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virus SARS-CoV-2 variante Wuhan en ratones K18-hACE2. 

Figura 52: Heat map para el análisis histopatológico de animales inmunizados o 

controles e infectados. 

Figura 53: Sensibilización de ratones Balb/c. 
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Figura 55: Signos clinicos y respuesta humoral en animales alergicos tratados con Np-

βlacto. 

Figura 56: Respuesta celular en animales alergicos luego del tratamiento con Np-

βlacto. 

 

Tabla 1: Adyuvantes comerciales utilizados en vacunas aprobadas para uso en 

humanos. 

Tabla 2: Vacunas mucosales licenciadas. 

Tabla 3: Signos clínicos en animales alérgicos a PLV. 
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Abreviaturas 

ACE2: Enzima convertidora de angiotensina 2 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

Alum: Adyuvante hidróxido de aluminio 

AnaK: Anakinra (antagonista IL-1R) 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ATP: Adenosin trifosfato 

BMDC: Dendríticas derivadas de médula ósea 

BMDM: Macrófagos derivados de médula ósea 

Btaf: Auto transportador trimétrico 

CA-74Me: Inhibidor de catepsina B 

Cito D: Citocalasina-D 

CPA: Células presentadoras de antígeno  

DMEM: Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DO: Desafío oral 

DTH: Hipersensibilidad Tipo Retrasada o Tardía 

FACS: Buffer PBS 2%SFB 2mM EDTA  

FAL: Buffer Fosfatasa alcalina  

FITC: Isotiocianato de fluoresceína 

FLIC: Flagelina 

GLP: Buenas prácticas de laboratorio (siglas en inglés) 

GSDMD: Gasdermina D 

I.D: Intradérmico 

I.G: Intragástrico 

I.N: Intranasal 



Lic. Gastón Rizzo  Abreviaturas 

18 
 

I.P: Intraperitoneal 

KO: Knock out 

LPS: Lipopolisacárido 

MLN: Ganglios linfoides mesentéricos 

nm: Nanómetros 

Np: Nanopartículas 

OVA: Albúmina de huevo  

PAH: Polialilamina 

PBS: Buffer fosfato (KH2PO4 0,428g/L, Na2HPO4 1,39g/L, NaCl 7,2g/L pH 7,4) 

PFA: Paraformaldehído 

Pi: Fosfato inorgánico 

pI: Punto isoeléctrico 

PLV: Proteína de leche de vaca  

RBD: Dominio de unión del receptor de la proteína S del virus SARS-CoV-2  

RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 

S: Proteína Spike (espiga) del virus SARS-CoV-2 

SC: Subcutáneo 

SFB: Suero Fetal Bovino 

TC: Toxina colérica 

TCR: Receptor de células T (siglas en inglés) 

TLR: Receptores Tipo Toll (siglas en inglés) 

Tpp: Tripoli fosfato 

WT: Wild type 

Z-VAD: Z-VAD-FmKQ (Inhibidor de caspasas) 

β-lacto: β-lactoglobulina 
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La vacunación junto con la potabilización del agua ha tenido un fuerte impacto 

en el crecimiento poblacional y han sido claves en el control de epidemias y 

pandemias. Sin embargo, el tiempo que insume el desarrollo de las vacunas es la 

limitante, ya que puede tardar años desde la descripción del inicio de la enfermedad 

hasta la obtención de una vacuna. En la actualidad, con el uso de nuevos 

conocimientos adquiridos a lo largo de todos estos años en la inmunología, como en 

otras ciencias biológicas, se logró avanzar a grandes pasos en el área de la vacunología. 

Además, con el desarrollo de nuevas tecnologías y nuevos materiales se lograron 

avances sustanciales en la biomedicina. Estos materiales pueden variar sus 

propiedades fisicoquímicas y biológicas cuando se cambia la escala y se trabaja en el 

orden de los nanómetros, lo cual ha sido explorado en los últimos años. De este modo, 

la nanotecnología ha tomado un rol muy importante dentro de la biomedicina, y en la 

vacunología en particular. Es así como las nanopartículas (Np), tanto metálicas como 

poliméricas, se encuentran en constante estudio descubriéndose nuevas propiedades 

y aplicaciones.  

En este Trabajo de Tesis Doctoral se abordó el estudio de nanopartículas 

poliméricas de polialilaminas (PAH) para la formulación de nuevos candidatos 

vacunales, ya que podrían tener el rol de protección de los componentes vacunales y 

de direccionamiento de los mismos hacia células, tejidos u órganos blanco. A partir del 

conocimiento de su comportamiento fisicoquímico, evaluamos la capacidad de las 

nanopartículas de interactuar con distintas células del sistema inmune, principalmente 

con células presentadoras de antígeno (CPA). Encontramos que las Np son 

internalizadas y localizadas en lisosomas luego de ser fagocitadas por células 

dendríticas (BMDC) o macrófagos (BMDM). A su vez encontramos que las CPA se 

activan (aumento en la expresión de CD86 y MHCII) e inducen la producción y 

secreción de la citoquina pro inflamatoria IL-1β. Estudios más profundos revelaron que 

estas Np activan la vía del inflamosoma NLRP3. Esto por sí solo demuestra que las Np 

tienen capacidad de activar la inmunidad innata y por lo tanto pueden actuar como un 

adyuvante en una formulación vacunal. Por otro lado, al estudiar sus propiedades 

como vehículo demostramos que tienen la capacidad de encapsular distintos 
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antígenos proteicos y que mantienen su integridad cuando son administrados por vías 

mucosales. Finalmente, empleamos diferentes candidatos vacunales en modelos pre-

clínicos en ratones y logramos confirmar que las Np se comportan adecuadamente 

como vehículo mucosal y sistémico, que protegen al inmunógeno y que además se 

comportan como un adyuvante mucosal. Nuestros resultados demostraron que las Np 

tienen capacidad de inducir la producción de anticuerpos IgG, con un perfil de 

activación inmune Th1-dependiente, y que promueven una respuesta inmune celular 

con expansión y activación de linfocitos T CD4 y CD8 productores de IFN-γ. Esta 

capacidad de aumentar la respuesta inmune humoral y celular específica la 

evidenciamos tanto por vía sistémica, como por vía mucosal. Además, cuando se 

emplearon estas Np en una formulación vacunal encontramos que generan memoria 

inmune a través de la inducción de linfocitos T de memoria efectores (CD62L-CD44+), 

memoria central (CD62L+CD44+) y residentes de tejido (TRM, CD45-CD69+CD62L-). Por 

lo tanto, un candidato vacunal formulado a base de estas Np reúne las propiedades 

centrales que debe tener una vacuna: activar la inmunidad específica, generar 

memoria y proteger al inmunógeno, principalmente en la vacunación mucosal. Sobre 

la base de estos hallazgos planteamos aplicar diferentes candidatos vacunales a base 

de Np para las siguientes situaciones: vacunas preventivas sistémicas o mucosales 

para procesos infecciosos (SARS-CoV-2 y Brucella) y vacunas terapéuticas mucosales 

para procesos no infecciosos (alergia alimentaria a  proteína de leche de vaca). 

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el siguiente trabajo nos permiten 

proponer a las Np como una nueva plataforma vacunal para ser aplicada en diferentes 

situaciones de salud animal y humana. 
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1- Vacunas 
 

Generalidades 
 

Uno de los éxitos más importantes de la historia de la inmunología y de la 

Biomedicina son las vacunas y su impacto en el tamaño de la población mundial, la 

expectativa de vida y en la Salud Pública. La vacunación como método preventivo de 

enfermedades tuvo y tiene un gran impacto no sólo en la salud humana, sino también 

en la de los animales, tanto domésticos como de consumo. Este método, junto con la 

potabilización del agua, ha tenido un impacto superior sobre cualquier otra 

intervención con medicamentos, pudiendo controlar pandemias (como la reciente 

COVID-19), epidemias (como la de gripe) y enfermedades infecciosas (como la 

poliomielitis). 

Con el desarrollo de las vacunas, y desde lo que se considera el inicio de la 

vacunación con bases científicas en Inglaterra en 1796 a partir de las observaciones y 

trabajos de Edward Jenner, se han logrado erradicar (únicamente la viruela), controlar 

y reducir la incidencia de enfermedades infecciosas (poliomielitis, sarampión, difteria, 

tétanos, paperas, rubéola congénita, tos convulsa, etc.) y evitar enfermedades severas 

(tuberculosis, COVID-19, etc.) 1. Pero el concepto nace mucho antes, cuando se 

utilizaba la ingesta de pequeñas dosis de veneno para prevenir el envenenamiento 

intencional fatal de los gobernantes por parte de los enemigos. Probablemente, esta 

práctica se originó en creencias homeopáticas donde se utilizaban pequeñas dosis de 

organismos o microorganismos para la prevención de futuras enfermedades 

basándose en observaciones 2. Los antiguos chinos se protegían contra la viruela 

mediante el proceso de variolación, en el que se inoculaban por vía intranasal 

pequeñas cantidades de costras de una lesión de una persona infectada. El proceso fue 

promovido por Lady Mary Montagu, quien había observado la variolación en Turquía a 

principios del siglo XVIII 3. En 1796, Edward Jenner (Essex, Inglaterra) empleó el virus 

cowpox (virus de la viruela bovina) de lesiones cutáneas de mujeres que trabajaban 

con vacas en la manufactura de productos lácteos y que no enfermaban de viruela (a 

diferencia de sus familiares que no estaban en contacto con vacas), y las introdujo en 



Lic. Gastón Rizzo  Introducción general 

24 
 

cortes realizados en la piel de individuos sanos como inmunógeno. A pesar que 

muchos casos resultaron fatales, a partir de estos procedimientos se fue ajustando el 

protocolo de variolación y, al probar el procedimiento científicamente, se generó el 

precedente científico para utilizar un patógeno relacionado, menos peligroso, para 

generar respuestas inmunes que protejan frente al patógeno. De esta manera la 

reactividad cruzada es un concepto que se ha manejado desde los inicios de la 

especialidad, y en este caso en la vacunación para la viruela humana. Finalmente, este 

proceso llevó a la erradicación de la viruela en 1980. Posteriormente, el uso 

generalizado de vacunas para otras enfermedades infecciosas como las causadas por 

otros virus como los del sarampión, paperas, rubéola, varicela, adenovirus y poliovirus, 

y actualmente el SARS-CoV-2 han demostrado que se trata de procedimientos seguros 

y eficientes. El mismo principio fue aplicado para patógenos bacterianos por Luis 

Pasteur y en sus experimentos pudo demostrar la protección contra el cólera en 

gallinas y contra el ántrax, en ovejas. La vacuna BCG (Bacille Calmette-Guerin), que 

evita la tuberculosis severa, fue administrada por primera vez en 1921 y aún hoy sigue 

vigente por los resultados alcanzados. Los primeros enfoques de Pasteur sobre el 

origen de las enfermedades infecciosas, el desarrollo de vacunas, la atenuación de los 

microorganismos para reducir su patogenicidad y la inactivación de los 

microorganismos, son los pilares que han permitido lograr avances muy promisorios 

en las tecnologías de desarrollo de vacunas 3–5. Inclusive, el desarrollo de la tecnología 

del ADN recombinante y de nuevos adyuvantes ha generado un impulso muy 

importante en esta área. Más recientemente, la tecnología ARNm, originalmente 

desarrollada para terapia génica, ha realizado un aporte fundamental en el desarrollo 

de nuevas plataformas vacunales a base de ARNm, lo cual junto a otras vacunas han 

controlado la reciente pandemia a causa de la COVID-19. Este tipo de plataforma sin 

dudas ha llegado para instalarse como una nueva plataforma con innovaciones que 

son cruciales al momento de desarrollar vacunas para patógenos emergentes, como ha 

sido el SARS-CoV-2 6–9. 

Como premisa general, la vacunación es el proceso de estimulación de la 

inmunidad protectora frente a microorganismos mediante el empleo de formas no 

patogénicas o componentes de los microorganismos. Una vacuna debe generar por lo 
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tanto una inmunidad específica y duradera en el tiempo, lo que se conoce como 

memoria,  para preparar al organismo para una futura exposición al patógeno y evitar 

de esta manera la enfermedad sintomática y/o severa. Esto requiere activar 

adecuadamente los mecanismos efectores de la inmunidad innata y adaptativa, para lo 

cual una formulación vacunal debe tener al menos un inmunógeno y un adyuvante. 

Actualmente, a partir del conocimiento del sistema inmune en homeostasis y 

en situaciones patológicas, se encuentran en desarrollo vacunas preventivas y 

terapéuticas. Mientras que las vacunas preventivas o profilácticas promueven la 

memoria inmune y preparan al organismo para futuras infecciones, las vacunas 

terapéuticas inducen mecanismos efectores capaces de revertir los procesos 

patológicos ya instaurados. Por lo tanto, las dos propiedades principales que deben 

reunir una vacuna son la especificidad y la memoria inmune. Para lograrlo deben ser 

capaces de activar la inmunidad adaptativa, expandiendo células efectoras y de 

memoria (Fig. 1). A su vez, para generar una adecuada inmunidad adaptativa, se 

requiere inducir una adecuada inmunidad innata. En este punto es fundamental la 

acción del adyuvante, ya sea como un componente individual o parte del 

microorganismo 10. 

 

 

Figura 1: Mecanismo de acción de la vacunación. Comparación de la inmunidad generada por 

una primera infección por un patógeno y como consecuencia de la aplicación de la vacunación 

preventiva. 
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Durante décadas, el desarrollo de las vacunas se guio en medidas  de 

parámetros sencillos, como los títulos de anticuerpos antígeno-específicos para 

evaluar la respuesta inmune generada. Si bien la principal función de una vacuna en un 

proceso infeccioso es la inducción de anticuerpos neutralizantes este criterio suele 

presentar limitaciones importantes y no capta la complejidad de la respuesta inmune a 

la vacunación. Esto es lo que está ocurriendo con las vacunas contra la COVID-19 y la 

evolución del SARS-CoV-2, la cual justamente está dirigida a evadir a estos anticuerpos 

neutralizantes. Sin embargo, las vacunas contra el SARS-CoV-2 siguen siendo 

altamente eficientes en evitar la enfermedad severa. Por lo tanto, el concepto de 

protección vacunal va más allá de la generación de anticuerpos específicos. Es por ello, 

y gracias a los avances en el conocimiento del sistema inmune y la tecnología 

desarrollada, que se pudo plantear otra manera de desarrollar y optimizar candidatos 

vacunales empleando la integración de genómica, transcriptómica, proteómica, 

metabolómica junto con datos clínicos e inmunológicos clásicos (Fig. 2). Se trata de un 

nuevo enfoque integral muy promisorio que permite caracterizar los mecanismos de 

acción de las vacunas, y además permite definir biomarcadores de protección, 

seguridad y como potenciadores de la respuesta inmune 11–13. 
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Figura 2: Nuevo marco de estudio para el desarrollo de vacunas y adyuvantes. Nuevos 

parámetros de estudio obtenido por las “omicas”, respuestas celulares, datos histológicos y 

clínicos a tener en cuenta para los desarrollos de candidatos vacunales (Adaptación de 

Pulendran, Bali, and Mark M Davis 2020). 

 

El inmunógeno como un componente principal en una formulación vacunal 

 

Las primeras vacunas desarrolladas se basaban en el empleo de 

microorganismos vivos atenuados o químicamente inactivados que promovían la 

inmunidad humoral mediada por anticuerpos y la inmunidad celular mediada por 

linfocitos T efectores y de memoria. Este espectro de mecanismos efectores inmunes 

inducidos por la vacunación, junto a la inmunidad natural inducida por infecciones 

silentes del microorganismo salvaje podría explicar la capacidad de las vacunas de 

inducir una potente y duradera protección. Este fenómeno de inmunidad combinada o 

inmunidad híbrida indudablemente potencia la acción de las vacunas.  

El mayor conocimiento de los procesos infecciosos y los desarrollos de una 

amplia producción de inmunógenos han generado una variedad más extensa de 

candidatos vacunales. 
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Entre las vacunas más efectivas, las compuestas por virus vivos atenuados son 

las que más se han estudiado porque el virus pierde su patogenicidad al mismo tiempo 

que mantienen la infectividad e inmunogenicidad. Podemos citar las vacunas para 

rubéola, paperas, sarampión, fiebre amarilla, poliomelitis, rabia etc. Actualmente se 

encuentran disponibles vacunas bacterianas vivas atenuadas contra la tuberculosis que 

emplea Mycobacterium bovis y se la conoce como BCG, contra el cólera monovalente y 

bivalente (Dukoral®, ShancholTM y Euvichol-Plus®). Por otro lado, las vacunas con 

microorganismos muertos son ampliamente utilizadas (hepatitis A, poliomielitis, rabia, 

etc.), suelen ser menos inmunogénicas, por lo que requiere que sean administradas 

con mayor frecuencia y empleando adyuvantes. Estas vacunas son más seguras que las 

que emplean microorganismos vivos, dado que estos pueden no multiplicarse ni 

diseminarse 14-15. 

Otra alternativa en el diseño de vacunas son las de subunidad o vacunas 

acelulares. Aquí se emplean subunidades proteicas o polisacáridos derivados de 

patógenos. Dado que no todas las moléculas tienen la misma inmunogenicidad, en 

general en estas vacunas es necesario combinar al inmunógeno con un adyuvante para 

estimular una respuesta inmune más eficiente. Por otro lado, algunos componentes 

como los polisacáridos carecen de capacidad de activar la inmunidad T. Esto determina 

su incapacidad de inducir la maduración de la respuesta inmune y una memoria 

efectiva. En este caso se pueden generar vacunas conjugadas, uniendo 

covalentemente el polisacárido a una proteína como es el caso de las vacunas para 

neumococos. Otro ejemplo de vacunas a subunidad es la triple bacteriana DPT que es 

una combinación de toxoides diftéricos y tetánicos purificados en una suspensión de 

bacilos inactivados de Bordetella pertusis. Por otro lado, el empleo de la tecnología de 

ADN recombinante ha sido importante en los últimos años en el desarrollo de vacunas, 

tanto para la obtención de inmunógenos recombinantes (vacunas para el virus de la 

hepatitis B o para el virus del papiloma) como para la formulación vacunal (ADN o 

ARNm codificante de proteínas virales). En particular las vacunas a ARNm han sido 

licenciadas y aplicadas por primera vez en la reciente pandemia COVID-19 
16–18

. La 

ventaja de las vacunas genéticas es que de por sí solas activan la inmunidad innata, a 

través de los receptores de ácidos nucleicos, y las proteínas son producidas por las 
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propias células por lo cual pueden activar tanto la inmunidad humoral como celular. Si 

bien estas vacunas han mostrado una eficacia de protección muy elevadas, 

principalmente las vacunas a ARNm, presentan ciertas desventajas: no se puede 

controlar exactamente la producción del inmunógeno in vivo, para el caso de las 

vacunas a ARNm, la molécula es altamente inestable y se requiere el empleo de 

vehículos protectores, en general liposomas, y promueven la activación de las vías 

inflamatorias de interferones tipo 1 que pueden generar efectos indeseables. Sin 

embargo, avances tecnológicos alcanzados en estos últimos dos años en cuanto a la 

modificación estructura del ARNm, y en la formulación de los liposomas, han permitido 

un mayor control de estos puntos. Esto se ha evidenciado recientemente en las 

vacunas a ARNm para la COVID-19, que han evitado la enfermedad severa y han 

limitado el desarrollo de la pandemia.  

  De toda esta variedad de vacunas, las más seguras han demostrado ser las que 

emplean microorganismos muertos o subunidades proteicas recombinantes, aunque 

estas últimas requiere en su gran mayoría la adición de un adyuvante. Estas vacunas 

tienen parámetros de seguridad elevados y permiten controlar la dosis de inmunógeno 

efectiva para inducir una inmunidad específica y protectiva. 

 

El adyuvante como un componente de una formulación vacunal 

 

La palabra adyuvante deriva del latín adjuvare, que significa "ayudar". Un 

adyuvante inmunológico se define como cualquier sustancia que actúa para acelerar, 

prolongar y/o mejorar las respuestas inmunitarias ante antígenos específicos. Las 

vacunas que no son formuladas con adyuvantes y sólo contienen proteínas 

recombinantes inducen una modesta respuesta celular T CD4 con una baja producción 

de anticuerpos y reducida eficiencia para generar memoria inmune. Por esta razón las 

vacunas acelulares deben tener en su formulación un adyuvante. Las funciones del 

adyuvante son: generar un efecto depot o liberación lenta y sostenida en el tiempo del 

inmunógeno para generar memoria y activar la inmunidad innata para generar una 

eficiente inmunidad adaptativa (Fig. 3). Por lo tanto, un adyuvante debe promover un 

proceso inflamatorio controlado y generar baja o nula toxicidad, condición primordial 
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de una vacuna. Además, los adyuvantes deben ser biocompatibles y biodegradables. El 

desarrollo de nuevas formulaciones vacunales con adyuvantes ha sido un proceso 

importante y de alto desarrollo en las últimas décadas. Sin embargo, por tratarse de un 

proceso complejo que insume tiempo, la aprobación de nuevos adyuvantes para uso 

en humanos ha sido muy limitado.  

 

 

Figura 3: Diferencia en la respuesta inmune de una vacuna acelular en presencia y ausencia 

de adyuvante. (Adaptación de Nanishi, Etsuro et al. 2020). 

 

Los adyuvantes actualmente utilizados en vacunas para humanos son 

principalmente las sales de aluminio o Alum (hidróxido de aluminio y fosfato de 

aluminio), las emulsiones a base de aceites como el MF59 y los sistemas de adyuvantes 

AS0 desarrollados por Glaxo Smith Kline. Estos últimos se basan en moléculas clásicas 
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como aluminio, emulsiones y liposomas para obtener un máximo efecto cuando se 

combinan con moléculas inmunoestimulatorias como los ligando de TLR (Tabla 1) 3,19–

24. La combinación de sistemas adyuvantes puede ser un poderoso enfoque para 

mejorar la inmunogenicidad de una vacuna 25. Como cualquier agente farmacológico 

las combinaciones pueden demostrar aditividad, antagonismo o sinergia 26. Por 

ejemplo, el AS04 consiste en MPL (3-O-desacyl-4′-monophosphoryl lipid A), que es un 

derivado detoxificado del LPS de Salmonella Minnesota, absorbido en sales de 

aluminio 27, se emplea por ejemplo en la vacuna para el virus de papiloma; el AS03 es 

una emulsión de aceite de escualeno en agua, similar al MF59, y contiene vitamina E 

(α-tocoferol) como inmunoestimulante 28, se lo emplea en las vacunas para influenza; 

el AS01 que consiste en liposomas que encapsulan MPL y una fracción purificada de la 

saponina QS-21, es empleado en vacunas contra el parásito Plasmodium falciparum o 

contra el Herpes zoster 29 (Tabla 1). 

Sin embargo, hay vacunas que no requieren el uso de adyuvantes adicionales 

en la formulación. Son las vacunas que emplean microorganismos, tanto atenuados 

como muertos. Estas vacunas resultan ser más efectivas que las acelulares con 

proteínas recombinantes, y esto se debe a que los microorganismos contienen 

componentes con poder adyuvante o PAMPs/DAMPs 1,11,30. 
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Tabla 1: Adyuvantes comerciales utilizados en vacunas aprobadas para uso en humanos. 

 

 

  Por lo tanto, en la elección de un adyuvante para la formulación de una vacuna 

para prevenir enfermedades infecciosas se deben considerar distintos factores que 

resultan del conocimiento de la patogenia de la enfermedad, de la inmunidad natural 

inducida, de la identificación de los mecanismos efectores protectores, de la 

naturaleza del inmunógeno seleccionado, del mecanismo de acción del adyuvante, de 

la población etaria a la que está dirigida la vacuna, del grupo de riesgo seleccionado 

(adultos mayores, embarazadas, pacientes con comorbilidades) y las fases clínicas (en 

individuos sanos y voluntarios). 

 

Alum *Respuesta independiente de señalización TLR

Hidroxido de Aluminio *Activación del inflamosoma NLRP3 en macrófagos y CDs

Fosfato de Aluminio *Activación de CDs mediada por ácido urico

*Reclutamiento rápido de neutrofilos y formación de NETs

*Induce muerte celular con liberación de ADN que dispara la 

activacion STING-IRF3,necesaria para la produccion de IgE y respuesta Th2

MF59 *Activación de macrófagos y CDs en lugar de inyección

Scualeno *Inducción de secreción de citoquinas

Tween (polysorbato) 80 *Respuesta humoral y celular CD4+ dependiente de

Span 85  la liberación de ATP de células musculares

*Células T CD8 antígeno específica en tejido dependiente de RIPK3

AS04 *CDs con mayor presentación de antígenos comparado con Alum

Alum *Activación por TLR4 por MPL

MPL *Alum prolonga la respuesta inducida por MPL

AS03 *Inducción de actividad NF-kb y respuesta de quimioquinas

Escualeno  en ganglios linfáticos drenaje en ratón entre 6 y 48 hs

α-tocoferol *α-tocoferol activa monocitos y macrofagos humanos

Tween (polysorbato) 80

AS01 *Secreción local de quimioquinas, IFN-γ por celulas NK y 

MPL células CD8+ en ganglio linfaticos drenantes

QS-21 *Activación de caspasa 1 por QS-21

Liposomas *Poblaciones heterogéneas de CDs responsables de la 

activación de células T en ganglio linfatico drenante

CpG 1018 *Activación mediante TLR9 siguiento la via de MyD88 y respuesta IFN-I

22-mer ADN simple cadena

Adyuvante Que sabemos
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Vacunas preventivas y terapéuticas 
 

Si bien las vacunas tradicionales son preventivas y están dirigidas a evitar 

procesos infecciosos, el desarrollo de nuevos adyuvantes y el mejor conocimiento de 

muchas inmunopatologías han generado el interés en desarrollar vacunas terapéuticas 

que reviertan un proceso patológico. Las vacunas preventivas se aplican en individuos 

sanos y están en su gran mayoría dirigidas a generar mecanismos efectores 

protectores frente a microorganismos infecciosos. Entre ellos los más importantes son 

los anticuerpos neutralizantes que bloquean la infección de las células o la acción de 

componentes secretados por los microorganismos sobre células propias. Por otro lado, 

las vacunas terapéuticas se administran a pacientes con enfermedades ya establecidas 

(cáncer, alergias, autoinmunidad, etc.) y están dirigidas a promover la 

inmunoestimulación (tumores) o tolerancia (alergias y enfermedades autoinmunes) 

31,32. Por lo tanto, este tipo de vacunas significan un desafío importante para el 

desarrollo de nuevos adyuvantes. El concepto de adyuvantes tolerizantes ha 

promovido un nuevo campo a explorar, dado que están dirigidos a patologías en las 

que la tolerancia se encuentra alterada 33. 

 

Vacunas sistémicas y mucosales 
 

Si bien existe una amplia evidencia de que la vacunación sistémica es adecuada 

para generar protección contra patógenos que ingresan por mucosas (su gran 

mayoría), un número creciente de estudios ha demostrado que la inducción de 

inmunidad en las mucosas promueve una protección más eficaz y duradera 34. El 

sistema inmune de mucosas es más accesible para la inducción de una respuesta 

inmune en una infección mucosal porque todas las superficies de las mucosas pueden, 

en principio, actuar como sitios de entrada de antígenos y aquí se concentran las 

células del sistema inmune para controlar el ingreso de los microorganismos. Sobre la 

base de esta premisa, la vacunación a través de las mucosas es una estrategia de 

generación de inmunidad muy atractiva para promover una protección de primera 

línea en el sitio de entrada del patógeno. Esto permite prevenir el establecimiento y la 

diseminación de un determinado microorganismo. Además, la inmunización en una 
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determinada mucosa no sólo promueve una inmunidad local, sino también sistémica, y 

de esta manera se puede proteger otras mucosas a distancia, dado que éstas están 

interrelacionadas entre sí 35.  

Si bien la inmunidad mucosal presenta algunas ventajas sobre la sistémica para 

controlar infecciones mucosales, esto no significa que la inmunidad sistémica no sea 

efectiva en este tipo de infecciones. La prueba más contundente es que la gran 

mayoría de las infecciones son mucosales (respiratorias y gastrointestinales) y las 

vacunas son principalmente sistémicas. Entre las principales ventajas de una vacuna 

mucosal es que además de inducir inmunidad sistémica, promueve una inmunidad 

localizada en el sitio de infección, más potente y duradera. El hecho de activar 

linfocitos B en los centros germinales e inducir preferencialmente el cambio de isotipo 

a IgA y sintetizarse como dímero, genera un isotipo de inmunoglobulina con capacidad 

de trastocarse a lumen de la mucosa para posibilitar la exclusión del antígeno y evitar 

su translocación al medio interno. La IgA presenta una glicosilación diferencial que la 

hace más adherente al moco y además con mayor valencia que la inmunoglobulina 

monomérica. Por tratarse las mucosas de un tejido con gran superficie expuesta, existe 

una enorme capacidad de generar IgA y de hecho se sintetizan varios gramos de IgA 

por día. Pero un aspecto diferencial de la inmunidad mucosal es la capacidad de 

generar memoria local, además de la sistémica. La activación de linfocitos B y T 

efectores mucosales genera también linfocitos de memoria residentes de tejidos 

(TRM) que se alojan en las mucosas 36,37, aunque también pueden encontrarse en 

cerebro 38 e hígado 39,40. Dado que las células de memoria tienen un umbral de 

activación inferior a los linfocitos naïve, y se encuentran preformadas en los sitios 

mucosales, frente a una reinfección, los TRM se activan y expanden más rápidamente 

que un linfocito virgen 41. Por otro lado, una inmunización mucosal, como 

mencionamos previamente, activa también la inmunidad sistémica. Esto significa que 

la administración mucosal genera linfocitos B y T que se alojan en médula ósea y 

además en la mucosa. Esto induce una memoria inmune de larga duración. Dado que 

una de las principales funciones de una vacuna es generar una inmunidad protectiva 

duradera en el tiempo, este último aspecto es fundamental en una vacuna mucosal. Si 
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bien con una vacuna sistémica se generan mecanismos efectores protectores en las 

mucosas, éstos son más potentes y eficientes cuando se inducen localmente 42,43. 

 

                

Figura 4: Inmunización sistémica vs. mucosal. (Adaptación de Pilapitiya, Devaki et al 2023). 

 

A pesar de que las vacunas mucosales presentan importantes ventajas sobre las 

sistémicas para generar protección frente a una infección mucosal, es muy limitado el 

número de vacunas aprobadas para uso en humanos. En su gran mayoría son a base de 
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microrganismos vivos atenuados, inactivados o con vectores virales (Tabla 2). Las 

vacunas mucosales son de aplicación sencilla y utilizan en sus formulaciones una baja 

carga antigénica, finalmente generando menos efectos adversos 44.  

 

Tabla 2: Vacunas mucosales licenciadas. 

 

 

Los principales obstáculos en el desarrollo de vacunas mucosales son el 

adyuvante y la necesidad de un vehículo para proteger a los componentes vacunales 

(en las mucosas prevalece la degradación a través de enzimas o cambios de pH) y para 

dirigirlos al sitio de interés. 

 

Utilización de un vehículo carrier en formulaciones vacunales 

 

La utilización de un carrier o vehículo no sólo se limita a las vacunas mucosales, 

sino también a las vacunas sistémicas. Existen vehículos o nanopartículas dirigidas por 

ejemplo a células dendríticas para dirigir al inmunógeno y al adyuvante a la misma 

célula presentadora de antígenos y de esta manera activar a la célula que va a 

presentar péptidos provenientes del inmunógeno a los linfocitos T 45,46. Esto es 

relevante para los inmunógenos recombinantes que no tienen propiedades 

adyuvantes o presentan una baja inmunogenicidad. Por ejemplo, cuando se usan 

estructuras proteicas mínimas que imitan los epitopes reconocidos por los anticuerpos 

neutralizantes, los cuales debido a su pequeño tamaño resultan ser poco 

inmunogénicos, aumentan su inmunogenicidad cuando son acoplados a sistemas de 

partículas como las nanopartículas de oro o liposomas 47–49.  

