Nanotecnologia

La ciencia de la nanotecnologia incluye la sintesis, disefio, caracterizacién y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a una escala de 1-100 nandmetros (Guerrero

Arellano et al., 2017).

Por otro lado, gracias al tamafio nanométrico de las particulas que desarrollan esta tecnologia,
tienen la capacidad de atravesar muchas de las barreras fisioldgicas e interaccionar facilmente
con las biomoléculas tanto en la superficie como en el interior de las células (Gomez Garzon,

2019).

Cuando se utilizan para la administracién de farmacos, conlleva una mejora en las estrategias

de tratamiento disponible por accién en dos niveles principales (Tekade et al., 2017);

1. Confiere nuevas propiedades a un agente farmacéutico, es decir, mayor estabilidad,

farmacocinética modificada y menor toxicidad,
2. Dirige el agente activo directamente al lugar de accién.

Hoy dia, la nanotecnologia estd teniendo gran influencia tanto en el campo del desarrollo
cientifico como el técnico, por ello, se han desarrollado diferentes tipos de nanoestructuras de

aplicacion en biomedicina.

El disefio de vacunas basadas en nanotecnologia, también denominado nanovacunas, se centra
en sistemas de administracion de nanocarriers o nanosistemas para mejorar la induccidn

eficiente de inmunidad y el suministro de antigenos (Sulczewski et al., 2018).

Respecto a las nanovacunas, presentan una serie de ventajas e inconvenientes, que se muestran

en la siguiente imagen (Figura 3) (Yadav et al., 2018):

11
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ventajas

S91USIUBAUOIUI

Figura 3. Ventajas e inconveniente que presentan las nanovacunas. Fuente: Elaboracién

propia.

Asi mismo, los nanosistemas usados para elaborar vacunas suelen dividirse en suaves y duros.
Los suaves se componen de compuestos organicos como lipidos, proteinas, acidos nucleicos
(como el ADN, ARN o 4acido ribonucleico) o carbohidratos; mientras que las duras se componen
de materiales inorganicos como metales o ceramicas, destacando las de oro u hierro (Catarina,

2019).

El objetivo de desarrollar vacunas basadas en nanosistemas, se centra en que los antigenos,
como los fragmentos de proteinas, permanezcan mayor tiempo para que las células inmunitarias
que recubran la superficie especifica a la que va destinado el nanosistema, los agarren y

entreguen a las células T.

Los nanosistemas usados como vacunas contra el cancer ofrecen una serie de ventajas respecto

a las vacunas contra el cancer tradicional, se incluyen (Liu et al., 2019)

a. proteccidon de las vacunas contra la degradacion,

b. dirigirse a células dendriticas con el uso de ligandos,

c. mejorar la presentacién cruzada para inducir linfocitos T citotdxicos CD8+, siendo esta
presentacion cruzada un tipo no convencional de presentacion de antigenos que activa
a los linfocitos T CD8+.

d. administracidon conjunta de vacunas y adyuvantes, u otros agentes, para mejorar la

respuesta antitumoral y,

12
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e. mejorar la capacidad de controlar la liberacion y distribucién.

2. OBIJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo bibliografico es el estudio de la produccidon de vacunas

usando la nanotecnologia para la prevencién y/o control de varias patologias.
Para alcanzar este objetivo se desarrollaron los siguientes objetivos secundarios:
- Exponer las ventajas que ofrece el uso de los nanosistemas para la vacunacion.

- Evaluar las caracteristicas de los nanosistemas que pueden influir en la respuesta

inmune.

- Describir y estudiar los principales nanosistemas usados para desarrollar vacunas

basadas en nanotecnologia.

3. METODOLOGIA

En la ejecucidon de este trabajo de revision bibliografico que se titula ‘Vacunas basadas en
nanotecnologia’, se estudié numerosos articulos cientificos de distintas bases de datos, entre

ellas PubMed y ScienceDirect.

En la base de datos Pubmed, se introdujeron en la busqueda de articulos cientificos las palabras
claves de nanotechnology y vaccines, al ocasionar un resultado de 3098 articulos, se aplicaron
criterios de exclusién, centrandose la busqueda en aquellos articulos de investigaciones basados
en vacunas de uso humano y de los ultimos seis afos, es decir, se seleccionaron los articulos
publicados en el intervalo desde 2014 a 2020. De este modo se redujo el nimero de articulos a

total de 1172.

Al considerarlo ain un nimero elevado de articulos, se filtré esta vez afiadiendo otra palabra
clave que fue nanoparticles. Finalmente, se obtuvieron 568 articulos. También se filtr6 como
palabra clave nanosystem con el fin de concretar mds la blsqueda, en la cual, solo se encontré
23 articulos. Todas estas palabras claves se realizaron en una misma busqueda en conjunto,

aplicdndolas en el orden descrito.

Por otro lado, también se ha obtenido informacidn a partir de ScienceDirect, asi mismo usamos

las mismas palabras claves que en PubMed, es decir, nanotechnology vaccines. Se obtuvo un

13
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total de 463 resultados. Al ser un nimero elevado de articulos, se acorté usando sélo los de

acceso abierto, los cuales fueron 16.

En ambas bases de datos, en la busqueda mas especifica de los nanosistemas descritos
posteriormente, se usd otras palabras claves como carbon nanotubes vaccines, properties
nanoparticles, inorganic nanoparticles, gold nanoparticles, liposome nanovaccines, virus-like

particles nanovaccines, surface charge nanovaccines.

Por otro lado, se emplearon diferentes portales web de busqueda, entre ellos usé el portal web

de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla (http://fama.us.es), donde proporcionan libros en

linea.

Se aplicé los criterios de exclusion nombrados anteriormente, es decir, se usé como palabras
claves nanotechnology, vaccine y nanovaccines, en el intervalo de 2014 a 2020. Al introducir
nanovaccines, se obtuvieron dos resultados y se especificd en el libro ‘Nanovaccines’. Sin
embargo, en la busqueda con nanotechnology vaccine se obtuvo un total de 19 libros, del cual,
se especificd en ‘Molecular Vaccines From Prophylaxis to Therapy-Volume 2’. Se usaron ambos

libros ya que facilitan la informacién de todos los nanosistemas de interés.

También se consultd, Google Académico que proporciona acceso a articulos, libros, resimenes,
sitios webs... También se usé el criterio de exclusidon del periodo de tiempo como en los casos
anteriores, es decir, en el rango de 2014 a 2020, y como palabras claves usamos, nanotechnology
vaccines. A la hora de especificar un nanosistema, se usaron como palabras claves carbon
nanotubes vaccines, properties nanoparticles, inorganic nanoparticles, gold nanoparticles,

liposome nanovaccines, virus-like particles nanovaccines, surface charge nanovaccines.

En resumen, para el desarrollo del presente trabajo de revisidn bibliografica se ha procurado
tener en cuenta las publicaciones mas recientes y actualizadas, con un total de 64 articulos

cientificos y dos libros nombrados anteriormente.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.Ventajas del uso de nanosistemas en vacunacion

La vacunacidn es una estrategia util tanto para combatir tanto enfermedades infecciosas, como
otras como el cancer y el Alzheimer. Es decir, permiten la prevencion y/o control de diferentes

enfermedades (Al-Halifa et al., 2019).
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Las nanovacunas generan respuestas amplificadas, especificas y robustas en comparacién con

las vacunas tradicionales a pesar de la similitud en sus mecanismos de activacidon inmune.

Por ello, el desarrollo de las nanovacunas se ha centrado en el disefio y elaboracién de
nanosistemas que sirvan como vehiculos o transportadores de antigenos, y que liberen éstos en
el momento y lugar oportuno, es decir, ante células especificas del sistema inmunoldgico
inductoras de la respuesta inmune. Asi, uno de los principales objetivos a alcanzar con los

nanosistemas en vacunacion es la liberacidn controlada y prolongada en el sitio de accion.

Una de las ventajas que presentan las nanovacunas es que se pueden ajustar de modo que
pueden entregar sus cargas para la optimizacién de la activaciéon inmunoldgica. Por ejemplo, es
posible ajustar el tamafio y forma de las nanoparticulas de oro y otros metales con el fin de que

tengan colores y emitan luz de forma especifica.

Hay que destacar que las vacunas basadas en nanosistemas permiten formular combinaciones

de adyuvantes y antigenos a través de sistemas tipo liposomas o nanoemulsiones.

Las vias de administracién mas comunes de estas vacunas son la via nasal y la oral, evitando asi
el uso de agujas y siendo mas atractivo para los pacientes. Esta caracteristica es muy significativa
en paises en vias de desarrollo, en los cuales habitualmente se hace un uso no seguro del
material de inmunizacidn (agujas y jeringas), debido a que lo reutilizan y lo manejan en
condiciones no estériles; siendo éste el principal foco de proliferacién de varias enfermedades

que se contagian por los fluidos bioldgicos (Vicente y Sanchez, 2014).

A continuacién, mostramos las ventajas e inconvenientes (Figura 4) que presentan el uso de

nanosistemas en vacunacion (Yadav et al., 2018).

- Manipulacién del tamafio de
particulas y caracteristicas de la
superficie.

- Varias vias de administracion.

- Complejidad de fabricacion.
- No todas las propiedades se
pueden caracterizar.
- Sistemas dificiles de construir a

- Vehiculizacion a dianas bajo coste.
especificas. - La biodistribucién no se puede
- Reduccion de efectos determinar.
secundarios. - Falta de métodos para traducir
- Alta carga de farmaco. datos de organismos a pequefia
- Liberacion controlada y escala a otras especies.

sostenida del farmaco.

Figura 4. Ventajas y desventajas del uso de nanosistemas. Fuente: Elaboracion propia.
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4.2.Relacion entre propiedades de las nanovacunas y su formulacién

La administracién de vacunas basadas en nanoparticulas surgié con el objetivo de impulsar

respuestas inmunitarias tanto primarias como secundarias en el cuerpo.

Las respuestas inmunes primarias son aquellas que protegen al cuerpo de los posibles dafios
que pueden ocurrir en la primera exposicién al patégeno o antigeno, y las respuestas
secundarias, se desencadenan dependiendo de la memoria inmunoldgica generada de la
primera exposicidon y protegen al cuerpo de futuros encuentros con el mismo epitopo (Bhardwaj

et al., 2020).

Las nanoparticulas pueden circular por el cuerpo sin causar riesgo de embolia debido a su
pequeio tamano y son capaces de penetrar en las células y sus diferentes compartimentos,
ademas de que pueden ser elaboradas a partir de materiales biodegradables (Gheibi Hayat and

Darroudi, 2019).

La potenciacién de la inmunogenicidad es atribuible al tamafo de particula a nanoescala, que
facilita la absorcidn por las células fagociticas, el tejido linfoide asociado al intestino y el tejido
linfoide asociado a la mucosa, lo que lleva a un reconocimiento y presentacion de antigeno

eficiente cuando los nanosistemas llegan a estos tejidos (Kim et al., 2014)

A continuacion, vamos a detallar factores que influyen en las propiedades de las nanovacunas y

en su biodistribucién:
4.2.1. Tamaiio de las nanoparticulas

El tamaiio de una particula presente en el organismo se relaciona directamente con su capacidad
de transitar a los ganglios linfaticos, sus multiples vias de absorcién y su potencial influencia en

los tipos de resultados inmunes (Daniel Harris et al., 2017).

Se ha demostrado que las particulas mas pequefias inducen respuestas inmunes Th2 mientras
que las particulas mas grandes promueven el interferén y (IFN-y) y respuestas tipicas Thil

(Bungener et al., 2017).

Por tanto, el tamafio de particulas es una caracteristica clave en la regulacion de las funciones

de las nanovacunas (Liu et al., 2019a).

Este parametro influye en la absorcidn, distribucién, excrecién y metabolismo. Por tanto, es
importante definir el tamafo de las particulas del nanosistema que vamos a emplear para
desarrollar la vacuna. Para ello, se usa como herramienta de medida del tamafio de particula el

calculo del radio hidrodinamico.
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El radio hidrodinamico se calcula reordenando la ecuacion de Stokes-Einstein (Khatib, 2015),
D= kT/6mnR

donde: D, es el coeficiente de difusion,
K, es la constante de Boltzmann,
T, es la temperatura,
n, es la viscosidad del medio, y

R, es el radio hidrodindmico de las especies en difusién.