El desarrollo de la nanotecnología, como se describirá en la sección siguiente, 

ha significado un aporte muy importante en este campo. Se han diseñado 

Viva atenuada OPV (b/m/tOPv) Poliovirus Acuosa Poliomelitis Oral

Viva atenuada FluenzTM/FluMist Influenza A / B Spray Influenza Nasal

Viva no infectiva RotaTeq Rotavirus Acuosa Diarrea infantil Oral

Viva atenuada Rotarix Rix4414 Acuosa Diarrea infantil Oral

Inactivada Euvichol/Shancol Vibrio cholerae Acuosa Colera Oral

Viva atenuada Vivotil Salmonella typhimurium Capsula Gastroenteritis aguda Oral

Vector viral Adenovirus tipo 4 y 7 Adenovirus tipo 4 y 8 Fiebre respiratoria aguda Oral

Viva atenuada Vaxchora Vibrio cholerae Acuosa Colera Oral

AdministraciónTipo de vacuna Nombre Antígeno Formulación Patología
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nanopartículas con diferentes propiedades que están siendo estudiadas 

profundamente en su aplicación en vacunas mucosales. En este sentido, el tamaño, la 

carga y la forma de las nanopartículas juegan un papel importante en la adhesión al 

mucus, la interacción con la barrera epitelial, captación por células blanco de interés y 

su posterior activación celular, y también en la inducción de mecanismos inmunes 

protectores 50,51. Entre estos últimos, podemos mencionar la capacidad de ciertas 

nanopartículas de inducir mecanismos inflamatorios o de promover la presentación 

cruzada de antígenos en células dendríticas  52–54. 

Como se puede observar en la Figura 5 se pueden diseñar partículas que 

puedan penetrar la barrera de mucus a través de la mucoadhesión, mucopenetración o 

mucolisis. También, se pueden conjugar ligandos agonistas de TLR para dirigir la 

partícula a células portadoras de estos receptores de la inmunidad innata (células 

epiteliales, células dendríticas, macrófagos o células M) 55. Dado que las células 

epiteliales son la interfase entre el medio interno y el lumen mucosal, y las células 

dendríticas y los macrófagos son las encargadas de captar los antígenos presentes en 

el lumen y de activar a los linfocitos T vírgenes y de memoria, estas células constituyen 

blancos relevantes al momento de diseñar vacunas mucosales. Por lo tanto, la 

capacidad de dirigir los componentes vacunales a estas células es un aspecto crucial 

que debe cumplir el vehículo para dar inicio a una respuesta inmune específica y 

protectora. 
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Figura 5: Estrategias y mecanismos de ingreso a las mucosas de las nanopartículas como 

vehículo en una vacuna mucosal (Adaptación de Huang, Mengwen et al 2022).  

 

Finalmente, y dado que la inducción de mecanismos efectores y la generación de 

memoria requiere una correcta activación inicial de la inmunidad innata, dirigir los 

componentes vacunales a las células mencionadas resulta crucial. 

 

2- Nanotecnología 

 

La nanotecnología es la aplicación del conocimiento científico para manipular y 

controlar la materia predominantemente en la nanoescala (rango de longitud 

aproximadamente de 1 nm a 100 nm) para hacer uso de propiedades y fenómenos 

dependientes del tamaño y las distintas estructuras que se pueden obtener 

dependiendo del material y su composición. Es una disciplina que se encuentra en 

constante crecimiento en diversas áreas, como pueden ser la industria textil, química, 

alimenticia, farmacéutica, y con gran impacto en biomedicina tanto en salud humana 

como veterinaria. 

  La Organización Internacional de Normalización (ISO de sus siglas en inglés 

International Organization for Standardization) define "nanomaterial" como un 

"material con cualquier dimensión externa, interna o una estructura superficial en la 
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nanoescala" y un “nano-objeto” como una "nanopartícula" siendo "pieza discreta de 

material con las tres dimensiones en la nanoescala". (ISO/TS 80004-1:2015(en), 

Nanotechnologies — Vocabulary — Part 1: Core terms. Available at: 

https://www.iso.org/obp/ui/#iso:std:iso:ts:80004:-1:ed-2:v1:en. (Accessed: 29th 

March 2019). En la Figura 6 se muestran, en forma comparativa y esquemática 

diferentes estructuras presentes en la naturaleza y con sus respectivos tamaños, con 

nanopartículas de distinto origen. 

 

  

Figura 6: Nanoescala, relación de tamaños en nanómetros. Las nanopartículas abarcan el 

rango entre 1 y 100nm. 

 

Los materiales con que se sintetizan las nanopartículas pueden cambiar 

drásticamente sus propiedades cuando las dimensiones toman valores dentro de la 

nanoescala, con la particularidad que estas nuevas propiedades no pueden ser 

predichas cuando se trabaja con el material en dimensiones macroscópicas o a gran 

escala. Las nanopartículas actualmente más utilizadas y descriptas son las llamadas 

nanopartículas inorgánicas como son las de oro, plata, silicio, zinc y titanio 56,57 . Si 

bien se describen como agentes antibacterianos, y se emplean en la medicina con tal 

fin, suelen presentar efectos adversos y tóxicos dependiendo de su concentración, vía 

de ingreso y distribución en el organismo. En cambio, las nanopartículas poliméricas, 

pueden variar su tamaño, forma, carga neta y capacidad de encapsular alguna droga o 

inmunógeno por lo que las hace más versátiles. Debido a que todas estas variables 

fisicoquímicas se pueden manipular y modificar, es posible diseñar nanopartículas en 
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función de lo que se desee encapsular y el efecto biológico deseado. Es por ello que la 

nanotecnología ha tomado un valor muy importante en la biomedicina. Es sabido que 

dependiendo del tamaño, la carga y la estabilidad frente al pH, las nanopartículas a 

base de polímeros orgánicos, las nanopartículas inorgánicas y las sales de aluminio, se 

caracterizan por su capacidad de activar la inmunidad innata 58–62. Además, pueden 

inducir mecanismos de senescencia o ser totalmente inertes. 

 

Nanopartículas y su interacción con células de la inmunidad 

innata 

 

El sistema inmune reacciona a los materiales extraños con acciones defensivas 

sólo si se perciben como potencialmente peligrosos. En el caso de las nanopartículas, 

como ocurre con muchos otros agentes transmitidos por el medio ambiente (como las 

partículas de polvo y los microorganismos), las barreras biológicas y los sistemas de 

eliminación del organismo son, en la mayoría de los casos, suficientes para excluirlas, y 

los mecanismos de reconocimiento inmunitario no se activan. En otros casos, las 

nanopartículas pueden inducir una reacción inmune que promueve la eliminación de 

las mismas. Las células efectoras que intervienen principalmente en esta reacción son 

aquellas con capacidad fagocíticas. Es por ello que se comenzó a utilizar el término 

NAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Nanopartículas) para los ligandos no 

patogénicos que pueden desencadenar una respuesta inmune. Al igual que los PAMPs 

o DAMPs pueden ser reconocidos mediante receptores de reconocimiento de patrones 

(PRR) presentes en las células del sistema inmune 63. Entre los receptores mejor 

caracterizados para los NAMPs se encuentra un conjunto de moléculas citosólicas de la 

familia de los receptores tipo NOD (NLR), entre los cuales el inflamosoma NLRP3 es el 

más estudiado y caracterizado 64–66.  

El inflamosoma es un complejo multiproteico que para su activación canónica 

necesita de una primera señal mediada por receptores, por ejemplo LPS vía TLR4, y 

una segunda señal que suele ser más amplia. En el caso de las nanopartículas, luego de 

ser internalizadas producen la desestabilización de los lisosomas produciendo la 

permeabilización de la membrana lisosomal (LMP de sus siglas en inglés Lysosomal 

membrane permeabilization) con la liberación al citosol de componentes que activan al 
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inflamosoma. Este, cliva y activa a la caspasa-1, la que cumple una función crucial en la 

activación canónica de esta vía dado que cliva y activa a las citoquinas pro-

inflamatorias pro-IL-1β y pro-IL-18, e inclusive puede inducir muerte celular mediante 

la piroptosis 67. En cambio, la activación no canónica del inflamosoma NLRP3 requiere 

de la señal extracelular de LPS vía TLR4-MyD88, para la síntesis de pro-IL-1β y NLRP3 

(Fig. 7). Asimismo, también debe estar involucrado el receptor TLR4-TRIF para la 

inducción y la liberación de IFN tipo I, quien actúa de manera autocrina mediante el 

receptor de interferón tipo I (IFNAR) para inducir la expresión de caspasa-11. Sin 

embargo, para que se active la caspasa-11, ésta debe unirse al LPS citosólico 68–70. 

 

 

Figura 7: Mecanismo de activación canónica y no canónica del inflamosoma NLRP3. 

(Adaptación de Si Ming Man 2015.) 

 

Las nanopartículas dependiendo de sus propiedades fisicoquímicas 

(composición química, tamaño, carga y tipo de superficie), pueden polarizar y/o 

reprogramar la respuesta inmune. Por ejemplo, puede inducir la polarización de la 

diferenciación de macrófagos hacia M1 (fenotipo inflamatorio) o M2 (fenotipo anti 

inflamatorio), reprogramar un perfil M1 hacia otro M2 y viceversa 71. Además, las 
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nanopartículas pueden modular la memoria innata de los macrófagos al disminuir 

(tolerancia) o mejorar (inmunidad adaptativa) su reactividad ante desafíos posteriores, 

probablemente a través de cambios epigenéticos 61 (Fig. 8). Además, las nanopartículas 

pueden activar células dendríticas y de esta manera promover la activación de la 

inmunidad adaptativa, a través de la reprogramación de las mismas para migrar de un 

tejido periférico (células dendríticas inmaduras) a un órgano linfoide secundario para 

interactuar con los linfocitos T (células dendríticas madura). Por otro lado, una vez que 

las nanopartículas activan a la célula dendrítica y son internalizadas pueden inducir la 

disrupción mecánica o química de los lisosomas y de esa manera ser liberadas al 

citosol. Las señales de peligro resultantes liberadas dentro del citoplasma de las células 

fagocíticas, pueden contribuir a la nanotoxicidad por activación del inflamosoma, pero 

al mismo tiempo también inducen la liberación del inmunógeno encapsulado. De esta 

manera un inmunógeno captado del medio extracelular, al ser traslocado al citosol, 

será procesado y presentado en el contexto MHC clase I, además de ser procesado y 

presentado a través de la vía endocítica en el contexto clase II. Por lo tanto, entre las 

propiedades de las nanopartículas podemos incluir su capacidad de inducir la 

presentación cruzada de antígenos para generar una inmunidad celular dependiente 

de linfocitos T CD4 y linfocitos T CD8 72.  

La aplicación cada vez más intensiva de la nanotecnología en la vacunología en 

los últimos años ha generado lo que se denomina “nanovacunología” 73. Básicamente 

se debe, como mencionamos anteriormente, a la gran versatilidad de las 

nanopartículas en cuanto a su síntesis y propiedades que se pueden alcanzar, lo cual 

ha llevado a que sean empleadas como una herramienta importante a considerar al 

momento de diseñar vacunas o vehículos para distribución de drogas y componentes 

activos dentro de un organismo. El hecho de poder dirigirlas a macrófagos y/o células 

dendríticas como células blanco ha posibilitado que su empleo como 

inmunoestimuladores o inmunomoduladores sea una posibilidad atractiva en el diseño 

de vacunas dirigidas a la prevención o tratamiento de enfermedades infecciosas y no 

infecciosas. 
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Figura 8: Las nanopartículas pueden inducir polarización de macrófagos y modular sus 

funciones de diferentes maneras. (Adaptación de Diana Boraschi et al 2017). 

 

En este trabajo se describen principalmente las propiedades biológicas de 

nanopartícula poliméricas ensambladas con el polímero polialilamina. Estas 

nanopartículas fueron capaces de activar células innatas mediante la activación de la 

vía del inflamosoma con la producción y liberación de IL-1β e IL-18. Además, nuestros 

hallazgos demuestran que son capaces de activar la inmunidad adaptativa Th1-

dependiente con producción de anticuerpos IgG2a específicos y producción y 

liberación de IFN-γ por células T CD4+ y CD8+. 
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Hipótesis de trabajo 
 

Las nanopartículas de polialilamina inducen la activación de la inmunidad 

innata por medio de mecanismos inflamatorios a través de distintos receptores NLR 

intracelulares en células presentadoras de antígeno. La activación del inflamosoma 

induce la liberación de las citoquinas IL-1β e IL-18, las cuales promueven un foco 

inflamatorio que activa la inmunidad adaptativa. 

Las nanopartículas poseen la capacidad de encapsular antígenos proteicos lo 

que confiere protección al antígeno para no ser degradado una vez que ingresan al 

organismo. Esta característica es importante para la formulación de vacunas 

mucosales, ya que se debe evitar los cambios de pH y enzimas presentes en las 

mucosas. 

La inducción de mecanismos humorales y celulares Th1-dependientes mediante 

el empleo de nanopartícula de PAH y OVA permiten extrapolar este diseño vacunal a 

una vacuna para la COVID-19 que permite inducir anticuerpos IgG específicos de alta 

afinidad y linfocitos T productores de IFN-γ. Estos mecanismos efectores han mostrado 

ser protectores en las diferentes vacunas actualmente disponibles para la COVID-19. 

Las vacunas a subunidades proteicas formuladas con proteínas recombinantes y 

las nanopartículas como adyuvantes, inducirán una respuesta mucosal Th1-específica 

de componentes proteicos de Brucella, que permitirán prevenir la infección, y 

diseminación de bacterias Brucella suis. La administración intranasal generará una 

respuesta efectora protectora a nivel pulmonar que controlará la infección bacteriana 

en la mucosa pulmonar a través de la generación de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

productoras de IFN-γ que ejercen funciones efectoras protectoras en esta infección. 

La administración mucosal de antígenos dietarios junto a las nanopartículas 

adyuvantes en ratones alérgicos a leche de vaca induce los mecanismos Th1 

específicos del antígeno en el intestino y así permite controlar el entorno inflamatorio 

pro-Th2 que gobierna a las reacciones alérgicas. Por otro lado, la generación de estos 

linfocitos Th1 productores de IFN-γ protege en forma conjunta las diferentes mucosas 
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de reacciones de hipersensibilidad frente a la exposición al alérgeno. La administración 

de la nanopartícula conteniendo a las proteínas de la leche bovina permite conservar y 

presentar a las mismas en las células presentadora de antígenos (células dendríticas) 

activadas encargadas de activar a los linfocitos T naïve que inmunomodularán local o 

sistémicamente a los linfocitos Th2 responsables de contribuir a la generación de un 

entorno inflamatorio alérgico. De esta manera, esta vacuna terapéutica 

inmunomodulatoria nos permitirá revertir un proceso alérgico no infeccioso. 

 

 

Objetivo general  
 

El objetivo de este trabajo es desarrollar y validar el empleo de nanopartículas 

de polialilamina con funciones adyuvantes, protectoras del inmunógeno y como 

sistema de delivery en la formulación de vacunas sistémicas mucosales en 

enfermedades no infecciosas (alergia alimentaria) e infecciosas. 

 

Objetivos específicos  
 

El cumplimiento de los siguientes objetivos nos permitirá demostrar la hipótesis 

de trabajo: 

1- Construcción y caracterización de nanopartículas de PAH conteniendo distintas 

proteínas como antígenos: OVA, yRBD, Btaf y β-lactoglobulina. 

2- Caracterización in vitro e in vivo de las nanopartículas (distribución celular y tisular, 

captación y diferenciación de células dendríticas, inducción de linfocitos, activación de 

linfocitos, células dendríticas y macrófagos). 

3- Estudio de las nanopartículas en la formulación de una vacuna sistémica contra el 

SARS-CoV-2. 

4- Estudio de nanopartículas en la formulación de una vacuna mucosal para prevenir la 

infección de ratones con bacterias del género Brucella suis. 
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5- Estudio de las nanopartículas en la formulación de una vacuna terapéutica mucosal 

para la inmunomodulación de alergias IgE-dependientes en un modelo animal pre-

clínico de alergia alimentaria IgE-dependiente 

6- Estudio de la seguridad, inmunogenicidad, eficacia y duración de la inmunidad 

protectiva inducida por las vacunas preventiva y terapéutica. 



 

 
 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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1-Síntesis de Nanopartículas 

1.1. Materiales utilizados 

Para la construcción de las nanopartículas se utilizaron los siguientes reactivos 

químicos: hidrocloruro de polialilamina (PAH) (Sigma-Aldrich - Mw=17500), 

hidrocloruro de polialilamina: fluoresceína isotiocianato 50:1 (PAH-FITC) (Sigma-Aldrich 

- Mw=56000), tripolifosfato de sodio (Tpp) y fosfato inorgánico (Pi) (Sigma-Aldrich). 

Para preparar las soluciones de cada uno de los componentes se utilizó agua destilada 

y agua farmacológica para experimentos de caracterización fisicoquímicos y ensayos 

biológicos, respectivamente. Para ajustar el pH de las soluciones se utilizó HCl 1 M y 

NaOH 1 M. 

  

1.2. Método de preparación de Nanopartículas 

Se prepara una solución de PAH en medio acuoso tal que la concentración de 

monómeros sea de 40 mM (Masa molecular PAH=93.5 g/mol). Se ajusta el pH al valor 

deseado (pH=8.5) mediante agregado NaOH. Esta solución se denomina “Solución A”. 

Por otro lado, se prepara una solución de Tpp en medio acuoso tal que la 

concentración sea de 24 mM (Masa molecular TPP=367.86 g/mol) y se ajusta el pH con 

HCl al valor pH=8.5 (igual pH que la solución A). Esta solución se denomina “Solución 

B”. Para obtener una solución de nanopartículas en dispersión coloidal se colocan en 

un frasco de vidrio o un recipiente de plástico limpio y estéril los siguientes reactivos 

en el siguiente orden: 1) VPAH mL de solución A; 2) VH2O mL de agua; 3) VTpp mL de 

solución B. Para obtener una solución homogénea de nanopartículas, el último 

agregado (paso 3) debe hacerse de manera rápida y bajo agitación constante. Debe 

evitarse agregar la solución B lentamente, de a porciones o de a gotas. Se define R 

como la relación de concentraciones entre  monómeros de PAH y Tpp, es decir 

R=[Tpp]/[PAH]. A volumen final Vf y una concentración final de PAH=CPAH, el valor R 

definirá los volúmenes VPAH, VH2O y VTpp. Por ejemplo, si Vf=10 mL, CPAH=5 mM y 

R=0.6, los volúmenes a utilizar serán: VPAH=1.25 mL; VH2O=7.5 mL y VTpp=1.25 mL. Es 

decir, los volúmenes se calculan de la siguiente manera: 

VPAH= (Vf*CPAH)/40mM 
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VTpp= (Vf*CPAH*R)/24mM 

VH2O=Vf - VPAH – VTPP 

1.3. Protocolo de adsorción de proteínas en Nanopartículas 

Para incorporar proteínas a las nanopartículas PAH/Tpp se añaden las 

siguientes cantidades en el siguiente orden: 1) VPAH mL de solución A; 2) VH2O mL de 

agua; 3) Vprot mL de solución de proteína; 4) VTpp mL de solución B. En este 

protocolo, la solución madre de proteína debe ser acuosa o en su defecto en buffer 

Tris o HEPES y no debe superar la concentración de 1 mg/mL. Debe evitarse el uso de 

buffer fosfato ya que los iones fosfato interfieren en la formación de las 

nanopartículas. De manera similar que en el caso anterior, el último paso (paso 4) debe 

realizarse de manera rápida y bajo agitación constante. Sabiendo la concentración final 

de PAH CPAH, R, el volumen final Vf y la concentración final de proteína Cprot f, se 

calculan los volúmenes mediante las siguientes relaciones: 

VPAH= (Vf*CPAH)/40 mM 

VTpp= (Vf*CPAH*R)/24 mM 

Vprot= (Vf*Cprot f)/Cprot i 

VH2O= Vf - VPAH - VTPP - Vprot 

Todas las preparaciones se realizaron utilizando materiales apirógenos y agua 

farmacológica comercial para evitar contaminaciones. 

 

1.4 Medida de encapsulación de proteínas 

Luego de la formulación de la nanopartícula en presencia de las proteínas se 

deja reposar 2 horas a temperatura ambiente. Se toma una alícuota y el resto del 

volumen se centrifuga a 6000 xg a 4°C durante 20 minutos y se mide la presencia de 

proteínas en el sobrenadante y en la alícuota de la solución original utilizando el kit 

comercial BCA (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. Por 

diferencia se calcula el porcentaje de proteínas encapsuladas. 
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2-Caracterización biológica in vitro 

Para realizar la caracterización biológica se utilizaron distintas concentraciones 

de Np, variando desde 0.25 mM hasta 1.25 mM, siendo la concentración de 0.5 mM la 

óptima y la utilizada en la mayoría de los ensayos en las siguientes líneas celulares: 

● RAW 264.7 (macrófagos murinos) se mantuvieron en medio DMEM-10% suero fetal 

bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en 

atmósfera de CO2 al 5% y se sembraron en placa de 48 pocillos a razón de 2×105 

células/pocillo. Se estimuló ON (overnight) con la Np en presencia o en ausencia de LPS 

1 μg/mL. Se recolecto el sobrenadante de cultivo luego del estímulo y se almacenó a -

80°C hasta su uso. 

● THP-1 (monocitos de sangre periférica humana) se mantuvieron en medio RPMI-10% 

SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en atmósfera de CO2 

al 5% y se sembraron en placa de 48 pocillos a razón de 2,5x105 células/pocillo, luego 

de 30 minutos se estimularon con LPS 1 μg/mL durante 3 horas seguido del estímulo 

ON con Np. Se cosechó sobrenadante de cultivo y se almacenó a -80°C hasta su uso. 

Los mismos estímulos se utilizaron para la caracterización mediante citometría de 

flujo. 

● J774 (macrófagos murinos) se mantuvieron en medio DMEM-10% SFB, 100 U/mL de 

penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% y se 

sembraron en placa de 48 pocillos a razón de 2,5×105 células/pocillo. Se estimularon 

con LPS 1 μg/mL durante 3 horas seguido de la Np entre 2 y 4 horas para microscopía u 

ON para citometría o detección de citoquinas. Se cosechó el sobrenadante de cultivo y 

se almacenó a -80°C hasta su uso para medir citoquinas. 

● HEK reporteras hTLR4 (células epiteliales humanas de riñón transfectadas con 

hTLR4/MD-2/CD14 y con el gen de la fosfatasa alcalina embrionaria secretoria, SEAP) 

se mantuvieron en medio DMEM-10% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% y se sembraron en placa de 96 

pocillos a razón de 3×104 células/pocillo. Con 70% de confluencia, se cambió el medio y 

estimularon durante ON con Np, proteínas problema y como control positivo se utilizó 

una curva de dosis-respuesta con distintas concentraciones de LPS. Se cosechó el 
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sobrenadante de cultivo y se almacenó a -20°C hasta su uso para medir actividad de la 

fosfatasa alcalina. 

● JAWS-II (célula dendrítica/monocito de médula ósea de ratón) se mantuvieron en 

medio IMDM-10% SFB, 5 ng/mL GM-CSF (Preprotech), 100 U/mL de penicilina, 100 

μg/mL de estreptomicina y β-mercaptoetanol a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Se 

sembró en placas de Petri de 100mm 6x106 células con 10 mL de medio completo. Se 

cosecharon tanto las células en suspensión como las adherentes y se sembraron en 

placas 2,5×105 células/pocillo en placas de 48 pocillos. Luego del estímulo las células se 

cosecharon para su caracterización por citometría de flujo y el sobrenadante del 

cultivo se almacenó a -80°C hasta su uso para medir citoquinas. 

●Caco (células epiteliales de adenocarcinoma colorrectal humano) se mantuvieron en 

medio DMEM piruvato-10% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina 

a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% y se sembraron en placas a razón de 3×104 

células/pocillo en placas de 96 pocillos. Con 70% de confluencia, se cambió el medio y 

se estimuló durante 1 hora con Flagelina (FLIC, 1μg/mL) seguido de la Np durante toda 

la noche a 37°C y 5% CO2, se cosechó el sobrenadante de cultivo y se almacenó a -80°C 

hasta su uso. 

●HT-29 (células epiteliales de carcinoma de colon humano): se mantuvieron en medio 

DMEM-10% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en 

atmósfera de CO2 al 5% y se sembraron en placas a razón de 3×104 células/pocillo en 

placas de 96 pocillos. Con 70% de confluencia, se cambió el medio y se estimuló con 

TNF-α (10 ng/mL) durante 20 minutos y luego se estimuló con Np durante 3 horas para 

microscopía o se incubó ON a 37°C y 5 % de CO2, se cosechó el sobrenadante de cultivo 

y se almacenó a -80°C hasta su uso. 

●Hek (células epiteliales humanas de riñón) se mantuvieron en medio DMEM-10% SFB, 

100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en atmósfera de CO2 al 

5% y se sembraron en placas a razón de 3×104 células/pocillo en placas de 96 pocillos. 

Con 70% de confluencia, se cambió el medio y estimularon con Np-FITC durante tres 

horas para la caracterización mediante microscopía confocal. 
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● Extracción de células de médula osea (MO) y diferenciación de células dendríticas 

(BMDC): se utilizó el fémur y la tibia de ratones Balb/c, se eliminó el músculo que los 

rodea y se cortaron los extremos de los huesos todo bajo condiciones de esterilidad. 

Con una jeringa de tuberculina con aguja 23g se inyectó 0.5 mL de solución PSE (suero 

fetal bovino 0.5%, EDTA 2mM en PBS pH7,2) de manera de hacer fluir la médula y 

recibirla en un tubo estéril. La suspensión celular se centrifugó a 250xg durante 10 

minutos y se resuspendió en PSE. Se sembraron en placas de Petri de 100mm 6x106 

células con 10 mL de RPMI/GM-CSF. Al tercer día se le adicionó 10 mL de medio 

RPMI/GM-CSF a la placa. Al séptimo día de cultivo se tomó 10 mL de suspensión, se 

centrifugó por 5 minutos a 500xg, se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 10 

mL de RPMI/GM-CSF nuevo y se colocó nuevamente en la placa original. Al octavo día 

las células no adherentes fueron cosechadas con un pipeteo suave para ser sembradas. 

● Maduración de DC: Se sembraron 1x106 células/pocillo en la placa de 24 pocillos en 

RPMI 10% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina. Se estimuló ON 

con Np a 37°C 5% de CO2. Las células se cosecharon para su caracterización para la 

caracterización por citometría de flujo, se recolecto el sobrenadante de cultivo y se 

almacenó a -80°C hasta su uso para medir citoquinas. 

● Generación de macrófagos derivados de médula ósea (BMDM): 

Se obtuvieron células de médula ósea de fémures y tibias de ratones C57BL/6 WT y 

deficientes en NLRP3, Casp1/11, Casp11, GSDMD e IL-1R de igual manera que en el 

inciso anterior de obtención de BMDC. Brevemente, las células se sembraron en placas 

de 24 pocillos a razón de 5×105 células/mL (día 0) y se mantuvieron en medio de 

cultivo DMEM-10% SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina y 20% 

de sobrenadante de cultivo de la línea L929 (línea celular de fibroblastos murino 

productora de M-CSF), a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5% durante 7 días. Al día 4 

de incubación, el medio se reemplazó por completo nuevo 74. 

● Maduración de BMDM: Se sembraron 1x106 células/pocillo en la placa de 24 pocillos 

en DMEM como medio de cultivo. Se estimuló ON con Np a 37°C 5% CO2. Se recolecto 

el sobrenadante de cultivo, las células fueron lavadas con PBS y lisadas con 25 

μL/pocillo del buffer lisis M-PERR (Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo 
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Fisher Scientific) agregando cocktail de inhibidor de proteasa (1:100). El sobrenadante 

de cultivo y el lisado se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

Estímulos e inhibidores utilizados: 

LPS (Sigma) 1 μg/mL 

ATP (Sigma) 2.5-5 mM 

Inhibidor de caspasa: Z-VAD-FmKQ (Sigma)10 μg/mL 

Anticuerpo monoclonal bloqueante del receptor de interleuquina-1β (IL-1R): Anakinra 

Inhibidor de la fagocitosis: Citocalasina D (Santa Cruz) 1μg/mL 

Inhibidor de catepsina B: CA-74Me (Santa Cruz) 50 μM 

Hidróxido de aluminio (Alum) o Alhydrogel 

 

2.1 Ensayo de internalización y activación celular  

Se estimularon las líneas celulares RAW, J774, THP-1, JAWS, BMDC y BMDM 

con Np o Np-FITC con 0.5 mM. Se incubaron ON para medir citoquinas en 

sobrenadante y para caracterizarlas por citometría de flujo. Para microscopía confocal 

o de epifluorescencia se plaquearon las células en un slide de vidrio de 12mm de 

diámetro y se estimularon durante 1, 2 o 4 horas. Para citometría de flujo se 

recolectaron las células, se lavaron con PBS y se marcaron con los anticuerpos 

específicos CD103, CD14, CD11b, CD11c, MHCII y/o CD86 (Thermofisher) conjugados a 

diferentes fluorocromos dependiendo del ensayo y el tipo celular. Se centrifugaron 

durante 10 minutos a 500xg y se resuspendieron en 300 μL de buffer FACS (PBS + 2% 

SFB + 2 mM EDTA). Las células fueron adquiridas empleando un citómetro de flujo 

FACScalibur o FACSAria (BD). Para microscopía confocal o epifluorescencia las células 

fueron estimuladas de igual manera con Np-FITC, se lavaron con PBS y se fijaron con 

paraformaldehído (PFA) al 2%. Para la marcación de núcleo se utilizó ioduro de 

propidio o DAPI (1 μg/mL) en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente, luego 

se lavaron con PBS y se montaron en portaobjeto para ser observadas en microscopio 

confocal o de epifluorescencia. 
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2.2 Detección de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo por la técnica de 

ELISA 

  Las líneas celulares antes mencionadas se estimularon con Np 0.5 mM y se 

utilizaron con los siguientes controles positivos: 1 μg/mL de LPS durante 3 horas 

seguido de 2.5 nM de ATP durante 3 horas, 1 μg/mL de LPS durante 3 horas seguido de 

50 a 100 μg/mL de hidróxido de Aluminio 24 horas, 1 μg/mL de LPS durante 3 horas 

seguido de la transfección de un fragmento de ADN de un gen no relacionado con 

Lipofectamina TM LTX Reagent y con PLUSTM Reagent (Invitrogen) durante 3 horas o 1 

μg/mL de LPS durante 3 horas seguido de 20 μM de Nigericina durante 40-45 minutos. 

El estimuló con Np se realizó durante 24 horas en estufa a 37°C y 5% de CO2. En el 

sobrenadante de los cultivos se cuantificó la presencia de citoquinas mediante el 

empleo de un ELISA de captura de origen comercial anti-humano (Invitrogen) hIL-1β y 

hIL-8 y anti-ratón (R&D Systems) mIL-6, mIL-1β, mIL-18 y mTNF-α según las 

especificaciones de los fabricantes.  