Segln su tamafio medio, los nanosistemas podran ser captados por los vasos linfaticos o por las

CPA (Irvine and Read, 2020):

e Particulas pequefias (< 20 nm) drenaran a los capilares sanguineos y posteriormente se
eliminaran.

e Particulas entre 20 y 100 nm drenaran hacia los ganglios linfaticos donde se absorberan
por las CPA.

e Particulas mas grandes (> 100 nm) probablemente permanezcan en los sitios de

inyeccion hasta que sean capturadas y transportadas a los ganglios linfaticos por las CPA.
4.2.2. Carga superficial

El potencial zeta es un parametro que nos informa sobre la carga superficial de las
nanoparticulas, de ahi que pueda indicar si un material cargado es encapsulado en el centro de

la nanoparticula o en la superficie (Gémez-Gaete, 2014).

Por otro lado, se ha averiguado que debido a que la membrana celular intestinal estd cargada
negativamente, las nanoparticulas cargadas positivamente interaccionan con el epitelio
intestinal con mayor fuerza, en comparacion con las nanoparticulas cargadas negativamente o
neutras (Alai et al. 2015). Sin embargo, se ha demostrado que la carga negativa de las
nanoparticulas aumenta su eliminacion en la sangre en comparacién a las nanoparticulas con

carga positiva o neutras (Nandhakumar et al., 2017).

Asi, la carga catidnica es un factor importante para retener el nanosistema en el sitio de
administracién. Liu y colaboradores explicaron que los liposomas catidnicos se agregan y
producen en el lugar de administracion un efecto de depdsito tanto de ellos mismos como de

los antigenos durante un periodo prolongado de tiempo (Liu et al., 2019b).

A mayor valor absoluto del potencial zeta, mayor es la cantidad de carga en la superficie de la

particula y la posibilidad de que se originen interacciones repulsivas pudiendo ocasionar
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nanosuspensiones mas estables, debido a que se evita la formacidn de aglomerados. De ahi, que
el potencial zeta sea también, por tanto, un indice de estabilidad de las particulas en suspensién
(Mayoral et al., 2014). Varios estudios han demostrado que las particulas con un potencial zeta

por encima de £ 30 mV son estables en suspensién (Vogel et al., 2017).

Esa carga superficial de los nanosistemas juega ademas un papel importante en la excrecién de
los nanosistemas del cuerpo, ya que si no se excretan o no se degradan se acumularan en
drganos y tejidos pudiendo ocasionar efectos adversos. El aclaramiento renal a través de los
rifiones es responsable de la eliminacién de nanoparticulas menores de 8 nm, influyendo la
carga superficial en su facilidad de excrecién siguiendo un orden de carga negativa > carga

neutra > carga positiva. Esto es debido a la carga negativa que presentan las membranas.

Sin embargo, el aclaramiento biliar a través del higado permite la excrecién de nanoparticulas
mayores de 200 nm, influyendo la carga superficial de modo que cuando se encuentra

aumentada presentan una mayor distribucién en higado (Zhao et al., 2014).
4.2.3. Morfologia de las particulas

Se ha demostrado en varios estudios que la forma de las nanoparticulas es un factor que afecta
a la penetracién celular. Ademas, es un factor importante en el comportamiento in vivo y la
funcién bioldgica, ya que influye especialmente en la internalizacidén de las nanoparticulas en las
células. Por ejemplo, una comparacion en la biodistribucion de nanoparticulas de oro pegiladas,
unas en forma de barra y sus otras esféricas mostrd que los nanoparticulas de oro en forma de
barra fueron captadas en menor medida por el higado y los macréfagos, mostrando tiempos de
circulacion mas largos y una mayor acumulacién en el tejido tumoral en comparacién con las

nanoparticulas esféricas (Baetke et al., 2015).

Otros estudios han demostrado que las nanoparticulas esféricas son capaces de producir una
respuesta inmune mas fuerte que las nanoparticulas con forma de varilla o disco (Pati et al.,

2018).

Por otro lado, las diferentes presentaciones morfoldgicas también mejoran la vehiculizacién del
farmaco en la zona de interés. Asi mismo, particulas esféricas presentan mejor penetracién en

el tejido, mientras que los nanotubos o las fibras presentan mejor retencion (Li et al., 2019).

Un estudio demostré la distribucidon dependiente de las formas de las nanoparticulas donde las
nanoparticulas de barra corta se encontraban predominantemente en el higado mientras que
las barras largas se encontraban en el bazo. Produciéndose asi una excrecién mas rapida en las

varillas cortas que las largas (Zhao et al., 2014).
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En conclusion, durante la produccion de los nanosistemas usados en vacunas, debe tenerse en
cuenta que las particulas esféricas presentan mejor internalizacion celular en comparacién con

particulas no esféricas (Gheibi Hayat and Darroudi, 2019).
4.2.4. Hidrofobicidad

La hidrofobicidad juega un papel importante en la interaccion con las proteinas solubles y células
inmunes a través del reconocimiento de restos hidrofdbicos. Por tanto, influye en el destino in

vivo de las nanoparticulas (Pati et al., 2018).

En diversos estudios se han demostrado que las nanoparticulas poliméricas hidrofdbicas son
inductoras potentes de las citoquinas y moléculas coestimuladoras, en comparacién con las
nanoparticulas poliméricas hidroéfilas (Pati et al., 2018). Por tanto, la induccién de citoquinas
conlleva a la activacidon de macréfagos produciendo un aumento de la capacidad fagocitaria y

por consiguiente en las respuestas inmunitarias.

Por tanto, la composicién de los nanosistemas es uno de los principales factores de influencia
en la biodisponibilidad de las nanoparticulas; asi por ejemplo, se sabe que la asociacidon de
polimeros hidrofilicos con los nanosistemas va a aumentar su vida util en el cuerpo. Sobre todo,
el uso de polimeros como el polietilenglicol (PEG) destacé debido a que se ha demostrado que
aumenta la biodisponibilidad y estabilidad del nanosistema en el cuerpo (Gheibi Hayat and

Darroudi, 2019).
4.3.Principales nanosistemas utilizados en la fabricacién de vacunas

Muchos estudios han demostrado que los nanosistemas actian como sistema de liberacion de
vacunas mejorando la inmunogenicidad de los nuevos antigenos recombinantes y ademas
permitiendo la administracion a través de vias no invasivas como las mucosas o la administracion
transdérmica, ayudando ademdas a mejorar la cobertura inmunoldgica (Gonzalez-Romo and

Picazo, 2015)

A continuacion, se despliega una descripcion de los principales nanosistemas que se han

estudiado como vehiculos de vacunas, clasificados como ya se ha citado anteriormente:
4.3.1. Nanosistemas organicos
4.3.1.1. Liposomas

Los liposomas son estructuras vesiculares microscépicas de tamafio variable, constituidas por
una o mas bicapas de fosfolipidos biodegradables y no téxicos, encerrados en un interior acuoso

(Delgado Rubio et al. 2016).
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Segln su tamafio se clasifican en ‘small unilamellar vesicles’ (SUVs), siendo estas entre 20 y 50
nm de didmetro, o ‘largue multilamellar vesicles (MLVs), oscilando entre 1y 2,5 um (Vitas et al.,

2017). Se puede visualizar esta diferencia en la siguiente imagen (Figura 5):

Figura 5. Diferencias de liposomas segun su tamafo. A: SUVs y B: MLVs (Vitas et al., 2017).

Estas vesiculas son capaces de atrapar el antigeno, citoquina o gen, para introducirlos en el
cuerpo, sin que se produzcan respuestas inmune de rechazo (Pedroza-Roldan et al. 2018). Las
capas de lipidos que presentan estos liposomas encapsulan los antigenos y actian como
sistemas liberadores en ciertas células, e incorporan glicoproteinas de la envoltura viral para

formar virosomas.

Los virosomas se caracterizan por ser un cruce entre liposomas y particulas similares a virus
(VLP), son estructuras con proteinas de la capside viral en la superficie liposémica que les

permite una fusidn efectiva con la membrana de la célula diana (Bhardwaj et al., 2020).

Por otro lado, los liposomas se caracterizan por su composicion en fosfolipidos que aumenta la
capacidad de las CPA para fagocitar las particulas, aumentando el procesamiento y la
presentacion del antigeno. Al igual que pueden transportar adyuvantes externos o tenerlos
incorporados en sus membranas provocando respuestas inmunes mds fuertes (Karch and

Burkhard, 2016).

Ademas, la carga superficial liposémica desempefia un papel importante en la respuesta inmune
de la vacuna, es decir, liposomas cargados positivamente inducen respuestas mas fuertes que
los liposomas cargados negativamente, ya que interacciona de forma mas eficiente con los

macroéfagos y células presentadoras de antigenos (Wen et al., 2019).

En este sentido, se ha estudiado que los fosfolipidos pueden producir cambios en el contenido
anidnico de la membrana, y asi contribuir a la carga superficial del liposoma alterandola (Nisini

et al., 2018). Por tanto, se puede trabajar con una formulacion de liposomas modificados
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guimicamente en superficie con grupos funcionales, como amina (catiénico) y carboxilo

(anidnicos) (Wen et al., 2019).

En la siguiente imagen (Figura 6) se puede observar la estructura que pueden construir los

fosfolipidos, es decir, micelas o liposomas.

Estructura de Fosfolipidos
Cabeza polar
o (hidrofilica)

Cabeza apolar
(hidrofébica)

Bicapa lipidica

Figura 6. Estructuras que forman los fosfolipidos (https://naukas.com/2014/09/24/liposomas-

la-medicina-del-futuro/).

Bungener y colaboradores han demostrado el excelente potencial que presentan los liposomas

para la entrega de terapias y/o vacunas debido a las siguientes propiedades (Bungener et al.,

2017) en base a:

v

v

Son biocompatibles, biodegradables y bajos / no téxicos.

Son capaces de incorporar componentes hidrofilicos o hidrofdbicos, y es posible el

suministro doble de antigeno.
Pueden mejorar la solubilidad de los antigenos hidréfobos.
Proporcionan una liberacién controlada a largo plazo de antigenos encapsulados.

Mejoran la estabilidad de los antigenos contra la degradacion fisica y bioldgica

(descomposicion enzimatica de antigenos peptidicos / proteicos).
Se pueden modificar quimicamente para unir ligando de orientaciéon a su superficie.
Pueden aumentar el tiempo de circulacidn sistémica de las vacunas.

Pueden reducir los efectos secundarios inespecificos de la terapéutica encapsulada,

mejorando asi su indice terapéutico.
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v" Pueden presentar multiples copias de epitopos.

v" La naturaleza de los liposomas ayuda en la presentacidon cruzada de antigenos que
generan respuestas de células T citotdxicas (CTL) especificas de antigeno, lo cual es

particularmente importante en el desarrollo de vacunas contra virus y canceres.

Principalmente destacan dos caracteristicas para la utilizacién de liposomas en la elaboracién

de vacunas (Bungener et al., 2017):

Primero, la encapsulacién de antigenos en los liposomas, los convierte en solubles y asi pueden
ser capturados por las CPA. Asi, esta presentacién puede ser captada a través de las principales
moléculas del complejo de histocompatibilidad para activar a los linfocitos T CD4 + y CD8 + para
activar el sistema inmunitario adaptativo. Ademas, tras la activacion, las CPA producen las

citoquinas necesarias para activar el sistema inmunitario innato y adaptativo.

En segundo lugar, pueden proporcionar un efecto de depdsito y asi conseguir una retencion a
largo plazo y liberacidon sostenida de antigenos en el sitio de administracion. No obstante,
ocasionaria no solo respuestas Th2, sino que también una respuesta inmune dependiente de
Thl. Esto proporciona proteccion contra patégenos intracelulares donde la inmunidad

dependiente de anticuerpos es inadecuada.

En resumen, una ventaja destacable que presenta la formulacién de vacuna en liposomas es que
una vez que han sido absorbidas por las células intestinales, se absorben y se transportan por el
sistema linfatico. De este modo, produce una minimizacidon del efecto del metabolismo de
primer paso ocasionando un aumento de concentracidn de la vacuna en sangre sistémica, y con

ello, aumenta la biodisponibilidad y la vehiculizacién en el lugar de accién (Ghosh et al., 2019).
4.3.1.2. Micelas

Las micelas son estructuras formadas por copolimeros anfifilicos que se autoensamblan en

agregados nanométricos por encima de la concentracion micelar critica (Alai et al., 2015).