 

2.3 Medida de actividad lactato deshidrogenasa (LDH) 

La actividad enzimática lactato deshidrogenasa (evaluación de integridad 

celular) se midió en el sobrenadante de cultivo y lisados celulares (lisados con Cell 

Culture Lysis 5x Reagent de Promega) con el kit LDH-L comercial (WienerLab) según 

especificaciones del fabricante. Se midió la densidad óptica (DO) a 340 nm cada 10 

minutos durante 2 horas empleando el lector espectrofotómetro de placas 

VarioskanLux (Thermo scientific). 

La actividad de la enzima liberada al medio extracelular se calculó siguiendo la 

siguiente fórmula: %LDH=[SND/(SND+LISIS)]x100, la cual tiene en cuenta la actividad 

en el sobrenadante (SND) en relación con la suma de la actividad de la enzima 

presente en el sobrenadante y en el lisado celular (LISIS), individualmente para cada 

estímulo. 
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2.4 Western blot 

Se caracterizaron los sobrenadantes y los lisados celulares de BMDM por 

Western blot. Los extractos se prepararon en buffer muestra conteniendo SDS y 2-

mercaptoetanol. Se sembraron volúmenes de 20 μL que contengan 10 μg de proteína 

por calle y se separaron en un gel de SDS-PAGE al 15%. Luego de la corrida 

electroforética (1 hora a corriente constante de 50 mA), las proteínas fueron electro-

transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) 

en buffer de transferencia (Tris 50mM, glicina 40mM, 10% metanol) durante 1 hora a 

300 mA. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente en 

una solución de leche descremada al 5% TBS-T (Tris 1mM, NaCl 28mM, KCl 0.6mM, 

Tween-20 0,1%). Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios 

correspondientes durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron tres veces 

durante 5 minutos en TBS-T y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente 

con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa HRP correspondiente (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA) a una dilución 1:1000.  

Se emplearon los siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal de ratón 

específico para la subunidad p20 de caspasa-1 (Adipogen, San Diego, CA, EE. UU.) a 

una dilución 1:1000 y como control de carga proteica se utilizó un anticuerpo 

monoclonal de ratón anti–β-actina (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) a una 

dilución 1:1000. 

El revelado de las bandas en la membrana se visualizaron usando el sustrato de 

HRP quimioluminiscente Luminol (Millipore) y analizado con el ImageQuant TL 

Software (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). 

 
2.5 Detección de LPS 

Para detección de endotoxinas (lipopolisacáridos) se utilizó la línea celular 

HEKhTLR4 que expresan el receptor tipo Toll 4 acoplado a la secreción de SEAP. Por lo 

tanto, las células estimuladas con LPS secretan la enzima fosfatasa alcalina al medio 

extracelular para luego medir su actividad en el sobrenadante. La línea celular se 

estimuló con Np, PAH, Tpp, agua farmacológica, yRBD, OVA, y LPS como control 

positivo durante 24 horas a 37°C y en atmósfera de 5% de CO2. Para las Np y sus 
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componentes se utilizaron 0.5 mM y 1 μg/mL para yRBD y OVA. El sobrenadante se 

guardó a -20°C hasta su uso. 

 

2.6 Medida de actividad de fosfatasa alcalina (SEAP) 

Para realizar la medida de la actividad enzimática de fosfatasa alcalina se 

incubaron 30 μL de sobrenadante de cultivo con 60 μL de sustrato (1 mg de 

crómogeno p-nitrofenil fosfato disódico disuelto en 1 mL buffer para fosfatasa), 

durante 10 minutos a 37°C, luego se frenó la reacción mediante el empleo de 30 μL 

EDTA 0,1M y se midió la DO a 405 nm en un lector espectrofotómetro de placas 

(Variouskan Lux). 

 

3-Caracterización biológica in vivo 

Animales de laboratorio: Ratones Balb/c de 5 a 7 semanas libres de patógenos 

fueron provistos por la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata. 

Los animales se alojaron en el bioterio propio del instituto IIFP y se manipularon 

siguiendo las pautas internacionales de experimentación con animales. El Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad 

de Ciencias Exactas (Universidad de La Plata) aprobó el protocolo (006-37-21 y 017-10-

15). La realización de los modelos de infección con SARS-CoV-2 se realizaron bajo los 

protocolos aprobados por el Instituto Malbrán (#3300/18).  

En Brasil, se adquirieron ratones C57BL/6 de tipo salvaje (WT) y deficientes 

para los siguientes genes: Nlrp3-/-, Casp1/11-/-, Casp11-/-, Gsdmd-/- e IL-1R-/- de la 

Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG) en el background C57BL/6. Los animales 

se mantuvieron en la UFMG en ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y se usaron entre 

las 6-9 semanas de la edad. Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo de 

acuerdo con la Ley Federal de Brasil número 11.794, que regula el uso científico de los 

animales en Brasil, los lineamientos de los Comités Institucionales de Uso y Cuidado de 

Animales (IACUC), y los lineamientos de la Ley de Bienestar y los reglamentos 

establecidos por la Panel de la Asociación Americana de Medicina Veterinaria sobre 

eutanasia. Los animales fueron alimentados, alojados y manipulados en estricto 
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acuerdo con estas recomendaciones. Todos los protocolos fueron aprobados por el 

Comité de Ética en la Experimentación Animal (CETEA) de la Universidad Federal de 

Minas Gerais UFMG con permiso # 165/2019. 

 

3.1. Monitoreo de la biodistribución de Np-FITC in vivo 

Se administraron las Np a ratones BALB/c por las vías intragástrica (IG) 200 μL e 

intranasal (IN) 40 μL (2 administraciones de 20 μL en cada orificio nasal) y a distintos 

tiempos se sacrificaron los animales para la detección de fluorescencia en distintos 

tejidos por citometría de flujo. 

Aislamiento de enterocitos y células mononucleares de lámina propia: Se extrajo la 

primera porción de intestino delgado (longitud aproximada 10 cm), se colocó en una 

placa de Petri con PBS 1X donde se removió la grasa que se encuentra por fuera del 

tubo intestinal. Se retiraron y se recolectaron las placas de Peyer en HBSS para luego 

procesarlas, y se cortó el intestino longitudinalmente para limpiar el interior y se 

recolectó en la solución I hasta obtener las muestras de todos los animales. Luego se 

pasaron a la solución 2 y se incubaron en hielo durante 10 minutos. Al finalizar, se 

pasaron las muestras a la solución III donde se incubaron a 37°C durante 15-30 

minutos en agitación, luego del tiempo cumplido se agitó fuertemente para 

desprender células epiteliales, estas fueron separadas por centrifugación (5 minutos a 

500xg) y guardadas en hielo. Sobre una placa de Petri se cortó con bisturí el tejido 

remanente y se colocó en la solución IV donde se incubó con agitación a 37°C durante 

30 minutos. Para finalizar el disgregado del tejido y obtener la suspensión celular de 

lámina propia se utilizó jeringa y aguja. La suspensión resultante se filtró mediante un 

cell strainer de 40μm de tamaño de poro, se lavaron con RPMI. Finalmente, se 

centrifugaron las células a 500xg por 5 minutos y se resuspendieron en buffer FACS 

para su marcación y análisis por citometría de flujo. 

Aislamiento de células de la mucosa sublingual: Se extrajo la mucosa que se encuentra 

en la cavidad bucal debajo de la lengua y se colocó en la solución I hasta la recolección 

de todas las muestras. Luego se pasaron a la solución III y se incubaron 20 minutos a 

37°C con agitación. Luego de la incubación se agitó varias veces fuertemente para 
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desprender las células epiteliales, estas fueron separadas por centrifugación (5 

minutos a 500xg) y guardadas en hielo. El tejido remanente se cortó con tijera para 

terminar de disgregar y se pasó a la solución IV e incubó a 37°C durante 30 minutos 

con agitación. De ser necesario se terminó de disgregar con aguja, jeringa y cell 

strainer. Se centrifugó durante 5 minutos a 500xg, se resuspendió en buffer FACS para 

su marcación a análisis por citometría de flujo. 

Soluciones empleadas: 

SOLUCION I: HBSS, SFB 2-5%, Hepes 10mM, Penicilina y Estreptomicina, agua 

farmacológica estéril. 

SOLUCIÓN II: SOLUCIÓN I más DTT 1 mM. 

SOLUCIÓN III: SOLUCIÓN I sin SFB más EDTA 1 mM. 

SOLUCIÓN IV: RPMI completo, SFB 10%, Colagenasa (Sigma) 1 mg/mL. 

Aislamiento de células de las Placas de Peyer: Las Placas de Peyer asiladas del intestino 

delgado 75 (un ratón puede tener entre 5 y 10 PP distribuidos entre el duodeno y el 

íleon), se colocan en HBSS y se mantuvieron en hielo hasta la recolección de las Placas 

de los diferentes animales. Luego, se colocan en el medio de disociación (RPMI base, 

SFB 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 U/mL y 1 mg/mL colagenasa) y se 

incubó por 15-20 minutos a 37°C en agitación. Se diluyo con RPMI completo fresco 

para inactivar la enzima colagenasa. Se pasó por jeringa y aguja para terminar de 

disgregar el tejido y luego de filtro usando un Cell strainer de 40μm. La suspensión 

celular se centrifugó 500xg por 5 minutos, se resuspendió en FACS para su marcación y 

análisis por citometría de flujo. 

Aislamiento de células de ganglios (submaxilares, mesentéricos y mediastínicos) y 

pulmón: Se extrajeron los ganglios y la totalidad de los pulmones para recolectarlos en 

1mL y 3mL de RPMI completo respectivamente (RPMI base, SFB 10%, penicilina 100 

U/mL y estreptomicina 100 U/mL), se mantuvieron en hielo hasta el procesamiento 

posterior. Se agregó colagenasa 1 mg/mL y disgregó con tijeras. Se incubó a 37°C en 

agitación por 30 minutos y se agregó medio de cultivo fresco para inactivar la 

colagenasa. Se pasó por jeringa y aguja para completar la disgregación y se filtró la 

suspensión celular usando Cell strainer de 40μm para obtener la suspensión celular. Se 
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centrifugó a 500xg por 5 minutos, se resuspendió en FACS para su marcación y análisis 

por citometría de flujo. 

 

3.2. Análisis de la inmunogenicidad y adyuvanticidad de las Np 

  Se utilizó un esquema de inmunización por la vía intranasal o intraperitoneal de 

una vez por semana durante tres semanas o de dos dosis separadas por 14 o 21 días 

dependiendo del modelo animal y candidato vacunal utilizado.  

Como antígeno concepto se utilizó ovoalbúmina EndoFitTM (Invivogen) según 

datos del fabricante presenta niveles de endotoxina menores a 1 EU/mg lo cual se 

considera como garantía de apirogenicidad. Para la formulación del candidato vacunal 

contra Brucella suis se utilizó la proteína recombinante Btaf obtenida a partir de cultivo 

de Escherichia coli BL21 (DE3) y detoxificada con Polimixina B 76 en el Instituto de 

Estudios de la Inmunidad Humoral (IDEHU-UBA-CONICET). Para la formulación del 

candidato vacunal contra SARS-CoV-2 se utilizó la proteína recombinante RBD 

obtenida en cultivo de Pichia pastoris y detoxificada con Polimixina B 77 en el 

laboratorio del IB3 en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad 

Nacional de Buenos Aires (UBA-CONICET). 

 

3.2.1 Inmunización por vía intranasal e intragástrico 

Se utilizó un esquema de tres dosis, donde se inmunizó una vez por semana 

durante tres semanas (días 0, 7 y 14). Los animales fueron anestesiados previamente 

con isofluorano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluoroetil éter) y luego se administró por 

vía intranasal por instilación en cada narina con pipeta un volumen final de 20 μL con 

10 μg de OVA o Btaf por dosis. Bajo el mismo esquema de inmunización se administró 

por vía intragástrica 100 μg de OVA en 200 μL por dosis. Se tomó muestra de suero 

antes de cada inmunización. A los 21 días se sacrificaron, en cámara de dióxido de 

carbono y se tomaron muestra de saliva, suero, lavado broncoalveolar en los cuales se 

midió la respuesta humoral, además se extrajo el bazo para cultivo de esplenocitos 

donde se midió la respuesta celular. 
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Obtención de saliva: Se administró por vía intraperitoneal 100 μL de una solución 

0.02% de pilocarpina clorhidrato (Alcon). Luego de 5 minutos se comienza a recolectar 

la saliva con pipeta alcanzando un volumen aproximado de 100 μL. La muestra se 

conserva a -20°C hasta su uso. 

Obtención de células dendríticas: Para evaluar la población de células dendríticas en 

ganglio mesentérico y en Placas de Peyer, las muestras de los distintos grupos de 

animales inmunizados se disgregaron siguiendo el protocolo descripto en el apartado 

3.1. 

3.2.2 Inmunización por vía sistémica 

- Para la inmunización intraperitoneal empleando Np como adyuvante se emplearon 2 

esquemas de trabajo: 

 Un esquema de tres dosis administradas semanalmente, con un volumen final 

de formulación de 200 μL con 100 μg de OVA, donde los animales fueron 

sacrificados una semana después de la última inmunización. 

 Un esquema de dos dosis separadas por 21 días con un volumen final de 

formulación de 500 μL con 40 μg de yRBD, donde los animales fueron 

sacrificados luego de dos semanas después de la última inmunización. 

 En ambos modelos se tomaron muestras de suero antes de cada inmunización. Y al 

punto final se tomaron muestra de suero, lavado broncoalveolar para la determinación 

de la respuesta humoral, y se realizaron cultivos de esplenocitos para la determinación 

de la respuesta celular. 

Obtención de suero y lavado broncoalveolar (BAL): Por punción intracardiaca se 

obtuvo la sangre entera, se centrifugó a 1500xg por 10 minutos y se separó el suero. 

Para el lavado broncoalveolar, se expuso la tráquea y a través de la misma se 

realizaron tres lavados perfundiendo los pulmones con 1 mL de PBS. Ambas muestras 

se conservaron a -20°C hasta su uso. 

Determinación de IgG, IgG1, IgG2a e IgA específicos en suero y BAL mediante ELISA 

indirecto: Placas de microelisa de poliestireno (NUNC, Maxisorp, Denmark) fueron 

sensibilizadas con 1μg/100μL de antígeno en buffer carbonato, pH 9.6 durante toda la 



Lic. Gastón Rizzo  Materiales y métodos 

62 
 

noche a 4°C. Las placas sensibilizadas se bloquearon con 5% de suero equino normal 

en PBS durante 1 hora a 37°C y luego se incubaron los sueros (dil 1/100 o título) o BAL 

(dil 1/2 o título) durante 1 hora a 37°C. La unión antígeno-inmunoglobulina se detectó 

con anticuerpos específicos correspondiente, IgG, isotipo-específicos (IgG1 e IgG2a) e 

IgA. Como sustrato de revelado se utilizó TMB y se detuvo la reacción con 2M de H2SO4 

y la DO se midió a 450 nm utilizando un espectrofotómetro (Variouskan Lux). 

Cultivo primario de células de bazo para ensayo de respuesta celular: Se evaluó la 

inducción de linfocitos T específicos durante la inmunización mediante el dosaje de 

citoquinas a partir de células aisladas de animales provenientes de los distintos lotes. 

Para ellos, los bazos de los ratones inmunizados fueron disgregados mecánicamente. 

Se plaquearon 4x106 células/mL en medio RPMI completo (RPMI base, 10% SFB, 100 

U/mL penicilina, 100 U/mL estreptomicina) en placas de 48 pocillos y se estimularon 

con 10-100 μg/mL de antígeno durante 48 o 72 horas dependiendo el antígeno. Se 

midió mediante ELISA comercial IFN-γ (R&D Systems), IL-5 e IL-13 (Invitrogen) en los 

sobrenadantes de cultivo, según las especificaciones del fabricante. 

Prueba de hipersensibilidad retardada (DTH): Para evaluar la inmunidad celular in vivo 

se realizó la prueba DTH. Veintiún días después de la última inmunización, se le 

administro por vía subcutánea 20 μg de antígeno en 20 μL de PBS en una de la 

almohadilla plantar trasera. Como control negativo, se inyectó solución salina de 

manera similar en la almohadilla plantar contralateral. A las 48 horas se evaluó el 

proceso inflamatorio a través de la medida del espesor de las patas. La medida se 

realizó utilizando un calibre digital con una precisión de 0,01mm. 

3.2.3 Modelo de protección contra SARS-CoV-2 e histopatología: El siguiente 

modelo se llevó a cabo en las instalaciones de La Administración Nacional de 

Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos Malbrán” (ANLIS MALBRAN) en conjunto 

con el área de virología. Ratones K18-hACE2 Balb/c hembras y machos fueron 

inmunizados con dos dosis separados por 21 días con los candidatos vacunales Np-

yRBD y Alum+yRBD y se utilizaron como controles ratones inmunizados solo con yRBD 

y Np. El día 35 se infectaron con la cepa Whuan de SARS-CoV-2 a razón de 10^5 TCID 

(Tissue Culture Infectious Dose) y el día 39 post segunda dosis se procede al sacrificio y 



Lic. Gastón Rizzo  Materiales y métodos 

63 
 

a la toma de muestras para la determinación de carga viral por RT-PCR y para estudios 

histopatológicos.  

El estudio histopatológico se realizó en el Instituto de Ciencias Veterinarias del 

Litoral del Centro de Medicina Comparada perteneciente a la Universidad Nacional del 

Litoral, siguiendo los siguientes criterios 78,79 (https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/index.htm): 

 
 

Para la asignación del score se evaluó en forma semi-cuantitativa por microscopía la 

severidad y distribución de los siguientes parámetros: 

Pulmón 

Inflamación: Las etiologías más frecuentemente asociadas a procesos de neumonía 

intersticial son virus, tóxicos, alérgenos y sepsis. En los estudios NTP (National 

Toxicology Program), hay cinco categorías estándar de inflamación: aguda, supurativa, 

crónica, crónica activa y granulomatosa. Un agente o sustancia de prueba puede 

estimular las células epiteliales y los macrófagos residentes para secretar citoquinas, 

induciendo así una respuesta inflamatoria. Alternativamente, un agente o sustancia de 

prueba puede causar daño tisular, lo que secundariamente resulta en inflamación. 

Hiperplasia de neumocitos tipo 2: La presencia de hiperplasia de neumocitos tipo II 

podría asociarse a etiologías como virus, tóxicos, alérgenos y sepsis. La hiperplasia de 

neumocitos tipo II puede ser primaria o secundaria a lesión o inflamación de 

neumocitos de tipo I. Los neumocitos tipo I son especialmente vulnerables a las 

S Score
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HEM 2 2

Co 3 3/4
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lesiones oxidantes, y la proliferación de los neumocitos tipo II a menudo se observa 

después de la lesión y la pérdida de células tipo I. 

Hiperplasia de los epitelios bronquiolares: La hiperplasia alveolar-bronquiolar puede 

ser secundaria a procesos inflamatorios o como una lesión pre-neoplásica. En general 

es un proceso benigno, reversible. 

Encéfalo 

Inflamación (I): En los estudios de NTP, hay cinco categorías estándar de inflamación: 

aguda, supurativa, crónica, crónica activa y granulomatosa. Las inflamaciones de tipo 

linfoplasmocitarias podrían ser sugerentes de procesos de base viral, aunque no 

podrían descartarse otros procesos crónicos que afecten al sistema nervioso central. 

Vacuolización de la sustancia blanca (VB): la presencia de vacuolas es un artefacto 

común relacionado al proceso de autólisis. Suele ser más prominente en la sustancia 

blanca y puede aparecer como resultado del procesamiento (ej. contacto prolongado 

con etanol 70%) 

Dark neuron (DkN): La basofilia y la contracción neuronal son artefactos comunes en 

cerebros no perfundidos. 

Hígado 

Vacuolización citoplasmática (VC): La presencia de vacuolas citoplasmáticas puede 

asociarse a cambios en la cantidad de glucógeno en los hepatocitos o degeneración 

hidrópica. Los cambios en la cantidad de glucógeno hepatocelular suelen ir 

acompañados de otras alteraciones citoplasmáticas, como el cambio graso o la 

vacuolización citoplasmática. En ausencia de tratamiento los cambios en el contenido 

de glucógeno se consideran “background”. Debido a que los roedores generalmente se 

alimentan de noche, el grado de acumulación de glucógeno dentro de los hepatocitos 

es típicamente más alto en las primeras horas de la mañana y disminuye durante todo 

el día. 

Hematopoyesis extramedular (HEM): La hematopoyesis extramedular es inesperada en 

roedores adultos y generalmente se asocia con afecciones patológicas. Se distingue de 

los infiltrados de células inflamatorias por la presencia de eritrocitos nucleados, 
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granulocitos inmaduros y / o células progenitoras indiferenciadas en ausencia de 

necrosis hepatocelular asociada. 

Congestión (Co): Podría asociarse al método eutanásico, sin significación patológica, 

3.3 Modelo de alergia alimentaria a la proteína de la leche 

El siguiente modelo se encuentra ampliamente caracterizado y descripto por el 

grupo de trabajo 80–84. Ratones Balb/c de 5 a 7 semanas libres de patógenos fueron 

provistos por la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata. Los 

animales se alojaron en el bioterio propio del instituto y se manipularon siguiendo las 

pautas internacionales de experimentación con animales. El protocolo de trabajo fue 

aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

(CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas (Universidad Nacional de La Plata). 

El extracto de proteína de leche (PLV) fue preparado a partir de leche en polvo 

(Svelty, Nestle). Se disolvió PLV en buffer carbonato para la administración oral. La 

toxina colérica (TC) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), empleado como adyuvante 

mucosal, se disolvió en buffer carbonato. 

La sensibilización se realizó según Smaldini et al 2012 80. Brevemente, los 

ratones (n=5/grupo) recibieron una vez por semana durante seis semanas 10 μg de TC 

y 20 mg de PLV en 200 μL de buffer bicarbonato por vía intragástrica. Los ratones 

fueron ayunados 2 horas antes de la sensibilización y 30 minutos se les administró por 

vía intragástrica una solución de bicarbonato de sodio para reducir la acidez estomacal. 

Luego, los animales se desafiaron por vía oral con PLV (10mg/200μL) en dos días 

consecutivos. Con el fin de modular la alergia los ratones sensibilizados fueron 

agrupados en cuatro lotes, los cuales recibieron por sonda intragástrica 10 μg β-

lactoglobulina (Sigma) en PBS (Sens/PLV), 10 μg de β-lactoglobulina encapsulado en la 

Np (Sens/Np-βlacto) y solo PBS (Sens/PBS). 

3.3.1 Desafío oral y evaluación de signos clínicos  

Una vez concluido el plan de inmunización los animales fueron desafiados con 

PLV con el fin de analizar los signos clínicos locales y sistémicos inducidos como 

consecuencia de la sensibilización previa. Para esto se les administró únicamente el 
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antígeno por vía intragástrica. Los síntomas clínicos indicadores de la inducción de 

reacciones mediadas por IgE aparecen entre los 15 y 30 minutos posteriores a la 

exposición al antígeno y alcanza un pico aproximadamente 45min después de la 

aparición del primer síntoma. Los animales fueron observados durante la hora y media 

siguiente al desafío oral por más de un observador. Para la evaluación de los signos 

clínicos, se definió una escala cuantitativa de "índice" de síntomas, asignándole de 

manera arbitraria un puntaje a cada signo clínico inducido en función de la intensidad 

de los mismos (Tabla 3). Luego de asignados los índices clínicos se considera el valor 

más alto alcanzado por cada animal. 

Tabla 3: Signos clínicos en animales alérgicos a PLV 

 

3.3.2 Prueba cutánea 

Brevemente, esta prueba evalúa la presencia de IgE específica unida a los 

receptores de alta afinidad en la superficie de los mastocitos de la piel, para lo cual se 

inocula 20 μg de antígeno en 20 μL de solución salina por vía subcutánea (SC), en una 

almohadilla plantas y solución salina en la pata contraria como control negativo. Luego 

a los animales se le inyecto 100 μL de azul de Evans 0.1% en forma intravenosa (iv). Si 

el animal sensibilizado tiene anticuerpos IgE específicos en las células, la presencia del 

antígeno específico induce la activación celular con la consiguiente liberación de 

mediadores pro-inflamatorios pre-formados en los gránulos citoplasmáticos. La zona 

inflamada se evidencia experimentalmente mediante la extravasación del azul de 

Evans al tejido circundante (coloración azul de la piel). Este resultado es indicador de 

un proceso mediado por IgE solo si la extravasación del colorante se produce a los 

Puntaje Signos clinicos observados

0 Sin sintomas

1 Rascado de nariz y cabeza y enrojecimineto alrededor de nariz y cabeza

5 Muerte

2
Hinchazon alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad general y/o baja 

actividad con aumento de frecuencia respiratoria

3 Respiracion dificultosa, cianosis alrededor de la boca y cola

4 Inactividad, convulsiones
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minutos de inoculado el antígeno por vía SC. Dicha extravasación produce una 

hinchazón local de las almohadillas plantares, la cual puede ser medida con un calibre. 

3.3.3 Detección por ELISA de IgG1 e IgG2a específico en suero 

Placas MaxiSorp (NUNC, Denmark) fueron sensibilizadas con 1μg/100μL de PLV 

en buffer carbonato, pH 9.6 durante toda la noche a 4°C. Las placas sensibilizadas se 

bloquearon con 5% de suero equino normal en PBS durante 1 hora a 37°C y luego se 

incubaron las muestras en una dilución 2/200 durante 1 hora a 37°C. La unión 

antígeno-inmunoglobulina se detectó con anticuerpos anti-mouse isotipo específico 

(1/1000 y 1/3000 1h a 37°C). Como sustrato se utilizó TMB para generar la reacción 

colorimétrica y se frenó la reacción con 2M de H2SO4 y la DO se midió a 450 nm. 

3.3.4 Detección de IgE específica en suero 

Se utilizó la técnica de EAST para la evaluación de anticuerpos IgE específicos en 

suero. Brevemente, los discos de papel de celulosa activados con bromuro de 

cianógeno se sensibilizaron con PLV a una concentración de 1.75 mg/mL en buffer 

carbonato, pH=9.6 durante toda la noche a 4°C y bloqueados con etanolamina 0.05 M 

durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, los papeles sensibilizados y 

bloqueados se colocaron en sus respectivos tubos y se incubaron toda la noche a 4°C 

con 50μL de suero. Para revelar se utilizó un anti-IgE de ratón biotinilado (BD 

Pharmagen) dilución 1:1000 durante 5 horas a 4°C seguido de streptavidina conjugada 

a la fosfatasa alcalina (Sigma) durante 30 minutos a 37°c. La actividad enzimática se 

reveló p-nitrofenol fosfato y se paró con 0.1 M EDTA. Se mide la densidad óptica a 405 

nm. 

3.3.7 Cultivo de esplenocitos para el ensayo de respuesta celular 

Se midió la producción y liberación de citoquinas en células aisladas de bazo de 

los distintos grupos de animales. Para ello, en placa de 48 pocillos se plaquearon 4x106 

células/mL en medio RPMI completo (RPMI base, 10%SFB, 100U/mL penicilina, 

100U/mL estreptomicina) y se estimularon con 350μg/mL de PLV durante 72hs. Se 

midió mediante ELISA comercial IFN-g (R&D Systems), IL-5 e IL-13 (Invitrogen) en los 

sobrenadantes de cultivo, según las especificaciones del fabricante. 
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Evaluación de linfocitos T y células dendríticas de lámina propia: Las poblaciones 

celulares se obtuvieron por disgregación de la muestra de intestino delgado de los 

diferentes grupos siguiendo el protocolo descripto en el apartado 3.1 

 

Análisis estadístico 
Todos los experimentos se repitieron al menos dos veces con resultados 

comparables. Las citometrías de flujo se analizaron utilizando FlowJo X, las imágenes 

obtenidas por microscopía se analizaron usando ImageJ. Los gráficos y el análisis de 

datos fueron realizados utilizando GraphPad Prism8. Los análisis estadísticos fueron 

realizados mediante ANOVA de una o dos vías, seguidas del test de Bonferroni para 

discriminar las diferencias significativas entre las medidas de los diferentes grupos 

experimentales o mediante t-Student según corresponda. Todos los datos 

cuantitativos se expresan como media ± SEM. A P<0,05 (p ≤ 0,05) se consideró 

estadísticamente significativo. 
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Introducción 
 

En este capítulo se caracterizarán nanopartículas poliméricas para su potencial 

empleo en biomedicina, para la formulación de candidatos vacunas profilácticos y 

terapéuticos.  

Los polímeros de poliaminas se utilizan para el ensamblado y síntesis de 

nanopartículas, siendo el hidrocloruro de polialilamina el más utilizado 85,86. La PAH se 

emplea en la formulación de drogas que son administrada por la vía oral como el 

Renogel y Renvela de Sanofi 87, en ligandos de cromatografía de intercambio aniónico 

para el posterior procesamiento de productos biofarmacéuticos 88, en reactivos para 

diagnóstico89 y en formulaciones de bactericidas como desinfectantes y antisépticos. 

Los entrecruzadores o crosslinkers a base de fosfato como el anión pentavalente 

tripolifosfato (Tpp) y el ion fosfato (Pi) se ensamblan con el polímero PAH formando 

nanopartículas esféricas 90–92. Estos entrecruzadores son los responsables de las 

características de las nanopartículas dependiendo de la relación molar 

polímero/entrecruzador: tamaño, forma, estabilidad y carga neta. Estos dos 

entrecruzadores tienen múltiples aplicaciones en la industria como aditivos 

alimentarios o como crosslinker con drogas u otros polímeros 93 dado que han sido 

aprobados por la agencia del Gobierno de los Estados Unidos responsable de la 

regulación de alimentos y medicamentos (FDA, Food and Drugs Administration) y 

reconocidos como seguros (GRAS, generally regarded as safe). Si bien ambos 

compuestos han sido ampliamente caracterizados y utilizados en la industria, poco se 

ha descripto acerca del uso del polímero PAH para la formulación de nanopartículas 

85,93,94 y aún menos en su caracterización biológica y su aplicación. 

El uso de nanopartículas en la formulación de vacunas presenta varias ventajas 

teóricas que incluye una mayor captación por células presentadoras de antígenos 

(células dendríticas o macrófagos). La posibilidad además que puedan activar células 

de la inmunidad innata y diferenciarlas a células con capacidades migratorias que 

transporten al inmunógeno a ganglio linfático con la activación de la inmunidad 
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adaptativa con células B y T efectoras las convierte en potenciales candidatos para una 

vacuna 59,95. Las nanopartículas de origen orgánico e inorgánico como los cristales de 

ácido úrico, cristales de colesterol, cristales de sílice, cristales de pirofosfato de calcio 

(pseudogota), asbestos y las sales de aluminio son capaces de activar la inmunidad 

innata a través de la activación del complejo multiproteico llamado inflamosoma, ya 

que promueven el daño lisosomal con la liberación de catepsina B al citosol 60,96,97. Este 

proceso ocurre principalmente en CPA como las mencionadas, las cuales son las 

encargadas de censar el entorno e internalizar por medio de la fagocitosis y 

endocitosis antígenos o células infectadas.  

La respuesta inmune innata se inicia por lo tanto con el reconocimiento de 

ciertos patrones moleculares conservados derivados de microorganismos (MAMPs y 

PAMPs) y de señales derivadas de daño tisular por parte del hospedador (DAMPs). 