En comparacién con los liposomas y VLP que presentan nucleos hidréfilos, como se indica en la
Figura 7, las micelas poseen un nucleo hidrofébico (Smith et al.,, 2015), y una superficie

hidrofilica lamada ‘corona’ (Facciola et al., 2019).
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Figura 7. Estructura de las micelas (Yan et al., 2020).

Las micelas pueden presentar diferentes formas, composicion y tamanos que afectan al
potencial de activacién inmune. Se caracterizan por tener un tamafo de particula de 10-100 nm
(Saeedi et al., 2019), lo que facilita el suministro de antigenos a las células presentadoras de

antigenos, especialmente las células dendriticas.

Los antigenos se pueden conjugar con micelas de dos maneras diferentes. Se unen
covalentemente a la superficie micelar, es decir, a la corona hidrofilica; o se conjugan con la
variedad de colas de alquilo para formar micelas de péptidos anfifilicos (Bhardwaj et al., 2020).
Estos péptidos anfifilicos son una clase de biomaterial, compuestos por péptidos unidos a las
colas de alquilo hidréfobas, que en medio acuoso se autoensamblan y forman la estructura

micelar (Facciola et al., 2019).

El método de conjugacidn se ha utilizado para micelas basadas en polimeros cargadas con
adyuvante para unir vacunas contra el VIH, que pueden producir una fuerte activacién de las
células presentadoras de antigenos in vitro. Por tanto, el adyuvante actla uniéndose
preferentemente a la albdmina y fluye a los ganglios linfaticos, aumentando la probabilidad de
desencadenar la aparicién de células T. Al igual que las micelas no sélo son capaces de
interactuar con las células dendriticas en el sitio de inyeccidn sino que llegan al sistema linfatico

y asi hasta los ganglios linfaticos (Facciola et al., 2019).

Un estudio demostré que las micelas de péptidos anfifilicos cilindricos o de forma esférica
contienen las cantidades correctas de antigenos y adyuvantes anfifilicos, y pueden alcanzar
eficientemente los ganglios linfaticos. Al igual que también ejercen un papel importante como

vacuna anticancerigena (Facciola et al., 2019).
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4.3.1.3. Nanovacunas a base de proteinas biomiméticas

Las proteinas biomiméticas son proteinas de origen viral. Presentan capsides virales
autoesambladas desprovistas de material genético y se clasifican como particulas similares a

virus (VLP) (Bhardwaj et al., 2020).

Se trata de nanoparticulas de autoensamblaje no infecciosas, ya utilizadas para el desarrollo de
vacunas virales. Estan equipadas por una cubierta viral externa, caracterizada por epitopos

repetitivos los cuales el sistema inmunitario reconoce como una estructura no propia.

Destaca su similitud con los virosomas, pero la diferencia entre ambas, es que los virosomas
poseen una pequefia concentracion de ciertas proteinas virales en la superficie de los liposomas,
mientras que las VLP se parecen a la estructura tradicional del virus excepto que no tiene

material genético viral que los haga infeccioso o capaz de replicarse (Smith et al., 2015).

Su tamafo normalmente oscila entre 20-800 nm para la aplicacién en vacunas (Facciola et al.,
2019). Son eficaces para provocar respuestas inmunes tanto en el linfocito T como en el linfocito
B pero su capacidad producir anticuerpos estd incrementada cuando se administra con otros

adyuvantes en conjunto, como las sales de aluminio (Pedroza-Roldan et al., 2018).
Las VLP presentan una serie de ventajas que incluyen (Shirbaghaee and Bolhassani, 2016)

- No necesitan propagar organismos patogenos.

- Estructuras de superficie repetitivas y ordenadas, es decir, son una o mas proteinas
estructurales que se puede organizar en una o varias capas, y en algunos casos, la
particula esta envuelta por una membrana lipidica.

- De naturaleza multivalente y particulada.

- Mas seguros en comparacioén con otros nanosistemas.

- Estable en condiciones ambientales externas, dependiendo de la estructura VLP (es
decir, envolvente o no).

- Util como portador para expresar el antigeno extrafio.

Las VLPs presentan un potencial caracteristico para atacar a las células dendriticas y asi activa
las respuestas inmunes innatas y adaptativas. Las particulas entre 20 y 200 nm estimulan las

células CD4+ y CD8+ generando respuestas Th1l mayoritariamente.

En su contribucién para la elaboracion de vacunas destaca su utilidad como nuevas estrategias

para la elaboracidon de vacunas de aplicacion en mucosas; debido a su pequefio tamafio y
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composicion quimica de superficie, minimizan las interacciones adhesivas hidrofdbicas y

electrostaticas con el moco.

En varios estudios han logrado elaborar vacunas basadas en VLP como contra el virus de la
hepatitis B (VHB) y el virus del papiloma humano (VPH) (Giese, 2014). En 1986, se comercializd

la primera vacuna VLP para el VHB, administrada en poblaciones sanas (Zhao et al., 2014).

A continuacion, se muestran varios ejemplos de estructuras de VLP en distintas enfermedades

con sus respectiva proteina expresada (Figura 8).

Proteina
expresada

Figura 8. Diferentes estructuras de particulas similares a virus. Las particulas similares a virus
pueden derivar de una variedad de virus como podemos ver; HEV, virus de la hepatitis E; VPH,

virus del papiloma humano (Zhao et al., 2014).
4.3.1.4. Nanoparticulas poliméricas

Son sistemas coloidales formados por polimeros naturales o sintéticos. Hay dos tipos de
nanoparticulas poliméricas con distintas propiedades de liberacién: nanoesfera y nanocapsulas

(Peres et al., 2017).

Las nanoesferas son nanoestructuras de tipo matricial en las que el farmaco esta fisica y
uniformemente dispersado. Mientras que las nanocapsulas son nanosistemas vesiculares en los
que el farmaco es vehiculizado en una cavidad interna rodeada por una membrana polimérica.

La siguiente imagen (Figura 9) ilustra la diferente estructura de nanoesferas y nanocapsulas.
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Figura 9. Diferencias de distribucion del farmaco entre nanoesfera y nanocdpsula

(https://www.researchgate.net/figure/Estructura-fisica-de-las-nanoparticulas-y-su-

interaccion-con-el-principio-activo figl 337679532).

En términos generales, la formulacién de este tipo de nanosistema basado en nanoparticulas
permite una mayor eficacia de transfeccion que las formulaciones de microparticulas (particulas

de tamafio > 1 micra).

Existen varios métodos de elaboracion de estas nanoparticulas poliméricas segun se pretenda
la encapsulacion de moléculas hidrofilicas e hidrofdbicas, y se deseen desarrollar nanoparticulas
simples o compuestas. Estos métodos se pueden clasificar en los de elaboracion directa y

aquellos a base de polimeros preformados (Urrejola et al., 2018a).

El método mads usado es la técnica de emulsidn-evaporacion. Consiste en la emulsion de dos
fases, una acuosa con un agente emulsificante, y una fase orgdnica inmiscible en agua, con un
principio activo y un polimero que formara la matriz. Una vez formada la emulsidn, se evapora
el solvente orgdnico, que deber ser volatil. El polimero precipita y encapsula los principios

activos hidrofébicos.
También destacan diferentes métodos de elaboracion como:

v" Método de doble o mdltiple emulsién, permitiendo encapsular moléculas hidréfilas

gracias a la doble emulsion.
v' Método de difusién de emulsificacién.
v" Método de nanoprecipitacién.

Para la produccidon de nanoparticulas poliméricas, el polimero mas usado y exitoso es el
polilactida (PLA), polimero biodegradable y biocompatible in vivo que ha sido ampliamente
estudiado, al igual que el acido polilactico-co-glicélico (PLGA), alginato, quitosano, gelatina,
acido hialurdnico, policaprolactona (PCL) y celulosa polianidnica (PAC) (Bollhorst et al., 2017).

Sin embargo, para la administracion de vacunas los mas usados son PLGAy PLA (Pati et al., 2018).
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Aunque las nanoparticulas de PLGA estan cargadas negativamente, pueden ser cargadas
positivamente mediante la adicidon de ligandos catidnicos como por ejemplo, el quitosano

(Torres-Sangiao et al., 2016).

Respecto a la administracién en vacunas de nanosistemas formado por nanoparticulas
poliméricas de PLA, se ha estudiado que protegen frente a enzimas plasmaticas, y producen una
liberacidn sostenida y dirigida de antigenos y adyuvantes asociados a bacterias, virus y tumores
in vivo, desencadenando asi diferentes respuestas inmunes. Destacan asi como un polimero
prometedor para el desarrollo de potentes sistemas de administracion de vacunas contra

patdgenos y cancer (Urrejola et al., 2018a).

Varios estudios concluyeron que la PEGilacidén de los nanosistemas tienen especial interés en la
elaboracion de nanovacunas debido a que prolonga la vida media de las mismas en la circulacién
sistémica, y ofrecen alta capacidad de administrar vacunas de ADN plasmidico (pADN),

mejorando la expresion del antigeno in vivo mas de 55 veces (Tejeda-Mansir et al., 2019).

En general, los liposomas y las nanoparticulas compuestas por polimeros biodegradables como
PLGA, estudiados como portadores de vacunas, presenta una serie de limitaciones como son
gue incluyen bajos niveles de antigeno encapsulado, frecuentemente utilizan disolventes
organicos en el proceso de elaboracion y, en ocasiones, no evitan la desnaturalizacién de las
estructuras tridimensionales de los antigenos relacionadas con la produccién de la respuesta

inmune (Urrejola et al., 2018).
4.3.2. Nanosistemas inorganicos

Aunque la mayoria de estos nanosistemas de naturaleza inorganica no son biodegradables, la
principal ventaja que presentan recae en su estructura rigida y su sintesis controlable (Zhao et

al., 2014). Dentro de este grupo, destacan los siguientes tipos de nanosistemas.
4.3.2.1. Nanotubos de carbono (CNT, por las siglas en inglés)

Como su nombre indica, se trata de nanosistemas compuestos completamente de carbono.
Existen varios tipos, nanotubos de carbono de pared simple (SWNT) o de pared multiple
(MWNT), siendo estos ultimos mas grandes y constituidos por muchos nanotubos de pared
simple apilados unos dentro del otro de forma concéntrica. Todo esto se indica en la imagen

(Figura 10) que se muestra a continuacion.
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Figura 10. Representacion molecular de nanotubos: Idmina de grafeno que se enrolla para
formar los nanotubos (a), nanotubos de pared simple (b) y nanotubos de pared mdultiple (c)

(http://www.scielo.br/pdf/cr/v44n10/0103-8478-cr-44-10-01823.pdf).

Por otro lado, los nanotubos son poco reactivos quimicamente, y estdn constituidos por carbono

puro.

Respecto a su tamafio, los nanotubos de pared simple presentan longitudes variables por
encima de los 100 nm, mientras que los de pared multiple varian de 2 a 50 nm (Urrejola et al.,

2018a).

También se consideran miembros de la familia de los nanotubos de carbono los fullerenos, que
se diferencian entre si por el nimero de adtomos de carbono. Presentan propiedades
fisicoquimicas Unicas haciéndolos candidatos ideales para la administracién y vehiculizacidn de
farmacos, pero tienen poca capacidad de dispersidn, provocando un inconveniente. Por ello, en
los ultimos afios se han desarrollado varios enfoques de vehiculizacién de medicamentos

aumentando la solubilizacion de los CNT y aumentado su biocompatibilidad (Tekade et al., 2017)

Ambos tipos de nanotubos son muy utiles en la administracién de vacunas, ya que muestran
mejor rendimiento para la activacion del complemento, la adsorcion de proteinas y la
generacién de la respuesta inmunitaria (Beg et al., 2018). Diferentes estudios han demostrado

que los CNT inducen inmunoestimulacidn in vitro e in vivo (Gdmez-Gallego et al., 2016).

Algunos investigadores sefialan que este tipo de nanosistemas puede usarse con dos fines: i)
como vehiculo para vacunas por su capacidad de unién al antigeno mientras mantiene su
conformacidn, y asi inducir una respuesta de anticuerpos especificos de antigeno; y ii) como
nanovectores para suministrar antigenos formando enlaces covalentes o conjuntos
supramoleculares basados en interacciones no covalentes. Siendo estos nanovectores similares
a un patégeno en términos de tamafio, son reconocido por las CPA del sistema inmune

calificado, drenando a los ganglios linfaticos y activando a las células inmunes (Giese, 2014).
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4.3.2.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro presentan propiedades Opticas y electréonicas totalmente
dependientes de su forma y tamano (Gémez-Gallego et al., 2016). Tienen especial importancia
los sistema de nanoparticulas a base de oro, carbono, hierro y silice (Anselmo and Mitragotri,

2015).