Como mencionamos anteriormente, la inducción de procesos inflamatorios por 

señales no patogénicas por parte de las nanopartículas las convierten en los nuevos 

NAMPs 61,98. Tanto los PAMPs, como los DAMPs y los NAMPs interactúan con 

receptores de reconocimientos de patrones ubicados en el exterior y/o en el interior 

de la célula 99 lo que genera la inducción de programas pro-inflamatorios que activan a 

las células innatas 100. La producción de citoquinas y quimoquinas, y la expresión en la 

superficie celular de CD80, CD86 y MHCII, transforman a estas células en CPA 

profesionales que tienen una capacidad incrementada de activar linfocitos T, si las 

mismas se dirigen a los sitios que corresponden 101.  

Mientras que la mayoría de las quimoquinas y citoquinas dependientes de 

receptores TLRs se secretan a través de la vía convencional de secreción de proteínas, 

que incluye el tráfico vesicular intracelular, las citoquinas de la familia de IL-1 no tienen 

una señal de secreción N-terminal y se producen como citoquinas inmaduras (pro-

citoquinas). Sólo se liberan luego de que la célula experimenta una segunda señal 102–

104. Existen varias familias de PRRs que inducen esta segunda señal que permite la 

liberación de las citoquinas maduras de la familia de IL-1: las proteínas que contienen 

repeticiones ricas en leucinas que se unen a nucleótidos (NLRs), los receptores 

similares a AIM2 (ALRs) y la proteína pirina 105. En particular los NLR son los 

responsables de la detección de NAMPs en los compartimentos citosólicos, siendo el 
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NLRP3 el más caracterizado y se expresa principalmente en células de linaje mieloide 

como granulocitos, monocitos, macrófagos y células dendríticas. 

Las catepsinas (CTSB) son cisteín proteasas que se encuentran principalmente 

en los lisosomas y desempeñan funciones cruciales en varios procesos fisiológicos, 

como el procesamiento de proteínas, la inflamación, la apoptosis y la transformación 

de la matriz extracelular. Dicha enzima es funcional y mantiene su actividad 

proteolítica a pH citoplasmático luego de ser liberada por el proceso conocido como 

permeabilización de la membrana lisosomal 96,97,106. Dichas enzimas, principalmente 

catepsinas B, son capaces de desencadenar la activación del inflamosoma NLRP3 99,107–

110. Los PRR luego de la detección de NAMPs citosólicos inducen la formación del 

complejo multiproteico, que incluye sensores, proteínas adaptadoras y enzimas 

caspasas. Tras la activación de los sensores del inflamosoma, la proteína adaptadora 

ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) se ensambla en 

grandes fibras helicoidales que interactúan entre sí y sirven como una plataforma de 

señalización supramolecular denominada “speck” 111. El reclutamiento de pro-caspasa-

1 a ASC promueve la activación autocatalítica de caspasa-1. Estos specks pueden 

observarse cuando alcanzan un tamaño de alrededor de 1 μm y en la mayoría de las 

células solo se forma un speck tras la activación del inflamosoma. La formación de 

specks de ASC se utiliza frecuentemente como lectura de activación del inflamosoma 

112. La activación de caspasa-1 promueve la activación de las pro-formas de IL-1β e IL-

18, como así también la proteína citosólica formadora de poros llamada gasdermina-D 

(GSDMD) 67,113. Tras la escisión del extremo N-terminal de GSDMD, estos fragmentos 

oligomerizan en forma de anillo y se insertan en la membrana plasmática formando un 

poro 114,115. GSDMD permeabiliza la membrana celular y debido al desequilibrio iónico 

y la consecuente lisis osmótica puede desencadenar una forma de muerte celular 

programada inflamatoria llamada piroptosis 116,117, la cual se puede evidenciar con la 

secreción de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) hacia el medio extracelular 118. La 

formación del poro de GSDMD en la membrana plasmática posibilita la secreción de 

manera rápida de IL-1β e IL-18.  
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El mecanismo de activación de la inmunidad innata del adyuvante Alum (sales 

de aluminio), ampliamente empleado en vacunas para humanos, es precisamente 

mediante la activación del inflamosoma NLRP3 60,119. 

En este contexto y con el objetivo de caracterizar la acción de estas nanopartículas 

estudiamos la estabilidad y el mecanismo por el cual son capaces de activar la 

inmunidad innata. 
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Objetivo 
 

Caracterización in vitro de las nanopartículas poliméricas a base de PAH y 

entrecruzadores Tpp y Pi. Caracterización fisicoquímica y biológica, interacción y 

activación celular.  
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1- Síntesis y caracterización fisicoquímica 
 

Aquí presentaremos los resultados que describen las propiedades y características 

fisicoquímicas y biológicas que presentan las nanopartículas sintetizadas con PAH 

como polímero y utilizando los entrecruzadores a base de fosfato: Tpp y Pi.  

Una de las ventajas más notables que presentan las nanopartículas poliméricas con 

PAH es la sencillez de su síntesis, reproducibilidad y facilidad de escalado. Se sintetizan 

mezclando el polímero PAH y cualquiera de los entrecruzadores tripolifosfato TPP o el 

ión fosfato Pi en agitación constante durante 30 minutos a temperatura ambiente (Fig. 

9). La solución final se puede evidenciar de manera macroscópica a través de un 

cambio de color en la suspensión de transparente a blanco translúcido. 

 

 

Figura 9: Componentes utilizados para la síntesis de las nanopartículas. 

 

Además, empleando PAH conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC), 

obtuvimos nanopartículas fluorescentes. 
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1.1  Nanopartícula PAH/Tpp 

 

Al poner en contacto el polímero de polialilamina PAH con Tpp a un pH entre 7 y 9, 

la PAH (pKa1-2
PAH=8.5) se protona casi por completo. A su vez, en contacto con PAH, el 

TPP (pKa4
Tpp=5,7 y pKa5

Tpp=8.5) se desprotona casi por completo. Por lo tanto, la PAH 

va a tener 1 carga positiva por mol de monómero y el Tpp va a tener 5 cargas negativas 

por mol de anión, a una relación molar de 0.2 (R=[Tpp]/[PAH]=0.2) la carga neta de la 

nanopartícula o la carga superficial de la nanopartícula (relacionada con el potencial 

zeta) será 0. Bajo estas condiciones experimentales de síntesis las nanopartículas se 

agregan rápidamente. Por otro lado, cuando la relación molar es mucho menor que 0.2 

(R<<0.2), existirá un exceso de cargas positivas en el medio, que se explica por el 

defecto de Tpp para formar pares iónicos con los grupos -NH3
+ del polímero. 

Experimentalmente determinamos que cuando la síntesis se realiza con un R<0,15 una 

porción del polímero de partida queda libre en solución sin ser entrecruzada (Fig. 10). 

Por ejemplo, para una relación molar de R=0,12, un 50% PAH queda en estado libre sin 

formar parte de las nanopartículas. 

 

 
Figura 10: Relación entre el potencial zeta y R para nanopartículas PAH/Tpp. Nanopartículas 

obtenidas a pH constante 7.4 (A) y a pH=9 (B). C) Porcentaje de PAH del total inicial que forma 

la nanopartícula en función de R= [TPP]/[PAH]. 

 

En la Figura 10C se puede observar que a la relación molar de R=0.6 se 

encontró una solución de nanopartículas con valores cercanos al 100% de PAH 

formando parte de las nanopartículas y además presentaron una carga neta negativa 

en la superficie, con valores entre -10 y -20 mV (Fig. 10A).  
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Al caracterizar el tamaño de las nanopartículas luego de su síntesis con un 

R=0.6 y pH=8.5 (Fig. 11A) observamos que presentan un diámetro hidrodinámico de 

aproximadamente 200 nm y que se mantuvo estable al menos por 9 meses (Fig. 11B).  

 

 
Figura 11: Diámetro hidrodinámico de las nanopartículas sintetizadas con R=0.6. A) 

Monitoreo del diámetro durante 45 días y B) 9 meses. PAH/TPP con R=0.6. [PAH]=5 mM, pH de 

preparación 8.5. 

 

Por lo tanto, bajo las condiciones de síntesis descriptas se obtuvieron partículas 

de PAH/Tpp cargadas negativamente en su superficie, de alta estabilidad y de un 

tamaño de 200 nm. 

 

1.2  Nanopartícula PAH/Pi 

 

El ion fosfato Pi también fue utilizado como entrecruzador en la síntesis, pero a 

diferencia del tripolifosfato puede tener una, dos o tres cargas negativas dependiendo 

del pH. En una solución con pH cercano a 7, el ion fosfato puede tener entre una y dos 

cargas negativas. Cuando se pone en contacto PAH con Pi el entrecruzador tiende a 

desprotonarse y a adquirir un total de dos cargas negativas. Por lo tanto, la relación a 

la cual se anulan las cargas y el sistema precipita es de R=[Pi]/[PAH]=0.5. Con R<0.5 se 

forman nanopartículas con potencial zeta positivo y tamaños de partícula de alrededor 

de 100 nm pero quedarán en solución polímeros de PAH libre. En la Figura 12 se 

observa que en estas condiciones de síntesis el diámetro hidrodinámico de las 
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nanopartículas no se mantiene estable en el tiempo y solo se alcanzó a realizar 

mediciones a tiempos cortos. Además, se estima que para un R=0.3 habrá alrededor de 

50% de PAH libre. 

 

      
Figura 12: Monitoreo del diámetro hidrodinámico a tiempos cortos de la nanopartícula PAH/Pi 

con una relación de R=0.29. 

 

 Sin embargo, al incrementar el R (R>>0.5) y tener un exceso de iones fosfato, 

se obtuvieron partículas de mayor tamaño, con carga levemente negativa y con 

tamaños que aumentan rápidamente alcanzando valores por encima de los 600 nm 

(Fig. 13). En estas condiciones las nanopartículas se desestabilizaron, se agregaron y 

precipitaron en poco tiempo. Por esta razón se descartó el empleo de nanopartículas 

sintetizadas en estas condiciones con PAH/Pi. 

 

                                    
Figura 13: Monitoreo del potencial zeta (A) y diámetro hidrodinámico (B) de las 

nanopartículas a tiempos cortos post-síntesis. Nanopartícula PAH/Pi con un R>>0.5. 
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Inclusive cambiando el R se obtuvieron dos nanopartículas de distinto tamaño: 

PAH/Pi 80 nm (R=0.29) y PAH/Pi 200 nm (R=0.35). Sin embargo, ambas nanopartículas 

presentaron menor estabilidad en el tiempo, con respecto a PAH/Tpp.  

Por lo tanto, entre ambos tipos de nanopartículas optamos continuar con las de 

PAH/Tpp dado que brindaron propiedades fisicoquímicas más robustas. En la Figura 14 

se muestra una foto de las mismas obtenidas mediante el uso de microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) (Fig. 14A); además se caracterizó su tamaño 

mediante la cuantificación del radio hidrodinámico aplicando la técnica de DLS a 

distintas temperaturas en agua y medio de cultivo (Fig. 14B).  

 

 

Figura 14: Mediciones complementarias a las nanopartículas PAH/Tpp de R=0.6 de 200 nm. 

A) Microscopía electrónica de transmisión (TEM) y B) medida del radio hidrodinámico por DLS 

en distintas condiciones.  

 

De esta manera observamos que las nanopartículas PAH/Tpp tienen un mejor 

comportamiento fisicoquímico en cuanto a tamaño, carga y estabilidad hidrodinámica 

en el tiempo con respecto a PAH/Pi. Además, las nanopartículas PAH/Tpp son 

fácilmente reproducibles dando soluciones de nanopartículas con tamaños 

homogéneos y pudiendo encapsular distintas proteínas dependiendo del punto 

isoeléctrico (pI) y de la concentración, como se demostrará en los capítulos siguientes. 
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2- Caracterización biológica in vitro de las nanopartículas 
 

2.1 Cambios en la morfología celular 

 

Para estudiar las propiedades biológicas que podrían tener estas 

nanopartículas, se emplearon distintas líneas celulares humanas y murinas. 

Principalmente se estudió el efecto sobre células presentadoras de antígenos: línea 

monocítica tumoral humana (THP-1), líneas macrofágicas murinas (Raw 264.7 y J774) y 

las células dendríticas (JAWS II). Además, se obtuvieron células dendríticas y 

macrófagos derivados de médula ósea de ratón por cultivo empleando factores de 

crecimiento (BMDC y BMDM respectivamente). Por otro lado, y por tratarse de 

nanopartículas para emplearse en candidatos vacunales y administrarse por vías 

mucosales, se utilizaron las líneas de células epiteliales colónicas humanas (Caco-2 y 

HT-29) y la línea celular HEK-293 aislada de riñón embrionario. Para caracterizar el 

efecto biológico de las Np se evaluaron distintos parámetros celulares: viabilidad 

celular, morfología, activación celular y producción de citoquinas. 

Al analizar las células THP-1 por citometría de flujo observamos que 

dependiendo del tipo de nanopartícula, las cuales varían su composición, tamaño y 

carga, se modificaban los parámetros morfológicos de las células (Fig. 15). Para 

concentraciones de 0.75, 1 y 1.25 mM de las nanopartículas que presentaban un 

menor tamaño, PAH/Pi 80 nm, estas produjeron los mayores cambios en la morfología 

celular. Las nanopartículas PAH/Pi de 200 nm, generaron una segunda población 

celular, donde una de ellas es comparable al control basal y la otra presentó un menor 

tamaño, este resultado varía conforme se aumenta la concentración de 

nanopartículas. Sin embargo, al analizar los parámetros morfológicos de las células 

expuestas a las nanopartículas PAH/Tpp de 200 nm, los cambios fueron mínimos, 

comparados con el control basal. 
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Figura 15: Cambios morfológicos de células THP-1 evaluado mediante citometría de flujo al 

incubarlas con diferentes nanopartículas. A) Dot-plot representativo donde se compara la 

condición basal, sin nanopartículas, con las diferentes nanopartículas a distintas 

concentraciones. B) Frecuencia de células, seleccionadas bajo los parámetros tomando el 

control basal como referencia. Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por 

duplicado, se graficó la media con su desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01, t-

Student ##P<0.01). 

 

De las condiciones experimentales analizadas se eligió continuar trabajando 

con 0.75 mM de las distintas nanopartículas, ya que fue la concentración que generó 

un menor cambio morfológico.  

 

2.2 Activación celular 

 

Empleando nanopartículas con PAH-FITC en las condiciones anteriormente 

indicadas para la síntesis de nanopartículas PAH/Tpp-FITC y PAH/Pi-FITC, se 

enfrentaron las mismas con células macrofágicas RAW 264.7 durante 6 horas. Para ello 

se emplearon células sin activar y pre-activadas (1 hora) con 1 μg/mL de 

lipopolisacáridos (LPS) de E. Coli. Se evaluó la fluorescencia por citometría de flujo y 

microscopía confocal (Fig. 16). Nuestros hallazgos indican que las nanopartículas 

fluorescentes fueron internalizadas independientemente del estado de activación 

celular (Fig. 16A y B). Además, se observó una mayor fluorescencia y presencia de la 

nanopartícula PAH/Tpp-FITC en el interior celular comparada con PAH/Pi-FITC. Por otro 
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lado, los cambios morfológicos detectados en las células THP-1 (Fig. 15) se condicen 

con las variaciones morfológicas observadas en las células RAW 264.7 por microscopía 

confocal. Las células fluorescentes adquirieron morfología de células activadas con 

proyecciones citoplasmáticas 120. Para cuantificar la activación celular, se evaluó la 

expresión de CD14 y CD11b por citometría de flujo. Se observó que tanto la presencia 

de LPS como de ambas nanopartículas-FITC inducen una mayor frecuencia de células 

CD14+CD11b+ (Fig. 16C), confirmando lo observado por citometría y microscopía 

confocal en ambas líneas celulares humanas y murinas. 

 

 

Figura 16: Interacción e internalización de nanopartículas-FITC en células macrofágicas RAW 

264.7 luego de 6 horas de estímulo. A) Citometría de flujo, B) Microscopía confocal. C) 

Activación celular por citometría de flujo y cuantificación del porcentaje de la población 

CD11b+CD14+ en el total de células adquiridas. Las distintas condiciones experimentales se 

llevaron a cabo por duplicado. (ANOVA* P<0.05; ***P<0.001) 

 

Finalmente, aplicamos las mismas metodologías para el análisis de células 

dendríticas derivadas de médula ósea de ratones.  
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Las BMDC fueron caracterizadas principalmente por citometría de flujo 

mediante marcadores superficiales de linaje CD11c y CD11b, marcadores de activación 

celular CD86 y MHC II, y CD103 como marcador de célula dendrítica que adquiere 

capacidad de migrar principalmente desde mucosa intestinal a ganglios linfáticos 

drenantes e interactuar con células T 34,121,122 . 

En la Figura 17 se muestran los resultados por citometría de flujo para BMDC en 

condiciones basales y expuestas a nanopartículas PAH/Pi 80 nm, PAH/Pi 200 nm y 

PAH/Tpp 200 nm en presencia o ausencia de LPS durante 24 horas a 37°C. Observamos 

que las distintas nanopartículas inducen un aumento en la expresión de CD86 y CD103, 

independientemente de la pre-activación o no con LPS (Fig. 17B). Sin embargo, las 

nanopartículas PAH/Tpp 200 nm inducen una mayor intensidad de fluorescencia media 

(MFI) para CD86 en comparación con las nanopartículas PAH/Pi, independientemente 

de su tamaño (Fig. 17B y C panel superior).  

Con respecto a la marca de CD103 se puede observar que las nanopartículas 

PAH/Tpp indujeron una población más homogénea, con los picos de los histogramas 

mejor definidos y desplazados hacia la derecha, comparado con las células estimuladas 

con las nanopartículas PAH/Pi (Fig. 17 B y C panel inferior). A su vez, existe una leve 

diferencia entre la condición basal con nanopartícula y medio de cultivo, respecto a la 

condición con LPS y nanopartícula, favoreciendo a la primera condición. En el panel 

inferior de la Figura 17C no observamos diferencias en el porcentaje de células CD103+. 

Sin embargo, se puede observar que la intensidad de fluorescencia media para PAH/Pi 

80 nm es mayor que para el resto de las nanopartículas, esto puede deberse a los 

cambios morfológicos que las células presentan luego del estímulo PAH/Pi 80 nm.  
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Figura 17: Caracterización de células dendríticas derivadas de médula ósea por citometría de 

flujo al estimularlas con las diferentes nanopartículas y LPS. A) Estrategia de gates en la 

citometría de flujo para la selección de células CD11c+CD11b+MHCII+ CD103+ o CD86+ realizado 

con la condición de PAH/Tpp 200. B) Histogramas correspondientes a las marcas de CD86+ y 

para CD103+. C) MFI y porcentaje de células positivas para CD103 o CD86. Las distintas 

condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, se grafica la media con su 

desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-Student #P<0.05; ##P<0.01). 

 

Posteriormente, evaluamos la internalización de las nanopartículas por 

microscopía confocal en las BMDC incubadas con las distintas nanopartículas durante 

24 horas a 37°C. Observamos que las células dendríticas, al igual que los macrófagos, 

son capaces de internalizar a las nanopartículas-FITC (Fig. 18A). Además, evaluamos la 

secreción de citoquinas por ELISA y hallamos que al incubar las BMDC con las 

nanopartículas PAH/Tpp 200 nm secretan IL-1β en el sobrenadante de cultivo (Fig. 

18B). Es importante resaltar que los componentes que conforman las nanopartículas 

(PAH, Tpp y Pi) no estimulan la producción de esta citoquina pro-inflamatoria, como se 

observó con el control positivo LPS+hidróxido de aluminio (LPS+Alum).  

        

 

Figura 18: Análisis por microscopía confocal de la internalización de nanopartícula-FITC y 

producción de IL-1β por BMDC. A) Microscopía confocal, B) Cuantificación de mIL-1β por ELISA 

en sobrenadante de cultivo luego de 24 horas de estímulo. Se muestran resultados 

experimentales por duplicado y se grafica la media (ANOVA**p<0.01, ***P<0.001). 
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Hasta aquí hemos observado cómo las nanopartículas PAH/Tpp inducen una 

mayor activación celular con un aumento en la expresión de CD86 y CD103, secreción 

de IL-1β, mientras que anteriormente demostramos que mantienen una estabilidad 

conformacional en el tiempo y son altamente reproducibles en su síntesis. Las 

nanopartículas que contienen Pi producen un mayor cambio morfológico 

probablemente asociado a la muerte celular ya que disminuye su tamaño y aumentan 

su granulosidad, sin promover activación celular y su estabilidad luego de su síntesis es 

limitada a un corto tiempo.  

En base a los resultados de estos últimos análisis, y los datos fisicoquímicos 

antes mostrados, decidimos continuar trabajando únicamente con las nanopartículas 

PAH/Tpp de 200 nm en la caracterización biológica. Por lo tanto, a partir de ahora las 

nanopartículas PAH/Tpp de 200 nm serán nombradas como Np o Np-FITC.  

 

2.3 Internalización celular 

 

Luego de observar que las Np son capaces de ser internalizadas por células 

presentadoras de antígenos fagocíticas humanas y murinas, evaluamos cuál es el 

mecanismo por el cual las nanopartículas ingresan a las células. Para ello, se empleó la 

línea celular macrofágica J774 y macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

(BMDM) que fueron incubados con Np-FITC y solo con PAH-FITC como control. Ambos 

tipos de células presentan características y comportamientos similares 67. Para analizar 

el mecanismo de ingreso a la célula se empleó un inhibidor de la fagocitosis 

citocalasina D (Cito D) que es un metabolito de origen fúngico capaz de unirse a 

filamentos de actina e impedir su polimerización y elongación. Por ello, este inhibidor 

afecta la morfología celular e inhibe procesos celulares como la división celular, la 

síntesis de proteínas y la fagocitosis. También se evaluó la internalización por 

endocitosis, inhibiendo la misma por incubación de las células BMDM a 4°C 123,124.  

Los resultados mostrados en la Figura 19A indican que el polímero PAH-FITC no 

ingresa a la célula, sin embargo, cuando se ensambla con el Tpp formando Np-FITC es 

internalizado por los macrófagos. A su vez, cuando se inhibió la fagocitosis observamos 

una disminución en la fluorescencia de las células J774 por microscopía confocal y 
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citometría de flujo (Fig. 19B). En cambio, cuando se inhibió la endocitosis se observó 

un corrimiento mínimo en la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo, pero 

las nanopartículas se encontraban adheridas a la superficie y no internalizadas (Fig. 

19C). 

 

 

Figura 19: Análisis de la internalización por fagocitosis y endocitosis de Np-FITC. A) 

Determinación de la internalización de PAH-FITC y Np-FITC por microscopia confocal. B) Análisis 

de la línea celular J774 estimuladas Np-FITC y tratadas con Citocalasina D (CitoD) por 

microscopía confocal y citometría de flujo. C) Análisis de macrófagos derivados de médula ósea 

(BMDM) estimuladas con Np-FITC e incubados a 37°C y 4°C por microscopía confocal y 

citometría de flujo. 
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Asimismo, tal como se analizó la internalización y la activación de células 

dendríticas, se evaluó la maduración y activación de las células macrofágicas a través 

de la expresión superficial de F4/80 y MHC II respectivamente 125,126. Luego del 

estímulo de las BMDM a 37°C con Np, se encontró un aumento en la frecuencia de 

células F4/80+ MHCII+, en comparación con células estimuladas a 4°C (Fig. 20). 

 

 

Figura 20: Análisis de la activación de BMDM por citometría de flujo. Se analizó y comparo la 

activación celular con medio de cultivo y con Np-FITC. Se muestran resultados experimentales 

obtenidos por duplicado y se grafica la media con su desviación estandar (ANOVA *p<0.05; 

***P<0.001). 

 

Con el fin de profundizar sobre los mecanismos de activación celular se realizó 

un tracking intracelular donde se analizó la fluorescencia mediante la colocalización de 

Np-FITC con Lamp-1 (de sus siglas en inglés Lysosomal-associated membrane protein 

1), que es responsables junto a Rab7 de mantener la integridad, el pH y el catabolismo 

en las vesículas terminales de la vía endolisosomal. Por lo tanto, son marcadores 

característicos de endosomas tardíos y de lisosomas 127–129. Luego de la fagocitosis se 

forma un endosoma temprano cuyo pH interno es el fisiológico (pH=7.4), pero a 

medida que el mismo madura y migra intracelularmente se activan bombas de 

protones y se produce un descenso de pH interno, para luego fusionarse con las 

vesículas provenientes del Aparato de Golgi y formar el fagolisosoma que tiene un pH 

aproximado de 4.5. En estas condiciones se activan las enzimas lisosomales, entre ellas 

las catepsinas, que degradan proteínas contenidas en los mismos. En los ensayos con 
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la línea celular de macrófagos J774 se demostró que luego de 4 horas de estímulo las 

Np-FITC se encontraban en los fagolisosomas (Fig. 21). La fluorescencia definida en el 

citosol indica la presencia de nanopartículas en vesículas, mientras que la fluorescencia 

difusa probablemente indique la presencia de FITC dispersa en el citosol. Además, se 

observó que a este mismo tiempo hay vesículas amarillas (colocalización de Np-FITC 

con Lamp-1, en endosomas tardíos) y vesículas solo verdes (Np-FITC+ Lamp-1-) que 

podrían ser endosomas tempranos.  

 

 

Figura 21: Tracking intracelular de Np-FITC. Microscopía confocal con ioduro de propidio (IP) 

para marcación de núcleo, Lamp-1 para lisosomas y Np-FITC. 

  

Por lo tanto, con estos resultados demostramos que las Np ingresan a las 

células por endocitosis y fagocitosis, se alojan en endosomas, la maduración y el 

descenso del pH en los endosomas tardíos probablemente las disrumpe y eso 

determina que luego se trasloquen al citosol, dispersando el contenido de las mismas. 

Dado que las Np van a ser empleadas en inmuno intervenciones mucosales 

también analizamos células epiteliales intestinales por tratarse de las células que se 

encuentran en la interfase entre el lumen y el tejido mucosal, y las Np deben 

atravesarlas para ingresar y activar al sistema inmune. Cabe aclarar que en intestino un 
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mecanismo muy frecuente de ingreso de antígenos al interior es a través de 

macrófagos (CX3CR1+) que emiten prolongaciones entre las células epiteliales, captan 

el antígeno luminal y lo introducen para luego traslocarlos a células dendríticas 

(CD103+) con capacidad de migrar hacia el ganglio y activar células T 130,131.  

Para evaluar si las células epiteliales mucosales son capaces de internalizar las 

Np, expusimos diferentes líneas celulares colónicas a Np-FITC. Se utilizó flagelina (FLIC) 

para activar células epiteliales que expresan TLR5 y se evaluó EpCAM (Epithelial Cell 

Adhesion Molecule) como marcador de células y se evaluó la localización de las 

nanopartículas mediante microscopía confocal. En la Figura 22 se puede observar que 

la incubación de las células Caco-2 con Np-FITC no mostró fluorescencia intracelular. A 

través del barrido en el eje Z en la microscopía confocal, observamos que la 

fluorescencia verde correspondiente a Np-FITC se encuentra en la superficie de la 

monocapa celular y no en el interior de las mismas, aun cuando se activan con FLIC 

(1μg/mL). Los mismos resultados se obtuvieron en la línea de células epiteliales 

colónicas humanas HT29 (Fig. 22), que fueron estimuladas con TNF-α (20 ng/mL), para 

evaluar internalización en estado basal o activado. 
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Figura 22: Análisis de la fluorescencia Np-FITC en células epiteliales por microscopía confocal. 

(Barrido en el eje Z). 

  

De este modo pudimos demostrar que las Np sólo ingresan a células 

presentadoras de antígeno con capacidad fagocítica (células dendríticas y macrófagos) 

induciendo un cambio morfológico y aumento de expresión de moléculas 

coestimuladoras como CD86. En cambio, en células epiteliales intestinales no se 

evidenció la internalización de las Np ni cambios o alteraciones morfológicas. 

 

2.4 Activación celular y producción de IL-1β 

 

Con el fin de evaluar la activación celular en células macrofágicas (macrófagos 

J774) y epiteliales (HT-29) y si ésta depende de la concentración de nanopartículas con 

que se estimulan, se emplearon 1x106 células/mL en placa de 48 pocillos para los 
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macrófagos y fosas con células en confluencia para las células epiteliales durante 24 

horas. Se evaluó por microscopía óptica la morfología de los macrófagos J774 y se 

observó la presencia de precipitados en el fondo de la placa de cultivo debido a que las 

nanopartículas pueden sufrir cambios fisicoquímicos cuando se encuentran en altas 

concentraciones (>0.75 mM) y en presencia de sales (como sucede en los medios de 

cultivos). En la Figura 23A podemos observar que las Np inducen cambios morfológicos 

como el aumento del diámetro celular y prolongaciones citoplasmáticas, similar a lo 

que observamos anteriormente con las células monocíticas THP-1. Por el contrario, 

cuando se analizaron las células epiteliales HT-29, no se observaron cambios 

morfológicos ni alteraciones en la monocapa celular, manteniendo su integridad en 

todo el rango de concentraciones (Fig. 23B).  

En consecuencia, estos resultados indican que sólo las células fagocíticas son 

capaces de internalizar a las nanopartículas, proceso que induce la activación de las 

mismas, como se observó en los apartados anteriores. 
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Figura 23: Microscopía óptica de células macrofágicas murinas J774 (A) y células epiteliales 

colónicas humanas HT-29 (B) estimuladas con distintas concentraciones de Np (0.25 mM- 

1.50 mM) 24 horas de estímulo. Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por 

duplicado y se muestran imágenes representativas. 

 

Para confirmar estos resultados evaluamos la producción de las citoquinas pro-

inflamatorias mIL-1β e hIL-8 en las células macrofágicas y epiteliales respectivamente. 

Como control positivo se estimularon macrófagos con LPS+ATP, y las células epiteliales 

con TNF-α. Se cuantificaron los niveles de estas citoquinas en el sobrenadante de 

cultivo y se midió la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) como 

parámetro de toxicidad celular. Esta enzima está directamente relacionada con la 
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muerte celular no específica, ya que es liberada al medio extracelular mediante la 

ruptura de la membrana celular o por la formación de grandes poros en la misma.  

En la Figura 24A se observa la producción y secreción de mIL-1β en el 

sobrenadante de cultivo cuando la línea J774 fue estimulada con LPS+Np o LPS+ATP. 

En las condiciones de trabajo empleadas observamos mayores niveles de mIL-1β 

cuando las células fueron incubadas con LPS+Np, que con LPS, Np o LPS+ATP. Estos 

resultados confirman que la secreción de mIL-1β requiere de LPS y Np. Para corroborar 

que esta activación celular es específica de las CPA y no se activan otras vías 

intracelulares, se estimuló la línea HT-29 con Np y TNF-α como agonista de la vía NF-κb 

y se midió la secreción de hIL-8 (Fig. 24B). Pudimos demostrar que las Np no activan 

por sí solas la vía NF-kb y no inducen la secreción de hIL-8 en dichas células epiteliales. 

Los niveles de hIL-8 son similares para las condiciones de TNF-α+Np y TNF-α, y 

significativamente superiores a los hallados con Np. Podemos extrapolar este hallazgo 

a las células J774, y concluir que las Np no inducen activación de la vía NF-kb. 