La sintesis quimica de nanoparticulas de oro necesita la reduccién de sales de oro, como AuCls,

para obtener el oro que constituira el ndcleo del nanosistema.

Inicialmente, el procedimiento mds importante es a través de la reduccién de citrato de
tetracloruro de hidrégeno (lll) (HAuCls) en agua hirviendo, y asi se obtiene las nanoparticulas de
oro. Esta sintesis hace hincapié en el citrato trisddico por su doble funcién, actuando como
agente reductor para promover la reduccién de Au3 a Au®, y agente estabilizador al adsorberse
en la superficie de los coloides de oro formados y estabilizarlos electrostaticamente un entorno
acuoso (Ahmad et al., 2017). Igualmente se han realizado muchos estudios basados en la sintesis
guimica de las nanoparticulas de oro debido a la diversidad en tamafio, forma y funcionalizacién

de la superficie.

De forma general las nanoparticulas de oro presentan una relacién superficie-volumen alta, son
biocompatibles e inertes, y se pueden funcionalizar facilmente con varias moléculas, por ello,
juegan también un papel importante en el campo de las vacunas como adyuvantes. Ha podido
comprobarse que cuando las nanoparticulas de oro actian como adyuvantes en vacunas,
reducen la toxicidad y mejoran la actividad inmunogénica proporcionando estabilidad en el
almacenamiento de la vacuna, pudiéndose almacenar a temperatura ambiente a diferencia de

las vacunas tradicionales que deben cumplir la cadena de frio (Carabineiro, 2017).

Otra ventaja que presentan estos nanosistemas respecto a las vacunas tradicionales es que son
personalizables, teniendo un significado funcional desde una perspectiva inmunolégica. Es decir,
después de la inyeccidon y segun el intervalo de tamafio que presente las nanoparticulas de oro
interaccionaran con el tejido linfoide primario o secundario, y finalmente desencadenaran la

respuesta inmunoldgica, siguiendo una ruta metabdlica u otra (Comber y Bamezai, 2015).

Por ello, se pueden sintetizar en varias formas y tamafios (Comber y Bamezai, 2015) seguln los
requerimientos del paciente o del tipo de vacuna; destacando las nanoparticulas de oro de
formas esféricas, varillas, cubicas, etc con un intervalo de tamafio de 2-150 nm (Zhao et al.,

2014).
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Gracias a su tamafio relativamente pequefio (generalmente <100 nm), las nanoparticulas de oro
se acumulan preferentemente en las células, sobre todo, en las células inmunes ya que estas

son las que interaccionan con particulas y materiales extrafios al organismo.

La caracteristica mas prometedora en el dmbito de elaboraciéon de vacunas a partir de estas
nanoparticulas de oro, es el control sobre sus propiedades fisicoquimicas que influye en la

capacidad de llegar a las células y tejidos diana (Ahmad et al., 2017).

4.3.3. Otros nanosistemas
4.3.3.1. Nanoemulsiones

Se entiende por emulsién aquel sistema disperso heterogéneo formado por dos fases liquidas

inmiscibles; una fase interna liquida dispersa en el seno de una fase externa liquida.

En una nanoemulsién las goticulas de la fase interna tienen un tamafio comprendido en la escala
nanométrica. Al presentar un tamafio sumamente pequefio, mejoraran la absorcién y la
biodisponibilidad, haciendo que se puedan usar dosis mas reducidas y se minimicen los efectos

adversos.

Normalmente, el tamafio de la gota de fase interna de una nanoemulsion estd entre 0.1 y 500
nanometros (Requena, 2018). El reducido tamanio de la gota y la menor tensién superficial entre
las moléculas de distinta naturaleza que componen la nanoemulsién, contribuyen a que apenas
se aglomeren o precipiten debido a la reducida posibilidad de migracion o de sedimentacidn de

las goticulas de fase dispersa interna.

En conclusién, las nanoemulsiones son mas estables y translicidas que las emulsiones y
microemulsiones. Para su empleo en el campo de la elaboracién de medicamentos o de vacunas,

una de las caracteristicas que se les exige es que los surfactantes utilizados sean biodegradables.

Como otros nanosistemas, las nanoemulsiones pueden actuar especificamente en las células o
tejidos diana; por ejemplo, cuando se aplican en el tratamiento del cdncer actian en las células
cancerosas produciendo una minima interferencia con las células sanas, siendo esto una gran

ventaja.

Las nanoemulsiones presentan dos ventajas como sistemas de administracion de vacunas; la
posibilidad de incluir sustancias para mejorar la absorcion transdérmica de compuestos

lipofilicos y la presencia de potenciadores de la penetracion como los tensioactivos. Estas
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vacunas son mayormente administradas por via tépica debido a las composiciones que

presentan (Chircov and Grumezescu, 2019).

Recientemente se ha publicado un estudio basado en la elaboracién de una vacuna frente al
virus de la influenza aviar altamente patdgena, constituida por una nanoemulsidon denominada
NEO2, para administracion intramuscular. NEO2 es una nanoemulsion formulada con un
tensioactivo catiénico de cadena doble. Los resultados demostraron que NEO2 es un adyuvante
de emulsién seguro, inmunogénico y presenta poca toxicidad por via intramuscular;
concluyéndose que se puede usar de forma estable con otros adyuvantes para producir una

vacuna eficaz (Wang et al., 2020).

4.4.Nanovacunas en fase de investigacidon y aprobadas

Se muestra una serie de vacunas elaboradas a partir de diferentes nanosistemas, cuyo desarrollo

se encuentra en fase de investigacion (Tabla 2):

Tipo de Elemento Nombre de la Enfermedad Fase clinica
Nanosistema principal vacuna
Poliméricos PLGA - Hepatitis B Ensayo clinico
Poliméricos Quitosano - Tuberculosis Preclinico
Inorganico Oro - Influenza Ensayo clinico
A base de lipidos Liposoma - Malaria Fase I/ Il
VLP Péptido Vacuna nasal Hepatitis B Fase lll
autoesamblados

Tabla 2. Diferentes nanovacunas en fase de investigacion. Fuente: Elaboracién propia con

referencia en (Bhardwaj et al., 2020).