Finalmente analizamos la viabilidad celular por la medida de la actividad de LDH 

en el sobrenadante de cultivo y observamos que en todas las condiciones ensayadas 

los niveles enzimáticos se mantienen en valores basales y constantes (Fig. 24A y B). En 

estos ensayos se utilizó 0.75 mM de Np. Con este último ensayo, y la caracterización 

fisicoquímica descripta en el apartado anterior, pudimos concluir que la concentración 

óptima de Np a utilizar en cultivos celulares debe ser de 0.5 mM. Utilizando dicha 

concentración se concluye que la Np inducen en células fagocíticas la producción y 

secreción de IL-1β con un bajo porcentaje de LDH en sobrenadante.  
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Figura 24: Análisis de la estimulación celular y producción de citoquinas frente al estímulo 

con distintas concentraciones de Np. A) Niveles de mIL-1β y actividad enzimática LDH en 

sobrenadante de cultivo demacrófagos J774 y B) Niveles de hIL-8 y actividad enzimática LDH en 

la línea celular HT-29. En ambos casos los estímulos se realizaron durante 24 horas y el 

porcentaje de LDH corresponde a los 40 minutos de la reacción. Las distintas condiciones 

experimentales se llevaron a cabo por triplicado, se grafica la media con su desviación estándar 

(ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

A fin de confirmar que la concentración de 0.5 mM de Np es la óptima, se 

utilizó otra línea de células presentadoras de antígeno: células dendríticas JAWS II de 

origen murino. Como primera medida evaluamos si las Np-FITC eran internalizadas. En 

la Figura 25A se observa por microscopía de epifluorescencia como las células sufren 

un cambio morfológico, luego de internalizar las nanopartículas, observándose 

proyecciones citoplasmáticas, lo cual podría indicar que las células adquieren un 

estado activado. La activación celular fue confirmada por citometría de flujo con un 

aumento significativo de la expresión de CD86 en superficie (Fig. 25B). Finalmente, 

analizamos la secreción de la citoquina mIL-1β incluyendo como control positivo 
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LPS+ADN.  En la Figura 25C se observa un aumento estadísticamente significativo de 

esta citoquina en el sobrenadante de cultivo de células incubadas con Np, en 

comparación con células sin estimular y con el control positivo.  

 

Figura 25: Caracterización de la activación de células dendríticas JAWS II estimuladas con Np-

FITC. A) Microscopía de epifluorescencia comparando estado el basal con las estimuladas con 

0.5 mM de Np-FITC. B) Estrategia de gates por citometría de flujo para la selección de 

población CD11c+MHCII+CD86+ y de intensidad de fluorescencia media (MFI). C) Cuantificación 

de mIL-1β por ELISA en sobrenadante de cultivo luego de 24 horas de estímulo. Las distintas 

condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, se grafica la media con su 

desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

Estos resultados nos permiten concluir que la concentración adecuada de Np 

para estimular in vitro las distintas líneas celulares es 0.5 mM debido a que induce una 

mayor activación celular con la producción y liberación de IL-1β sin producir daño 

celular evaluado con la menor liberación de LDH. 

 

2.5 Activación de la vía intracelular del inflamosoma 

 

En todas las células presentadoras de antígenos, ya sean células dendríticas, 

macrófagos o monocitos, utilizadas y mencionadas anteriormente se detectó la 

producción y liberación de la citoquina pro-inflamatoria IL-1β cuando estas son 

incubadas en presencia de Np y se produce su internalización. 
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Para estudiar la activación del inflamosoma se utilizó la línea celular reportera 

para la proteína adaptadora ASC que forma parte del complejo multiproteico y tiene 

como función clivar y activar a la caspasa-1. Las células reporteras THP-1-ASC-GFP 

presentan la proteína ASC fusionada a la proteína verde fluorescente GFP, de esta 

manera cuando se ensambla el inflamosoma puede observarse la condensación y 

localización del complejo ASC-GFP, de tamaño micrométrico y apreciable al 

microscopio óptico como puntos brillantes verde, denominados specks. Por lo tanto, 

en las células que se encuentran en un estado basal no se debería detectar ninguna 

señal de fluorescencia, mientras que si se estimula con LPS (prime o cebado celular) se 

induce la expresión de la proteína ASC:GFP dependiente de NF-kB, y se observa 

fluorescencia difusa en todo el citoplasma. La formación de los specks de ASC es una 

lectura altamente confiable como indicador de la activación del inflamosoma. En la 

Figura 26A, se muestran los controles negativos (medio), control de expresión de ASC 

(LPS), control positivo (3 horas con 1 μg/mL LPS de E. coli. y luego una transfección con 

ADN o se estimula con ATP 5 mM durante 3 horas) y el estímulo de LPS+Np. Se 

cuantificó la inducción de la activación del inflamosoma mediante el recuento de 

specks en relación a células totales por campo (Fig. 26B). Observamos un aumento 

significativo en el número de specks en los controles positivos y con LPS+Np respecto 

al estado basal únicamente con medio de cultivo. Posteriormente, cuantificamos hIL-

1β por ELISA en los sobrenadantes de cultivo de las mismas células (Fig. 26C) y 

encontramos que en las mismas condiciones en las que observamos un elevado 

número de specks, los niveles de hIL-1β se hallaron significativamente elevados. De 

este modo, se muestra una correlación entre la formación de los specks y el aumento 

en la producción y secreción de hIL-1β en el sobrenadante de cultivo cuando las células 

son estimuladas con las Np. 
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Figura 26: Activación del inflamosoma en células reporteras THP-1-ASC-GFP por microscopía 

de epifluorescencia. A) Microscopía de fluorescencia con las flechas blancas indicando los 

specks, se muestran imágenes representativas; B) cuantificación de specks en relación a las 

células totales por campo y C) cuantificación hIL-1β por ELISA en el sobrenadante de cultivo. 

Las distintas condiciones experimentales se realizaron por triplicado, se grafica la media con su 

desviación estándar (ANOVA* P<0.05; t-Student #P<0.05; ##P<0.01). 

 

Sobre la misma línea celular, se realizó un análisis similar por citometría de 

flujo, para alcanzar una mayor significancia estadística en la cuantificación de células 

activadas fluorescentes inflamosoma-dependiente. Dado que la fluorescencia general 

por célula (medida como la señal de área en la citometría de flujo) en principio no 

debería cambiar, la señal se vuelve mucho más concentrada en un solo punto dentro 

de la célula. Esto se mide como una señal disminuida en el ancho del pulso. Al mismo 

tiempo, la señal detectada en una determinada célula activada por el inflamosoma es 

más brillante, lo que da como resultado una mayor altura del pulso de la señal. Por lo 

tanto, los specks se pueden cuantificar como aquella población que escapa de la 

linealidad (GFP-A vs. GFP-W o GFP-H vs. GFP-A), como se observa en la Figura 27A. 

Encontramos valores significativamente superiores en las células estimuladas con 

LPS+Np o LPS+ATP, en comparación con los controles de medio o LPS (Fig. 27B). 

Asimismo, para confirmar que la vía del inflamosoma se encuentra activada en estas 

condiciones cuantificamos nuevamente los niveles de hIL-1β en el sobrenadante de 

cultivo (Fig. 27C). Una vez más observamos valores aumentados en comparación con 

los controles negativos de las condiciones LPS+Np y LPS+ATP (p<0.05) 111,132. 
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Figura 27: Activación del inflamosoma en células reporteras THP-1-ASC-GFP por citometría de 

flujo. A) Estrategia de gates para seleccionar las células ASC+, B) cuantificación del porcentaje 

de células ASC+ y C) cuantificación de hIL-1β por ELISA en el sobrenadante de cultivo. Las 

distintas condiciones experimentales se realizaron por triplicado, se grafica la media con su 

desviación estándar. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01. t-Student #P<0.05; ##P<0.01). 

 

2.6 Mecanismo de acción de las nanopartículas 

 

Evidenciada la activación del inflamosoma con las Np, estudiamos con mayor 

profundidad qué vía se encuentra involucrada. Anteriormente mostramos que las Np 

se localizan en los fagosomas luego de ser fagocitadas por células presentadoras de 

antígeno. Si bien las Np son estables a pH levemente ácido (apenas por debajo del 

fisiológico), sostenemos que en este entorno intra-lisosomal la Np se desarma, 

probablemente de manera parcial, y las cargas positivas que presentan los polímeros 

desestabiliza al lisosoma a causa de una posible despolarización de la membrana. Esto 

genera la ruptura parcial de su membrana permitiendo la liberación del contenido al 

citosol, en el cual se encuentran proteasas de la familia de las catepsinas 97,106,119. Este 

proceso se denomina permeabilización de la membrana lisosomal 96,133,134. 
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Como mencionamos anteriormente, la activación del inflamosoma y la 

formación del complejo enzimático cliva a la pro caspasa-1 a su forma activa, caspasa-

1. Esta enzima proteolítica es la responsable de la maduración de la citoquina pro-IL-1β 

y pro-IL-18 a sus formas pro-inflamatorias y biológicamente activas: IL-1β e IL-18. 

Además, la caspasa-1 es capaz de clivar a gasdermina D (GSDMD) en sus dominios: 

GSDMD-C y GSDMD-N. El producto GSDMD-C se encuentra en el citosol mientras que 

GSDMD-N se localiza en la membrana citoplasmática al anclarse a los fosfolípidos de 

membrana para formar poros que funcionan como canales que permiten la secreción 

de las citoquinas anteriormente mencionadas. La secreción de IL-1β e IL-18 induce 

rápidamente la activación de una respuesta inflamatoria. A su vez, la IL-1β actúa de 

manera autocrina aumentando el estímulo y la producción de IL-1β al unirse al 

receptor IL-1R 108,135.  

Para estudiar la vía de activación del inflamosoma involucrada se utilizaron 

distintos inhibidores. Anteriormente, mostramos que la internalización es fagocitosis-

dependiente, mediante el empleo de citocalasina D; aquí incluimos en los ensayos CA-

74Me (inhibidor de catepsina B), Z-VAD-FMKQ (inhibidor de caspasas) y Anakinra 

(biológico antagonista del receptor de IL-1). Como sistema de evaluación de la 

actividad de la vía se cuantificaron los niveles de IL-1β e IL-18 en el sobrenadante de 

cultivo celular (ELISA), luego del estímulo con Np en presencia o ausencia de los 

distintos inhibidores (Fig. 28). Encontramos que los distintos inhibidores suprimen la 

liberación tanto de la citoquina mIL-1β como mIL-18 por parte de BMDC y de hIL-1β en 

monocitos THP-1, en comparación a la activación sólo con Np.  

Estos resultados en conjunto confirman la hipótesis de trabajo planteada, 

donde la Np produce una desestabilización de la membrana lisosomal y con ello la 

liberación de proteasas que activan el inflamosoma y caspasa-1 para inducir la 

producción y secreción de IL-1β, como responsable de la inmunidad innata para la 

inducción de un foco inflamatorio in vivo.  
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Figura 28: Análisis de la vía de activación del inflamosoma con el uso de inhibidores en 

células presentadoras de antígeno.  Cuantificación de IL-1β e IL-18 por ELISA en el 

sobrenadante de A) BMDC y B) células monocíticas humanas THP-1; se utilizó como control 

positivo LPS+DNA y LPS+ATP respectivamente. citocalacina D (Cito D) inhibidor de la 

fagocitosis; CA-74Me inhibidor de catepsina B; Z-VADfmk inhibidor de caspasa y Anakinra 

(AnaK) antagonista del receptor de interleuquina-1β (IL-1R). Las distintas condiciones 

experimentales se llevaron a cabo por triplicado, se grafica la media con su desviación 

estándar. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

Dado que la proteína adaptadora ASC es común a varios inflamosoma, incluido 

el sensor NLRP3, y está asociada a la activación de la vía canónica del inflamosoma que 

permite el ensamblado del complejo multiproteico entre el sensor intracitosólico y 

caspasa-1, activándose y clivando a las citoquinas proinflamatorias IL-1β, evaluamos la 

secreción de IL-1β empleamos BMDM proveniente de ratones KO para el inflamosoma 

NLRP3-/-, las enzimas Casp1/11-/- y Casp11-/- y para la proteína formadora de poros 

GSDMD-/-.  

Luego de incubar ON los BMDM con 0.5 mM de Np, se cuantificó mIL-1β y m-

TNF-α en el sobrenadante de cultivo. Como control se utilizaron ratones wild-type 

C57BL/6 (B6). A través de estos ensayos pudimos evidenciar que la producción de mIL-

1β se inhibe significativamente y es directamente dependiente de NLRP3-/- y de 

casp1/11-/- con el estímulo de LPS+Np. Las células sólo estimuladas con Np o LPS no 

inducen mIL-1β (Fig. 29A). Asimismo, la supresión hallada en animales casp1/11-/- es 

dependiente de caspasa-1 dado que en células provenientes de ratones casp11-/- 

observamos secreción de mIL-1β similar a los ratones wild-type. En la Figura 29B se 

muestran los niveles de mTNF-α en BMDM expuesto a LPS, Np y LPS+Np. Como se 

puede observar en los animales KO y wild-type los niveles de mTNF-α son 

significativamente superiores en las condiciones de cultivo con LPS o LPS+Np. Las 
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condiciones basales y Np mostraron valores basales de esta citoquina, mientras que al 

comparar los niveles en las condiciones LPS y LPS+Np no observamos diferencias 

significativas. Estos hallazgos confirman nuevamente que la Np no induce TNF-α. 

 También hallamos, llamativamente, que la producción y liberación de mIL-1β 

es independiente de gasdermina D (ratones GSDMD-/-). Estos resultados sugieren que 

la enzima caspasa-1 está implicada en la vía de activación y que puede existir una vía 

alternativa a la formación del poro en la membrana por parte de gasdermina D, por la 

cual se libera la citoquina al medio extracelular. Paralelamente se evaluó la integridad 

celular por cuantificación de la liberación de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) 

como señal de muerte celular en el sobrenadante de cultivo y observamos que en 

todas las condiciones experimentales los valores son reducidos y comparables entre 

los controles sin estímulo y con LPS+Np (Fig. 29C).  

 

 

Figura 29: Análisis de la activación del inflamosoma por Np en células provenientes de 

ratones knock-out en NLRP3, caspasa-1 y caspasa-1/11 y gasdermina D. Cuantificación de 

mIL-1β A) y TNF-a B) por ELISA y LDH (ensayo enzimático) en los sobrenadantes de cultivos de 

médula ósea de ratones KO y wild-type.  D) Inmunoblotting de sobrenadantes y lisados 

celulares para la detección de caspasa-1 activa (banda de 20 kDa), se analizó β-actina como 

control de carga de proteínas. Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por 
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triplicado, se grafica la media con su desviación estándar y los gráficos representan al menos 2 

experimentos independientes. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

Finalmente, analizamos por inmunoblotting lisados celulares y sobrenadantes 

de cultivo de los mismos ensayos para concluir sobre la activación de las caspasas. Se 

empleó un anticuerpo específico de la subunidad p20 de caspasa-1. En la Figura 29D se 

muestran los diferentes resultados y podemos observar que en el sobrenadante de 

cultivo de BMDM deficientes en NLRP3 no se observó la banda correspondiente a la 

caspasa-1 activa (20 kDa), mientras que en lisado celular se observa la banda 

correspondiente a la enzima activa, con una intensidad levemente menor comparada 

al control WT. Estos resultados indican que caspasa-1 se estaría induciendo por una vía 

independiente de NLRP3 y que no se secreta. En las células proveniente de animales 

salvajes, Np induce la activación de caspasa-1 la cual se secreta al medio, 

probablemente junto a IL-1β por los poros que se forman en la membrana. A su vez, la 

formación de poros sería independiente de gasdermina D. Como era de esperar no se 

observó la banda proteica correspondiente a caspasa-1 en animales deficientes en 

caspasa-1/11. 

Por lo tanto, en su conjunto estos resultados confirman que las Np inducen la 

activación del inflamosoma NLRP3, este proceso es dependiente de la fagocitosis, 

luego de la misma se libera parte del contenido lisosomal que contiene catepsina B y 

aquí se induce la activación de NLRP3 seguida de caspasa-1. Finalmente, se produce la 

inducción y secreción de IL-1β a través de los mecanismos dependientes e 

independientes de poros formados por gasdermina D y esto facilita la inducción de 

procesos inflamatorios. 
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Conclusión y discusión 
 

Los resultados presentados en este capítulo demuestran las propiedades 

fisicoquímicas y biológicas de las nanopartículas PAH/Tpp y PAH/Tpp-FITC (R=0.6). Las 

Np PAH/Tpp autoensamblantes presentaron carga superficial negativa con un tamaño 

de 200 nm y características hidrodinámicas estables durante meses, tanto en agua 

como en medio de cultivo a 25°C y 37°C. Además, las Np resultaron no ser tóxicas al 

exponer distintas líneas celulares. La exposición de células fagocíticas (macrófagos y 

células dendríticas) a las Np generó cambios morfológicos que luego se confirmó que 

estaban asociados a la activación celular. Por el contrario, células no fagocíticas 

(células epiteliales colónicas) que recubren la mucosa intestinal no internalizan a las 

Np y las monocapas celulares no se vieron afectadas frente a su exposición.  

Los cambios morfológicos mencionados dependieron del tamaño y naturaleza 

de la nanopartícula, e indujeron un aumento significativo en la expresión de CD14, 

CD86 y en la secreción de IL-1β, dependiendo del tipo celular analizado. Los 

macrófagos activados son células con capacidad fagocítica aumentada y se encontró 

que las nanopartículas inducen la polarización hacia la población M1, lo cual se define 

como una célula activada que puede inducir una respuesta humoral Th1 

109,110,120,136,137. En células dendríticas se evidenció que las nanopartículas inducen 

activación celular con un aumento de CD86 en superficie. Asimismo, se encontró un 

aumento de CD103, que podría estar involucrado en los mecanismos que inducen la 

migración desde tejidos mucosales periféricos hacia ganglios linfáticos drenantes y 

contribuir a la inmunidad adaptativa del tipo 1 con diferenciación de linfocitos hacia las 

poblaciones Th1. Dichas células dendríticas son capaces de inducir un perfil Treg, 

además a través de presentación cruzada de antígenos pueden inducir la expansión de 

linfocitos T CD8+ específicos, dependiendo del contexto de activación 100,138. 

El tamaño de estas nanopartículas se encuentra en el rango de muchos 

microorganismos, entre ellos los virus, por lo cual no resulta sorprendente que estas 

Np hayan sido las que estimularon con mayor eficiencia células de la inmunidad innata. 
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Se encuentra reportado en la bibliografía que los sistemas particulados tienen la 

capacidad de activar la inmunidad innata a través del inflamosoma. Para que la Np 

puedan ser detectadas por alguno de los receptores que conforman el inflamosoma 

deben ingresar a la célula, debido a que no se han descripto receptores de superficie 

para partículas poliméricas. La endocitosis y la fagocitosis cumplen un papel 

fundamental en la fisiología de las células. La captación de macromoléculas y la 

vehiculización intracelular en fagosomas son fundamentales para su degradación o 

reciclado de receptores y estos procesos están involucrados en muchas cascadas de 

señalización. La ruta endocítica involucra mecanismos dependientes o independientes 

de clatrina, macropinocitosis y de la fagocitosis 139,140. La capacidad de internalizar 

nanopartículas depende de su tamaño y carga. Aquí demostramos que las Np fueron 

internalizadas por fagocitosis y que se localizaron en endosomas y fagolisosomas. Sin 

embargo, el polímero no fue internalizado por macrófagos y tampoco indujo activación 

celular. Posteriormente se demostró que el contenido de las vesículas es liberado al 

citosol, y con éste la catepsina B. Esta enzima es la que activa al complejo 

multiproteico inflamosoma prosiguiendo con la activación de la caspasa-1 y posterior 

clivaje de la pro-IL-1β a su forma biológicamente activa IL-1β 96,141–143. Finalmente esta 

citoquina activada es secretada al medio extracelular a través de mecanismos 

dependiente e independiente de la formación de poros de gasdermina D. Por lo tanto, 

estos resultados además demuestran que las Np son capaces de inducir la 

presentación cruzada de antígenos en células dendríticas y en macrófagos. 

El empleo de ratones deficientes en distintos componentes de las vías del 

inflamosoma nos permitió confirmar que NLRP3 y caspasa-1 están directamente 

involucrados en la activación celular, producción y secreción de IL-1β. Este mecanismo 

NLRP3-dependiente es uno de los principales sensores de daño en membranas. 

Participa también en procesos relacionados con la acción de toxinas bacterianas que 

inducen una despolarización de la membrana que promueve el movimiento de los 

iones de K+ a través de canales específicos, y esto activa el inflamosoma. Si bien, tanto 

la caspasa-1 como la caspasa-11 pueden ser activadas por el inflamosoma NLRP3, la 

producción y liberación de IL-1β solo dependió de caspasa-1. En cambio, la proteína 

formadora de poros gasdermina D no parece participar en la vía de secreción de la 
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citoquina ya que la liberación de IL-1β no se vio modificada en los animales GSDMD-/- 

(Fig. 29).  

Si bien la mayoría de las citoquinas contienen una secuencia señal para dirigir 

su salida celular a través de vesículas secretoras, la IL-1β carece dicha señal 144. Cuando 

la caspasa-1 cliva la pro-IL-1β remueve la parte cargada negativamente lo que le 

permite reubicarse en la membrana. Este proceso facilita la liberación de la citoquina 

de manera rápida cuando es dependiente de GSDMD o de manera lenta 

independientemente de GSDMD. Se han descripto diferentes vías no convencionales 

independientes de GSDMD como son el tráfico vesicular intracelular (exocitosis de 

lisosomas o autofagosomas), liberación de microvesículas y endosomas. Por ejemplo, 

los cuerpos multivesiculares (MVB, de sus siglas en inglés) los cuales están cargados 

con endosomas que contienen la citoquina, una vez que se libera MVB al medio 

extracelular se lisan y se libera la citoquina soluble 145–147. La secreción de IL-1β 

independiente de GSDMD inducida por las Np se asocia sólo con niveles elevados de la 

citoquina soluble y no con LDH elevada, lo cual podría indicar que las células activadas 

no se encuentran en un estadio de muerte celular relacionado con la piroptosis 144,148.  

Por lo tanto, las células estimuladas con las Np inducen la activación canónica 

del inflamosoma y secretan IL-1β e IL-18 para instaurar un foco inflamatorio (Fig. 30) 

118,149.  

Por otro lado, se ha reportado que la activación del inflamosoma en células de 

la inmunidad innata, principalmente células dendríticas, induce la capacidad de migrar 

a órganos linfoides para interactuar con linfocitos T y expandir clones de LT para 

generar LT efectores y de memoria central. Se ha descripto que la activación del 

inflamosoma se encuentra involucrado en estos procesos 150. A su vez, se ha 

demostrado que la IL-1β es capaz de activar a las NK y que el IFN-γ secretado 

promueve una respuesta celular Th1-dependiente 151. Por lo tanto, con nuestros 

hallazgos in vitro junto con la información disponible en la literatura, nos permite 

concluir que las nanopartículas PAH/Tpp pueden actuar como un vehículo protector 

del inmunógeno, que además lo dirigen al sitio inmune adecuado, pero que 
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adicionalmente tienen propiedades inmunoestimulatorias que las convierte en 

adyuvantes.     

                              

 

Figura 30: Mecanismo de activación de la Np. Se produce la internalización de la Np, la 

desestabilización del fagolisosoma con la siguiente liberación de catepsina B al medio 

intracelular para la posterior activación del inflamosoma NLRP3 a través de la vía canónica. La 

caspasa-1 cliva la pro-IL-1β, pro-IL-18 (no se muestra en el gráfico) y gasdermina D para inducir 

la secreción de las citoquinas pro-inflamatorias a través de los poros de gasdermina. 
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Introducción 
 

Durante largas décadas la investigación y el desarrollo de adyuvantes han sido 

principalmente empíricos, pero en décadas recientes el mejor conocimiento de la 

respuesta inmune, y en especial de la inmunidad innata, han impulsado 

marcadamente el diseño y desarrollo de los mismos. A finales de la década de 90, los 

trabajos de Janeway y Medzhitov revelaron como los receptores tipo toll o TLR, 

detectan componentes conservados y vitales únicamente producidos por 

microorganismos (MAMP, PAMP y DAMP). Estos receptores al tener contacto con su 

ligando producen la activación celular, principalmente en células presentadoras de 

antígeno induciendo un proceso inflamatorio, y termina en una estimulación de células 

T y B antígeno específica. En la década posterior al descubrimiento de los TLR, se 

demostró que otros PRR innatos como RIG-1 (retinoic acid-inducible gene I), STING 

(Stimulator of Interferon Genes) y NLR (Nucleotide-binding Oligomerization Domain 

(NOD)-Like Receptor) como el inflamosoma NLRP3 descripto en el capítulo anterior, 

representan una parte central en la inducción de la respuesta inmune. Debido a ello, 

los ligandos de estos receptores también se están investigando como posibles 

adyuvantes de vacunas sistémicos o mucosales 21,24. 

Asimismo, también se los está explorando en diferentes estrategias de inmuno 

intervención que van más allá de prevenir un proceso infeccioso a través de las 

vacunas profilácticas. Se trata de vacunas terapéuticas o inmunoterapias dirigidas a 

revertir las alergias, enfermedades tumorales y enfermedades autoinmunes, donde la 

inmunidad adaptativa B y T-dependiente son centrales. 

Los inmunógenos recombinantes o altamente purificados se emplean muy 

frecuentemente en diferentes tipos de vacunas. Estos inmunógenos carecen con 

frecuencia de PAMP, lo que significa que carecen de la capacidad para activar a la 

respuesta inmune innata. Es por ello que su aplicación en procesos 

inmunoestimulatorios requiere de la co-administración de adyuvantes capaces de 

activar o potenciar la inmunidad innata para luego inducir una inmunidad adaptativa 
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especifica 152. Además, si se trata de procedimientos de inmunointervenciones 

mucosales, se requiere vehículos que los mantenga en su forma biológicamente activa 

y los dirija al sitio de interés para promover la activación del sistema inmune. 

 En este trabajo hemos generado evidencias que las nanopartículas pueden 

cumplir con estas propiedades: vehículo y adyuvante. Existe bibliografía que apoya 

este concepto y que demuestra que este tipo de nanopartículas son capaces de 

generar mecanismos efectores protectores y memoria inmune 153–155. 

Por lo tanto, la activación de la inmunidad innata permite instaurar un foco 

inflamatorio que promueva una inmunidad adaptativa específica y protectora, e 

inclusive es capaz de regular la diferenciación de células B de memoria en el centro 

germinal 156–158. 

El mecanismo protector más importante en las vacunas para procesos 

infecciosos se basa en la acción de anticuerpos neutralizantes de alta afinidad. Esto 

requiere la activación de inmunidad T-dependiente y la generación de linfocitos T de 

memoria, principalmente memoria sistémica. En sitios periféricos o mucosales, las 

células T de memoria residente de tejido brindan una protección superior en 

comparación con las células T de memoria circulante 36,37,159. Las células T residentes 

de memoria (CD45-CD69+CD62L-) (TRM) son poblaciones expandidas clonalmente que 

residen permanentemente en tejidos periféricos incluyendo mucosas, órganos 

linfoides y no linfoides. Se mantienen independientemente de las células T de 

memoria circulante y tienen la capacidad de responder rápidamente a la reexposición 

a antígenos específicos 39. Esto determina que una propiedad adicional de las vacunas 

sea inducir linfocitos B y T de memoria residentes en tejidos de manera de controlar 

más eficientemente procesos infecciosos o no infecciosos que ocurren en las mucosas 

160–162. 

Por lo tanto, es fundamental al momento de diseñar vacunas mucosales 

comprender los mecanismo por los cuales los adyuvantes pueden generar memoria 

sistémica y mucosal 163. 
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En este contexto, y con el objetivo de profundizar la caracterización de las 

propiedades biológicas de las nanopartículas, investigamos su capacidad de potenciar 

la inducción de la respuesta inmune cuando son empleadas como vehículo y 

adyuvante junto a un inmunógeno.  



Lic. Gastón Rizzo  Cap. 2: Objetivos 

113 
 

 

 

 

Objetivo 

Caracterización in vivo de las nanopartículas PAH/Tpp: Determinar su distribución 

tisular frente a diferentes vías de administración sistémica y mucosal y caracterizar los 

mecanismos inmunes inducidos en ratones. 
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1. Poder adyuvante de las nanopartículas al administrarlas por 

vía sistémica 
 

Para investigar si las nanopartículas de PAH/Tpp de 200 nm caracterizadas en el 

capítulo anterior, podrían tener la capacidad de aumentar y/o mejorar la respuesta 

inmune hacia un inmunógeno empleamos como antígeno de concepto a la 

ovoalbúmina bovina (OVA EndoFitTM) libre de LPS.  

En primera instancia, se evaluó la presencia de LPS en los componentes utilizados 

para la formulación de las nanopartículas (PAH y Tpp). Empleando la línea celular 

reportera HEKhTLR4, la cual sobre-expresa el TLR4 y secreta la enzima fosfatasa 

alcalina (SEAP) cuando se activa la vía, evaluamos la actividad enzimática en el 

sobrenadante de cultivo al exponer la línea celular al componente a analizar. 

Observamos niveles similares en el control de medio, PAH, Tpp y Np (Fig. 31A). 

Posteriormente evaluamos el porcentaje de encapsulación de OVA (pI=5.51) 164 por las 

Np, y encontramos que cuando se formula Np-OVA con 100 μg/mL de proteína final se 

encapsuló cerca de un 40% de proteína (Fig. 31B). 

                    

  

Figura 31: Análisis de la presencia de LPS en la Np y sus componentes y el porcentaje de 

encapsulación de OVA por las Np. A) Medida de actividad de la fosfatasa alcalina (SEAP) en 

sobrenadante de cultivo de HekhTLR4 con distintas concentraciones de LPS y los principales 

componentes de las Np y OVA. B) Porcentaje de encapsulación de la proteína OVA por las Np. 

Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por triplicado, se grafica la media 

con su desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, ΦP<0.05 en comparación 

con los estímulos de LPS). 
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Luego de descartar la presencia de LPS en las soluciones a utilizar, se procedió a 

la formulación de la Np con OVA (Np-OVA) para luego administrarla por vía 

intraperitoneal. Ratones Balb/c de 5 semanas de edad recibieron 200 μL de la solución 

que contenía 100 μg de OVA por dosis. Para evaluar el poder adyuvante de las Np se 

incluyerin lotes control: Alum+OVA para comparar con un adyuvante conocido como el 

hidróxido de aluminio, y OVA para comparar con la respuesta basal frente al 

inmunógeno. En la Figura 32A se incluye el esquema del protocolo de inmunización 

aplicado. 

El monitoreo del peso de los animales mostró que no se redujo durante todo el 

procedimiento (Fig. 32A). Para evaluar la respuesta humoral IgG específica se 

realizaron ELISA indirectos sensibilizando las fases solidas con polímero PAH, Np, OVA 

y Np-OVA (Fig. 32B). Se observó que los animales inmunizados con Np-OVA solo 

produjeron anticuerpos específicos para OVA; no se detectaron IgG específica de PAH 

o Np. Al analizar la respuesta OVA-especifica en los diferentes lotes observamos que 

los animales que recibieron Np-OVA o Alum+OVA presentaron niveles 

estadísticamente superiores a los que recibieron sólo OVA (Fig. 32C). Finalmente, el 

análisis de los isotipos específicos de OVA revelo niveles de IgG2a específicos 

significativamente aumentados en comparación con los niveles de IgG1 específicos en 

animales inmunizados con Np-OVA (Fig. 32D). 

Estos resultados indican que la administración de Np-OVA mejora la respuesta 

de anticuerpos específicos al comparar con animales que sólo recibieron el 

inmunógeno; asimismo la respuesta de IgG específica fue similar al emplear Np-OVA o 

Alum+OVA, aunque la distribución de isotipos específicos favorece una respuesta Th1-

dependiente en los animales que recibieron Np-OVA. 
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Figura 32: Respuesta humoral luego de inmunización sistémica empleando Np-OVA. A) 

Esquema de inmunización por vía intraperitoneal con una concentración final de 500 μg/mL de 

OVA, (n=5 ratones Balb/c por condición) y monitoreó del peso. B) Detección por ELISA de IgG 

específica en suero de animales inmunizados con Np-OVA, la placa de ELISA se sensibilizó con 

las siguientes condiciones: PAH, Np, OVA o Np-OVA. C) Detección por ELISA de IgG específica de 

OVA en suero de animales provenientes de los lotes OVA, Np-OVA y Alum+OVA y D) IgG1 e 

IgG2a OVA específica en los distintos animales inmunizados.  Las distintas condiciones 

experimentales se llevaron a cabo por triplicado, se grafica la media con su desviación estándar 

(ANOVA* P<0.05; *** P<0.001). 

 

Para profundizar el estudio de la respuesta inmune específica se evaluó la 

secreción de las citoquinas Th1 y Th2 (mIFN-γ, mIL-5 e mIL-13) en esplenocitos 

expandidos con OVA durante 72 horas. Se puede observar en la Figura 33A que los 

cultivos de esplenocitos de los animales que fueron inmunizados con Np-OVA 

produjeron niveles significativamente superiores de mIFN-γ en comparación con 

esplenocitos de animales que recibieron OVA o Alum+OVA. El análisis de las citoquinas 

Th2, mIL-5 e mIL-13, mostro que los lotes que recibieron OVA o Np-OVA secretaron 

cantidades menores que las células provenientes de animales inmunizados con 

Alum+OVA, sin embargo no se encontró una diferencia significativa (Fig. 33B). 

Posteriormente, analizamos por citometría de flujo intracitoplasmática la presencia de 
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linfocitos T esplénicos CD4+ o CD8+ productores de mIFN-γ. Hallamos mayores 

frecuencias de linfocitos T CD4+IFN-γ+ y LT CD8+IFN-γ+ en bazos de ratones inmunizados 

con Np-OVA (P<0.001) en comparación a los que recibieron OVA o Alum+OVA (Fig. 33C 

y D).  

          

 

Figura 33: Respuesta celular en ratones inmunizados por vía intraperitoneal con Np-OVA. 

Cuantificación de A) mIFN-γ y B) mIL-5 e mIL-13 en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos 

luego de 72 horas de estímulo con OVA por ELISA. C) Citometría de flujo y estrategia de gates 
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para seleccionar las poblaciones de linfocitos T CD4+IFN-γ+ y CD8+IFN-γ+, con la representación y 

comparación de los histogramas. D) Frecuencia de linfocitos CD4+IFN-γ+ y CD8+IFN-γ+ e 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Las distintas condiciones experimentales se llevaron a 

cabo por duplicado, se grafica la media con su desviación estándar. (ANOVA* P<0.05; 

**P<0.01; ***P<0.001. t-Student #P<0.05). 

Por lo tanto, estos resultados en conjunto indican que las Np inducen una 

activación de la inmunidad adaptativa dependiente de linfocitos T con un perfil Th1. 

Pero además, estos hallazgos confirman lo mostrado en el capítulo anterior donde se 

evidenció que las Np es fagocitada e induce la ruptura del lisosoma con la siguiente 

liberación del contenido, entre ellas las enzimas activadoras del inflamosoma y 

probablemente Np y OVA 65. El hecho de que OVA (inmunógeno extracelular) pueda 

ser liberada al citosol y que observemos expansión de linfocitos T CD8+ solo se puede 

explicar por mecanismos de presentación cruzada de antígenos 165. Probablemente 

estas Np poliméricas de PAH inducen por sí solas la presentación cruzada en 

macrófagos y células dendríticas. 

  En conjunto, estos hallazgos nos permiten plantear la hipótesis del empleo de 

este adyuvante en la formulación de vacunas preventivas para procesos infecciosos 

originados por microorganismos bacterianos o virales, donde se requiere inmunidad 

humoral con anticuerpos IgG bloqueantes e inmunidad celular IFN-γ-dependiente o en 

vacuna terapéuticas para enfermedades alérgicas, donde se requiere la 

inmunomodulación de procesos inflamatorios mucosales tipo 2 mediante una 

inmunidad IFN-γ-dependiente y anticuerpos IgG bloqueantes, o para procesos 

tumorales, donde se requiere inmunidad anti-tumoral CD8 e IFN-γ-dependiente 

además de IgG para citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. 

 

2. Empleo de Np-OVA como vacuna mucosal 

2.1 Administración intranasal 

 

Para emplear las Np como vehículo que proteja al inmunógeno en una vacuna 

mucosal, evaluamos en primera instancia su integridad en estos tejidos donde las 

condiciones fisicoquímicas son más adversas y predominan mecanismos de 

degradación, en comparación con la vía sistémicas. Además, empleando Np 
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fluorescente, evaluamos la capacidad de las Np de distribuirse en órganos o tejidos 

comprometidos y necesarios para montar una respuesta inmune. 

 

2.1.1 Distribución tisular de las nanopartículas 

 

Los animales recibieron 40 μL de Np-FITC por instilación nasal y luego de 30, 60, 

90 y 120 minutos post-administración se extrajeron los siguientes tejidos: mucosa 

nasal, ganglios cervicales y mediastínicos y tejido pulmonar. El análisis de la 

fluorescencia por citometría de flujo (Fig. 34A) mostró que a tiempos cortos (30 y 60 

minutos) las Np-FITC se mantienen íntegras en la mucosa nasal y en ganglios 

cervicales. A los 60 minutos todavía se mantiene en ganglios cervicales (sitio inductivo 

de la mucosa respiratoria), mientras que a los 120 minutos se detectaron células 

fluorescentes en ganglios mediastínicos y tejido pulmonar, en una población celular 

restringida. Dado que la PAH-FITC no ingresa a las células, el hecho de observar células 

fluorescentes indica que las Np-FITC fueron internalizadas. Estos resultados 

demuestran que las Np son resistentes al pasaje a través de la mucosa respiratoria y 

alcanzan los bronquios en estado nativo, o que son transportadas por células. El hecho 

de que se encuentren en células de los ganglios regionales indica que probablemente 

las mismas tengan la capacidad de activar células de la inmunidad adaptativa. 
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Figura 34: Monitoreo de la fluorescencia de Np-FITC administradas por la vía intranasal. A) 

Esquema de administración por instilación y análisis de diferentes tejidos y órganos a distintos 

tiempos por citometría de flujo luego 30, 60, 90 y 120 minutos post inoculación. En los 

histogramas las curvas grises corresponden al control y las curvas verdes a los inoculados con 
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Np-FITC. B) Análisis de la frecuencia de células CD11c+CD11b+MHCII+ con presencia de Np-FITC 

por citometría de flujo, se indica la estrategia de gates. 

En el capítulo anterior demostramos como las Np pueden activar células 

dendríticas e inducir la expresión de CD86. Existe en la literatura clara evidencia que la 

activación se acompaña de una mayor capacidad migratoria de las células desde 

tejidos periféricos (células dendríticas inmaduras) a órganos linfoides secundarios 

(células dendríticas maduras). En el experimento de tracking de la Np-FITC analizamos 

por citometría de flujo la fluorescencia en la población celular CD11c+CD11b+MHCII+ 

presentes en los ganglios mediastínicos a los 120 minutos (Fig. 34B). El hallazgo de 

células fluorescentes en estos órganos nos permite suponer que las Np-FITC que se 

absorben en la mucosa nasal, migran a los ganglios submaxilares a través de las células 

dendríticas y de ahí a los ganglios mediastínicos, o alternativamente, las Np-FITC 

resisten el pasaje hasta los bronquios y en ese tejido son traslocadas para dirigirse a los 

ganglios mediastínicos transportadas por las células dendríticas 50. 

 

2.1.2. Administración intranasal y poder adyuvante de las nanopartículas 

 

Para evaluar la capacidad carrier y adyuvante de las nanopartículas, se 

administraron Np-OVA por vía intranasal a ratones Balb/c por instilación en cada 

narina de 20 μL de solución de Np conteniendo 10 μg de OVA por dosis. Se empleó 

como lote control animales que recibieron únicamente OVA.  

En la Figura 35A se muestra el esquema con el protocolo de inmunización y el 

monitoreo del peso durante el proceso.  

Previo al sacrificio, se midió la respuesta de hipersensibilidad retardada o DTH 

para evaluar la respuesta celular in vivo a las 48 horas post exposición al antígeno. En 

este caso se inyectó una solución de 20 μg de OVA y solución salina como control, por 

vía subcutánea en los pulpejos de las patas traseras derecha e izquierda 

respectivamente. Luego de 48 horas se midió el grosor de las patas con un calibre y se 

comparó la inflamación de la pata que recibió el antígeno con la que recibió la solución 

salina. Si bien no existe una diferencia significativa, se pudo observar una tendencia en 

el aumento en aquellos ratones que fueron inmunizados con Np-OVA (Fig. 35B). Para 
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estudiar la respuesta celular in vitro se cuantificó mIFN-γ en el sobrenadante del 

cultivo de esplenocitos estimulados con OVA. Detectamos niveles significativamente 

superiores en aquellos animales que recibieron Np-OVA con respecto a los que 

recibieron únicamente OVA. Además, se cuantificaron mIL-5 e mIL-13 y no observamos 

diferencias significativas al comparar los sobrenadantes de esplenocitos provenientes 

de ratones que recibieron OVA o Np-OVA. Las células estimuladas in vitro con Np no 

mostraron niveles de mIFN-γ con respecto a las células sin estimular (Fig. 35C). 

Finalmente, en la Figura 35D se muestran los resultados de la respuesta humoral 

específica al analizar diferentes isotipos en suero, lavado broncoalveolar (BAL) y saliva. 

Encontramos niveles aumentados de IgG específica a OVA en suero (p<0.001) y en BAL 

(p<0.05) de animales que recibieron Np-OVA, mientras que la IgA específica en saliva y 

en BAL mostró una tendencia al aumento en animales que recibieron Np-OVA respecto 

a los que sólo recibieron OVA. 
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Figura 35: Análisis de la inmunidad humoral y celular en ratones inmunizados con Np-OVA 

por la vía intranasal. A) Esquema de inmunización con n=5 ratones Balb/c por condición, 20 μg 

de OVA en 40 μL finales (OVA 500 μg/mL). B) Medida de DTH luego de 48 horas. C) Respuesta 

celular, cuantificación de mIFN-γ, mIL-5 e mIL-13 mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo 

de esplenocitos luego de 48 horas de estímulo con OVA. D) Cuantificación de IgG e IgA 

específicos por ELISA en suero, lavado broncoalveolar (BAL) y saliva. (ANOVA* P<0.05; 

**P<0.01; ***P<0.001). 
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2.1.3. Análisis de la frecuencia de linfocitos T de memoria residentes de 

tejido 

 

Como parámetro para evaluar la memoria inmune determinamos la frecuencia 

de linfocitos T residentes de tejido 39,166 . 

 Para ello, aplicamos un protocolo de inmunización intranasal ligeramente 

modificado (2 dosis separadas por 15 días) donde se combinaron las vías sistémica o 

intraperitoneal (IP) con la intranasal (IN). Como control se inocularon animales con 2 

dosis IP de Np-OVA. Dos días antes del sacrificio se realizó una inmunización por la vía 

intranasal sólo con OVA (boost) (Fig. 36A).  

El análisis de la inmunidad humoral y celular bajo este protocolo de 

inmunización reveló niveles séricos de IgG específicos de OVA significativamente 

superiores en ratones que recibieron el esquema IP+IN con respecto a IP+IP, o en 

comparación con los animales sin inmunizar. Además, se observa un valor superior de 

IgG específica luego de la segunda dosis (p<0.001). Al analizar los isotipos específicos, 

nuestros hallazgos indican que la administración combinada de Np-OVA por la vía 

sistémica o combinada generan una respuesta Th1-dependiente con IgG2a específica 

significativamente mayor que IgG1 específica. Notablemente, la combinación de las 

vías sistémica y mucosal arrojó los mayores valores de IgG2a (p<0.05). Al analizar la 

presencia de IgG específica en BAL también detectamos que la combinación de vías 

indujo valores significativamente mayores de IgG e IgG2a específica con respecto a la 

vía sistémica o IgG1 (Fig. 36B). Finalmente, los niveles de IgA específica de OVA en BAL 

fueron mayores en el esquema de combinación de vías con respecto a la vía sistémica 

(p<0.01). 
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Figura 36: Respuesta inmune humoral en ratones Inmunizados por las vías sistémica y/o 

mucosal con Np-OVA. A) Esquema del protocolo de inmunización (n=5 ratones Balb/c por 

condición. B) Cuantificación por ELISA de los niveles de IgG, IgA, IgG1 e IgG2a específicos de 

OVA en suero y en BAL. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-Student p#<0.05). 

 

Habiendo corroborado la inducción de inmunidad mucosal y que se logró una 

mayor eficiencia combinando vías procedimos al análisis de linfocitos T de memoria 

residente en pulmón. Para este experimento aplicamos un procedimiento que nos 

permitió evidenciar estas células en la mucosa bronquial. A los minutos previos al 
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sacrificio se depletaron las células CD45+ mediante la inoculación intravenosa de 

anticuerpos anti-CD45 de ratón. Empleamos ascitis conteniendo dichos anticuerpos 

monoclonales para eliminar aquellas células CD45+ en circulación. El entrecruzamiento 

de CD45 en ausencia de los TCR induce la muerte celular 167. Con la suspensión de 

células de pulmón se incubó con un anticuerpo anti Alexa-fluor-647 de ratón. En la 

Figura 37A se muestra la estrategia de gates, seleccionando células CD45 negativas 

residentes de pulmón. Para evaluar la frecuencia de las diferentes subpoblaciones T de 

memoria se combinó CD4, CD8 y CD45 con las marcas de superficie CD69 

(característico de células residentes de tejido) y CD62L (las células de residentes son 

CD62L-). Por lo tanto, definimos las TRM de pulmón como CD4+CD45-CD69+CD62L- y 

CD8+CD45-CD69+CD62L-. En la Figura 37B se muestra la frecuencia hallada de estas 

poblaciones de TRM en animales que recibieron los distintos esquemas de 

inmunización. Hallamos un aumento significativo de TRM CD4+ y CD8+ en los ratones 

que recibieron Np-OVA en el esquema combinado IP+IN en comparación con la 

administración sistémica.   
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Figura 37: Análisis de la frecuencia de linfocitos T residentes de tejido en pulmón. A) 

Estrategias de gates por citometría de flujo para seleccionar linfocitos T de memoria residentes 

CD4+CD45-CD69+CD62L- y CD8+CD45-CD69+CD62L-. B) Cuantificación de la frecuencia de los 

TRM. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001) 
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Estos hallazgos indican que el empleo de la vía intranasal combinada con la 

sistémica indujo un marcado aumento de linfocitos de T de memoria residentes en 

pulmón, junto a IgG e IgA específicos, además de mediadores sistémicos de inmunidad 

humoral y celular. Estos resultados en su conjunto nos permiten confirmar que las 

nanopartículas presentan propiedades adecuadas como vehículos y adyuvantes que las 

hace aptas para ser empleadas en procedimientos de inmuno intervención sistémicos 

e intranasales específicos del inmunógeno. 

 

2.2 Administración intragástrica 
 

2.2.1 Distribución tisular de las nanopartículas 

 

En forma similar al tracking intranasal, empleamos Np-FITC para monitorear la 

integridad y distribución tisular en el tracto gastrointestinal de las Np luego de ser 

administrada por la vía intragástrica a las 2, 4 y 6 horas post administración en 

distintas porciones y compartimentos intestinal, y en órganos linfoides secundarios. 

En la Figura 38 se muestra el esquema de administración, órganos y tejidos 

analizados a distintos tiempos. En este ensayo encontramos fluorescencia en el 

compartimento epitelial del intestino a las 2 horas (duodeno); a las 4 y 6 horas se 

evidenció un aumento de la fluorescencia en la lámina propia del duodeno, y en los 

ganglios mesentéricos y en las Placas de Peyer.  
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Figura 38: Monitoreo de la fluorescencia en distintas porciones del tracto gastrointestinal de 

ratones que recibieron Np-FITC por la vía intragástrico. Se analizó la fluorescencia por 

citometría de flujo luego de 2, 4 y 6 horas post inoculación (n=2 ratones Balb/c por condición). 

Los histogramas grises corresponden al control y los histogramas verdes a los inoculados con 

Np-FITC. 

 

Asimismo, se detectaron células dendríticas CD11c+CD11b+MHCII+ FITC+ en 

ganglio linfáticos mesentéricos (MLN) luego de 4 horas de la administración 

intragástrica (Fig. 39). 
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Figura 39: Monitoreo de macrófagos y células dendríticas en el tracto gastrointestinal post 

administración de Np-FITC por la vía intragástrica. Estrategia de gate por citometría de flujo 

para células dendríticas CD11c+CD11b+MHCII+ en ganglios linfáticos mesentéricos, histograma 

con curva gris animales control y celeste luego de las 4 horas de inoculación (MLN). 

 

Estos resultados indican que las Np mantienen su integridad en el tracto 

grastrointestinal llegando a órganos linfoides secundarios y Placas de Peyer, además se 

distribuyen en los sitios inductivos y efectores mucosales. 

 

2.2.2 Administración intragástrica y poder adyuvante de las nanopartículas 

 

Con la finalidad de demostrar el poder adyuvante de las Np por la vía 

intragástrica se administraron Np-OVA u OVA como control (100 μg de OVA en 200 μL 

de solución) una vez por semana durante tres semanas, agrupados en dos lotes de 

ratones. Se monitoreó el peso de los animales semanalmente y se evaluó la respuesta 

humoral y celular (Fig. 40A). Se pudo observar que los animales aumentaron de peso 

durante el protocolo de inmunización y hallamos un aumento de IgG e IgG2a 

específicos de OVA que no alcanzó la significancia estadística al comparar los lotes de 

ratones inmunizados con Np-OVA con OVA (Fig. 40B). La relación IgG2a/IgG1 fue 

mayor en los animales que recibieron NP-OVA en comparación con los que recibieron 
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OVA. Sin embargo, por citometría de flujo encontramos que las Np indujeron un 

incremento significativo de células dendríticas CD11c+CD11b+MHCII+CD80+ y 

CD11c+CD11b+MHCII+CD86+en ganglios mesentéricos (MLN) y en Placas de Peyer (PP). 

Además, encontramos mediante el uso de la misma técnica células dendríticas en MLN 

con un aumento en la expresión de CD103 y CD8α (Fig. 40C y D) 
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Figura 40: Inmunización intragástrica de ratones con Np-OVA y análisis de la respuesta 

inmune. A) Esquema de inmunización y monitoreo del peso de los animales. B) Detección de 

isotipos específicos de OVA en suero por ELISA. Análisis de células dendríticas en C) ganglio 

mesentérico (MLN) y D) Placas de Peyer (PP). (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, t-

Student #P<0.05). 

 

En el ganglio, las células dendríticas residentes que presentan CD8α en 

superficie tienen la capacidad de estimular las células T específicas. Las CD8α tienen 

como función primaria mantener la tolerancia hacia autoantígenos, pero cuando estas 

se activan pueden diferenciarse hacia un perfil Th1 168 y realizar presentación cruzada. 

Por otro lado, las células dendríticas que expresan CD103 en superficie tienen la 

capacidad de migrar desde el intestino hacia el ganglio drenante donde programan y 

activan células T para que migren nuevamente a la mucosa 169. 

 

2.3. Administración sistémica de nanopartículas y mecanismos de 

inducción de la inmunidad innata 
 

Para comprender el rol de la activación del inflamosoma NLRP3-dependiente se 

estudió in vivo la administración de Np intraperitoneal en animales C57B6 wild-type 

(WT) y deficientes en componentes de la vía del inflamosoma NLRP3-/-, caspasa-1-/- y 

IL-1-/-. 

En la Figura 41A se muestra el esquema de inmunización aplicado (50 μg de 

OVA en 500 μL de Np, 100 μg/mL). Como control se utilizaron animales que solo 

fueron inmunizados con OVA. Al analizar la producción de anticuerpos séricos (Fig. 

41B) observamos un aumento de IgG específica de OVA en los animales WT. Sin 

embargo, los animales NLRP3-/- y caspasa-1-/- mostraron un descenso significativo en 

los niveles de anticuerpos, mientras que no parece ser dependiente del IL-1R, al igual 

que se mostró previamente en BMDM in vitro. 

Al analizar la inmunidad celular en estos ratones se detectó que la secreción de 

mIFN-γ por esplenocitos expandidos in vitro con el candidato Np-OVA está suprimida 

en ratones NLRP3-/- y caspasa-1-/-. Nuevamente en los ratones IL-1R-/- esta citoquina no 

se encuentra afectada (Fig. 41C). Por lo tanto, estos resultados in vivo se correlacionan 

con los hallazgos in vitro en BMDM mostrados en el capítulo anterior. 
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Figura 41: Inmunización de animales salvajes (C57B6) y deficientes en componentes de la vía 

del inflamosoma (NLRP3-/-, caspasa-1-/- y IL-1R-/-) y análisis humoral y celular. A) Esquema de 

inmunización empleado. B) Detección de anticuerpos específicos de OVA en suero y C) 

Cuantificación de los niveles de mIFN-γ en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos luego de 

72 horas de cultivo y estimulados con OVA o Np-OVA. Las distintas condiciones experimentales 

se llevaron a cabo por duplicado (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

En conclusión, la vía de activación canónica del inflamosoma NLRP3 mediante 

caspasa-1 está involucrada en la producción de IL-1β y la consiguiente activación de la 

inmunidad innata y adaptativa Th1-dependiente. 
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Conclusión y discusión 
 

La literatura refleja que las vacunas más eficientes y de duración más 

prolongada son aquellas que estimulan el sistema inmune a través de TLR 24,163, como 

lo son la vacuna contra la fiebre amarilla (YF-17D) 170,171 y contra la BCG 172,173. Dichas 

vacunas presentan distintos ligandos que son reconocidos por lo menos por cuatro TLR 

diferentes (siendo los TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9 los más tradicionales) y otros 

receptores como RIG-1, MAD-5 y CD-209. Las sales de aluminio, adyuvante más 

utilizado desde hace mucho tiempo en humanos, no presenta las características de la 

vacuna YF-17D ni de la BCG, pero puede activar la vía innata a través del NLRP3 para 

generar un foco inflamatorio con características más próximas a un perfil Th2 152.  

En nuestro trabajo demostramos que la administración de las Np junto a un 

inmunógeno, por vía sistémica y/o mucosal induce un aumento en la respuesta 

inmune específica contra el antígeno. Además, las Np logran mantener su integridad 

en el tráfico transmucosal y dirigen al inmunógeno a los sitios inductivos de interés en 

las mucosas intranasal y gastrointestinal. Estos hallazgos implican que al ser captadas 

por las CPA, éstas son activadas y migran a los ganglios drenantes. Posteriormente 

también las detectamos en los sitios efectores o lámina propia de cada mucosa. Estos 

resultados indican que las mismas podrían ser empleadas como vehículo y adyuvante 

en las formulaciones vacunales que se presentarán en el siguiente capítulo. A su vez, 

las Np no indujeron respuesta humoral o celular específica contra ellas mismas, ni 

contra el polímero empleado en su síntesis. La activación de la inmunidad innata por la 

vía del inflamosoma con la secreción de IL-1β es dependiente del sensor NLRP3 y de 

caspasa-1, la cual se demostró que no sólo es importante para inducir un proceso 

inflamatorio, sino una inmunidad adaptativa IFN-γ-dependiente. En este trabajo no 

demostramos, como se ha reportado en la bibliografía que la IL-1β secretada por las 

CPA actúa sobre las NK para inducir la producción y secreción de IFN-γ en estadios 

tempranos de su maduración, siendo este mecanismo el responsable de generar la 

señal 3 de diferenciación en la activación T hacia un perfil Th1 151,174,175. 
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La administración sistémica y mucosal de Np indujo la expansión linfocitos T 

CD8+ específicos y de células dendríticas CD11c+CD11b+MHCII+, lo cual indica que se 

produce una presentación cruzada de antígenos en las CPA. Aun así, nos resta 

confirmar que la inmunidad T CD8+IFN-γ+ es promovida por estas células dendríticas 

por realizar presentación cruzada. Si bien podría ser un efecto exclusivo generado por 

estas subpoblaciones de células dendríticas, también podría ocurrir que las Np 

promueven la presentación cruzada en cualquier tipo de CPA, debido a que luego de la 

fagocitosis las Np promueven la desestabilización del fagolisosoma y permiten que los 

antígenos se transloquen al citosol por medio de la permeabilización de la membrana 

lisosomal (LMP) en células dendríticas y macrófagos. En este proceso también se 

liberan enzimas como las pertenecientes a la familia de las catepsinas, siendo una de 

ellas, catepsina B la responsable de activar el inflamosoma. Específicamente 

deberíamos confirmar que la desestabilización del lisosoma que contiene a las Np-

OVA, liberan a la OVA al citosol para que sea procesado y presentado en el contexto 

MHC I por la vía biosintética para poder activar a los linfocitos T CD8 específicos 176,177.  

Además demostramos que la administración mucosal de las Np induce un 

aumento en la frecuencia de linfocitos TRM CD4+ y TRM CD8+ en tejido bronquial. Este 

hecho resulta crucial al momento de evaluar la duración de la inmunidad humoral y 

celular inducida por las Np administradas por vía mucosal.  

Al igual que el hidróxido de aluminio, la nanopartícula PAH/Tpp tiene la 

capacidad de activar el inflamosoma NLRP3. Sin embargo, las nanopartículas inducen 

una respuesta Th1-dependiente con producción de IFN-γ y proliferación de células T 

CD8+, lo cual resulta crítico en nuestro trabajo para las aplicaciones que se le darán a 

las Np como distintos candidatos vacunales o inmuno intervenciones 178–180 (Capítulo 

3). Pero resulta importante resaltar que las Np promueven la producción y secreción 

de anticuerpos IgG e IgA específicos en sangre y en mucosas con potencial poder 

neutralizante y una respuesta celular con la inducción de linfocitos T CD4+IFN-γ+ y 

CD8+IFN-γ+ en bazo. Para elaborar la hipótesis que nos permitió plantear las 

aplicaciones que se mostrarán en el capítulo siguiente, son esenciales estos 

mecanismos efectores inducidos por Np-OVA. 



 

 
 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

Aplicaciones, candidato vacunal para 

enfermedades infecciosas y no infecciosas 
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Introducción 
 

El uso de vacunas preventivas tiene como finalidad generar memoria inmune y 

preparar al organismo para enfrentar futuras exposiciones a un determinado 

microorganismo. El empleo de vacunas constituye el procedimiento más eficaz para 

prevenir las enfermedades infecciosas y representa el principal aporte de la 

inmunología a la salud humana. Es destacable que en los últimos años, y por el mejor 

conocimiento de la inmunopatogénesis de muchas enfermedades crónicas, se ha 

podido avanzar en el diseño de vacunas terapéuticas para enfermedades alérgicas, 

oncológicas y autoinmunes. En las mismas, lo que se busca es revertir un proceso ya 

instaurado para recuperar la homeostasis fisiológica e inmune. 

Como hemos demostrado en los capítulos anteriores las nanopartículas 

PAH/Tpp demostraron capacidad para activar células presentadoras de antígeno a 

través de la vía intracelular del inflamosoma dependiente de NLRP3, y la consiguiente 

secreción de IL-1β, para luego inducir una inmunidad Th1-dependiente. Los isotipos 

IgG Th1 junto con los linfocitos CD4+ y CD8+ productores de IFN-γ constituyen los 

mecanismos efectores principales que mediarían protección en los diferentes 

escenarios que se aborda este capítulo 39,181–183. 

 

1- Aplicación de un candidato vacunal para inducir protección 

frente a Brucella suis 

 

La brucelosis es una enfermedad zoonótica causada por la bacteria Brucella 

spp. patógena, de las cuales Brucella abortus, B. melitensis y B. suis afectan con mayor 

frecuencia a humanos. La brucelosis es una enfermedad endémica en América Latina 

principalmente en Perú y en Argentina 184. La bacteria Gram negativa Brucella suis 

ingresa al hospedador a través del contacto con carne cruda o alimentos que no fueron 

correctamente pasteurizados y pueden ingresar por vía aérea mediante aerosoles o 

por productos provenientes de animales infectados a través del contacto con lesiones 

en la piel o por la conjuntiva 185. A su vez, se reportan frecuentemente casos de 
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infección en los laboratorios siendo los accidentes laborales y la generación de 

aerosoles durante la toma de muestras los más relevantes 186.  

Brucella es un patógeno intracelular facultativo que establece su nicho 

replicativo principalmente en macrófagos. Una vez que ingresa la bacteria al 

organismo se disemina rápidamente por vía sistémica. La inducción de inmunidad 

específica es central para su control siendo la respuesta humoral, mediada por 

anticuerpos neutralizantes, de gran importancia en las etapas tempranas de la 

infección para evitar la adhesión de la bacteria a la superficie de las mucosas 187,188. La 

adhesión a la matriz extracelular en las células del huésped es también esencial para el 

proceso de infección. La bacteria presenta varias adhesinas como el auto 

transportador trimétrico Btaf, el cual es un buen candidato para utilizarse en las 

formulaciones de nuevos candidatos vacunales 76,189,190.  

Sin embargo, para la generación de una nueva vacuna no alcanza con sólo 

inducir una respuesta humoral, dado que para generar memoria duradera se requiere 

una respuesta T-dependiente. Aquí proponemos el diseño de una vacuna preventiva 

mucosal contra brucelosis empleando la proteína Btaf como inmunógeno y las 

nanopartículas PAH/Tpp como carrier y adyuvante. Evaluaremos la inmunidad 

humoral, celular y las poblaciones de linfocitos T de memoria inducidas 76,191,192.  

 

2- Aplicación de un candidato vacunal para inducir protección 

frente al Sars-CoV-2 
 

Luego que en diciembre de 2019 se publicaran los primeros casos de neumonía 

causada por un coronavirus y en enero del 2020 se identificó al virus emergente 

causante de la enfermedad, SARS-CoV-2, en marzo del 2020 se declaró la pandemia de 

COVID-19. Desde ese momento la crisis sanitaria, económica y social producida por la 

infección del SARS-CoV-2 altero completamente la vida en nuestro planeta y llevó a 

mantener condiciones de confinamiento y asilamiento que duraría más de un año, 

hasta que se autorizaran bajo condiciones de emergencia las primeras vacunas a 

finales del 2020. Desde ese momento las vacunas contra el SARS-CoV-2 han permitido 

controlar la transmisión viral, las hospitalizaciones y las muertes hasta que emergieron 
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las distintas variables virales que significaron la principal amenaza para el desarrollo y 

éxito de las vacunas y severidad de la infección natural. El desarrollo de vacunas contra 

COVID-19 ha sido desde enero 2020 un hecho inédito en la historia de la biomedicina, 

y de la vacunología en particular, por los tiempos en que se realizó y además porque 

fue la primera vez que se vacunó durante una pandemia generada por un virus 

emergente. Las vacunas desarrolladas y autorizadas para su uso poblacional se basan 

en el empleo de vectores adenovirales (Aztraseneca, Sputnik y Johnson & Johnson) 

125,193,194, ARNm encapsulados en liposomas (Pfizer/BioNtech y Moderna) 195,196, virus 

inactivado (SinoVac´s y Sinopharm) 197,198 y vacunas a subunidades proteicas (Soberana 

y Abdala, NovaVax, etc) 199. Estas vacunas en su totalidad son sistémicas 

(intramusculares). Las vacunas mucosales se encuentran en fase clínica y no se han 

autorizado o aprobado aún para su uso poblacional. 