En ocasiones, estas investigaciones han culminado en la aprobacion de vacunas basadas en

nanosistemas, algunos ejemplos se muestran en la siguiente tabla (Tabla 3):

Tipo de Elemento Nombre de la Enfermedad
nanosistema principal vacuna
VLP Péptido Engerix ® Hepatitis B (Monovalente)

autoesamblados

Nanoemulsién A base de lipidos  CimaVax- EGF®  Cancer de pulmdn de células no

(agua en aceite) pequefias
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VLP Péptidos Ambirix ® Hepatitis B y A (Bivalente)
autoensamblados
VLP Péptidos Gardasil ® Virus del papiloma humano

autoensamblados (VPH), cancer de cuello uterino.

Tabla 3. Diferentes nanovacunas aprobadas. Fuente: Elaboracién propia con referencia en

(Bhardwaj et al., 2020; Facciola et al. 2019; Rosa et al. 2017).

4.5.Resumen nanosistemas

Nanosistema Material/es Carga Ventajas Desventajas
Liposomas Bicapa de Encapsulado Capacidad para Altamente
fosfolipidos. dentro del transportar sensible a cambios
nucleo farmacos estructurales y
hidrofilico. hidréfilos o naturaleza de
hidréfobos, carga util. Alto
biocompatibles, coste de
biodegradables, | produccion. Téxico
estables, porque el
posibilidad de medicamento
funcionalizacion | puede filtrarse o
de la superficie. desplazarse al
torrente
sanguineo.
Micelas Particulas Sintesis Nucleo Pobre estabilidad.
coloidales anfifilica. hidrofdbico que
nanomeétricas, puede cargar
generalmente drogas no
esféricas, con hidrofilicas.
un interior
hidrofdbico y un
exterior
hidrofilico.
VLP Autoensamblaje | Nanoparticulas Seguros, Dificultad de
de proteinas de de estables a ampliacidny
la cépside autoensamblaje. condiciones necesidad de
biocompatibles, externas purificacién.

carecientes del
acido nucleico
infeccioso.

ambientales,
naturaleza
multivalente y
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estructura
semejante a los
virus de los que

proceden.

Nanoparticulas

Matriz sélida de

Embebido en la

Alta capacidad

Dificiles de

poliméricas polimero matriz de carga, purificar y pobres
(nanoesferasy | hidrofébico con polimérica o capacidad de propiedades de la
nanocdpsulas) nucleo acuoso dentro del carga flexible, tienda.
opcional nucleo. perfiles de
(nanocapsula). liberacion
fiables, evita la
fuga del
medicamento.
Nanotubos de Grafito Unido a la Propiedades Pobre
carbono dispuesto en columna fototérmicasy | biodegradabilidad,

conformacidn

vertebral del

Opticas innatas,

acumulacién en

de hojao carbono. alta capacidad los 6rganos, baja
cilindrico. de carga solubilidad y
superficial. toxicidad.
Nanoparticulas Particulas Fijado a la Propiedades Problemas de
de oro sélidas de oro superficie / fototérmicas y estabilidad

tipicamente
recubierto con
polietilenglicol.

revestimiento de
la superficie.

Opticas innatas.

fisiolégica, rapidos
indices de
depuracion.
Costoso coste de
fabricacion.

Nanoemulsiones

Dos fases
liquidas
inmiscible,
donde la fase
interna presenta
tamafio
nanomeétrico.

Portador esfera
sélida con
superficie

amorfa, lipofilica
y carga negativa.

Transparencia,
estable, lleva
farmacos tanto
hidrofdbicos
como lipofilicos.

Tiende a separar la
fase interna por
mecanismos de

desestabilizacion y

presentan
toxicidad.

Tabla 4. Resumen de los diferentes nanosistemas con sus respectivos materiales usados, carga,

ventajas y desventajas que presentan (Richards et al., 2016; Saleem et al., 2019; Yan et al., 2020).
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5. CONCLUSIONES

I. La nanotecnologia es una ciencia que estd aportando grandes beneficios a la medicina
actual. En el campo de las nanovacunas aun falta mucho por investigar, ya que, a pesar de
todos los estudios realizados, la mayoria de vacunas estan en fases tempranas de desarrollo y
no todas tienen la misma probabilidad de ser desarrolladas con éxito en un periodo de tiempo

no inferior a 5 anos.

II. Uno de los problemas que presentan el uso clinico de nanosistemas es la biocompatibilidad
debido a la toxicidad que generan en el organismo algunas formulaciones, destacando las de

caracter inorganico.

Ill. Gracias a las nanovacunas se van a generar respuestas amplificadas, robustas y especificas
en comparacidn con las vacunas tradicionales. Provocando ademas una liberacién controlada
y prolongada en el sitio de accién. Al igual que permiten administrarse por diferentes vias de

administracién como son las via oral y nasal.

IV. Debido a su tamafio nanométrico, estos nanosistemas formados por nanoparticulas no
pueden ocasionar embolia en el cuerpo penetrando asi con mayor facilidad en numerosas
barreras fisioldgica al igual que las interacciones con las biomoléculas tanto en superficie como

en el interior de las células se encuentran facilitada.

V. Su elaboracién a base de materiales biodegradables facilita su eliminacién del organismo,

posibilitando con ello, una reduccidn de posibles toxicidades.
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ABREVIATURAS:

CLT: Células T citotdxicas especificas de antigenos
CNT: Nanotubos de carbono

CPA: Células presentadoras de antigenos

IFN-y: Interferén y

MLVs: Largue multilamellar vesicles

MWNT: Nanotubos de carbono de pared multiple
NK: Células asesinas o Natural Killer

PAC: Celulosa polianiénica

pPADN: Vacunas de ADN plasmidico

PEG: Polietilenglicol

PLA: Polilactida

PLGA: Acido polilactico-co-glicélico

SUVs: Small unilamellar vesicles

SWNT: Nanotubos de carbono de pared simple
Th1: Respuestas T Helper 1

Th2: Respuestas T Helper 2

VHB: Virus de la Hepatitis B

VHE: Virus de la Hepatitis E

VHP: Virus del Papiloma Humano

VLP: Particulas similares a virus
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