El SARS-CoV-2 se asemeja más al SARS-CoV que al MERS-CoV en la secuencia 

del ARNm 200 pero todos pertenecen a la familia de los betacoronavirus que presentan 

un genoma ARN de polaridad positiva que codifica para cuatro proteínas estructurales: 

Spike (S), envoltura (E), nuclear (N) y de membrana (M) 201,202. La infección aguda se 

inicia en las mucosas orofaríngeas por donde ingresa principalmente el virus y de 

progresar la replicación viral se traslada al tracto respiratorio inferior, causando daño 

en bronquios y generando una neumonía que puede evolucionar a una insuficiencia 

respiratoria. Durante el síndrome agudo respiratorio se genera una excesiva 

producción de angiotensina II lo que provoca una mayor permeabilidad en la 

vasculatura pulmonar 203,204. La infección celular comienza con la unión de la 

glicoproteína Spike del virus al receptor ACE2, principalmente en células del epitelio 

nasal y pulmonar 205. 

En bibliografía se han descripto péptidos de las proteínas S, N y M que inducen 

una activación en el sistema inmune 206,207. Sin embargo, la proteína S, por su función 

biológica, ha sido seleccionada en todas las vacunas desarrolladas como el target para 

inducir una respuesta humoral y celular protectora. La proteína S presenta una 

conformación muy particular, que la hace muy a fin a su receptor celular y de esta 

manera posibilita al virus ingresar a las células del huésped para que se inicie su 

replicación. La proteína Spike presenta en la cubierta del virus una estructura trimérica 
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y está compuesta por dos subunidades: la S1 que se une al receptor ACE2 a través del 

dominio de unión al receptor (RBD) y la S2 que le permite fusionarse a la membrana de 

la célula huésped 208. Para incrementar la eficiencia de unión de RBD a ACE2, y de esta 

manera facilitar el ingreso del virus a la célula blanco, proteasas del huésped, como las 

proteasas ancladas a membrana TMPRSS2 y furina o la catepsina lisosomal, clivan a la 

proteína S en S2 y S1/S2 y de esta manera incrementan la infectividad de la partícula 

viral (Fig. 42) 209,210. El hecho que la evolución natural del virus acumule mutaciones en 

esta proteína, y en RBD en particular, y que estas mutaciones generen variantes 

proteicas con mayor afinidad por ACE2, ha generado variantes virales con mayor 

capacidad de transmisión entre humanos. La máxima expresión de este fenómeno se 

ha visto con la variante viral Omicron que desde mediados del 2021 ha generado picos 

de infección muy superiores a los generados por las variantes virales predecesoras. El 

genoma de Omicron presenta más de 50 mutaciones en comparación con la variante 

ancestral o Wuhan, concentrando más de 30 en la proteína S, no sólo en RBD sino en 

otros dominios relacionados con la disposición espacial de RBD para unirse a ACE2 211. 

 

                   

Figura 42: Mecanismo de infección del SARS-CoV-2 a través del reconocimiento de ACE2 en la 

célula blanco. (Adaptación de Ali A. Rabaan et al. 2023) 
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Por lo tanto, se ha considerado como mecanismo inmune principal de 

protección la generación de anticuerpos bloqueantes dirigidos a la proteína S, de 

manera de evitar la invasión de las células del huésped, y de esta manera controlar la 

diseminación del virus y su transmisión entre personas. Dado que las variantes virales 

concentran sus mutaciones en la proteína S, también se ha observado que los 

anticuerpos bloqueantes inducidos por las vacunas dirigidas a la proteína S o RBD de la 

variante Wuhan presentan un menor poder neutralizante frente a las mismas. Esto ha 

determinado cambios en las estrategias de diseño de vacunas COVID-19 y la 

implementación, desde septiembre 2022, de las vacunas de segunda generación o 

bivalentes, dirigidas a las variantes virales Wuhan y Omicron BA.4/5. Recientemente se 

ha aprobado por parte de las agencias regulatorias FDA y EMA las vacunas 

monovalentes dirigidas a la variante Omicron XBB 212–215.  

Esto significa que la capacidad de las vacunas de generar anticuerpos 

específicos neutralizantes constituye un mecanismo protector altamente eficaz. La 

evolución viral en la población ha determinado que aparezcan variantes que evaden la 

respuesta de anticuerpos neutralizante y que presenten un enorme poder de 

transmisión, lo cual ha determinado que rápidamente desplacen a las variantes virales 

predominantes. Sin embargo, y dado que la inmunidad celular T-dependiente está 

principalmente dirigida a controlar la enfermedad severa (neumonía), estas variantes 

virales emergentes no han afectado el poder de las vacunas de controlar la COVID-19 

severa. Por esta razón, y a pesar de haber surgido variantes virales muy distintas a la 

variante ancestral, las vacunas de primera generación han mostrado una elevada 

eficiencia en evitar la enfermedad severa. Sin embargo, y para controlar también la 

transmisión viral, se han aprobado como mencionamos anteriormente las vacunas 

bivalentes y las vacunas monovalentes dirigidas a Omicron. Asimismo, es importante 

resaltar que la aplicación de dosis refuerzo incrementa la afinidad de los anticuerpos 

específicos y la capacidad neutralizante de los mismos, por lo cual la eficiencia de las 

vacunas COVID-19 en el control de transmisión viral no se marcadamente afectada. 

Por lo tanto, y dado que el SARS-CoV-2 va a continuar circulando en la 

población, existe la necesidad de seguir desarrollando vacunas para la aplicación de 
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dosis de refuerzo o para esquemas iniciales de vacunación. Seguramente la 

anualización de las dosis de refuerzo justificará la actualización de las vacunas COVID-

19 y la generación de vacunas de tercera generación, entre las cuales se encuentran las 

vacunas mucosales.  

 

3- Candidato vacunal terapéutico para el tratamiento de la 

alergia alimentaria a las proteínas de la leche vaca 
 

Las alergias alimentarias son definidas como enfermedades inflamatorias 

causadas por una reacción inmune dirigida a proteínas contenidas en los alimentos. 

Esta definición permite distinguir a estos desordenes de las numerosas enfermedades 

asociados con efectos adversos inducidos por alimentos que no comparten la etiología 

inmunológica. En esta última categoría se encuentra por ejemplo la intolerancia a la 

lactosa, debido a la ausencia de la enzima lactasa. 

El enfoque básico actual de la prevención y el tratamiento de las enfermedades 

alérgicas se basa en dos pilares fundamentales: prevenir el contacto con el alérgeno 

causante de la enfermedad y el empleo de fármacos que eviten o contrarresten las 

acciones de los mediadores inflamatorios como los agonistas beta-adrenérgicos, anti-

histamínicos y otras drogas anti-inflamatorias. Sin embargo, estas opciones no corrigen 

el defecto inmune de base y están dirigidas a evitar la exposición al estímulo que 

promueve los mecanismos inmunes, o modular el efecto final en la célula blanco. Los 

nuevos conceptos en terapias o prevención de las enfermedades alérgicas están 

enfocados en corregir el defecto inmune y restaurar la tolerancia específica, o 

incrementar el umbral de exposición al alérgeno que genere síntomas, de manera que 

la exposición natural al alimento no genere una reacción inflamatoria. Para esto, se 

utiliza la estrategia de administrar el alérgeno en forma controlada o junto a un 

inmunomodulador que promueva una respuesta Th1-dependiente capaz de revertir la 

respuesta Th2 que gobierna las reacciones alérgicas. 

Debido a la creciente prevalencia de las enfermedades alérgicas y de las 

anafilaxias existe la necesidad de desarrollar nuevos procedimientos terapéuticos que 

corrijan el defecto inmunológico de base. Para ello, se requiere conocer cuáles son los 
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mecanismos inmunopatogénicos y la etiología de la enfermedad. Las alergias 

alimentarias en su mayoría son mediadas por mecanismos IgE-independientes, aunque 

algunas pueden ser mixtas (IgE-dependientes e independientes) 216–219. Sin embargo, 

las IgE-dependientes son el principal foco de estudio ya que son las que pueden 

generar las anafilaxias o reacciones alérgicas severas que pueden poner en juego la 

vida de los pacientes. En los últimos años se han dilucidado distintos mecanismos 

etiopatogénicos, por los cuales se producen reacciones exacerbadas frente a antígenos 

comunes del medio ambiente e inocuos, en individuos susceptibles. Se han reportado 

diferentes fallas en los mecanismos de tolerancia que serían los responsables en estos 

pacientes de generar procesos inflamatorios con una inducción exacerbada de la 

respuesta inmune mediada por citoquinas tipo 2 y la consiguiente síntesis de IgE. Las 

citoquinas tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-13, IL-33, etc.) promueven un entorno inflamatorio y son 

responsables de la activación y diferenciación de linfocitos B a células plasmáticas 

productoras de IgE, maduración de mastocitos, basófilos y eosinófilos, secreción de 

moco y otros mecanismos que median las reacciones inflamatorias alérgicas 220–222. 

La desregulación de la respuesta del sistema inmune está implicada en muchas 

patologías incluidas la autoinmunidad, el cáncer y la alergia 223,224. Una de las 

principales inmunoterapias para tratar las alergias alimentarias consiste en exponer al 

paciente al alérgeno en bajas dosis e ir aumentando de manera gradual durante un 

tiempo prologando hasta que la exposición al alérgeno, o desafío con el alérgeno, no 

induzca reacciones alérgicas. Este procedimiento se puede realizar mediante 

administraciones sistémicas o mucosales y se puede llegar a una desensibilización o 

tolerancia completa. En la desensibilización, la falta de respuesta frente a la exposición 

al alérgeno sólo se mantiene si se continúa con la administración del alérgeno de 

manera controlada; mientras que en la tolerancia, al discontinuar el tratamiento el 

paciente mantiene la no respuesta frente a la exposición natural o frente a desafíos 

controlados. Las razones por las cuales, dependiendo del paciente, se alcanza un 

estado u otro no son del todo comprendidas. En ambos casos, los mecanismos de no 

respuesta están principalmente mediados por linfocitos T regulatorios (Treg), que 

controlan las células de la inmunidad innata y de la adaptativa a través de mecanismos 

mediados por contacto célula-célula (CTLA-4) o por factores solubles (IL-10, TGF-β e IL-



Lic. Gastón Rizzo  Cap. 3: Introducción 

146 
 

35)82. Mediante el empleo de un modelo murino IgE-dependiente de alergia 

alimentaria hemos desarrollado distintos procedimientos de este tipo 81,82,225,226. 

  Otra variante de inmunoterapia consiste en inmunomodular induciendo 

mecanismos contra-regulatorios de los Th2 que gobiernan las reacciones alérgicas, a 

través de la inducción de mecanismos alérgeno-específicos Th1-dependientes. En otras 

palabras, se inducen linfocitos T CD4+ y CD8+ específicos productores de IFN-γ, 

citoquina contra-regulatoria de las citoquinas Th2. El descubrimientos de adyuvantes 

agonistas de receptores tipo toll, como CpG o MPL (3-O-deacyl-4’-monofosforil lípido 

A), que activan células presentadoras de antígenos y producen la liberación de 

citoquinas tipo 1 (IFN-γ e IL-12) que promueven la diferenciación de células Th1, 

pueden ser utilizados junto al alérgeno en la formulación de una vacuna terapéutica 

para la inmunomodulación de las alergias 227–229. Este tipo de terapias han sido 

diseñadas en modelos experimentales de alergia alimentaria administrando 

adyuvantes tipo 1 por vías mucosales 81,225. 

Por lo tanto, las inmunoterapias basadas en la inducción de los mecanismos de 

tolerancia o de inmunomodulación alérgeno-específicas se emplean para corregir el 

defecto de base y controlar la aparición de reacciones alérgicas frente a la exposición 

al alérgeno. Mediante desafíos orales con el alérgeno de interés se puede evidenciar 

que estos procedimientos incrementan el umbral de inducción de reacciones 

inflamatorias. 

En este trabajo empleamos la proteína de leche de vaca β-lactoglobulina (alérgeno de 

la leche bovina) y las nanopartículas como vehículo/adyuvante pro-Th1 para un 

procedimiento inmunomodulatorio correctivo de la alergia alimentaria a leche de vaca 

en un modelo murino de alergia alimentaria. 
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Objetivos 
 

-Estudiar las nanopartículas PAH/Tpp en la formulación de un candidato 

vacunal preventivo mucosal contra Brucella suis y sistémico contra SARS-CoV-2.  

-Estudiar las nanopartículas PAH/Tpp en una vacuna terapéutica mucosal para 

la inmunomodulación de alergias IgE-dependientes en un modelo animal pre-clínico de 

alergia alimentaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 
 

 

Resultados 
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1- Candidato vacunal mucosal contra B. suis. 

Para formular una vacuna contra brucelosis se empleó la proteína Btaf de Brucella 

suis. El inmunógeno se obtuvo libre de LPS en forma recombinante a partir de cultivos 

de E. coli en el Instituto de Estudios de la Inmunidad Humoral (IDEHU-UBA-CONICET) a 

través de un trabajo en colaboración con el Dr. Pablo Baldi y la Dra. Mariana Ferrero. 

Se evaluó la encapsulación de Btaf (pI=10.71, calculado con el servidor 

http://isoelectric.org/) en la Np tal como se describió anteriormente, empleando 

distintas concentraciones proteicas. Obtuvimos el mayor porcentaje de encapsulación 

para 50 μg/mL de proteína con un 35.8% en el volumen final de la formulación de Np-

Btaf (Fig. 43). 

                                                 

Figura 43: Porcentaje de encapsulación de Btaf en la Np 

Se empleó esta formulación en una administración intranasal por instilación en 

cada narina un volumen de 20 μL de solución de Np conteniendo 10 μg de Btaf por 

dosis en ratones Balb/c de 5 semanas, siguiendo el esquema de inmunización que se 

observa en la Figura 44A. Se empleó como control un grupo de animales que 

recibieron únicamente la Np o Btaf. Se realizó un monitoreo del peso de los animales 

semanalmente durante todo el proceso (Fig. 44B) y de los niveles de anticuerpos 

específicos en suero y en BAL (Fig. 44C). Los resultados indican que los animales 

inmunizados con Np-Btaf se mantuvieron el peso en forma similar a los controles y que 

los niveles de IgG específica sérica en los animales inmunizados con Np-Btaf fue 

significativamente superior a los controles. Además, el análisis de los isotipos 
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específicos mostró que se inducen principalmente IgG2a en suero. En cuanto a la 

respuesta celular encontramos niveles aumentados de mIFN-γ en el sobrenadante de 

cultivo de esplenocitos expandidos con Btaf de los animales que fueron inmunizados 

con el candidato Np-Btaf, en comparación con células estimuladas provenientes de 

ratones que solo recibieron Np o Btaf. La cuantificación de los niveles de mIL-5 e mIL-

13 no mostraron diferencias con respecto a los controles (Fig. 44D). 

 

 

Figura 44: Análisis de las respuestas humoral y celular del candidato vacunal contra Brucella 

suis. A) Esquema de inmunización semanal de 3 dosis (Btaf 500 μg/mL) (n=5 ratones por 

condición). B) Monitoreo del peso de los animales luego de cada inmunización. C) 

Cuantificación de IgG específica a Btaf en suero (dilución 1/100) y en BAL (dilución 1/2) por 

ELISA indirecto. D) Cuantificación de los niveles de mIFN-γ, mIL-5 e mIL-13 por ELISA de captura 
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en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos luego de 72 horas de cultivo estimulados con 

Btaf. El experimento fue realizado por duplicado (ANOVA***P<0.001. t-Student #P<0.05). 

 

Estos resultados indican que la administración del candidato vacunal Np-Btaf 

por vía intranasal, promueve la respuesta inmune (humoral y celular tanto mucosal 

como sistémica) Th1-dependiente. 

Posteriormente se evaluó la memoria inmune promovida por el candidato 

mucosal lo cual se extrajeron los ganglios cervicales y se analizó la frecuencia de 

poblaciones linfocitarias CD4 y CD8 de memoria central (Tmc) y memoria efectora 

(Tme) por citometría de flujo (Fig. 45A). Encontramos que las frecuencias de linfocitos 

T naïve (CD44-CD62L+) no varían al comparar los lotes control con el inmunizado con 

Np-Btaf. Al evaluar las subpoblaciones T de memoria sólo encontramos un aumento 

significativo en los linfocitos T CD4+ efectores (CD44+CD62L-) y de memoria central 

(CD44+CD62L+) en aquellos animales inmunizados con Np-Btaf. Con respecto a las 

células CD8+ observamos una tendencia al aumento en células Tmc, sin alcanzar 

significancia estadística. En cambio no observamos diferencia en células Tme (Fig. 

45B). 
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Figura 45: Análisis de frecuencia de linfocitos T efectoras y de memoria en ganglio cervical. A) 

Estrategia de gates por citometría de flujo para la selección de células T naïve (CD62L+CD44-), 

células T de memoria efectoras (CD62L-CD44+) y de memoria central (CD62L+CD44+). B) 

Cuantificación de la frecuencia de poblaciones celulares (ANOVA* P<0.05; **P<0.01). 

 

Estos resultados indican que el candidato vacunal Np-Btaf induce un perfil 

inmunológico Th1 con proliferación de linfocitos T CD4+ de memoria central y efectora 

en los ganglios regionales de la mucosa nasal. Estos hallazgos indican las propiedades 

adyuvantes de Np en una vacuna intranasal.  
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2- Candidato vacunal sistémico contra SARS-CoV-2 

 

Para la formulación del candidato vacunal contra el SARS-CoV-2 se utilizó como 

antígeno la porción RBD de la proteína S del SARS-CoV-2 variante ancestral o Wuhan y 

las nanopartículas. El antígeno se obtuvo de manera recombinante a partir de cultivos 

de la levadura Pichia pastoris, en el marco del consorcio ARGENVAC, en el laboratorio 

del IB3 en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de 

Buenos Aires (UBA-CONICET). Al obtenerse a partir de cultivos de levaduras al 

inmunógeno se la nombrará como yRBD (yeast RBD). La optimización de su 

producción, la caracterización conformacional e inmunogénica y el escalado se realizó 

en el IB3 bajo la supervisión de la Dra. Cecilia D´Alessio, Dr. Javier Santos y Dr. 

Alejandro Nadra 77. 

  Se evaluó la presencia de LPS en los componentes vacunales (Np e yRBD) 

empleando la línea celular reportera HEKhTLR4 y se obtuvieron niveles basales para 

ambos componentes (<0.01 ng/mL de LPS) (Fig. 46A). 

Posteriormente, evaluamos la capacidad de Np de encapsulación de yRBD, 

(pI=8.55 230) y evidenciamos que el porcentaje de encapsulación no depende de la 

concentración final de proteína. Concentraciones de yRBD 50 μg/mL o 100 μg/mL en la 

formulación de Np-yRBD arrojó valores de encapsulación cercanos al 20% (Fig. 46B). 

  

Figura 46: Análisis de la presencia de LPS en yRBD y el porcentaje de encapsulación en Np. A) 

Medida de actividad de la fosfatasa alcalina (SEAP) en sobrenadante de cultivo de células 

reporteras HeKhTLR4 con distintas concentraciones de LPS como control, 0.5 mM Np y 2 μg de 
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RBD. B) Porcentaje de encapsulación de la proteína yRBD por las Np. Las distintas condiciones 

experimentales se llevaron a cabo por triplicado, se grafica la media con su desviación estándar 

(ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 

 

Seguidamente, se procedió a la inmunización por vía intraperitoneal 

empleando Np-yRBD 100 μg/mL (20 μg de yRBD en 200 μL de Np) por dosis a ratones 

Balb/c de 5 semanas de edad en un esquema de 3 dosis como se muestra en la Figura 

47. Como lotes controles se evaluó la administración de Np, yRBD o yRBD con 

hidróxido de aluminio (Alum+yRBD) dado que se trata de un adyuvante ampliamente 

utilizado y validado (Fig. 47A). En la Figura 47B se muestran los pesos de los animales 

evaluados luego de cada inmunización. No observamos descensos significativos en el 

peso de los ratones pertenecientes a los diferentes lotes. 

 Al analizar la inmunogenicidad de cada candidato vacunal observamos en los 

animales inmunizados con Np-yRBD y Alum+yRBD un aumento significativo en 

anticuerpos IgG específicos para yRBD, tanto en suero como en lavado broncoalveolar 

luego de finalizado el esquema de inmunización (Fig. 47C). El análisis de la inmunidad 

celular sistémica mostró porcentajes significativamente elevados de linfocitos T CD8+ y 

T CD4+ productores de mIFN-γ. Encontramos un aumento en el número de linfocitos T 

CD4+IFN-γ+ y CD8+IFN-γ+ esplénicos en ratones inmunizados con Np-yRBD en 

comparación a los ratones inmunizados con Alum+yRBD (Fig. 47D).  

 



Lic. Gastón Rizzo  Cap. 3: Resultados 

155 
 

 

Figura 47: Análisis de la respuesta humoral y celular del candidato vacunal Np-yRBD. A) 

Esquema de inmunización en ratones Balb/c (n=5 por condición). B) Monitoreo de los pesos de 

los animales luego de cada inmunización. C) Cuantificación por ELISA de IgG antígeno 

específica en suero (dilución 1/100) y en lavado broncoalveolar (dilución 1/2). D) Cuantificación 

del número de linfocitos T CD4+ y CD8+ productoras de mIFN-γ mediante citometría de flujo. Las 

distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, se grafica la media con 

su desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001). 
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Estos resultados preliminares indican que las nanopartículas también muestran 

poder adyuvante cuando son administradas sistémicamente junto a yRBD dado que 

evidenciamos mayor inmunogenicidad humoral y celular específica de yRBD cuando se 

combinan con Np en comparación a cuando se administran individualmente. 

Asimismo, evidenciamos resultados comparables a los obtenidos con Alum+yRBD, 

aunque la frecuencia de linfocitos T CD8+IFN-γ+ fue superior con Np. Esto se podría 

explicar por la capacidad de las Np de inducir presentación cruzada de antígenos en las 

células presentadoras de antígenos activadas. 

 

2.1 Optimización del candidato vacunal contra SARS-CoV-2. 

 

Luego de observar que la Np indujo un aumento en la respuesta inmune 

específica tanto humoral como celular, por su poder adyuvante previamente descripto, 

decidimos optimizar la formulación de la vacuna modificando sus componentes: 

adyuvante e inmunógeno. 

Aplicando el mismo esquema de inmunización mostrado en la Figura 47A, se 

realizaron administraciones intraperitoneales manteniendo la misma cantidad de 

antígeno 20 μg de yRBD y variando el volumen final de Np 200 μL y 500 μL por dosis. 

Encontramos una mayor producción de IgG específica en suero conforme se aumentó 

la cantidad de Np (Fig. 48A). En segunda instancia, se administraron 20 μg y 50 μg de 

yRBD en un volumen final de 500 μL de Np. De esta manera evidenciamos un 

comportamiento dosis-respuesta al incrementar la cantidad de yRBD administrada, y 

observamos diferencias significativas entre las formulaciones conteniendo Np y el 

hidróxido de aluminio a una misma concentración de yRBD (50 μg), con títulos de IgG 

superiores en los animales que recibieron al candidato Np-yRBD (Fig. 48 B). Al evaluar 

la respuesta celular sistémica en esplenocitos estimulados con yRBD observamos una 

concentración significativamente mayor de mIFN-γ en el sobrenadante de cultivo de 

esplenocitos provenientes de animales inmunizados con Np-yRBD 50 μg (Fig. 48C). Por 

lo tanto, logramos optimizar el protocolo de inmunización incrementando la eficiencia 

de la inmunogenicidad humoral y celular específicas inducidas. 
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Figura 48: Análisis en el cambio de variables para la formulación vacunal contra SARS-CoV-2. 

A) Anticuerpos IgG específicos en suero por ELISA indirecto, comparando 200 μL con 500 μL de 

Np. B) Cuantificación del título de IgG específicos en suero por ELISA comparando distintas 

cantidades de yRBD por dosis en 500 μL de Np. C) Cuantificación de los niveles de mIFN-γ por 

ELISA de captura en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos luego de 72 horas de cultivo y 

estimulados con yRBD. Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por 

duplicado. Se grafica la media con su desviación estándar (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; 

***P<0.001. t-Student #P<0.05; ##P<0.01;). 

 

Luego de obtener estos resultados decidimos continuar los estudios con la 

formulación de 50 μg de yRBD en 500 μL de volumen final de Np (100 μg/mL), debido a 

que obtuvimos mejores parámetros inmunológicos 

 

2.2 Optimización del plan de inmunización empleando Np-yRBD 

 

Para evaluar la inmunogenicidad del candidato vacunal con 50 μg de yRBD en 

un volumen final de 500 μL de Np por dosis 231,232, decidimos aplicar un esquema de 2 

administraciones separadas por 21 días. Como controles se administraron Alum+yRBD 
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50 μg e yRBD 50 μg en 500 μL de solución final. Nuevamente se monitoreó el peso  de 

los animales durante todo el proceso para evaluar seguridad (Fig. 49A). El análisis de la 

inducción IgG específica en suero y en BAL nos permitió observar que el candidato de 

Np-yRBD 50 μg indujo títulos de anticuerpos IgG e IgG2a significativamente mayores 

en comparación al control Alum+yRBD 50 μg (Fig. 49B). El isotipo IgG1 dio mayores 

títulos en Alum con respecto a IgG2a dado que este adyuvante induce una respuesta 

humoral Th2 específica 163. 

 

 

Figura 49: Análisis de la respuesta humoral de Np-yRBD 50μg y Alum+yRBD 50μg. A) 

Esquema de inmunización en ratones Balb/c y monitoreo del peso durante el procedimiento. B) 

Cuantificación por ELISA de IgG e isotipos antígeno específicos en suero (panel superior) y en 

BAL (panel inferior). Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, 

se grafica la media con su desviación estándar. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-

Student #P<0.05; ##P<0.01). 
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También evaluamos la producción de citoquinas Th1 y Th2 en cultivos de 

esplenocitos. Encontramos un aumento significativo en la producción de mIFN-γ en 

aquellos animales inmunizados con Np-yRBD, en cambio para las citoquinas tipo 2 solo 

se encontró un aumento en mIL-13 en los animales que recibieron Alum+yRBD (Fig. 

50A). Asimismo, evaluamos respuesta inmune celular inducida por el citometría de 

flujo en esplenocitos de los animales inmunizados y se evidencio la presencia de IFN-γ 

intracitoplasmático en células T (Fig. 50B). En este ensayo, encontramos un aumento 

en la intensidad de fluorescencia media (MFI) en linfocitos T CD4+IFN-γ+ y linfocitos T 

CD8+IFN-γ+. Dicho aumento se observó principalmente en linfocitos T CD4+ en los 

animales inmunizados con Np-yRBD en comparación con hidróxido de aluminio. En 

cambio, para los linfocitos T CD8+ productoras de IFN-γ no se encontró diferencia 

significativa entre ambos lotes (Fig. 50C). 
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Figura 50: Análisis de la respuesta celular de Np-yRBD 50μg y Alum+yRBD 50μg. A) 

Cuantificación por ELISA de mIFN-γ, mIL-13 e mIL-5 en sobrenadante de cultivo de esplenocitos 

estimulados con yRBD.  B) Estrategia de gates por citometría de flujo para la selección de 

linfocitos T CD4+IFN-γ+ y CD8+IFN-γ+ y C) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia media 

(MFI). Las distintas condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, se grafica la 

media con su desviación estándar. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01. t-Student #P<0.05). 

 

En conjunto, estos resultados confirman lo hallado en el capítulo anterior e 

indican que las Np inducen una activación de la inmunidad Th1-dependiente, con la 

expansión de linfocitos T CD4 y CD8 productoras de IFN-γ y la producción de IgG2a 

específica. Estos hallazgos resultan promisorios para el candidato vacunal Np-yRBD 

como una vacuna preventiva en un proceso infeccioso viral contra el SARS-CoV-2. 
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2.2.1 Funcionalidad del candidato vacunal: Ensayo de protección contra 

SARS-CoV-2 en ratones K18-hACE2. 

 

Para evaluar la eficacia de la protección conferida por el candidato vacunal Np-

yRBD realizamos un desafío viral empleando ratones K18 (cepa C57/BL6), los cuales se 

encuentran modificados genéticamente para expresar el receptor humano ACE2 en 

células epiteliales mucosales 233,234. Dicho receptor, como se mencionó anteriormente, 

facilita la entrada del virus SARS-CoV-2 a la célula blanco para replicarse y diseminarse 

en el organismo 235. 

Este ensayo se realizó en el ANLIS MALBRAN (Laboratorios BLS3 y BLS3A y el 

Departamento de Virus Respiratorio) empleando ratones K18-hACE2 de 5-7 semanas 

de edad provistos por el bioterio del Centro de Medicina Comparada de la Universidad 

Nacional del Litoral (Dr. Hugo Ortega). Se aplicó el esquema optimizado de 

inmunizaciones por vía intraperitoneal (2 dosis separadas por 21 días) mostrado en la 

Figura 49. Dos semanas luego de la última dosis (día 35) se procedió a la infección de 

los ratones vacunados por instilación intranasal con 10^5 TCID (Tissue culture 

infectious dose) de SARS-CoV-2 variante Wuhan. Al día 39 se sacrificaron los animales 

para analizar la carga viral mediante RT-PCR en pulmón y lavado nasal (LN), por 

cuestiones metodológicas y practicas no se realizó lavado nasal a todos los animales 

infectados (Fig. 51A).  

Los lotes de animales incluyeron los controles con Np, yRBD, Alum+yRBD y Np-

yRBD y un lote adicional de animales sin infectar (Fig. 51A). Además los ratones se 

agruparon por sexo para cada lote (lote de 10 animales, 5 machos y 5 hembras). En 

este ensayo se emplearon todos los componentes obtenidos bajo condiciones de 

buenas prácticas de laboratorio en el marco del consorcio ARGENVAC. Los cultivos de 

Pichia pastoris (bioreactor de 75L), obtención y posterior purificación de yRBD se 

realizaron en la planta de Bioprocesos Industriales del INTI (Dra. María Laura Matos). El 

posterior control de calidad de los lotes de proteínas producidos fue realizado en los 

laboratorios IB3 (FCEyN). 

Mediante el monitoreo de los pesos de los animales durante el protocolo de 

inmunización y desafío se observó que únicamente los animales que recibieron 
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solamente yRBD mostraron el menor incremento en el peso, antes y después de la 

infección viral. La dosis de virus empleada no resultó letal para ningún animal en los 

tiempos de estudio (Fig. 51B). El análisis de los sueros de los animales inmunizados con 

los dos candidatos vacunales Np-yRBD y Alum+yRBD presentaron anticuerpos IgG 

específicos para yRBD luego de las dos inmunizaciones (Fig. 51C).  

Encontramos que el candidato vacunal Np-yRBD logró contener la infección 

viral en pulmón, en niveles comparables al candidato Alum+yRBD. En lavado nasal 

pudimos observar un efecto más marcado con una menor carga viral en animales 

inmunizados con Np-yRBD y Alum+yRBD comparado con el control que recibió solo 

yRBD (Fig. 51D).  
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Figura 51: Análisis de la protección del candidato vacunal Np-yRBD al desafío nasal con virus 

SARS-CoV-2 variante Wuhan en ratones K18-hACE2. A) Esquema de inmunización e infección. 

B) Monitoreo del peso semanalmente (pre-infección) y diariamente (post-infección). C) 

Cuantificación por ELISA de IgG específica sérica correspondiente al día 34 (pre-infección). D) 

Cuantificación de carga viral detectada por RT-PCR en pulmón y lavado nasal. Las distintas 

condiciones experimentales se llevaron a cabo por duplicado, se grafica la media con su 

desviación estándar. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-Student #P<0.05). 

 

A partir de estos resultados podemos concluir que el candidato Np-yRBD logró 

contener de manera parcial y local, en lavado nasal y pulmón, la infección por el virus 

SARS-CoV-2 en los ratones K18-hACE2. 
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2.2.2 Estudios histopatológicos de animales vacunados con Np-yRBD y 

desafiados con SARS-CoV-2 

 

Los estudios histopatológicos de los animales K18-hACE2 infectados con SARS-

CoV-2 fueron realizados en la Universidad Nacional del Litoral en el Centro de 

Medicina Comparada (UNL-ICIVET-CMC). Para los estudios de toxicidad se tomaron 

muestras de hígado y pulmón de algunos animales de cada lote. En la Figura 52 se 

representan en formato heat map la severidad de las lesiones observadas y la 

distribución del daño en cada tejido. Estos datos fueron analizados en conjunto con la 

carga viral encontrada en pulmón y lavado nasal. Se comparan lotes de animales que 

recibieron Np o yRBD como controles, con animales que fueron inmunizados con Np-

yRBD o Alum+yRBD. 

Al considerar las lesiones en hígado, la vacuolización citoplasmática (VC) se 

observó cómo lesión severa en un solo animal, el resto de los hallazgos fueron de leves 

a moderados. La hematopoyesis extramedular (HEM) se asocia directamente con 

afecciones patológicas y se pudo observar que los animales inmunizados con Np-yRBD 

fueron los que mostraron con menor frecuencia esta lesión, con una distribución focal, 

en cambio los demás animales presentaron una distribución multifocal y algunos con 

un mayor grado de severidad. La esteatosis (E) se encontró de igual manera en 

animales inmunizados Np-yRBD y Alum+yRBD. Con lo que respecta a la congestión (Co) 

no se puede alcanzar una conclusión ya que se podría asociar al método de eutanasia y 

no se encontró infiltrado (I) de ningún tipo celular. En los pulmones, un solo animal 

inmunizado con Np-yRBD presentó un infiltrado (I) mixto (linfoplasmocitario y 

neutrofílico). Las lesiones encontradas relativas a la hiperplasia de neumocitos tipo II 

(HN2) fueron leves a moderadas sin diferencia aparente entre las distintas condiciones 

de inmunización. En relación a la hemorragia (H) y congestión (Co) no se observó 

ninguna diferencia entre los grupos y las lesiones se pueden deber al método 

eutanásico.  
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Figura 52: Heat map para el análisis histopatológico de animales inmunizados o controles e 

infectados. Se grafica la severidad (score 0-4, siendo 4 mayor severidad), la distribución del 

hígado y pulmón y se compara con la carga viral encontrada en pulmón y lavado nasal. 

 

De esta representación podemos concluir que se observó una gran variabilidad 

entre animales de un mismo lote, con menor carga viral en muestras de pulmón para 

animales que recibieron Np-yRBD o Alum+yRBD, y menor daño histológico en ratones 

inmunizados con Np-yRBD en tejidos relacionados a la vía de inmunización y de 

infección. 

 

3. Empleo de nanopartículas en una formulación vacunal 

terapéutica para alergia alimentaria a proteínas de leche 
 

Con el fin de evaluar la capacidad inmunomoduladora de la Np utilizamos un 

modelo de alergia alimentaria IgE-dependiente en ratones, el cual se encuentra 

ampliamente caracterizado por el grupo de trabajo 80,81,84,226,236–238.  Para inducir la 

alergia se sensibilizaron ratones Balb/c por vía intragástrica administrando proteínas 

de la leche de vaca (PLV) junto al adyuvante pro-Th2 toxina colérica (TC) durante 6 

semanas, según el esquema en la Figura 53A. El monitoreo del peso corporal durante 

el proceso de sensibilización no mostró irregularidades (Fig. 53B) y para evidenciar la 

sensibilización alérgica luego de la 6ta semana los animales recibieron un desafío oral 

Pulmón LN VC HEM Co E I HN2 HEB Co H I VC HEM Co E I HN2 HEB Co H I
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(DO) con 50 mg/mL de PLV. Se cuantificaron los signos clínicos en base a los valores ya 

definidos y se estableció el score clínico individual (Fig. 53C y tabla 3). Como parámetro 

in vivo de la sensibilización IgE se realizó la prueba cutánea y observamos que los 

animales que recibieron PLV-TC presentaron una mayor hinchazón con coloración azul, 

debido a la degranulación de mastocitos en la zona de inoculación post-inoculación del 

alérgeno PLV (Fig. 53D).  

 

Tabla 3: Signos clínicos en animales alérgicos a PLV.   

 

 

Como puede apreciarse en la Figura 53, los animales que recibieron PLV+TC 

mostraron un score clínico significativamente mayor que los animales que sólo 

recibieron PLV. Asimismo, se obtuvieron muestras de sangre de los ratones y se 

evaluaron los niveles de los isotipos Th2, IgG1 e IgE, específicos para PLV en suero (Fig. 

53E y F). Los ratones sensibilizados mostraron mayores niveles de ambos isotipos 

específicos con respecto a los ratones de los lotes controles. Además, en los animales 

sensibilizados con PLV y TC se detectaron altos niveles de citoquinas tipo 2 como mIL-

13 e mIL-5 en comparación con los animales que solo recibieron PLV. Estos resultados 

indican que los animales sensibilizados por vía intragástrica con PLV+TC indujeron la 

producción y secreción de IgE e IgG1, citoquinas tipo 2 y la instauración de síntomas 

compatibles con una alergia cuando fueron desafiados con PLV por la vía oral. 

  

Puntaje Signos clinicos observados

0 Sin sintomas

1 Rascado de nariz y cabeza y enrojecimineto alrededor de nariz y cabeza

5 Muerte

2
Hinchazon alrededor de ojos y boca, pelo erizado, baja actividad general y/o baja 

actividad con aumento de frecuencia respiratoria

3 Respiracion dificultosa, cianosis alrededor de la boca y cola

4 Inactividad, convulsiones
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Figura 53: Sensibilización de ratones Balb/c. A) Esquema de sensibilización. B) Monitoreo del 

peso semanalmente durante la sensibilización. C) Determinación del score clínico (tabla 3). D) 

Prueba cutánea. Cuantificación por ELISA de IgG1 (E) e IgE (F) específica para PLV. G) 

Cuantificación por ELISA de citoquinas Th2 mIL-13 e mIL-5 en sobrenadante de cultivo de 

esplenocitos estimulados con PLV. (ANOVA* P<0.05; ***P<0.001). 

 

Una vez inducida y establecida la alergia se procedió a la desensibilización 

administrando β-lactoglobulina encapsulada en la Np (Np-βlacto) por vía intragástrica. 

Previamente evaluamos la capacidad de encapsulación de β-lactoglubulina (pI=5.2 239) 

por parte de la Np. Encontramos que la capacidad de autoensamblado y encapsulación 

depende de la concentración final de proteína. La situación óptima la hallamos 

empleando β-lactoglobulina 50 μg/mL de proteína final, que permitió una 

encapsulación superior al 60% (Fig. 54). 
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Figura 54: Porcentaje de encapsulación de β-lactoglobulina en la Np. 

 

En base a este dato aplicamos en los tratamientos por vía intragástrica 10 μg de 

β-lactoglobulina en 200 μL de solución (50 μg/mL), dos veces por semana durante 

cuatro semanas (Fig. 55A).  Decidimos aplicar una primera ronda de tratamiento, 

realizar un desafío oral (PLV 10 mg) y evaluar el score clínico de los animales, para 

luego aplicar una segunda ronda de tratamiento. 

Luego del tratamiento completo logramos evidenciar una disminución en los 

síntomas y signos clínicos característicos de la alergia luego de las dos rondas en los 

animales sensibilizados que recibieron Np-βlacto en comparación a los animales que 

recibieron PBS (Fig. 55B). Encontramos que la primera ronda de tratamiento con Np-β-

lacto indujo un descenso más marcado de los scores clínicos y que la segunda ronda 

sólo fue efectiva en algunos animales.  

Para entender qué mecanismo mediaba esta modulación de los signos clínicos, 

evaluamos la respuesta Th1 in vivo a través de la prueba de hipersensibilidad 

retardada o DTH. Se inyectó PLV (20 μg) en la almohadilla de una de las patas traseras 

y solución fisiológica (SF) en la opuesta. A las 48/72 horas se midió el espesor de las 

patas y la comparación entre ambas patas reveló que los animales sensibilizados que 

recibieron como tratamiento Np-βlacto tenían una menor inflamación que los ratones 

sensibilizados que recibieron PBS como tratamiento (Fig. 55C). El control de 

tratamiento con β-lactoglobulina también mostró parámetros de inflamación menores. 

Para evidenciar la presencia de anticuerpos IgE específicos a PLV funcionales en 
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mastocitos se realizó la prueba cutánea luego del tratamiento y observamos que los 

ratones sensibilizados que recibieron como tratamiento Np-βlacto mostraban una 

menor coloración azul en la almohadilla plantar en comparación a los controles 

sensibilizados (Fig. 55D). También los ratones sensibilizados y tratados con β-

lactoglobulina mostraron una prueba cutánea más débil que los ratones sensibilizados 

y tratados con PBS. Sin embargo, al evaluar los niveles séricos de IgE específica no 

evidenciamos un descenso significativo al aplicar el tratamiento con Np-βlacto, sólo 

una tendencia al descenso. En cambio, los niveles de IgG1 específicos descendieron en 

comparación con el de los ratones sensibilizados (p<0.05). Resultados similares se 

obtuvieron en los ratones sensibilizados tratados con β-lactoglobulina (Fig. 55E). Por el 

contrario, hallamos valores significativamente elevados de IgG2a específica de PLV y 

de β-lactoglobulina en el suero de ratones sensibilizados y tratados con Np-βlacto en 

comparación con los animales sensibilizados (Fig. 55F). Estos hallazgos sugieren que el 

tratamiento con Np-βlacto promueve una respuesta inmunomoduladora Th1-

dependiente que permite controlar la inmunidad e inflamación tipo-2 inducida por la 

sensibilización previa con toxina colérica. 
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Figura 55: Signos clínicos y respuesta humoral en animales alérgicos tratados con Np-

βlactoglobulina. A) Score clínico luego de las dos rondas de tratamiento. B) Determinación de 

la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH), midiendo la relación del espesor de las patas 

traseras inoculadas con PLV o SF. C) Prueba cutánea. D) Niveles séricos de IgG1 e IgE 

específicos de PLV (ELISA y EAST respectivamente) y E) niveles de IgG2a específicos PLV y β-

lactoglobulina luego del tratamiento (ELISA). (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-

Student #P<0.05). 

 

Para ahondar en la comprensión de los mecanismos regulatorios inducidos por 

las Np, se analizó la inmunidad celular a través de la cuantificación por ELISA de 

citoquinas en los sobrenadante de cultivo de esplenocitos estimulados con β-

lactoglobulina luego de 72 horas de estímulo. Los resultados indican que luego del 

tratamiento con PBS, los animales sensibilizados mantienen niveles elevados del mIL-5 

e mIL-13. Sin embargo, en los ratones sensibilizados y tratados con Np-βlacto se 

observó una disminución significativa de estas citoquinas Th2. Llamativamente, no 

observamos en estos animales una diferencia significativa en la producción de mIFN-γ 

(Fig. 56A). Al analizar la frecuencia de células dendríticas en lámina propia de intestino 

delgado observamos un aumento de células dendríticas CD11c+CD11b+CD8α+ en 

animales tratados con Np-βlacto (Fig. 56B y C). 
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Figura 56: Respuesta celular en animales alérgicos luego del tratamiento con Np-βlacto. A) 

Cuantificación de los niveles de mIL-5, mIL-13 e mIFN-γ en el sobrenadante de cultivo de 

esplenocitos (ELISA). B) Estrategia de gates para seleccionar células dendríticas 

CD8α+CD11c+CD11b+ en lámina propia. C) Cuantificación y porcentaje de células CD8α+ dentro 

de la población CD11c+CD11b+. (ANOVA* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. t-Student #P<0.05). 

 

Por lo tanto, la administración mucosal de Np-βlacto post-sensibilización 

alérgica permitió reducir significativamente los síntomas de los animales frente a la 

exposición al alérgeno nocivo y las pruebas cutáneas, aunque con el protocolo aplicado 

sólo evidenciamos una tendencia al descenso de los niveles circulantes de IgE. Los 

niveles elevados de IgG2a indican una inmunomodulación inducida por la vacuna. 

Estos anticuerpos IgG2a podrían actuar como anticuerpos neutralizantes que evitaron 

que el alérgeno libre llegue a la IgE en la superficie de las células inflamatorias, lo cual 

evitó la instauración de las reacciones alérgicas. 
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Probablemente modificando la dosis de Np-βlacto o el protocolo de 

administración mucosal nos permitan lograr un descenso significativo en los niveles de 

IgE circulante y en células sensibilizadas, y un aumento en la secreción de IFN-γ para 

inducir un perfil de inmunomodulación Th1-dependiente que controle aún más las 

reacciones alérgicas Th2-dependientes.  
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Conclusión y discusión 
 

En este capítulo hemos empleado las nanopartículas de polialilamina como 

vehículo y adyuvante en vacunas preventivas para procesos infecciosos (Brucelosis y 

COVID-19) y como vacuna terapéutica para procesos no infecciosos (alergia 

alimentarias IgE-dependientes). Asimismo, las Np fueron utilizadas para la formulación 

tanto de una vacuna sistémica (COVID-19) como vacuna mucosal (Brucelosis y alergia 

alimentaria). En todos los casos evidenciamos que las Np estimulan el sistema inmune 

y generan inmunidad específica, promoviendo un perfil Th1-dependiente. 

 

Brucelosis 
 

Las vacunas comerciales contra Brucella suis basadas en cepas atenuadas 

aprobadas para animales son las únicas que se encuentran en el mercado. Sin 

embargo, estas vacunas han mostrado problemas de seguridad 240 ya que, por 

ejemplo, producen abortos en hembras preñadas 241, el patógeno sigue siendo 

infectivo para humanos 242,243  e inducen una respuesta inmune que interfiere en el 

diagnostico por serología 244. Es por ello que el desarrollo de vacunas acelulares o a 

base de subunidades proteicas es de carácter urgente debido a que son seguras tanto 

en la obtención como en la aplicación, son bien definidas en cuanto a la cantidad de 

antígeno inoculado y no pueden transformarse en patogénicas 76. Si bien aún nos 

debemos un modelo de funcionalidad y protección con el candidato Np-Btaf contra 

Brucella suis, podemos concluir que la inmunización por la vía intranasal generó una 

inmunidad humoral Th1-dependiente, tanto a nivel sistémico como en la mucosa 

respiratoria con producción de anticuerpos IgG e IgG2a antígeno específicos. Además, 

encontramos un aumento en la proliferación de linfocitos T CD4 efectoras 

(CD44+CD62L-) y de memoria (CD44+CD62L+) en los ganglios linfáticos drenantes al sitio 

de inmunización. 
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COVID-19 
 

Logramos optimizar la formulación para el candidato vacunal contra el SARS-

CoV-2, con 50 μg de yRBD en 500 μL de Np por dosis. Dicha concentración es similar a 

la que emplearon Limonta-Fernandez y colaboradores en los ensayos pre-clínicos 245 y 

en los ensayos clínicos para el candidato vacunal Abdala, formulada con RBD obtenida 

en levaduras y sales de aluminio como adyuvante 231,232.  En cambio, Covovax y 

Nanovax que también son vacunas acelulares a base de proteína S utilizan el 

adyuvante Matrix-M. Este adyuvante se basa en una saponina extraída del árbol 

Quillaja saponaria y se formula en conjunto con fosfolípidos y colesterol 246,247. Sin 

embargo estas vacunas utilizan solo 5 μg de proteína por dosis administrada 248. En las 

inmunizaciones con Np-yRBD evidenciamos un aumento la producción de anticuerpos 

IgG e IgG2a específicos para RBD y en la proliferación de linfocitos T CD4 y CD8 

productores de IFN-γ. Finalmente los ensayos funcionales mostraron que la vacuna 

induce una inmunidad humoral y celular que logró contener la replicación viral en las 

vías aéreas superiores (lavado nasal) e inferiores (pulmón) del tracto respiratorio. 

Asimismo, el candidato vacunal mostró parámetros de seguridad aceptables y no 

observaron daños mayores en órganos blancos. 

 

Alergia alimentaria 
 

Los PAMPs agonistas de TLR4 81,225, el oligonucleótido CpG 249 agonista de TLR9 

y las nanopartículas de PAH/Tpp aquí descriptas presentan propiedades adyuvantes 

que inducen un perfil inmunológico Th1-dependiente. De esta manera la 

administración mucosal del candidato vacunal Np-βlacto logró modular la alergia 

alimentaria a las proteínas de la leche en ratones sensibilizados con PLV y toxina 

colérica. Luego del tratamiento con Np-βlacto se detectaron altos niveles de IgG2a 

tanto para PLV como para β-lactoglobulina, y no se evidenció una disminución en los 

niveles de IgE sistémica. Sin embargo, el score clínico y los niveles de IgG1 (isotipo pro-

Th2) específico en suero disminuyeron luego de finalizado el tratamiento. En cuanto a 

la respuesta celular, observamos una disminución en las citoquinas Th2 con niveles de 
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IL-5 e IL-13 por debajo de los límites de detección 250. Así mismo evidenciamos un 

aumento en la población de células dendríticas CD8α+, quienes juegan un rol clave en 

la diferenciación hacia un perfil Th1 251–253. Es destacable que la modulación de la 

alergia con Np-βlacto fue más intensa que la tolerancia inducida en el lote de animales 

sensibilizados que fueron tratados con bajas dosis β-lactoglobulina por vía 

intragástrica. Con estos resultados se demuestra que los adyuvantes pro-Th1, como los 

mencionados anteriormente, pueden ser utilizados para el tratamiento de alergias 

alimentarias y de esta manera disminuir la cantidad de alérgeno utilizado para la 

desensibilización y reducir la intensidad de los signos clínicos y los efectos adversos 

que puedan generarse durante el tratamiento. 
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Esta tesis se enfocó en la caracterización biológica e inmunológica de 

nanopartículas poliméricas autoensamblantes, con el objetivo de profundizar en el 

mecanismo de acción de las mismas como vehículo y como adyuvante, y su aplicación 

como una nueva plataforma vacunal para enfermedades infecciosas (COVID-19 y 

Brucelosis) y no infecciosas (alergias alimentarias). Los datos surgidos de este trabajo 

han sido incluidos en dos patentes nacionales e internacionales y en trabajos 

científicos, de manera que permitirán avanzar en el conocimiento de la respuesta 

inmune con este nuevo adyuvante y en su aplicación en una novedosa plataforma 

vacunal para administraciones sistémicas y mucosales. 

La síntesis de las nanopartículas resultó ser un procedimiento experimental 

sencillo, de bajo costo, reproducible y con variables experimentales altamente 

manejables en función de las características del producto a obtener. Nuestros 

resultados demostraron que las nanopartículas mantienen sus propiedades en forma 

estable en el tiempo en distintos medios y temperaturas y que encapsulan proteínas 

con diferentes puntos isoeléctricos, aunque con diferente eficiencia. Encontramos que 

las Np son captadas exclusivamente por células presentadoras de antígeno (células 

dendríticas y macrófagos), se localizan intracelularmente en endosomas tempranos y 

tardíos, e inducen la disrupción de los mismos con la traslocación de sus componentes 

al citosol. Su internalización indujo la activación celular y la liberación de las citoquinas 

pro-inflamatorias IL-1β e IL-18. Por el contrario, no evidenciamos su internalización por 

células epiteliales mucosales no fagocíticas. La bibliografía describe la permeabilización 

de la membrana lisosomal como unos de los mecanismos que promueve la activación 

del inflamosoma 96,97. El empleo de distintos inhibidores nos permitió estudiar una 

posible vía de activación que incluye a la catepsina B, como principal activador del 

inflamosoma, y con el uso de células macrofágicas derivadas de médula ósea de 

ratones que no expresan componentes de la vía del inflamosoma confirmamos que la 

activación celular dependía del receptor NLRP3 y de caspasa-1, no así de caspasa-11. 

De esta manera se demuestra que las Np activan por la vía canónica al inflamosoma 

NLRP3. Sin embargo, observamos que la liberación de IL-1β no dependía de la 

formación de poros de gasdermina D, lo que se asocia con una liberación lenta de 

dicha citoquina y que no induce en la célula muerte celular por piroptosis 144. 
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Los mecanismos de activación de la inmunidad innata por parte de los 

adyuvantes se encuentran en constante estudio. Es sabido que las sales de aluminio, 

como el hidróxido de aluminio, ampliamente utilizado en vacunas para humanos, son 

capaces de mejorar la eficacia y duración de la respuesta inmune por efecto depot 

(liberación lenta del mismo) y agregación de antígenos que mejora la absorción y 

activación de las CPA. Además, se ha demostrado que el alum o hidróxido de alum 

activa la vía NLRP3 del inflamosoma. Por lo tanto, utilizamos como adyuvantes el 

hidróxido de aluminio y las Np en la formulación de vacunas preventivas. De esta 

manera, evaluamos la capacidad adyuvante de las Np y comprobamos que potencian 

la respuesta inmune por la vía sistémica (inmunización intraperitoneal) y la mucosal 

(inmunización intranasal e intragástrica). En conclusión, observamos que las Np activan 

la inmunidad innata a través de la vía del inflamosoma y posteriormente, la inmunidad 

adaptativa humoral y celular Th1-dependiente. En todos los casos observamos la 

inducción de anticuerpos específicos IgG e IgG2a en sangre y en las mucosas (lavado 

broncoalveolar y saliva) y la expansión de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de IFN-

γ. Asimismo, corroboramos in vivo que la síntesis de anticuerpos específicos del isotipo 

Th1 y la producción de IFN-γ son dependientes de NLRP3 y de caspasa-1. 

Para el caso de las vacunas mucosales, se requiere un vehículo protector y de 

direccionamiento de los componentes vacunales a los sitios inmunes de interés para 

montar una respuesta inmune específica. En este trabajo encontramos que las Np 

PAH/Tpp son estables y mantienen sus condiciones nativas en el tracto gastrointestinal 

y en el respiratorio, y que son internalizadas en células presentes en los sitios 

inductivos. Cabe destacar que la migración de las Np hacia los ganglios linfáticos 

mesentéricos y mediastínicos, dependiendo de la vía de inoculación, se produce a 

través de células dendríticas y que las mismas son activadas luego de la internalización 

de las Np. Este hecho resulta esencial para promover la activación de linfocitos T 

específicos naive. Según algunos autores, las células dendríticas cargadas con el 

antígeno pueden migrar y no sólo alcanzar los ganglios mesentéricos sino que también 

pueden captar antígenos en las Placas de Peyer 254. Pero además de mantener su 

integridad en las mucosas y ser internalizadas por células dendríticas, las Np indujeron 

inmunidad humoral y celular específicas por las vías intranasal e intragástrica. Esto 
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significa que las Np además lograron proteger al antígeno. Luego de la inmunización 

intragástrica se observó un aumento en la frecuencia de células dendríticas 

CD86+CD80+ y células CD103+CD8α+ en órganos linfoides secundarios 50. Si bien dichas 

células son características de un perfil tolerogénico, las células dendríticas CD103+ 

presentan la capacidad de migrar del intestino a los ganglios mesentéricos para inducir 

la expansión, proliferación y diferenciación de linfocitos T a células efectoras, que 

migran a la mucosa , y células de memoria que migran a médula ósea (memoria 

sistémica) y a la mucosa (memoria local). En cambio, las células dendríticas CD8α+, 

además de poseer la capacidad de realizar presentación cruzada, inducen un perfil e 

diferenciación Th1 168,169,255. 

Dada la importancia de las vacunas mucosales para contener enfermedades 

que se transmiten por mucosas y generar una inmunidad mucosal más potente, rápida 

y duradera, junto a una inmunidad sistémica, decidimos evaluar la presencia de 

isotipos específicos séricos y mucosales, linfocitos T sistémicos y de memoria 

mucosales. Pero además, observamos que la administración combinada de las vacunas 

intraperitoneal e intranasal conteniendo ambas a las nanopartículas indujo una 

inmunidad humoral más potente con la inducción de anticuerpos IgG e IgA específicos 

en BAL y una mayor frecuencia de linfocitos T CD4 y CD8 residentes de memoria en la 

mucosa respiratoria (CD45-CD62L-CD69+). Consideramos estos resultados destacables, 

ya que la memoria celular es fundamental para que el sistema inmune pueda actuar de 

manera rápida y efectiva sobre una reinfección local. Siguiendo este lineamiento, se 

puede pensar en utilizar la inmunización mucosal como refuerzo en un esquema de 

inmunización tradicional o sistémica. Además, el hecho de emplear un vehículo 

protector permitiría reducir la cantidad de inmunógeno a administrar y dirigirlo al 

tejido y células de interés. Por otro lado, las Np activan a la misma célula de la 

inmunidad innata que procesará y presentará los péptidos provenientes del 

inmunógeno a los linfocitos T específicos. 

Por otro lado, observamos que las Np promueven la disrupción de los 

endosomas, tanto en macrófagos como en células dendríticas, lo cual induce dos 

efectos en simultáneo: la salida al citosol de las Np para activar la vía canónica del 

inflamosoma y la translocación del inmunógeno para que sea procesado y presentado 
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en el contexto de MHC clase I por la vía biosintética. Este proceso de presentación 

cruzada de antígenos posibilita que un antígeno exógeno (en este caso OVA o yRBD) 

activen y expandan linfocitos T CD8. Este mecanismo es fundamental para activar 

linfocitos T naïve específicos de microorganismos que no invaden células dendríticas.  

El hecho de haber detectado la expansión de linfocitos T CD8 productores de IFN-γ con 

las distintas vacunas es un indicativo que este mecanismo es inducido por las mismas. 

Evidenciamos que la respuesta adaptativa inducida por las nanopartículas 

depende de la activación del inflamosoma, pero al igual que el hidróxido de aluminio, 

no requiere de un agonista de receptores tipo toll (TLR) para desencadenar dicha 

activación, como si lo necesita a nivel in vitro en células presentadoras de antígeno, 

donde la primera señal para activar el inflamosoma está mediada por LPS y la segunda 

señal, por las Np. Si a estos adyuvantes individuales se les adiciona un agonista de la 

inmunidad innata, la formulación vacunal podría estimular y dirigir una activación de la 

inmunidad innata más eficiente, y así mejorar la respuesta adaptativa final 256. Sin 

embargo, en este caso habrá que estudiar cuidadosamente la seguridad de las mismas. 

Esto es lo que ha diseñado GlaxoSmithKline en su adyuvante AS01, que contiene dos 

componentes adyuvantes en un liposoma: MPL (agonista TLR4) y QS-21 (saponina que 

activa el inflamosoma NLRP3 y promueve una inmunidad Th1-dependiente)257. El 

liposoma ingresa a la célula en zonas de membrana plasmática ricas en colesterol, se 

aloja en los endosomas y finalmente promueve la secreción de IL-1β e IL-18 27,152. Vale 

mencionar que la inmunidad humoral y celular de AS01, al igual que la Np, depende 

fuertemente de la actividad de catepsina B para activar el inflamosoma 124. La 

particularidad que presenta AS01, como los otros adyuvantes comerciales de GSK, es 

que las dos moléculas juntas inducen un patrón de activación innato que no puede ser 

inducido por ninguna de las dos moléculas individualmente, independientemente de la 

dosis. Es por ello que es importante el uso de liposomas u otros sistemas capaces de 

encapsular más de un componente y dirigirlo a una misma célula 29. 

Los receptores intracelulares como el TLR9 y los NLR activan células innatas 

como macrófagos y células dendríticas pro-inflamatorias (M1 y CD1) secretoras de IL-

12, IL-1 e IL-18. La respuesta innata de estas células genera una activación de la 

inmunidad adaptativa con inducción y proliferación de células Th1 y Tc1, las cuales 
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producen y secretan IFN-γ, siendo fundamental no sólo para eliminar células 

infectadas, sino también promover la activación y reclutamiento de macrófagos al sitio 

de infección, intensificando la inflamación en el sitio de infección y/o inmunización. La 

inducción de este tipo de mecanismos efectores es lo deseado en infecciones virales y 

bacterianas intracelulares. Los resultados obtenidos con el inmunógeno de concepto 

OVA nos permitió plantear la aplicación de las vacunas preventivas formuladas con Np 

en dos enfermedades infecciosas como COVID-19 y brucelosis. Asimismo, y por la 

capacidad de generar inmunidad dependiente de IFN-γ, planteamos aplicar esta 

vacuna en una inmunoterapia inmunomoduladora para alergia alimentaria. Tanto para 

el candidato vacunal preventivo, como para el terapéutico se utilizó la Np como 

adyuvante y como vehículo en una plataforma vacunal para diversas aplicaciones. 

Si bien el empleo de modelos experimentales tiene la ventaja que permite 

evaluar la seguridad, inmunogenicidad y protección, debemos tener en cuenta que 

tanto COVID-19 como la alergia alimentaria no son enfermedades que se producen 

naturalmente en la especie ratón. Para el caso de COVID-19, se deben emplear ratones 

transgénicos para el receptor ACE2 humano bajo el promotor de la citoqueratina 18, 

de manera que el SARS-CoV-2 pueda invadir células epiteliales mucosales y generar 

una patología muy similar a la que se observa en pacientes con COVID-19. Para el caso 

de alergia alimentaria, ésta no se produce en forma espontánea en ratones expuestos 

al alérgeno y se debe aplicar un procedimiento de sensibilización empleando toxina 

colérica junto al alérgeno por vía intragástrica. Esto determina que luego la 

extrapolación al humano pueda tener sus limitaciones. Sin embargo, los estudios pre-

clínicos son de gran utilidad y aportan información relevante al momento de plantear 

una fase clínica. En este trabajo pudimos determinar que las Np no tienen efecto 

tóxico en hígado o pulmón y fueron capaces de generar inmunidad humoral y celular y 

protegieron parcialmente ratones K18 desafiados con SARS-CoV-2 variante Wuhan. 

Como se mencionó anteriormente, las nanopartículas de PAH/Tpp con 

propiedades adyuvantes, al igual que el oligonucleótido CpG (agonistas de TLR), induce 

un perfil inmunológico Th1-dependiente con altos niveles de IgG2a específicos. De esta 

manera la Np logró modular las reacciones alérgicas IgE-dependientes en ratones 

expuestos oralmente a proteínas de leche de vaca. Luego del tratamiento con Np se 
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evidencio una disminución en los signos clínicos, en los niveles de IgG1 en suero y en 

los niveles de IL-5 e IL-13 en los cultivos de esplenocitos de los animales alérgicos 

tratados con Np. Por lo tanto, los adyuvantes pro-Th1 pueden ser utilizados como 

adyuvantes en las formulaciones de vacunas terapéuticas para el tratamiento de 

alergias alimentarias 

  En conclusión, con los modelos in vitro e in vivo aplicados hemos caracterizado 

una nanopartícula polimérica y autoensamblante de PAH/Tpp, con carga negativa, 

esférica y con 200 nm de diámetro, con capacidad de encapsular y proteger proteínas 

de diferente peso molecular y punto isoeléctrico, que activa células fagocíticas de la 

inmunidad innata y que se puede emplear como plataforma vacunal al formularlas 

junto a diferentes inmunógeno en vacunas sistémicas y mucosales, preventivas o 

terapéuticas, dado que inducen inmunidad innata y adaptativa humoral y celular 

específicas y memoria inmune. La capacidad de promover una respuesta inflamatoria 

controlada y una inmunidad adaptativa Th1-dependiente las hace altamente 

promisorias para ser empleadas en vacunas para procesos infecciosos y no infecciosos.  
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